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RESUMEN 

La pandemia causada por el virus SARS-CoV-2, ha generado numerosos impactos, tanto sanitarios, como 

económicos y sociales. El rápido desarrollo e implementación de vacunas mostró ser sumamente efectivo 

para combatir las formas graves de la enfermedad y disminuir las muertes asociadas a la misma. La  

generación de anticuerpos neutralizantes, capaces de impedir la entrada del virus a las células, surge como 

un mecanismo inmunológico clave de la protección inducida por las vacunas. Sin embargo, la aparición de 

nuevas variantes virales mejor adaptadas, disparó la necesidad de entender de qué manera son capaces 

de transmitirse más eficientemente y de escapar a los mecanismos de defensa inmunológica. Incluso, la 

pérdida de eficacia de las vacunas frente a estas nuevas variantes ha requerido que su diseño haya sido 

adaptado, administrándose nuevas dosis basadas en algunas de estas variantes virales. 

Este trabajo de tesis tiene por objetivo principal el desarrollo de estrategias alternativas para analizar in 

vitro la neutralización por anticuerpos frente a diversas variantes de SARS-CoV-2 y evaluar herramientas 

novedosas con capacidad de bloquear dicha interacción. 

Para ello, se produjeron en forma recombinante dominios solubles de la glicoproteína de superficie de 

SARS-CoV-2 pertenecientes a diversas variantes virales, así como de la glicoproteína humana hACE2 que 

actúa como receptor celular del virus. Se llevó a cabo una profunda caracterización biofísica y bioquímica 

de las proteínas obtenidas y de su interacción in vitro, lo que permitió desarrollar múltiples ensayos 

serológicos cualitativos y cuantitativos, para evaluar la respuesta humoral por anticuerpos. La utilización 

de dichos ensayos para estudiar la respuesta frente a diversas variantes virales en individuos vacunados 

se presenta como parte de los resultados de esta tesis, demostrando su utilidad para estudiar la eficacia 

de vacunas, pero también como una herramienta para la búsqueda de inhibidores virales a SARS-CoV-2 

(pequeñas moléculas, dominios de anticuerpos, etc). 

En este sentido, los anticuerpos bovinos con CDR3 ultra-largos vienen siendo estudiados como una 

alternativa novedosa para unir epítopes de proteínas virales de superficie poco accesibles, generando 

anticuerpos ampliamente neutralizantes. En esta línea, se inmunizaron vacas con la proteína Spike 

recombinante de SARS-CoV-2, y se evaluó la respuesta humoral frente a las mismas dando origen a una 

colección de sueros reactivos y células B capaces de expresar este tipo de anticuerpos. Como prueba de 

concepto, un dominio de anticuerpo con CDR3 ultra-largo se purificó en células de insecto, demostrándose 
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su capacidad para reconocer con alta afinidad el RBD de la proteína de SARS-CoV-2. Estos resultados 

sugieren que este tipo de estrategias tiene gran potencial para generar “binders” contra proteínas de 

diversos virus, y que pueden ser obtenidos utilizando un sistema de expresión en células de insecto. 
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ESTRUCTURA DE LA TESIS 

Este breve prólogo pretende guiar a los lectores en la estructura que hemos definido para esta tesis. 

Pretende seguir un orden que consideramos el más lógico, teniendo en cuenta los objetivos planteados y 

la metodología elegida para alcanzarlos. El documento se encuentra dividido en 5 capítulos: el capítulo 1 

es de carácter introductorio, donde se presentan aspectos generales del trabajo que atraviesan 

transversalmente las temáticas abordadas en los demás capítulos, además de la problemática que se 

intentó resolver y los objetivos planteados; cada uno de los capítulos  restantes (capítulos 2 al 5) está 

vinculado a uno de los objetivos específicos planteados en esta tesis y comparten una misma estructura.  

Así, primero se presenta una introducción enfocada en la temática vinculada al capítulo, seguida del 

objetivo específico correspondiente. A continuación se presentan y discuten los resultados obtenidos, 

seguido de un breve resumen de las conclusiones y perspectivas que se desprenden de estos. Para cerrar 

cada capítulo, se presenta la metodología aplicada en el mismo. 

Al final del documento se presenta la bibliografía consultada y un anexo conteniendo tablas 

suplementarias, las publicaciones de primera autoría que se desprenden de esta tesis, y los informes y 

registros expedidos por el Ministerio de Salud Pública para los kits serológicos desarrollados.
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CAPÍTULO 1: CO-EVOLUCION DE LAS ESTRATEGIAS 
DE CONTROL DEL SARS-CoV-2 Y LA PANDEMIA

1.1. ASPECTOS GENERALES 

1.1.1. SARS-CoV-2 Y COVID-19 

La COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) es una enfermedad descrita en China a finales de 2019 como un 

síndrome respiratorio severo acompañado de fiebre y neumonía, muchas veces con consecuencias fatales 

(Q. Li, 2020). Las manifestaciones clínicas de la infección van desde casos asintomáticos a pacientes con 

síntomas leves y graves. (X. Dong et al., 2020). Los casos graves se presentan principalmente como 

insuficiencia respiratoria, insuficiencia renal, tromboembolias y otras complicaciones como neumonía 

severa, síndrome de “distress” respiratorio agudo (SDRA), trastornos de la coagulación, daño 

multiorgánico, complicaciones neurológicas, entre otros (C. Huang et al., 2020; Sokolowska et al., 2020). 

El agente causante de dicha enfermedad es una variante hasta ese momento desconocida de coronavirus 

(World Health Organization, 2020c), que fue inicialmente descrito como 2019-nCoV (2019 novel 

coronavirus) y luego renombrado como SARS-CoV-2, por su similitud con el coronavirus causante del 

síndrome respiratorio severo agudo, descrito en 2002 como SARS-CoV (Gorbalenya et al., 2020). A pesar 

de las similitudes en la patología y sus síntomas, el secuenciado del genoma de SARS-CoV-2 permitió 

dilucidar una mayor homología de secuencia con un coronavirus de murciélago (Wu et al., 2020), lo que 

podría estar relacionado al origen zoonótico de este (Lundstrom et al., 2020; P. Zhou et al., 2020).  

A diferencia del SARS-CoV, el SARS-CoV-2 presenta una altísima tasa de transmisión entre humanos, 

responsable de su rápida diseminación global que llevó a que la OMS declarara en menos de un mes el 

máximo nivel de alerta: Emergencia Sanitaria de Interés Internacional (World Health Organization, 2020b), 

y reconociera características de pandemia en menos de cuatro meses (World Health Organization, 2020a).   

Actualmente se conocen siete coronavirus con capacidad de infectar humanos: dos pertenecientes al 

género  alfacoronavirus (HCoV-NL63 y HCoV-229E) y cinco pertenecientes al de betacoronavirus (HCoV-

OC43, HCoV-HKU1, MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2), siendo los últimos tres responsables de 
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infecciones severas en humanos (Figura 1.A). Estos son virus envueltos con un genoma ARN de cadena 

única y polaridad positiva, con una longitud de 27-32 kb y una organización genómica común (Figura 1.B). 

Aproximadamente los dos tercios de su genoma están ocupados por dos marcos de lectura abiertos 

superpuestos ORF1a y ORF1b que codifican las poliproteínas pp1a y pp1ab que son posteriormente 

clivadas por proteasas virales para dar origen a 15-16 proteínas no estructurales (nsp). El tercio restante 

de su genoma codifica las proteínas estructurales S (spike), E (envoltura) y M (de membrana) dispuestas 

en la superficie del virión, y la proteína N (nucleocápside) empaquetada con el ARN viral en el interior de 

la partícula (N. Wang et al., 2020). La proteína S o spike forma trímeros en la superficie del virus, los cuales 

protruyen hacia el exterior formando estructuras con forma de espículas que le dan su morfología 

característica. 

 

Figura 1: Aspectos generales de SARS-CoV-2. A) Organización filogenética de SARS-CoV-2 y otros coronavirus humanos. B) 
Organización genómica de los coronavirus humanos. C) Ciclo viral del SARS-CoV-2. Tomado de (V’kovski et al., 2020; N. Wang 
et al., 2020). 

1.1.2. EL CICLO VIRAL Y LOS POTENCIALES PUNTOS DE CONTROL DE 

LA INFECCIÓN. 

Entender el ciclo viral nos permite identificar los pasos requeridos por el virus para completar la infección, 

lo cual resulta importante para buscar estrategias que impidan la transmisión del virus (Figura 1.C). 

A C 

B 
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La proteína S tiene un rol clave en las primeras etapas del ciclo del virus ya que es la responsable de la 

unión al receptor ACE2 expresado en la superficie de las células blanco y de la fusión de las membranas 

que dan lugar a la entrada del virión (descrito en detalle en la sección 2.1 del capítulo 2). Los anticuerpos 

neutralizantes (producidos durante la respuesta inmune adaptativa o administrados de forma terapéutica) 

son la principal herramienta para bloquear el ciclo en su etapa inicial (descrito en la sección 4.1.1). Dos 

estrategias terapéuticas de acción antiviral que actúan en esta etapa han recibido autorización de la FDA 

para su uso contra COVID-19 durante la emergencia sanitaria (EUA, por emergency use authorization): la 

transfusión de plasma convaleciente, y la administración de combinaciones de anticuerpos monoclonales 

(casirivimab, imdevimab, bamlanivimab y etesevimab), todos neutralizantes y reactivos contra el dominio 

de unión al receptor de la proteína S (National Institutes of Health, 2024). El uso de una versión soluble 

del receptor celular (ACE2) recombinante, como estrategia para competir e impedir la interacción de la 

proteína S con la célula también ha despertado particular interés y se han iniciado pruebas clínicas en este 

sentido (Amanat et al., 2020). 

La entrada del virus en la célula se da mediante el acercamiento y fusión de las membranas del virus y la 

célula. Este proceso es también mediado por spike, la cual es clivada de manera específica por una 

proteasa celular de superficie (TMPRSS2), dando lugar a un re-arreglo conformacional que puede ser 

también impedido por la acción de anticuerpos neutralizantes. La inhibición de dicha proteasa celular 

también ha sido propuesta como un posible mecanismo de control de la entrada del virus (Hoffmann, 

Schroeder, et al., 2020) aunque su naturaleza no específica lo hace un blanco menos promisorio.  

La liberación del ARN genómico del virus en el citoplasma de la célula infectada (desnudamiento), permite 

que las poliproteínas pp1a (codificada por el ORF1a) y pp1ab (originada por un corrimiento en el marco 

de lectura al final de ORF1a) sean traducidas de manera temprana por la maquinaria celular. La 

poliproteína pp1a contiene las cisteína-proteasas virales 3C-like proteinase (3CLPRO, nsp5 también llamada 

MPRO por ser la proteasa principal) y papain-like proteinase (PLPRO, nsp3) que dan lugar a la proteólisis de 

estas (de manera co- y post-traduccional), produciendo 16 proteínas no estructurales (nsp1-16) con 

importantes funciones en el ciclo viral y en la evasión de la respuesta antiviral. Ciertos inhibidores de 

proteasas (lopinavir, ritonavir) aprobados contra SARS, MERS o HIV forman parte de las estrategias de 

reposicionamiento de fármacos contra SARS-CoV-2 (Amanat et al., 2020; Esposito et al., 2020; Magro et 

al., 2020). El inhibidor de MPRO, nirmatrelvir en combinación con ritonavir fue aprobado por la FDA para 

su uso en determinados pacientes (National Institutes of Health, 2024). 

La replicación del genoma viral es llevada a cabo mediante síntesis de una cadena de ARN intermediario 

de polaridad negativa (ARN-) por parte de la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp por RNA 
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dependent RNA polymerase, contenida en la nsp12). Dicho ARN- actúa como molde para la síntesis de 

cadenas de ARN+ que serán empaquetados en la partícula viral como ARN genómico, o actuarán como 

mensajeros para la traducción de nuevas proteínas. Análogos de bases nitrogenadas como remdesivir, 

ribavirin, favipiravir y umifenovir, con capacidad de inhibir la síntesis de ARN y aprobados previamente 

para otras infecciones virales también han sido evaluados contra SARS-CoV-2. Hasta el momento, el único 

fármaco aprobado por la FDA y la EMA para el tratamiento de la COVID-19 es el remdesivir (European 

Medicines Agency (EMA), 2021; National Institutes of Health, 2024; U.S. Food and Drug Administration, 

2020). 

La última etapa del ciclo corresponde a la traducción de las proteínas estructurales S, E, M y N de manera 

tardía, dando lugar al ensamblaje de los nuevos viriones para su egreso. La mayoría de los coronavirus se 

ensamblan en compartimientos del retículo endoplásmico y aparato de Golgi para egresar por exocitosis, 

sin embargo nuevas evidencias sugieren que la salida de los betacoronavirus podría ocurrir por la vía de 

tráfico lisosomal (Ghosh et al., 2020). 

 

1.1.3. DIAGNÓSTICO MOLECULAR Y ANTIGÉNICO 

La detección de ARN viral obtenido mediante hisopados del tracto respiratorio superior fue el primer 

método diagnóstico de infección por SARS-CoV-2 en implementarse de manera exitosa, gracias al rápido 

secuenciado masivo del genoma viral (Wu et al., 2020), y es considerado el “gold standard” para  

diagnóstico de la enfermedad en su fase activa (Krammer & Simon, 2020; van Kasteren et al., 2020). La 

técnica utilizada para ello es la PCR cuantitativa acoplada a transcriptasa reversa (RT-qPCR), y diversos 

juegos de primers han sido diseñados para amplificar las secuencias de los genes E, RdRp y N (D’Cruz et 

al., 2020), entre otros.  

Su demostrada eficacia en la detección del virus se ha visto contrarrestada por dificultades relacionadas 

con la correcta extracción de muestras, riesgos de bioseguridad para el personal encargado de la 

extracción y procesamiento, disponibilidad de insumos y disponibilidad de equipamiento (Tang et al., 

2020). Por estos motivos, otras estrategias moleculares han sido desarrolladas como por ejemplo las 

basados en LAMP (loop-mediated isothermal amplification), CRISPR (clustered regularly interspaced short 

palindromic repeats) y  métodos basados en microarreglos (Ai et al., 2020; M. P. Cheng et al., 2020; Shen 

et al., 2020; Tang et al., 2020). De todos modos, los test moleculares basados en RT-qPCR son el gold 

standard para diagnosticar la infección por SARS-CoV-2. 
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A medida que fueron surgiendo anticuerpos monoclonales (mAbs) con capacidad para detectar proteínas 

de SARS-CoV-2 de manera específica, los test de antígeno (fundamentalmente bajo la forma de test 

rápidos en plataformas de cromatografía por flujo lateral) fueron surgiendo como una alternativa 

diagnóstica más económica, rápida y accesible. Si bien el inicio del periodo de aplicabilidad de los test de 

antígeno coincide con el de los test moleculares, su sensibilidad es notoriamente más baja y el periodo de 

tiempo de infección en el que son aplicables es más breve (M. P. Cheng et al., 2020; Guglielmi, 2020).  

1.1.4. DIAGNOSTICO SEROLÓGICO Y VACUNAS  

Numerosos ensayos serológicos (ELISA, flujo lateral y Western blot, entre otros) han sido desarrollados en 

las últimas décadas para detectar respuestas inmunes a patógenos. Las infecciones por SARS-CoV-2 no han 

sido la excepción, siendo los ensayos de tipo ELISA  (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) los más 

utilizados por su capacidad de automatización y la generación de resultados semicuantitativos que 

permiten validar su performance en términos de sensibilidad y especificidad (Krammer & Simon, 2020). 

La generación de una respuesta adaptativa humoral permite determinar la presencia del virus en forma 

retrospectiva e indirecta, mediante la detección de anticuerpos específicos generados durante la infección. 

El carácter específico y la alta concentración de los anticuerpos séricos hacen que su presencia sea 

relativamente fácil de detectar y cuantificar, respecto a otros componentes de la respuesta inmune 

(descritos en detalle en la sección 3.1.1 del capítulo 3). 

Los ensayos serológicos cuando son utilizados para diagnóstico detectan la presencia de anticuerpos 

séricos contra SARS-CoV-2 en lugar de detectar componentes del virus (como los test moleculares y 

antigénicos). El período de tiempo para aplicar estos ensayos es posterior al de los test descritos en la 

sección anterior (Escribano et al., 2020), dado que requieren que el individuo monte una respuesta 

inmune detectable (usualmente más de 10 días después de la aparición de síntomas si nos referimos por 

ejemplo a las IgGs). Esto hace que su uso en forma aislada resulte de poca eficacia para detectar casos 

activos de infección por SARS-CoV-2 y que su utilización para tales fines haya sido desaconsejada durante 

la pandemia. Sin embargo, su aplicación sinérgica con test moleculares ha potenciado las ventajas del otro 

método, permitiendo dimensionar de manera más exacta la cantidad real de casos y el impacto de las 

medidas adoptadas previo a la distribución de vacunas contra SARS-CoV-2 (Escribano et al., 2020). 

Además, los test serológicos representaron una herramienta de gran utilidad en la vigilancia sobre 

subpoblaciones de interés como por ejemplo trabajadores de la salud o grupos de riesgo, y  han servido 

como técnica de diagnóstico retrospectivo de casos asintomáticos (Krammer & Simon, 2020).  
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Por otro lado, la transferencia de plasma de individuos recuperados con fines terapéuticos ha sido utilizada 

como mecanismo de inmunización pasiva y el uso de plasma con altos títulos de anticuerpos ha sido 

autorizado para tratar individuos inmunocomprometidos durante la emergencia sanitaria (National 

Institutes of Health, 2024). Teniendo en cuenta que existe una correlación entre el título de anticuerpos y 

la capacidad neutralizante (Amanat et al., 2020; Okba et al., 2020), la aplicación de test serológicos 

cuantitativos en pacientes recuperados ha sido de gran utilidad para de identificar aquellos donantes de 

plasma más promisorios. 

Sin embargo, la principal fortaleza de los test serológicos se basa en su capacidad para determinar los 

niveles de anticuerpos y eventualmente el grado de protección inmunológica de los individuos. Para SARS-

CoV-2 los ensayos más exitosos han sido los de tipo ELISA utilizando la proteína S o el dominio RBD, 

expresados en células de mamífero o insecto (Amanat et al., 2020). 

Otras utilidades de los test serológicos han sido la identificación de individuos recuperados con respuestas 

de anticuerpos robustas para definir su retorno a la actividad en situaciones de cuarentena obligatoria, la 

implementación de pasaportes inmunológicos en los puntos de frontera, y fundamentalmente para 

determinación de presencia de anticuerpos, su cuantificación y su cinética durante el desarrollo de 

vacunas y la implementación de programas de vacunación (Krammer & Simon, 2020). 

Independientemente del objetivo perseguido con los ensayos serológicos (estudios de seroconversión, 

cuantificación de anticuerpos, análisis de capacidad neutralizante, niveles de protección, etc.), y del diseño 

de la plataforma para su implementación (ELISA, test rápidos de flujo lateral, Western blot, etc.), los 

mismos requieren el uso de una o varias proteínas del virus (o fragmentos de estas) con propiedades 

antigénicas. En este sentido la glicoproteína de superficie Spike (S), su dominio de unión al receptor celular 

(RBD) y la nucleoproteína (N) fueron las más promisorias, sin embargo, esta última presenta mayor 

reactividad cruzada con otros coronavirus actuando en detrimento de la especificidad del método 

(Krammer & Simon, 2020). Además, como veremos con más detalle en la sección 3.1.2, la mayoría de las 

vacunas desarrolladas utilizan la glicoproteína S como inmunógeno principal, haciendo de los test 

serológicos basados en esta proteína o algunos de sus dominios, excelentes herramientas para estudiar su 

efecto protector. La aparición de nuevas variantes virales con capacidad de evadir la respuesta 

neutralizante generó preocupación, requiriéndose estudiar la respuesta de las vacunas frente a estas y 

replanteando la administración de nuevas vacunas adaptadas a estas. 
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1.2. PROBLEMA Y OBJETIVOS 

La proteína S de SARS-CoV-2 es la más inmunogénica y la que presenta menor homología de secuencia 

frente a otros coronavirus humanos, motivo por el cual ha sido el principal antígeno de los test serológicos 

para detectar seroconversión frente a la infección por SARS-CoV-2. Es además, el principal componente 

inmunogénico de las vacunas distribuidas a nivel global y blanco importante de los anticuerpos 

neutralizantes, uno de los principales mecanismos de protección inmunológica para evitar la infección por 

el virus y su transmisión. Por otro lado, la unión de la proteína S con el receptor celular ACE2 son los 

elementos centrales de la unión y entrada del virus a la célula hospedera, haciendo que la capacidad de 

bloquear dicha interacción sea uno de los mecanismos de defensa que intentan impedir que ello ocurra.   

La aparición y establecimiento de nuevas variantes de SARS-CoV-2 capaces de evadir la respuesta inmune  

y transmitirse de forma más eficiente, ha generado alarma e incertidumbre respecto a los niveles de 

protección generados por infecciones previas o por vacunas. Por tal motivo, contar con capacidad para 

evaluar la respuesta humoral frente a estas nuevas variantes es clave a la hora de entender el nivel de 

protección adquirido y las acciones a tomar. 

Frente a este escenario, la implementación de ensayos alternativos de neutralización en formato de placa 

tipo ELISA utilizando RBD de diferentes variantes de SARS-CoV-2 y ACE2 recombinantes, resulta ser una 

estrategia válida para tener un acercamiento a este problema de manera rápida, económica y aplicable a 

un gran número de individuos. Para ello es necesario contar con un método de producción de proteínas 

recombinantes en forma soluble y al mismo tiempo asegurar su correcta funcionalidad, haciendo foco en 

la comparación de la respuesta frente a distintas variantes.  

Esta capacidad de evolucionar y evadir la respuesta generada por infecciones previas y vacunas hace que 

la búsqueda de inhibidores de la infección viral (que van desde anticuerpos monoclonales hasta pequeños 

compuestos) sea un campo de investigación promisorio. La acumulación de conocimiento en este sentido 

puede ser de gran utilidad para enfrentar futuras variantes emergentes, pero también para otros virus que 

compartan similares características en sus mecanismos de infección. 

Teniendo en cuenta la necesidad de contar con estrategias de análisis de respuesta neutralizante frente a 

múltiples variantes de SARS-CoV-2 y de generar herramientas novedosas con capacidad de evitar la 

infección, nos planteamos los objetivos que se describen a continuación. 
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1.2.1. OBJETIVO GENERAL 

Utilización del sistema de producción en células S2 de Drosophila para desarrollar estrategias serológicas 

que permitan analizar la respuesta humoral inducida por infección natural y vacunas frente a diversas 

variantes de SARS-CoV-2, y evaluar herramientas novedosas con capacidad de bloquear la interacción 

entre la proteína spike y el receptor celular ACE2. 

 

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS 

I. Producir y caracterizar versiones solubles del dominio de unión al receptor (RBD) de la proteína S 

de SARS-CoV-2 (Wuhan) y del receptor celular ACE2 humano en células S2 de Drosophila 

(CAPÍTULO 2). 

 

II. Analizar la respuesta humoral frente a la administración de dosis de vacunación de tipo heterólogas 

mediante el uso de ensayos serológicos basados en la proteína RBD producida en células S2 de 

Drosophila (CAPÍTULO 3). 

 

III. Producir y caracterizar in vitro los RBD de diferentes variantes de preocupación de SARS-CoV-2 

(VOCs) con el propósito de desarrollar ensayos alternativos de neutralización para estudiar la 

respuesta humoral en individuos vacunados (CAPÍTULO 4). 

 

IV. Producir el ectodominio de la proteína S de SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila para inmunizar 

bovinos y aislar anticuerpos específicos con CDR3 ultra-largos, que puedan dar lugar a nuevas 

estrategias neutralizantes adaptadas a diversas variantes virales (CAPÍTULO 5).
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CAPÍTULO 2: PRODUCCIÓN DE PROTEÍNAS DE LA 
INTERFASE VIRUS-CÉLULA

2.1. INTRODUCCION 

2.1.1. GLICOPROTEINA SPIKE Y SU IMPLICANCIA EN EL MECANISMO 

DE INFECCIÓN 

Las partículas de SARS-CoV-2 son aproximadamente esféricas con diámetros de  alrededor de 90 nm y en 

su superficie presenta alrededor de 30 estructuras con forma de espículas conformados por trímeros de 

la proteína S o spike, distribuidos de manera irregular y presentando relativa variabilidad en cuanto a su 

conformación (Ke et al., 2020). La proteína S es una proteína de fusión de clase I (como la Env de retrovirus, 

la proteína HA del virus influenza o la proteína GP del virus del Ébola, entre muchos otros) compartiendo 

características estructurales, topológicas, funcionales y mecanísticas con todas ellas. 

Cada protómero de spike posee dos subunidades funcionales: en el extremo N-terminal se encuentra S1, 

altamente glicosilada y encargada de unirse al receptor, mientras que en el extremo C-terminal se 

encuentra S2, anclada a la envoltura viral y responsable del mecanismo de fusión. A diferencia de la 

mayoría de los coronavirus relacionados, las subunidades S1 y S2 de SARS-CoV-2 están separadas por un 

sitio de corte de proteasas de tipo furina (muy abundantes en diversos ambientes celulares), característica 

que se atribuye como una de las ventajas evolutivas responsable de su alta transmisibilidad en humanos 

y del incremento en el tropismo celular (Walls et al., 2020). 

La spike, luego de la remoción del péptido señal (13 aminoácidos), posee una longitud de 1260 

aminoácidos donde los primeros 672 corresponden a la subunidad S1 y los restantes 588 corresponden a 

S2. Además, los últimos 39 aminoácidos en el extremo C-terminal de S2 corresponden al dominio 

citoplasmático y los 21 aminoácidos que lo preceden corresponden al dominio transmembrana, dando 

lugar a un dominio extracelular (ectodominio) conformado por 1200 aminoácidos (Duan et al., 2020). 
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En la superficie del virión, la proteína S se encuentra mayoritariamente en un estado metaestable de pre-

fusión (Ke et al., 2020), cuya estructura tridimensional ha sido resuelta por crio-microscopía electrónica 

de partícula única (cryo-EM) gracias a la remoción de los dominios transmembrana y citosólico, la 

eliminación del sitio de procesamiento por furina (manteniendo S1 y S2 covalentemente unidas) y la 

sustitución por dos prolinas consecutivas en la subunidad S2 (K986P y V987P) estabilizando el estado pre-

fusión (Wrapp et al., 2020) (Figura 2).  

La proteína S pre-fusión posee las subunidades S2 de los tres protómeros (anclados a la envoltura viral) 

ubicadas hacia el centro del trímero, con el dominio heptad repeat 1 o HR1 contiguo a la envoltura. La S2 

posee tres dominios α-hélices identificados como: hélice central o HC (por ser la hélice que mantiene 

contacto entre los tres protómeros en el centro del trímero), heptad repeat 1 o HR1 (por ser el primero 

de los dos dominios de héptadas repetidas que encontramos en S2 a nivel de secuencia) y el dominio 

conector o connector region CR (por ser la que conecta con el dominio de fusión en el extremo N-terminal 

de la secuencia primaria de S2) formando un haz de α-hélices. Esta estructura estabilizada por trímeros 

de alfa hélices mantiene ocluido en su interior cada uno de los péptidos de fusión hidrofóbicos (FP) 

mientras que las tres subunidades S1 se ubican hacia la parte distal del trímero, coronándolo y exponiendo 

el sitio de corte por furina en un loop flexible hacia el exterior del trímero (Figura 2). 

La subunidad S1 está conformada por los dominios NTD y RBD (con plegamientos relativamente 

independientes del resto de la proteína) y el dominio CTD rematado por el sitio de corte por furina. El 

dominio RBD posee un núcleo formado por una hoja beta de cinco hebras antiparalelas y un loop 

extendido que conforma la interfaz de unión al receptor (RBM por “receptor binding motif”) estabilizado 

por un puente disulfuro conservado (Lan et al., 2020). Presenta cierta movilidad gracias a la unión con el 

resto de S1 por medio de una región bisagra, que le permite adoptar de manera aparentemente 

estocástica uno de dos estados: “down” o cerrado, sobre el eje central de S2 (interactuando con el loop 

entre las hélices CR y HR1 y manteniendo el RBM relativamente inaccesible) y “up” o abierto, desplegado 

en forma radial a la partícula de modo de exponer el sitio de unión al receptor (Cai et al., 2020; Ke et al., 

2020; Wrapp et al., 2020). Esta conformación “up” del dominio RBD, además de facilitar la interacción con 

el receptor podría favorecer el re-arreglo del loop entre las hélices CR y HR1 y la desestabilización del 

estado pre-fusión, para pasar al estado intermediario que despliega el dominio FP hacia la membrana de 

la célula durante fusión (D. Zhou et al., 2020). 

El mecanismo hasta el momento más aceptado para este dramático re-arreglo, coincide con el de otros 

coronavirus (Walls et al., 2017) e incluye la exposición de un segundo sitio de clivaje proteolítico en S2, 

donde actúa la serina proteasa 2 transmembrana (TMPRSS2) (Hoffmann, Kleine-Weber, et al., 2020) y las 
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cisteína proteasas catepsinas B y L (CatB/L), dando lugar a una versión más corta de S2 identificada como 

S2’ con el dominio FP en su extremo N-terminal (Figura 2). Se cree que el nuevo fragmento generado 

(denominado S1/S2-S2’) se mantiene aproximadamente en la misma posición (contactando con la hélice 

central HC de S2’) y que las subunidades S1 (previamente proteolizadas por furina) se liberan favoreciendo 

la desestabilización del estado pre-fusión (Figura 2). Cuando esto ocurre, se desdobla el loop que mantiene 

las α-hélices HC y HR1 asociadas en forma antiparalela y estas forman una extensa α-hélice que se 

mantiene unida a sus homólogas de los otros dos protómeros en una estructura coiled coil de tres cadenas 

(α-hélices superenrolladas). Así, el péptido de fusión (ubicado en el extremo N-terminal de S2’) queda 

orientado en la región distal de este intermediario inestable (cuya estructura se desconoce), para anclarse 

a la membrana plasmática de la célula receptora. Este intermediario generado por este dramático re-

arreglo permite que las subunidades S2’ mantengan unidas ambas bicapas lipídicas, para que finalmente 

se replieguen de manera ordenada, dando lugar a la conformación post-fusión  responsable de acercar las 

membranas y permitir la entrada del virus (Cai et al., 2020) (Figura 2). 

 
Figura 2: Esquema de los dominios de la proteína S y su rol en los mecanismos de unión al receptor y fusión de 
membranas. Tomado de (Dai & Gao, 2021)) 

El ectodominio de la proteína S posee 30 cisteínas que forman 15 puentes disulfuro intra-subunidad (10 

en S1 y 5 en la región extracelular de S2). Los puentes disulfuro de la subunidad S1 se distribuyen de tal 

forma que solo uno de ellos estabiliza la interacción del RBD y el dominio CTD; los 9 restantes se ubican 

de tal forma que encontramos 3 estabilizando el dominio NTD, 3 estabilizando el CTD y 3 en el RBD. En 
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particular, el puente disulfuro conservado entre las cisteínas 480 y 488, es responsable de estabilizar el 

loop extendido de RBD que interactúa con ACE2. 

La glicosilación de la proteína S es fundamental para asegurar su correcto plegamiento, modular la 

actividad de las proteasas celulares (que como vimos previamente, son clave en el proceso de fusión) y 

evadir la respuesta inmune (innata y adaptativa). Se identifican 22 sitios potenciales de N-glicosilación en 

la proteína spike, de los cuales 5 fueron identificados sin modificar (Shajahan et al., 2020) mientras que  

16 fueron confirmados por crio-microscopía electrónica (Walls et al., 2020) y 17 por espectrometría de 

masas en tándem acoplada a cromatografía líquida de alta resolución (LC-MS/MS). Su composición 

glucídica está mayoritariamente caracterizada por glicanos de tipo complejo y glicanos ricos en manosa, 

con una distribución de 6 sitios en S2 y 11 sitios en S1 (dos de ellos en el RBD). Además, se identificaron 

dos sitios de O-glicosilación en el extremo N-terminal del RBD, además de otros posibles sitios en el resto 

de la proteína S (Sanda et al., 2021; Shajahan et al., 2020). La presencia de estos glicanos en el RBD o cerca 

de él ha sido considerada otro posible elemento para aumentar la transmisibilidad de SARS-CoV-2, 

aumentando la afinidad por el receptor celular; sin embargo, diversos estudios han demostrado que su 

efecto directo es nulo o muy bajo, con posibles implicancias indirectas sobre la entrada del virus (Sun et 

al., 2020; Q. Yang et al., 2020). 

2.1.2. EL RECEPTOR CELULAR ACE2 

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) fue identificada como el receptor celular del SARS-CoV 

en 2003 (W. Li et al., 2003), lo que facilitó su rápida identificación como responsable de la interacción de 

SARS-CoV-2 con la célula receptora (Hoffmann, Kleine-Weber, et al., 2020; Walls et al., 2020; Yan et al., 

2020). En ambos casos la interacción del virus con ACE2 se da a través del dominio de unión al receptor 

(RBD) de la glicoproteína S, no obstante la afinidad de SARS-CoV-2 es superior (Lan et al., 2020; Walls et 

al., 2020; Q. Wang et al., 2020; Wrapp et al., 2020), confiriéndole otra ventaja respecto a su alta 

transmisibilidad en humanos. 

La enzima ACE2 es una proteína transmembrana cuyo dominio N-terminal presenta actividad peptidasa 

dependiente de zinc (PD por “peptidase domain”), capaz de catalizar la hidrolisis de las hormonas 

angiotensina I y II, generando un efecto vasodilatador; mientras que su dominio C-terminal posee alta 

homología con la proteína renal colectrina (CLD por “collectrin like domain”), y al igual que esta, participa 

en la regulación del transporte de aminoácidos al interior de la célula. Es per se un blanco terapéutico 

importante por su implicancia en diversas patologías como enfermedades cardiovasculares y pulmonares, 

y su expresión se da en diversos órganos como corazón, riñones, testículos, vías respiratorias superiores, 
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pulmones, intestino e hígado (Gheblawi et al., 2020). Una versión soluble del ectodominio de ACE2 (clivada 

por ADAM-17, cuya actividad está ligada a procesos inflamatorios) es también encontrada en plasma con 

altos niveles.  

ACE2 se expresa en la superficie apical de células epiteliales de una gran diversidad de tejidos y órganos, 

no obstante la correlación entre los órganos con altos niveles de expresión de ACE2 y aquellos donde se 

detecta alta carga viral, no siempre es evidente; por ejemplo, la expresión de ACE2 en vías respiratorias 

superiores y pulmones (donde la carga viral es elevada) es inferior a otros tejidos en condiciones normales. 

Esto podría explicarse por el hecho de que unas pocas moléculas de ACE2 pueden ser suficientes para 

posibilitar la infección por SARS-CoV-2 (Salamanna et al., 2020; Trypsteen et al., 2020). 

La presencia de la versión clivada soluble de ACE2 en plasma aumenta en respuesta a diversos procesos 

inflamatorios (también en respuesta a la infección por SARS-CoV-2), sin embrago, esta forma de ACE2 no 

representa una vía de entrada para el virus sino que más bien podría estar asociada a un efecto protector 

(Trypsteen et al., 2020). De hecho, diversos trabajos han planteado la posibilidad de administrar ACE2 

soluble (Abd El-Aziz et al., 2020; Monteil et al., 2020; Zoufaly et al., 2020), versiones modificadas con 

mayor afinidad (Chan et al., 2020) o péptidos derivados de ACE2 (G. Zhang et al., 2020), con el objetivo de 

neutralizar los RBD y reducir la capacidad del virus de iniciar el proceso infeccioso. 

Estructuralmente, ACE2 es una proteína de membrana compuesta por 25 α-hélices y 4 hebras β, que forma 

homodímeros en la superficie celular. En el extremo N-terminal, los residuos 19-615 conforman el dominio 

catalítico PD que se ubican en el extremo distal de la estructura. Por su parte, el dominio CLD está 

comprendido por los residuos 616 a 768, dando lugar a un dominio con plegamiento tipo ferrodoxina 

(residuos 616 a 726), el cual se presenta como el principal responsable de la dimerización, seguido de una 

única α-hélice en el extremo C-terminal responsable del anclaje a la bicapa lipídica. Esta α-hélice y algunos 

residuos del dominio de dimerización (tipo ferrodoxina) establecen contactos para formar heterodímeros 

con la proteína B0AT1, una proteína transmembrana transportadora de aminoácidos, responsable de la 

internalización de aminoácidos neutros en las células intestinales (Yan et al., 2020). 

2.1.3. INTERACCIÓN ENTRE RBD Y ACE2 

La interacción de ACE2 y el dominio RBD de la proteína S se da casi exclusivamente a través de residuos 

polares del dominio PD, fundamentalmente a nivel de la primera α-hélice, y en menor medida la segunda 

α-hélice (contigua y antiparalela a la primera) y un loop alejado a nivel de secuencia que conecta las β-

hebras 3 y 4 (Lan et al., 2020; Yan et al., 2020). La superficie RBM comprendida por los residuos 438-506 

del RBD, es relativamente alargada y posee una topología planar con cierta curvatura para alojar la α-
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hélice 1 de ACE2 (Figura 3.A-B), anclándose a través de dos regiones ubicadas en los extremos de la misma: 

la región 1 en la que el RBD contacta principalmente con el loop de las hebras β 3 y 4 de ACE2; y la región 

2 donde el loop extendido estabilizado por el puente disulfuro (entre las cisteínas 480 y 488) contacta 

fundamentalmente con el extremo N-terminal de la α-hélice 1 (Figura 3.C-D). Diversos residuos del RBD 

de SARS-CoV-2 que difieren de SARS-CoV han sido identificados como los responsables del aumento de la 

afinidad por el receptor. 

 

Figura 3: Interacción entre RBD y ACE2. A) Dominios de spike con el core del RBD en cian y el sitio de unión a ACE2 (RBM) en 
rojo. B) Vista lateral del complejo RBD/ACE2 con el mismo código de colores que en A y ACE2 en verde. Las regiones 1 y 2 se 
marcan con rectángulos violetas y naranja, respectivamente. Tomado de (Lan et al., 2020). C-D) Detalle de los contactos a 
nivel de las regiones 1 y 2. Tomado de (Yi et al., 2020). 

De acuerdo con lo anterior, podemos decir que la proteína S de SARS-CoV-2 y en particular su dominio 

RBD son claves en la unión al receptor ACE2 y en la fusión del virus con la célula hospedera, convirtiéndolos 

en objetivos clave de la respuesta inmune y de las estrategias terapéuticas. 

2.1.4. PRODUCCION DE GLICOPROTEÍNAS VIRALES EN FORMA 

RECOMBINANTE 

Para desarrollar estrategias capaces de llevar a cabo estos objetivos, resulta fundamental contar con 

capacidad de producir proteínas funcionales. 

Como vimos anteriormente, la glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2 es el principal candidato para la 

producción de vacunas en cualquiera de las plataformas disponibles (Y. Dong et al., 2020). Además, por su 

rol clave en la unión al receptor, la fusión con la membrana celular, su inmunogenicidad y su baja 

reactividad cruzada, la proteína S (y el RBD) son un blanco estratégico para el desarrollo de test 

serológicos, así como diversas estrategias terapéuticas. A su vez, la proteína ACE2 actúa de manera íntima 

A 

B 

C 

D 
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con las anteriores, participando de la interfaz virus-célula hospedera, y por tal motivo es de gran utilidad 

en la realización de estudios in vitro llevados a cabo con la finalidad de comparar la funcionalidad de las 

proteínas virales y el efecto de los anticuerpos neutralizantes sobre dicha interacción. Por tal motivo, la 

expresión recombinante de estas proteínas de manera simple, reproducible, escalable e independiente 

resulta clave para el desarrollo de diversas aplicaciones, así como la elección de sistemas de expresión que 

se adecuen a los requerimientos de estas. 

Los sistemas de expresión de proteínas recombinantes más utilizados (bacterias, levaduras, plantas, 

células de insecto y células de mamíferos) presentan diferencias en cuanto a rendimiento de producción, 

modificaciones postraduccionales, etc., que se traducen en ventajas y desventajas de acuerdo con su 

aplicación (Mizukami et al., 2018).  

En términos de costos de producción, los sistemas de expresión bacterianos se presentan como los más 

económicos, gracias a su velocidad de producción, bajos requerimientos de infraestructura y altos 

rendimientos de producción. Sin embargo, la ausencia de maquinaria celular de glicosilación los ha dejado 

relegados en cuanto a la producción de glicoproteínas. La expresión del dominio RBD de SARS-CoV en 

sistemas bacterianos ha demostrado ser compleja, requiriendo purificación a partir de cuerpos de 

inclusión y fusión a proteínas de solubilización (Chen et al., 2005; Chuck et al., 2009) que lo convierten en 

un sistema relativamente complejo en comparación con otros como células de mamífero o células de 

insecto (Du et al., 2009). 

Las levaduras se presentan como una alternativa válida a los sistemas bacterianos siendo Saccharomyces 

cerevisiae y Pichia pastoris las más utilizadas. Presentan características comunes con las bacterias 

(crecimiento rápido, procesos de fermentación escalables y de bajo costo, facilidad de manipulación 

genética y expresión estable) pero además, son  capaces de introducir modificaciones postraduccionales 

como glicosilación, isomerización de puentes disulfuro, procesamiento proteolítico, así como secretar 

proteínas correctamente plegadas en el medio de cultivo. Su principal desventaja radica en las diferencias 

a nivel del patrón de glicosilación (hiper-manosilación) respecto a los sistemas de expresión en células 

eucariotas (Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 2019). Diferentes dominios de la glicoproteína 

de superficie de SARS-CoV han sido expresados en Pichia pastoris (Chuck et al., 2009), mientras que para 

SARS-CoV-2 se ha producido el dominio RBD con altos rendimientos y niveles de pureza, no obstante 

presentando una gran heterogeneidad de tamaño a raíz de la glicosilación característica de levaduras 

(Consortium, 2020). 

Los sistemas de expresión heteróloga basados en plantas han demostrado ser útiles para la expresión 

recombinante de proteínas virales. Su aplicación en vacunas y bioterapéuticos ha resultado 
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particularmente promisoria gracias a la similitud con humanos en las estructuras de glicanos y a la 

ausencia de endotoxinas y patógenos potencialmente riesgosos. Además, pueden ser crecidas en medios 

de cultivo basales de manera robusta y con gran capacidad de escalado (Mizukami et al., 2018). Entre sus 

desventajas se destacan las dificultades planteadas durante la transfección o la extracción de proteínas, 

así como los bajos niveles de producción de biomasa en comparación con los sistemas microbianos 

(Muthamilselvan et al., 2019). Recientemente se han publicado resultados describiendo la producción de 

dominios de la proteína Spike (S1, RBD) de SARS-CoV-2 en Nicotiana benthamiana con rendimientos entre 

8-20 mg por kg de biomasa (Mamedov et al., 2020; Rattanapisit et al., 2020). 

Debido a la gran fidelidad que ofrecen respecto a las estructuras de glicanos, las células de mamífero son 

la elección preferida a la hora de producir glicoproteínas en forma recombinante, siendo las células CHO, 

BHK21 (hámster) y NS0 y Sp2/0 (murino) las que destacan en cuanto a su utilización para proteínas 

terapéuticas. No obstante, el uso de líneas celulares de origen humano (HEK293, HT-1080, PER.C6, CAP, 

HKB-11 y HeLa, entre otras) se presenta como una alternativa cada vez más utilizada a la hora de evitar 

problemas relacionados con la presencia de epítopos de origen murino altamente inmunogénicos y 

patrones de glicosilación no-humanos. La principal desventaja que presentan las células de mamífero es 

que los rendimientos de producción son muchas veces moderados y el costo de producción elevado dado 

que presentan velocidades de crecimiento relativamente lentas, utilizan medios más complejos y 

requieren CO2 para mantener el pH en el rango adecuado (Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 

2019). A pesar de ello, las células de mamífero representan el sistema más utilizado para expresar 

glicoproteínas virales, y la proteína S de SARS-CoV-2 (junto a sus dominios) no escapa a la regla. 

Las células de insecto son un sistema eucariota que se presentan como una alternativa más accesible a las 

células de mamífero en términos de rendimiento, costos de producción, tiempos de producción y 

escalabilidad (Tripathi & Shrivastava, 2019). Al igual que las células de mamífero, son capaces de producir 

proteínas correctamente plegadas y secretarlas al medio, y el patrón de glicosilación es similar al de 

mamíferos. No obstante, poseen algunas características diferentes como la incapacidad de agregar 

residuos de ácido siálico que constituyen su principal desventaja en aquellos casos que esto es clave. El 

sistema más utilizado de expresión en células de insecto es el de baculovirus con las células Sf9 o High-

FiveTM junto a otras como S2, Sf21 y Tn-368 (Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 2019).  La 

glicoproteína S de SARS-CoV-2 ha sido producida en células de insecto utilizando baculovirus y mostrando 

utilidad incluso en la generación de inmunógenos (T. Li et al., 2020; Mi et al., 2021; J. Yang et al., 2020). 

Las células S2 de Drosophila han sido utilizadas en la producción de glicoproteínas virales de membrana 

de VIH, Rabia y Dengue, entre otros (Astray et al., 2016), así como de los coronavirus MERS y MHV (mouse 
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hepatitis virus) (Walls et al., 2017). En nuestro laboratorio hemos utilizado este sistema para expresar y 

purificar la glicoproteína Env del virus de la leucemia bovina (VLB) y la glicoproteína soluble sGP del virus 

Ébola. 

Considerando las ventajas del sistema de expresión en células S2 de Drosophila y la experiencia previa del 

grupo utilizando este sistema, nos propusimos desarrollar una metodología para producir las proteínas de 

la interfase virus-célula de SARS-CoV-2 y la célula receptora, con el propósito de caracterizar las proteínas 

y su interacción, asegurando su funcionalidad y aplicación en ensayos serológicos. 

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO 1 

Producir y caracterizar versiones solubles del dominio de unión al receptor (RBD) de la proteína S de SARS-

CoV-2 (Wuhan) y del receptor celular ACE2 humano en células S2 de Drosophila. 
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2.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

2.3.1. OBTENCIÓN DE RBD Y shACE2 A PARTIR DEL SOBRENADANTE 

DE CULTIVO DE S2. 

Las secuencias codificantes del dominio de unión al receptor (RBD) de la variante ancestral Wuhan de 

SARS-CoV-2 y el dominio peptidasa soluble de la proteína ACE2 humana (shACE2) fueron clonados en un 

vector de expresión para células de insecto, precedidos de un péptido señal (BiP) para dirigir su secreción 

al espacio extracelular, con un doble Strep-tag (removible con enteroquinasa bovina, EK) en el extremo C-

terminal. El diseño de las construcciones para producir ambas glicoproteínas recombinantes y sus 

productos de transformación luego del tratamiento con EK y PNGasa F se resumen en la Figura 4.A 

(acompañados de la nomenclatura utilizada en este capítulo) y se describen en la sección dedicada a la 

Metodología. 

 
Figura 4: Expresión y purificación de las proteínas recombinantes RBD y shACE2. A) Esquema de la interfaz virus-célula con 
los monómeros Spike y ACE2 en tonos rojo y azul, respectivamente (izquierda) y las construcciones plasmídicas junto a sus 
respectivos productos (derecha). B) Purificación por SEC preparativa (izquierda) y análisis por SDS-PAGE teñido con Coomassie 
(derecha) de RBD-ST y RBDclv. C) Purificación por SEC preparativa (izquierda) y análisis por SDS-PAGE teñido con Coomassie 
(derecha) de shACE2-ST y shACE2clv. AC, cromatografía de afinidad); SEC, cromatografía de exclusión molecular; M, marcador 
de peso molecular.  

Tanto RBD-ST como shACE2-ST se obtuvieron en el sobrenadante del cultivo y se purificaron mediante 

cromatografía de afinidad (CA) con rendimientos promedio de 40 y 60 mg L-1 , respectivamente (Figura 5). 

Estos rendimientos resultan promisorios, superando los obtenidos con construcciones similares en células 

de insecto (Korn et al., 2020; T. Li et al., 2020; Maffei et al., 2021) .  
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Figura 5: Purificación de RBD-ST y shACE2-ST. A-B) Análisis por western blot con Streptactina-HRP a partir de sobrenadante de 
cultivo tras 48 horas de inducción de la expresión de proteínas (izquierda) y comparación de los rendimientos de purificación a 
partir de diferentes lotes de diferente volumen. El panel A corresponde a la producción de RBD-ST y el panel B corresponde a 
shACE2-ST. 

Además, RBD-ST y shACE2-ST se purificaron por cromatografía de exclusión molecular (SEC) como 

proteínas monoméricas (Figura 4.B-C), con volúmenes de exclusión correspondientes a 40,2 kDa y 87,7 

kDa, respectivamente (Figura 6.A-B). Las diferencias entre el peso molecular estimado a partir de la 

secuencia primaria de las construcciones y el estimado por SEC, coincide con la presencia de glicanos en 

ambas proteínas. 

 
Figura 6: Análisis de tamaños por cromatografía de exclusión molecular analítica. Las proteínas recombinantes purificadas se 
analizaron utilizando columnas analíticas Superdex 75 (A,C) y Superdex 200 (B,D). Los volúmenes de exclusión correspondientes 
a los estándares de calibración de peso molecular se muestran en gris y los pesos moleculares calculados para cada muestra se 
muestran entre paréntesis debajo del nombre que la identifica. 

 

2.3.2. LA REMOCIÓN DEL STREP-TAG NO COMPROMETE LA 

ESTABILIDAD DE LAS PROTEÍNAS PURIFICADAS. 

La utilización del Strep-tag en nuestras construcciones obedece a una estrategia multipropósito, no sólo 

como tag de purificación sino también para obtener versiones inmovilizadas y/o marcados de las 

proteínas, para su utilización en ensayos de interacción in vitro. Por tal motivo, es imperativo lograr su 

remoción completa sin afectar la estabilidad y solubilidad de las muestras ni comprometer los ensayos 

posteriores. Para ello se optimizó un protocolo de remoción del Strep-tag, incubando 1 mg de RBD-ST con 

20 U de EK bovina, overnight a 25°C. Este protocolo permitió remover de manera completa el Strep-tag y 

se utilizó posteriormente con ambas proteínas (Figura 7).  
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Figura 7: Optimización del protocolo de remoción del Strep-tag mediante tratamiento proteolítico con enteroquinasa 
bovina (EK). A) Análisis por SDS-PAGE teñido con Coomassie de distintas fracciones de RBD-ST incubadas con concentraciones 
crecientes de EK (desde 0,2 hasta 200 unidades por mg de RBD-ST) a diferentes temperaturas (4°C y 25°C) y durante tiempos 
variables (4 horas u overnight). B) Análisis por SDS-PAGE teñido con Coomassie y western blot con Streptactina-HRP, de RBD-
ST incubado con EK (20 U por mg de RBD-ST overnight a 25°C) para remover el Strep-tag. Los carriles sometidos al 
tratamiento proteolítico se distinguen con un signo positivo (+) mientras que los controles sin EK se presentan con un signo 
negativo (-). 

Tanto RBDclv como shACE2clv presentaron una reducción de ~3kDa respecto de sus homologas dotadas de 

Strep-tag (Figura 4.B-C, Figura 6.C-D), mientras que la solubilidad no se vio afectada tal como se evidencia 

en los ensayos de dispersión dinámica de luz (DLS) (Figura 8). 

 
Figura 8: Radio hidrodinámico de las proteínas recombinantes purificadas. Distribuciones de tamaño de RBD-ST (A), RBDclv 
(B), shACE2-ST (C) y shACE2clv (D) medidas por DLS. Los valores de radio hidrodinámico (RH) de cada pico (calculados como la 
media de cada distribución) se muestran en gris junto a cada pico. El valor de Z-average global y el índice de polidispersión se 
calcularon para cada réplica y los valores medios globales (± desviación estándar) se muestran en negro debajo del nombre que 
identifica a cada muestra. 

La termoestabilidad de RBD-ST y RBDclv analizada por fluorimetría de barrido diferencial (nanoDSF) 

tampoco arrojó grandes diferencias, mostrando temperaturas de fusión (TM) de 50,7 y 51,5 °C, 

respectivamente (Figura 9.A). Estos valores resultan superiores a los publicados con una construcción 

similar obtenida a partir de células de insecto (T. Li et al., 2020). Ambas versiones de RBD mostraron 

desnaturalización térmica reversible con valores de TM de “refolding” ligeramente inferiores (50,1°C para  

RBD-ST y 50,4°C para RBDclv). En presencia de DTT no se detectaron transiciones de desnaturalización 

(Figura 9.B), probablemente debido a la rápida desestabilización estructural como consecuencia de la 

reducción de puentes disulfuro, que se sabe tienen un papel crítico en la estructura secundaria de la RBD 

(Grishin et al., 2022) afectando incluso a su unión con el receptor celular ACE2 (Shi et al., 2022). 

A B 
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Figura 9: Termoestabilidad de las proteínas recombinantes RBD y shACE2. A,C) Análisis por nanoDSF para evaluar la 
desnaturalización y re-naturalización de los pares RBD-ST/RBDclv (A) y shACE2-ST/shACE2clv (C). B,D) Análisis por nanoDSF para 
evaluar la desnaturalización y re-naturalización de las proteínas en presencia de un agente reductor en exceso. El 
desplegamiento se representa con líneas continuas, mientras que la renaturalización se muestra con líneas discontinuas, 
utilizando el mismo código de colores. Los trazos de color gris corresponden a las medidas realizadas en presencia de DTT. Los 
valores de TM se muestran junto a cada transición. 

En paralelo, shACE2-ST y shACE2clv mostraron una desnaturalización térmica irreversible con valores de TM 

ligeramente superiores a los de RBD (54,6 y 54,5 °C, respectivamente), en concordancia con reportes 

previos (Glasgow et al., 2020) (Figura 9.C). Sin embargo, a diferencia de RBD, las transiciones en presencia 

de DTT se siguen detectando con ambas versiones de shACE2, mostrando un desplazamiento en los 

valores de Tm >10 °C en exceso de DTT (Figura 9.D). Estos resultados sugieren que la reducción de los 

puentes disulfuro afecta la estabilidad de la proteína pero tienen un rol menos preponderante en el 

plegamiento global de shACE2, coincidiendo con resultados obtenidos previamente en sistemas de 

expresión de células humanas (Grishin et al., 2022). 

 

2.3.3. LAS PROPIEDADES DE INTERACCIÓN ENTRE RBD Y shACE2 SE 

ASEMEJAN A LAS DE SUS CONTRAPARTES NATURALES 

 

La interacción entre RBD y shACE2 fue analizada por calorimetría de titulación isotérmica (ITC) utilizando 

dos configuraciones experimentales independientes: titulando shAE2-ST con RBDclv y titulando shACE2clv 

con RBD-ST (Figura 10.A). Ambos experimentos se analizaron de forma independiente, confirmando la 

estequiometría de unión 1:1 y proporcionando parámetros termodinámicos muy similares (caracterizados 

por una fuerte contribución entálpica asociada a contactos moleculares hidrofílicos (Lan et al., 2020)). 

Estos resultados permiten concluir que la remoción del Strep-Tag tampoco afecta la capacidad de 
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interacción de las moléculas, arrojando valores de KD en el rango 17.1-27.0 nM, coincidiendo con 

resultados reportados con proteínas expresadas en células humanas en condiciones similares (Prévost et 

al., 2021) (Tabla 1). 

 
Figura 10: Análisis funcional de las proteínas recombinantes RBD y shACE2. A) Análisis por ITC de shACE2-ST titulada con RBDclv 
(izquierda) y shACE2clv titulada con RBD-ST (derecho). Cada panel está compuesto por el termograma corregido tras la 
sustracción de la línea de base (arriba) acompañado de una representación esquemática de la titulación (recuadro superior). 
Los valores de calor obtenido de cada inyección con el ajuste a un modelo de heteroasociación en rojo (abajo) se presentan 
acompañados de la firma termodinámica correspondiente (presentados en la Tabla 1), con los valores de KD en unidades nM 
(recuadro inferior). B) Experimento representativo de SPR con RBDclv inyectado sobre shACE2-ST capturado. Los sensorgramas 
(negro) y el correspondiente ajuste a un modelo de interacción Langmuir 1:1 (rojo) se presentan superpuestos, junto con los 
valores promedio de los parámetros cinéticos calculados a partir de tres experimentos independientes (Tabla 2). C) Intensidad 
media de fluorescencia (IMF) medida por citometría de flujo en células que sobre expresan hACE2 (rojo) y células control 
(verde), incubadas con cantidades crecientes de RBD-ST fluorescente. D) ELISA con un conjunto de sueros humanos 
identificados como negativos (prepandémicos) y positivos (confirmados por PCR y un ELISA comercial anti-SARS-CoV-2) 
utilizando RBDclv como antígeno.  E) ELISA de competición entre diferentes concentraciones de shACE2-ST (eje x) y dos muestras 
de suero: un suero negativo no neutralizante (prepandémico, en verde) y un suero positivo neutralizante (confirmado con un 
sVNT comercial, en rojo). Se utilizaron cantidades crecientes de RBDclv inmovilizado (representado con triángulos grises encima 
de cada grupo). 

 

Tabla 1: Análisis de la unión RBD-shACE2 mediante ITC. Parámetros termodinámicos obtenidos por ITC tras la sustracción de 
línea base, integración y ajuste a un modelo de hetero-asociación (A+B->AB). Los parámetros obtenidos se utilizaron para 
preparar las respectivas firmas termodinámicas representadas como recuadros en la Figura 10.A. 

DISEÑO EXPERIMENTAL  KD (M) ΔG (kcal/mol) ΔH (kcal/mol) ΔS (cal/mol*K) 
RBDclv vs. shACE2-STII  1,71E-08 -10,595 -17,285 -22,441 

RBD-STII vs. shACE2clv 2,70E-08 -10,326 -17,959 -25,601 
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También evaluamos la interacción mediante resonancia plasmónica de superficie (SPR), inyectando RBDclv 

sobre shACE2-ST capturado en una superficie derivatizada con streptactina. Los juegos de datos 

experimentales obtenidos con densidades de shACE2-ST variables dieron resultados similares con un valor 

promedio de KD =8,29±0,69 nM (Figura 10.B, Tabla 2), en coherencia con reportes obtenidos con 

proteínas expresadas tanto en células humanas como de insecto (Lan et al., 2020; H. Liu, Zhang, et al., 

2021). Complementariamente, utilizamos citometría de flujo para demostrar que RBD-ST producido en 

células de insecto es capaz de interactuar con hACE2 “full-lenght” nativa sobre-expresada en la superficie 

de células HEK293T (Figura 10.C). 

Tabla 2: Análisis de la unión RBD-shACE2 medido por SPR. Parámetros cinéticos obtenidos en tres experimentos de SPR 
independientes, realizados mediante captura de shACE2-ST (a tres densidades diferentes) e inyección secuencial de RBDclv a 
diferentes concentraciones. La Figura 10.B se preparó con los datos del experimento #1 y los parámetros globales que describen 
la interacción se obtuvieron a partir de la media y la desviación estándar calculadas con los datos de tres experimentos 
independientes (en negrita). 

Experimento kon (M-1 s-1) koff (s-1) RMAX (RU) KD (M) Chi2 

RBDclv vs shACE2-ST (exp #1) 9,20E+05 6,90E-03 10,1 7,5E-09 0,205 

RBDclv vs shACE2-ST (exp #2) 7,95E+05 6,81E-03 16,8 8,6E-09 0,150 

RBDclv vs shACE2-ST (exp #3) 7,88E+05 6,93E-03 21 8,8E-09 0,281 

Media 8,34E+05 6,88E-03 
 

8,29E-09 
 

SD 7,43E+04 6,24E-05 
 

6,92E-10 
 

 

Por último, llevamos a cabo ensayos tipo ELISA para demostrar la funcionalidad de las glicoproteínas en 

ensayos serológicos. Por un lado evidenciamos que RBDclv es reconocido con alta especificidad por sueros 

humanos de individuos infectados en forma natural (Figura 10.D), tal como se observó previamente 

(Amanat et al., 2020; Rammauro et al., 2022). Estos resultados demuestran la idoneidad de esta proteína 

como antígeno en pruebas ELISA de tipo indirecto destinadas a medir seroconversión y niveles de 

anticuerpos contra SARS-CoV-2. Por otro lado, realizamos un ELISA de competición inmovilizando RBDclv e 

incubando shACE2-ST en presencia de sueros positivos y negativos a SARS-CoV-2. Estos resultados 

evidencian la capacidad de los anticuerpos específicos para bloquear la interacción entre RBDclv y shACE2-

ST (Figura 10.E), resultando una prueba de concepto para su utilización en pruebas sVNTs (surrogate Virus 

Neutralization Tests) que permitan evidenciar la actividad neutralizante de sueros humanos (obviando las 

restricciones técnicas de los PRNTs y pseudovirus). 
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2.3.4. EL RBD PRODUCIDO EN S2 PRESENTA MICRO-

HETEROGENEIDAD ASOCIADA PRINCIPALMENTE A PRESENCIA DE 

GLICANOS Y CARGAS NEGATIVAS 

El análisis proteómico de RBD-ST por MALDI-TOF/TOF permitió identificar directamente tres de los cuatro 

puentes disulfuro presentes en la construcción (Figura 11.A). 

 
Figura 11: Micro heterogeneidad de la RBD. A) La secuencia aminoacídica de la RBD se muestra con números grises que indican 
la posición de los residuos N- y C-terminales (por claridad, las secuencias de corte por EK y el Strep-tag fueron omitidas). Los 
enlaces disulfuro se muestran como cisteínas (C) unidas por conectores rectos, identificados con un código de color único para 
cada par, junto con las posiciones de cada cisteína involucrada. Los péptidos identificados por MALDI-TOF/TOF en condiciones 
no reductoras se identifican en gris claro. Las secuencias marcadas con recuadros de color gris oscuro destacan aquellos 
péptidos identificados exclusivamente en RBD-ST reducido/alquilado. El disulfuro representado con una línea verde discontinua 
se identificó como un enlace intrapéptido, los identificados con conectores continuos azul claro y naranja se identificaron como 
péptidos entrecruzados (Figura 12.A-C) y el disulfuro identificado con líneas de puntos (magenta pálido) no pudo identificarse 
directamente mediante el análisis MALDI-TOF/TOF. La C538 no apareada se muestra en rojo con un asterisco. Los sitios putativos 
de N-glicosilación se muestran con una Y amarilla sobre los residuos de asparagina (N331 y N343) mientras que el glicopéptido 
correspondiente (entre 329 y 346) se subraya con una línea ondulada gris claro. B) El glicopéptido 329-346 se identificó 
mediante MALDI-TOF/TOF con modificaciones del N-glicano en N331 y N343. (Figura 12.G-J). C) Cromatografía preparativa de 
intercambio iónico (IEX) de RBDclv mostrando la presencia de especies cargadas diferencialmente. Cada una se nombra con las 
letras a-f en texto gris sobre cada pico. 

El ion correspondiente al puente intrapeptídico (C480-C488) fue detectado directamente del espectro MS 

(m/z=x), mientras que las cisteínas presentes en péptidos enlazados por puentes disulfuro (C379-C432  y 

C391-C525) se confirmaron mediante fragmentación y análisis MS/MS (Figura 12.A-C). Por su parte, el 

residuo C538 (que forma un disulfuro con un dominio de Spike ausente en nuestra construcción) sólo se 

detectó en forma reducida o cisteinilada (Figura 12.D-F), pero nunca formando enlaces con otras cisteínas. 
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Los péptidos que contienen los restantes residuos C336 y C361 (enlazados por el puente disulfuro que no 

pudo ser detectado en forma directa) sólo lograron identificarse tras un tratamiento de 

reducción/alquilación, exclusivamente cuando se incluyeron en las búsquedas diferentes combinaciones 

de N-glicanos paucimanosídicos y ricos en manosa en los residuos identificados como potenciales sitios 

de N-glicosilación (N331 y N343) (Figura 11.B, Figura 12.G-J).  

 

Figura 12: Identificación de péptidos por  MALDI-TOF/TOF. A-C) Espectro de masas de la digestión tríptica de RBDclv, con 
recuadros que muestran zonas amplificadas de m/z=3040 a 3080 (en azul claro) y de m/z=3950 a 4000 (en naranja) 
correspondientes a péptidos enlazados por puentes disulfuro (A). Los picos correspondientes fueron fragmentados e 
inspeccionados en forma manual, asignándose señales que permiten identificar los fragmentos iónicos de los péptidos unidos 
covalentemente por puentes disulfuro (B-C). D-F) Espectro de masas de la digestión tríptica de RBDclv, con recuadros que 
muestran zonas amplificadas de m/z=1400 a 1700 (en rojo) con señales de masa que no pudieron asignarse a la secuencia 
RBDclv y que se denotan con uno (MH+ = 1500,6) y dos asteriscos rojos (MH+= 1619,6) (D).Se obtuvieron espectros de 
fragmentación MS/MS y tras su inspección manual se asignaron señales que permitieron confirmar el péptido tríptico 

538CVNFGPFEDDDDK550 en su forma nativa (E) y en su forma cisteinilada (F). Los iones b indicados con +119 denotan la detección 
de la adición de la cisteinilación. G-J) Ejemplos de detección de N-glicosilación en RBD mediante análisis MALDI-TOF/TOF. 
Espectro de masas de la digestión tríptica de RBDclv, con un recuadro que muestran zonas amplificadas de señales MH+= 4027, 
MH+ = 4174  y MH+ = 4352 (G). La fragmentación por MS/MS e inspección manual permite la asignación de los iones para 
identificar el péptido 329FPNITNLCPFGEVFNATR346 con la incorporación del glicano FM3 [+1038] en N331 y los glicanos M3 [+892] 
(I), FM3 [+1038] y M5 [+1216] en N343 (H-J). 

D E F 

G H I J 
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Estos resultados sugieren que la presencia de N-glicanos en esta región de RBD es responsable de la 

imposibilidad para detectar en forma directa estos péptidos enlazados por puentes disulfuro. Además, 

representan un indicio de la alta tasa de glicosilación de dichos sitios. 

Por otro lado, se realizó un análisis de RBDclv por electroforesis bidimensional (2D-SDS-PAGE), mostrando 

numerosos “spots” con punto isoeléctrico variable e inferior a su valor teórico (pI=8,5) (Figura 13.A-B). La 

remoción de N-glicanos mediante tratamiento con PNGaseF evidenció una reducción del tamaño de la 

proteína resultante (degRBDclv) y un aumento relativo de la intensidad de las especies más ácidas 

(probablemente como consecuencia de la deamidación de asparaginas deglicosiladas). Sin embargo, la 

micro heterogeneidad por cargas negativas fue evidente en ambas proteínas, sugiriendo que su origen es 

independiente de la micro heterogeneidad por N-glicanos. 

 
Figura 13: Micro-heterogeneidad de carga de RBD. A-B) Análisis por 2D-SDS-PAGE de RBDclv y degRBDclv, respectivamente, con 
los puntos isoeléctricos (pI) calculados para diferentes spots (en rojo). C-D) Análisis por SDS-PAGE con tinción Coomassie a partir 
de fracciones de RBDclv eluidas a partir de una cromatografía de intercambio iónico (IEX) preparativa antes y después del 
tratamiento con PNGaseF. También se incluyeron RBDclv y degRBDclv (pre-IEX) como control. La punta de flecha indica la banda 
correspondiente a la PNGasa F. 

Utilizamos cromatografía de intercambio iónico (IEX) para confirmar la micro heterogeneidad de cargas, 

obteniendo varias fracciones de RBDclv (identificadas con letras a-f), que eluyeron diferencialmente en un 

gradiente de concentración salina (Figura 11.C). La N-deglicosilación de todas las fracciones de RBDclv-IEX 

(a-f) mostraron el mismo desplazamiento electroforético en SDS-PAGE, sugiriendo que la presencia de N-

glicanos está homogéneamente distribuida a lo largo de todas las fracciones IEX y por lo tanto no 

estrictamente ligada a micro heterogeneidad de cargas (Figura 13.C-D). 

 

Con el propósito de lograr la mayor cobertura de secuencia posible, se procedió a reducir/alquilar de 

manera secuencial las fracciones a-f de RBDclv-IEX y sus homólogas deglicosiladas (degRBDclv-IEX) para ser 

luego sometidas a análisis por nano-HPLC MS/MS. Como se observó anteriormente por MALDI-TOF/TOF, 

la secuencia no modificada del péptido 329-346 de RBDclv no pudo ser identificada en ningún caso (Tabla 
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Suplementaria 1), sugiriendo que este péptido se encuentra altamente modificado. Paralelamente, 

identificamos este péptido en todas las fracciones de degRBDclv-IEX que contenían residuos de asparagina 

(N331 y N343) deamidados (Tabla Suplementaria 2) terminando de demostrar que la alta tasa de 

modificación de este péptido en todas las fracciones IEX se debe a la presencia de N-glicanos. Los “scans” 

correspondientes al péptido 329-346 doblemente deamidado representaron el 91%, mientras que la 

desamidación en una sola asparagina correspondió al 0,2% y al 8,8% para N331 y N343, respectivamente 

(Tabla Suplementaria 3). Estos resultados muestran que la ocupación de N-glicanos en los sitios predichos 

es alta, con N331 menos glicosilada que N343, como se ha visto con RBD expresada en células humanas y de 

insectos (Bagdonaite et al., 2021; Sanda et al., 2021). 

En cuanto a las versiones del péptido 329-346 monoglicosilado, identificamos N-glicanos 

paucimanosídicos y ricos en manosa sólo en N343 (Tabla Suplementaria 4), probablemente debido a la 

mayor ocupación mencionada anteriormente. Curiosamente no fuimos capaces de identificar dicho 

péptido en su forma doblemente glicosilada (con ninguno de los glicanos previamente identificados por 

MALDI-TOF/TOF). Una posible explicación para esto radicaría en su menor eficacia de ionización y a su 

elevada hidrofilicidad (por la presencia de glicanos solubles), que impide su unión a las columnas de fase 

reversa utilizadas (Kozlik et al., 2017). Basándonos en esto, proponemos que las formas monoglicosiladas 

de este péptido constituyen una fracción poco frecuente, pero que puede ayudarnos a dilucidar qué 

motivos glucídicos son más abundantes en la RBD expresada en células S2, sin descartar la existencia de 

motivos con mayor contenido en manosa. 

En cuanto a la O-glicosilación, también se identificaron glicanos de tipo Tn y Core 1 en degRBDclv mediante 

nano-HPLC MS/MS. Las O-glicosilaciones más frecuentes se identificaron en residuos de Treonina 

pertenecientes a secuencias canónicas de N-glicosilación (T333 y T345 ), casi exclusivamente cuando el 

residuo de asparagina precedente no se encontraba deamidado (y por ende se trata de un residuo no 

modificado con N-glicanos). Estos resultados sugieren que la O-glicosilación en estas posiciones ocurre en 

ausencia de N-glicanos, apoyando la hipótesis de que los O-glicanos podrían estar enmascarando 

potenciales N-glicositos inusualmente desocupados en la RBD expresada en células S2 (Bagdonaite et al., 

2021). En paralelo, se identificaron O-glicanos de tipo Core-1 en T323 y S325 (con el doble de frecuencia que 

Tn), como se ha señalado en células humanas (Eldrid et al., 2021; Shajahan et al., 2020; Watanabe et al., 

2020) e insectos (Bagdonaite et al., 2021). También se identificaron O-glicanos en otras regiones de RBD 

aunque con frecuencias muy bajas (Tabla Suplementaria 5). Nuestra caracterización de los glicanos de la 

RBD expresada en células de insecto S2 coincide plenamente con la de Bagdonaite et al. (Bagdonaite et 

al., 2021) quienes utilizaron un sistema de expresión de su propiedad con secuencias accesorias diferentes. 
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Por completitud buscamos modificaciones postraduccionales (PTMs) que pudieran explicar la micro 

heterogeneidad por cargas negativas de RBD. La incorporación de glicanos conteniendo ácido siálico es la 

principal fuente de micro heterogeneidad por cargas negativas en glicoproteínas de origen eucariota, sin 

embargo la sialilación es rara en las células de insecto (Harrison & Jarvis, 2006) y no fue encontrada en 

nuestras búsquedas. Encontramos deamidación espontánea de residuos de asparagina en todas las 

fracciones de RBDclv-IEX (Figura 14.A), siendo el péptido que abarca aproximadamente la mitad de la 

secuencia RBM (péptido #10) el más frecuente (Figura 14.B-C).  

 
Figura 14: Efecto de la desamidación espontánea y aductos de Tris sobre la micro heterogeneidad de las cargas negativas de 
RBDclv analizadas por LC-MS/MS. A) Análisis comparativo del número de péptidos no modificados, desamidados y con aductos 
de Tris, a lo largo de diferentes fracciones de RBDclv-IEX. B) Secuencia RBDclv (recuadro rojo) con sitos de N-glicosilación putativos 
(Y amarilla), RBM (recuadro amarillo) y péptidos trípticos que contienen residuos de asparagina numerados del #1 al #12 
(recuadros verdes). C) Diagramas correspondientes a cada péptido tríptico (identificados con recuadros verdes numerados del 
1 al 12 en la parte superior) que muestran el porcentaje de modificación identificado por MS/MS nano-HPLC a lo largo de las 
fracciones IEX (como en A). Los péptidos sin residuos N no se tuvieron en cuenta (gaps en B). El péptido #2 no se identificó en 
ningún caso como péptido “no modificado” debido a la alta ocurrencia de N-glicosilación con unos pocos péptidos deamidados 
(en las fracciones a y b) que representaron el 100% de los péptidos identificados en esta posición. 

Sin embargo, al no encontrar una correlación entre la frecuencia de deamidación espontánea y la cantidad 

de cargas negativas, fue imposible atribuirlo exclusivamente a su ocurrencia. Además, los aductos de Tris 

en los residuos de asparagina (y glutamina) deamidados (que podrían estar modificando aún más estos 

residuos de asparagina (Kabadi et al., n.d.) y afectando a su identificación) se mantuvieron como una 

fracción muy marginal (0,1-1,3%) en todas las fracciones de IEX (Figura 14.A, Tabla Suplementaria 6). La 

deamidación de la asparagina a aspartato (o iso-aspartato) conlleva cambios en la carga total (así como en 

la cadena principal de las proteínas) y ha sido asociada con el envejecimiento de la proteína Spike de 

A 
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betacoronavirus, describiéndose el RBM como un punto caliente de deamidación (Lorenzo et al., 2021). 

Nuestros resultados sugieren que la deamidación espontánea del RBD expresado en células S2 es 

responsable de la presencia de cargas negativas (principalmente en el RBM); sin embargo, a pesar del 

esfuerzo realizado, no fuimos capaces de identificar un conjunto de modificaciones que expliquen 

exclusivamente la micro heterogeneidad por cargas negativas y se necesitan estudios adicionales para 

completar esta información. 

 

2.3.5. LA MICRO-HETEROGENEIDAD DEL RBD NO AFECTA SU 

FUNCIONALIDAD IN VITRO  

 

En el virión, la glicosilación de Spike decora su superficie dificultando su detección por parte del sistema 

inmune e incluso promueve cambios conformacionales que facilitan la exposición de residuos del RBM 

para que establezca contactos moleculares con el receptor hACE2 (Casalino et al., 2020; Zhao et al., 2020). 

Sin embargo, estas funciones de los glicanos pierden relevancia cuando RBD es expresado como dominio 

aislado (Gstöttner et al., 2021) y utilizado in vitro como en nuestro caso. Para confirmarlo, llevamos a cabo 

experimentos de SPR con versiones glicosiladas y deglicosiladas de RBD-ST, para comparar el 

reconocimiento específico por un conjunto de sueros de individuos vacunados, no evidenciando 

diferencias significativas (Figura 15.A, Tabla Suplementaria 6). 

También utilizamos esta técnica para evaluar el efecto de la N-glicosilación sobre la interacción RBD-

shACE2, inyectando simultáneamente shACE2clv (o degshACE2clv) sobre RBD-ST y degRBD-ST capturados 

sobre dos superficies en paralelo. A lo largo de esta tesis, evitamos la utilización de shACE2clv como analito 

en los experimentos SPR, ya que la afinidad resulta subestimada, probablemente debido a interacciones 

no específicas con la superficie del chip. Sin embargo, en este caso, este abordaje nos permitió detectar 

con precisión las diferencias en la unión utilizando virtualmente una misma inyección de analito para 

evaluar la interacción con ambas versiones de RBD (glicosilado y deglicosilado), evitando así sesgos de 

cuantificación de proteínas. Si bien los resultados mostraron diferencias con los resultados obtenidos por 

ITC y SPR utilizando RBDclv como analito, las afinidades de unión permanecieron invariables a pesar de la 

deglicosilación de la RBD-ST capturada (Figura 15.B-C, Tabla 3), demostrando así que la N-glicosilación 

tampoco afecta su unión al receptor en concordancia con reportes previos (Sun et al., 2020). 

 



CAPÍTULO 2 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 39 

 

 
Figura 15: Efecto de la N-glicosilación del RBD en la antigenicidad y su unión a shACE2. A) Análisis por SPR de unión entre 
anticuerpos séricos de 16 individuos vacunados (identificados con los números 1-16) y los RBD-ST capturados en su versión 
glicosilada (trazo verde) o degRBD-ST (trazo naranja). Los sensorgramas se obtuvieron tras la substracción de la respectiva 
muestra de suero preinmune. B) Análisis por SPR entre shACE2clv inyectado sobre RBD-ST capturado (izquierda) y degRBD-ST 
capturado (derecha). C) Análisis por SPR entre degshACE2clv inyectado sobre RBD-ST capturado (izquierda) y degRBD-ST (derecha). 
Todos los experimentos de SPR se realizaron en paralelo utilizando la misma inyección de analito. Los valores de KD mostrados 
en cada panel se obtuvieron tras el ajuste a un modelo Langmuir 1:1 (trazos rojos).  

 

Tabla 3: Efecto de la deglicosilación en la interacción RBD-shACE2 analizada mediante análisis SPR. Parámetros cinéticos 
obtenidos en cuatro experimentos de SPR diferentes, realizados mediante captura de RBD-ST y degRBD-ST en dos superficies 
paralelas, e inyecciones secuenciales de shACE2clv y degshACE2clv a concentraciones variables (12,5, 25 y 50 nM).  Los datos se 
ajustaron a al modelo de interacción Langmuir 1:1. 

Experimento kon (M-1 s-1) koff (s-1) RMAX (RU) KD (M) Chi2 

shACE2clv vs RBD-ST 1,92E+05 8,50E-03 61,5 4,43E-08 0,308 

shACE2clv vs degRBD-ST 1,59E+05 7,23E-03 64,7 4,54E-08 0,427 

degshACE2clv vs RBD-ST 1,21E+05 7,47E-03 71 6,19E-08 0,310 

degshACE2clv vs degRBD-ST 1,17E+05 7,24E-03 74,2 6,21E-08 0,313 

Para completar nuestra caracterización del RBD, nos centramos en estudiar el efecto de la micro 

heterogeneidad por cargas negativas sobre su unión con shACE2 y anticuerpos séricos específicos. 
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En primer lugar, realizamos experimentos SPR inyectando fracciones RBDclv-IEX sobre shACE2-ST 

capturado, obteniendo incluso valores de afinidad sutilmente superiores con respecto a los experimentos 

control (con RBDclv pre-IEX). Este aumento de la afinidad se explica principalmente por la obtención de 

valores de constantes cinéticas de asociación (kon) más rápidas, al tiempo que las constantes cinéticas de 

disociación prácticamente no ofrecieron diferencias(Figura 16.A-C, Tabla 4). 

 
Figura 16: Efecto de la micro heterogeneidad de las cargas negativas de RBD en la unión con shACE2 y la antigenicidad. A-B) 
Análisis por SPR de la interacción entre shACE2-ST capturado sobre la superficie del chip y diferentes RBDclv provenientes de 
fracciones de IEX (A) y un control sin someter a intercambio iónico, pre-IEX (B). Las fracciones e y f fueron agruparon (e 
identificadas como fracción e/f). Todos los sensorgramas se ajustaron a un modelo de Langmuir 1:1 (trazos rojos) con los 
respectivos valores de KD mostrados en cada panel. C) Grafico bidimensional de isoafinidad para comparar los parámetros 
cinéticos obtenidos por SPR en A y B. Con líneas grises punteadas se delimitan las zonas de isoafinidad (con sus valores indicados 
en gris, sobre los ejes). D) Análisis por SDS-PAGE teñido con Coomassie de las fracciones RBDclv-IEX tras ser sometidas a cambio 
de buffer, concentración y la cuantificación de proteínas. E) Diagrama de violín de un ELISA realizado con un conjunto de sueros 
positivos al SARS-CoV-2 (procedentes de individuos infectados), utilizando diferentes fracciones de RBDclv-IEX como antígeno. 
Para mayor claridad, las muestras de suero individuales fueron arbitrariamente estratificadas de acuerdo con los títulos de 
anticuerpos cuantificados utilizando un método serológico comercial. 

 

Tabla 4: Efecto de la micro heterogeneidad de las cargas negativas en la interacción RBD-shACE2 analizada mediante SPR. 
Parámetros cinéticos obtenidos en cuatro experimentos SPR diferentes realizados mediante captura de shACE2-ST e inyecciones 
secuenciales de diferentes fracciones de RBDclv-IEX a concentraciones variables (5, 10, 25 y 50 nM). El experimento de control 
se realizó de forma similar inyectando RBDclv no sometido a IEX (pre-IEX) a concentraciones variables (5, 10, 25, 50, 100 y 200 
nM). Los datos se ajustaron con un modelo de Langmuir 1:1. 

Experimento kon (M-1 s-1) koff (s-1) RMAX (RU) KD (M) Chi2 

RBDclv-IEX b vs shACE2-ST 2,96E+06 9,77E-03 8,31 3,30E-09 0,239 

RBDclv-IEX c vs shACE2-ST 2,56E+06 8,51E-03 8,60 3,32E-09 0,267 

RBDclv-IEX d vs shACE2-ST 2,27E+06 1,07E-02 8,37 4,73E-09 0,313 

RBDclv-IEX e/f vs shACE2-ST 2,24E+06 1,21E-02 8,58 5,41E-09 0,519 

RBDclv(pre-IEX) vs shACE2-ST 9,46E+05 6,74E-03 9,73 7,12E-09 0,187 
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Si tenemos en cuenta que el cálculo de las constantes cinéticas de disociación (koff ) no depende de la 

concentración inicial de analito y que la cromatografía de intercambio iónico implica un paso de 

purificación adicional para dar lugar a fracciones más puras (Figura 16.D), es probable que las ligeras 

diferencias en las afinidades calculadas estén relacionadas con la purificación/cuantificación de proteínas 

más que con características propias de las mismas. Independientemente de esta observación, nuestros 

resultados demuestran que la micro heterogeneidad de RBD debido a cargas negativas no tiene ningún 

efecto perjudicial sobre su unión con shACE2. 

Por último, inmovilizamos las fracciones RBDclv-IEX en placas de ELISA y analizamos su antigenicidad con 

un conjunto de sueros positivos para SARS-CoV-2 con título variable. A pesar de no descartar diferencias 

en la respuesta debido a la estabilidad de la proteína tras la inmovilización, nuestros resultados 

demuestran que todas las fracciones RBDclv-IEX presentan antigenicidad con resultados comparables 

(Figura 16.E). 
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2.4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS  

Nuestro trabajo describe una protocolo único, simple y accesible para producir versiones solubles del RBD 

de SARS-CoV-2 y su receptor celular ACE2, utilizando células S2 de Drosophila.  

Demostramos que ambas proteínas se producen con altos rendimientos, dando lugar a versiones solubles, 

estables y funcionales con capacidad de interactuar in vitro. Además, optimizamos un protocolo para 

remover el Strep-tag sin afectar su estabilidad y funcionalidad, permitiendo su utilización para múltiples 

aplicaciones como inmovilización, marcado con fluorescencia, fusión a enzimas colorimétricas, etc. 

Respecto a la producción del RBD de SARS-CoV-2 en células S2, encontramos micro heterogeneidad 

causada principalmente por variaciones en el patrón de glicosilación y por presencia de cargas negativas. 

Sin embargo, su efecto sobre la unión con ACE2 y anticuerpos específicos resulta despreciable, 

posicionando nuestro sistema como una alternativa fiable para emular la interfase virus-célula in vitro. 

Dado que nuestro trabajo se limita al RBD de la variante ancestral Wuhan, resulta necesario extenderlo a 

otras variantes de SARS-CoV-2 . Además, deberían estudiarse las PTMs de la shACE2 producidas en células 

S2, con el fin de completar la caracterización de nuestro sistema.  

El origen de la micro heterogeneidad de cargas de RBD permanece elusivo a pesar de nuestros esfuerzos, 

y resulta fundamental continuar trabajando en esta línea y extender su búsqueda a proteínas virales 

nativas o formulaciones inmunogénicas obtenidas en otros sistemas de expresión. 

Dados los resultados obtenidos en este trabajo, proponemos que RBD/shACE2 expresados en células S2 

pueden ser utilizados en el diseño de ensayos serológicos y que su implementación podría otorgar 

soberanía en la toma de decisiones sobre la administración de nuevas dosis de refuerzo de SARS-CoV-2, 

principalmente en el contexto de acceso limitado a laboratorios BSL3. Además, nuestra caracterización 

biofísica y bioquímica de las proteínas expresadas en células S2 apoya firmemente su idoneidad en este 

tipo de aplicaciones y como antígenos para evaluar respuesta humoral frente a infección y vacunas. 

La funcionalidad y antigenicidad mostrada por el RBD producido en células S2, sumado a los excelentes 

rendimientos y facilidad de producción permitieron su aplicación en el desarrollo y fabricación de kits 

serológicos a través de una alianza entre el Institut Pasteur de Montevideo, la Universidad de la República 

y la empresa ATGen. Dicho antígeno fue utilizado para producir dos kits diferentes con capacidad para 

detectar (kit COVID-19 IgG ELISA UY 2.0) y cuantificar (kit COVID-19 IgG QUANT ELISA) IgG específicas en 

muestras de suero humano. Dichos kits fueron registrados y autorizados por el MSP (Anexo, pág. 192), y 

su utilización en el territorio permitió realizar múltiples estudios serológicos en la población uruguaya.  
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El kit COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 (semicuantitativo) se utilizó con la intención de identificar individuos 

infectados asintomáticos o sin diagnóstico previo. En esta línea, se realizaron estudios de seroprevalencia 

a nivel de personal de salud (un estudio en la ciudad de Rivera y otro a nivel nacional). También se hicieron 

estudios de seroprevalencia a nivel de población general en relación con brotes de SARS-CoV-2 (en la 

ciudad de Salto) y también en individuos sanos, previo al inicio de la vacunación (uno en la ciudad de 

Rivera a partir de un muestro estadísticamente representativo y otro a nivel de trabajadores del Institut 

Pasteur de Montevideo). Este kit semicuantitativo se utilizó también en muestras de plasma de pacientes 

recuperados, con el objetivo de recabar datos para conformar un banco de plasma con potencial 

terapéutico (Rammauro, 2023).  

Por su parte, el kit COVID-19 IgG QUANT ELISA (cuantitativo) se utilizó principalmente para estudiar la 

respuesta a la vacunación heteróloga en individuos inmunosuprimidos receptores de transplantes sólidos 

(Prieto et al., 2022; Seija et al., 2023; Seija, Rammauro, Noboa, et al., 2022; Seija, Rammauro, Santiago, et 

al., 2022) y  en una cohorte de individuos sanos del Institut Pasteur de Montevideo,  el  cual se describirá 

en el siguiente capítulo.
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2.5. METODOLOGÍA 

2.5.1. CONSTRUCCIONES PLASMÍDICAS 

Se utilizaron las secuencias de ADN que codifican los aminoácidos 319-541 de la glicoproteína Spike de 

SARS-CoV-2 (Wuhan) (GenBank: MN908947.3) y 18-615 de la enzima convertidora de angiotensina 

humana 2 (hACE2) (GenBank: BAB40370. 1). Ambos dominios se diseñaron fusionados a un sitio de corte 

de enteroquinasa bovina en el extremo C-terminal, seguido de un Twin-Strep-tag® (IBA) y un codón STOP 

para dar lugar a las construcciones de RBD-ST y shACE2-ST (por soluble hACE2). Las secuencias fueron 

optimizadas para el uso de codones de Drosophila melanogaster y sintetizados por Genscript. Los genes 

sintéticos se clonaron en un vector de expresión pMT/V5-His (Invitrogen) inmediatamente después de la 

secuencia BiP, tal como se describió previamente (Krey et al., 2010) y se resume en la Figura 4.A. 

2.5.2. PRODUCCION DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Se obtuvieron líneas celulares S2 estables que expresan RBD-ST y shACE2-ST mediante co-transfección con 

el respectivo vector de expresión y un plásmido de selección a puromicina (pCoPuro) utilizando el reactivo 

Effectene (QIAGEN). Las células transfectadas se seleccionaron a 28°C en medio Insect Xpress (LONZA) 

complementado con 6 µg/mL de puromicina. Las líneas celulares S2 estables se cultivaron en matraces de 

vidrio a 28°C con agitación a 110 rpm en un agitador orbital estándar y se indujeron a 5x106 células/mL 

con 5 µM CdCl2. Tras cuatro días de inducción, las células se cosecharon por centrifugación a 150 g durante 

5 minutos, y ambas proteínas se purificaron desde el sobrenadante del cultivo por cromatografía de 

afinidad (AC). Para ello, el sobrenadante se centrifugó a 6.000 g, se filtró a través de 0,22 µm y se cargó en 

una columna Strep-Tactin®XT 4Flow® de 5mL (IBA), siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

Cuando fue necesario, el Strep-tag se eliminó mediante incubación overnight a 25°C con enteroquinasa-

His (Genscript) (a 20 U mg-1), seguido de diálisis extensiva en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl e incubación 

con Ni-Sepharose® (Cytiva) durante 2 horas. Finalmente,  la muestra filtrada por 0,22 µm se sometió a un 

segundo paso de purificación por AC en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl, 1mM EDTA (buffer de 

almacenamiento). Por último, las proteínas recombinantes se sometieron a cromatografía de exclusión 

molecular (SEC) en buffer de almacenamiento, utilizando columnas Superdex 75 y 200 (Cytiva) para RBD-

ST/RBDclv y shACE2-ST/shACE2clv, respectivamente. 
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2.5.3. ANALISIS DE PUREZA Y TAMAÑO 

2.5.3.1. ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT 

Las proteínas purificadas se sometieron a SDS-PAGE al 12% (con DTT 0,1M cuando fue necesario) y se 

analizaron posteriormente mediante tinción con Coomassie o western blot utilizando Streptactin-HRP 

(IBA) según las recomendaciones del fabricante. Además, se realizó electroforesis bidimensional (de 

acuerdo con (Lima et al., 2011)) utilizando 100 µg de RBDclv o degRBDclv. 

2.5.3.2. CROMATOGRAFÍA DE EXCLUSION MOLECULAR 

Para evaluar el tamaño de las proteínas en solución se realizaron ensayos de SEC analítica con columnas 

Superdex 75 (10-300) y Superdex 200 (10-300) en buffer de almacenamiento, y el peso molecular fue 

estimado utilizando kits de calibración para alto peso molecular (HMW) y bajo peso molecular (LMW) 

(Cytiva) 

2.5.3.3. DISPERSION DINÁMICA DE LUZ 

El radio hidrodinámico (RH) se analizó por dispersión dinámica de luz (DLS) utilizando un Zetasizer Nano S 

(Malvern). Las mediciones se realizaron por quintuplicado utilizando cubetas de cuarzo a 25°C. 

2.5.4. ANALISIS DE TERMOESTABILIDAD 

La termoestabilidad de las proteínas recombinantes se evaluó mediante fluorimetría diferencial de barrido 

en nanoescala (nanoDSF) en un Prometheus NT.48 (Nanotemper) y los valores de TM para los procesos de 

desnaturalización y replegamiento se obtuvieron mediante calentamiento y enfriamiento secuenciales a 

velocidades controladas de 1°C/min entre 25-90 °C. Cuando fue necesario, las muestras se incubaron en 

un exceso de DTT (8000 veces mayor) durante 1 hora a 25°C y se midieron inmediatamente. 

2.5.5. N-DEGLICOSILACIÓN 

La N-deglicosilación de RBD y shACE2 se realizó en condiciones nativas incubando 200 µg de proteína 

recombinante con 1000 U de PNGaseF (NEB) a 25°C durante toda la noche o en condiciones 

desnaturalizantes a 37°C durante 1 hora siguiendo las recomendaciones del fabricante. 

2.5.6. CROMATOGRAFÍA DE INTERCAMBIO IÓNICO (IEX) 

El buffer de las proteínas fue sustituido por 50 mM Tris pH 8,0, 10 mM NaCl utilizando columnas PD-10 

(Cytiva) y a continuación las muestras se sometieron a cromatografía de intercambio iónico (IEX) usado 
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una columna MonoQ 5/50 (Cytiva) equilibrada dicho buffer. Las proteínas cargadas se eluyeron con 50 

mM Tris pH 8,0, 500 mM NaCl en un gradiente de 40 volúmenes de columna (CVs). 

2.5.7. ANÁLISIS POR ESPECTROMETRÍA DE MASAS (MS) 

2.5.7.1. PREPARACIÓN DE LAS MUESTRAS 

La preparación de las muestras para MS se realizó con proteínas solubles o bandas de SDS-PAGE teñidas 

con Coomassie. Cuando fue necesario, se llevó a cabo un paso inicial de reducción/alquilación, como se 

ha descrito anteriormente (Rivera et al., 2020). La preparación de muestras a partir de bandas de SDS-

PAGE para MALDI-TOF/TOF se realizó de acuerdo con (Rossello et al., 2017), mientras que para el análisis 

de las proteínas en solución se obtuvieron péptidos trípticos que fueron desalados mediante Tips C18 

OMIX (Agilent). Para MALDI-TOF/TOF, la elución se realizó en placa, y para LC-MS/MS, los eluatos fueron 

secados al vacío y resuspendidos en ácido fórmico al 0,1%, como se ha descrito anteriormente (Olivero-

Deibe et al., 2021). 

2.5.7.2. MALDI-TOF/TOF 

Los péptidos trípticos se analizaron utilizando un MALDI-TOF/TOF 4800 (Abi Sciex). Los espectros se 

adquirieron en modo reflector y el análisis MS/MS se realizó para los iones seleccionados. Las proteínas 

se identificaron mediante búsqueda en la base de datos NCBI (20160821) utilizando el motor de búsqueda 

MASCOT (Matrix Science http://www.matrixscience.com) y los siguientes parámetros: tolerancia de masa 

monoisotópica: 0,03 Da; tolerancia de masa de fragmento: 0,5 Da; oxidación de metioninas como 

modificación variable, y carbamidometilación de cisteína como modificación fija (cuando corresponde). 

Además, se fragmentaron aquellas señales intensas, que no pudieron ser asignadas, para la posterior 

interpretación manual de modificaciones por N-glicosilación. 

2.5.7.3. ANÁLISIS POR CROMATOGRAFÍA LÍQUIDA-ESPECTROMETRÍA DE 

MASAS EN TÁNDEM (LC-MS/MS) 

Los péptidos trípticos se sometieron a LC-MS/MS como antes (Olivero-Deibe et al., 2021)  utilizando un 

gradiente de fase móvil B de 0% a 35% durante 90 minutos, y el análisis de masas se realizó en modo 

"data-dependant" utilizando como se describió anteriormente  (Rivera et al., 2020). Las búsquedas en 

bases de datos se realizaron con PatternLab V (Santos et al., 2022), utilizando una base de datos "target-

decoy para Drosophila melanogaster" que incluye la secuencia RBD de Uniprot (junio de 2020). Los 

parámetros de búsqueda se enumeran en tablas suplementarias (ver ANEXO), y las coincidencias del 

espectro peptídico se filtraron para alcanzar un FDR≤1% a nivel de proteína. 
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2.5.8. CALORIMETRÍA DE TITULACIÓN ISOTÉRMICA 

Los experimentos de ITC se realizaron en un VP-ITC (Malvern Panalytical) titulando shACE2-ST o shACE2clv 

10 µM con RBDclv o RBD-ST 150 µM, respectivamente, en buffer de almacenamiento a 25°C. El análisis de 

los datos y el ajuste a un modelo de hetero-asociación se realizó como antes (Medeiros et al., 2020). 

 

2.5.9. RESONANCIA DE PLASMÓNICA DE SUPERFICIE 

Los experimentos de SPR se realizaron en un Biacore 3000 a 25°C con un flujo de 10 µL/min. Como buffer 

de corrida se utilizó 10 mM HEPES pH 7,4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% (v/v) P20, y los sensorchips 

fueron de tipo CM5 (Cytiva) previamente recubiertos con Twin-Strep-tag® Capture Kit (IBA), según las 

recomendaciones del fabricante. Todos los sensorgramas fueron doblemente referenciados y analizados 

con el software BIAevaluation v4.1. 

Los análisis de unión se realizaron capturando shACE2-ST (a densidades entre 44 y 88 RUs) e inyectando 

RBDclv por triplicado a concentraciones entre 3-192 nM. Además, el efecto de la glicosilación sobre la unión 

se evaluó capturando RBD-ST (o degRBD-ST) a densidades de 35 y 25 RUs, respectivamente, e inyectando 

shACE2clv (o degshACE2clv) a concentraciones entre 12,5 y 50 nM. 

Para estudiar el efecto de la deglicosilación de RBD sobre la unión con anticuerpos séricos se hicieron 

experimentos de SPR capturando RBD-ST y degRBD-ST a densidades finales de 46 y 52 RUs en dos 

superficies paralelas e inyectando diluciones 1:50 de sueros de individuos obtenidos previo a la vacunación 

y 18 días después de recibir un esquema de vacunación heteróloga de tres dosis (2 dosis de CoronaVac + 

refuerzo con BNT162b) como se describe en el capítulo 3. 

Para estudiar el efecto de la micro heterogeneidad de las cargas negativas de RBD sobre la unión con 

shACE2-ST inmovilizado, se capturaron densidades de ligando de 50 RUs y se inyectaron las fracciones de 

RBDclv-IEX (b, c, d, y e/f) a concentraciones de 5, 10, 25, y 50 nM. Los experimentos de control con RBDclv 

pre-IEX se realizaron de forma idéntica con inyecciones adicionales de 100 y 200 nM. 

2.5.10. ENSAYO DE UNIÓN A LA SUPERFICIE CELULAR 

Los ensayos de FACS se realizaron con adaptaciones al protocolo descrito anteriormente (Pallesen et al., 

2017). Brevemente, 1x105 células HEK293T y HEK293T-hACE2 (NR-52511, BEI Resources, NIAID, NIH) se 

incubaron en hielo durante 1 hora con diferentes cantidades de RBD-ST (entre 0,15 y 100 ng) y 

posteriormente se marcaron con 1:400 Streptactin-Dye 649 (IBA). Las células se adquirieron 
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inmediatamente utilizando un Accuri C6 (BD Biosciences) y se analizaron con el software FlowJo (Tree Star 

Inc.). Las células no teñidas se utilizaron como control del background de fluorescencia. 

2.5.11. ELISA 

La prueba ELISA se realizó con placas recubiertas con 200 ng de RBDclv o fracciones de RBDclv-IEX y fueron 

posteriormente incubadas con diluciones 1:100 de suero humano negativo (prepandémico), positivo 

(infección por SARS-CoV-2 confirmada por PCR) o vacunado (2 dosis de CoronaVac + refuerzo con 

BNT162b).  

Para el ELISA de competición se utilizaron placas recubiertas con cantidades variables de RBDclv (0,0, 0,5, 

1,0 y 2,0 microgramos por pocillo) y fueron posteriormente incubadas durante 1 hora a RT con una 

premezcla de concentraciones variables de shACE2-ST (0, 6, 12 y 24 µg/mL) y suero humano diluido 1:20 

en PBS. Tras el lavado con PBS + 0,2% Tween 20, las placas se incubaron con Streptactina-HRP (IBA) diluido 

1:1.000 y se revelaron con sustrato líquido TMB (Sigma) durante 15 minutos. La reacción colorimétrica se 

frenó con 50 μL de ácido sulfúrico 11% y las absorbancias a 450nm y 620nm se midieron en un lector de 

placas (Thermo) expresando los resultados como la sustracción de las medidas realizadas a ambas 

longitudes de onda. 

Este estudio fue aprobado por la junta de revisión ética institucional (MSP_956220-CEI_001-2021). Se 

obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes.
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CAPÍTULO 3: ESTUDIO DE LA RESPUESTA HUMORAL 
FRENTE A VACUNACIÓN HETERÓLOGAS

3.1. INTRODUCCIÓN 

3.1.1. RESPUESTA INMUNE ANTIVIRAL 

La infección por SARS-CoV-2 es a veces resuelta de manera bastante rápida y en otros lleva a 

complicaciones respiratorias que pueden terminar en la muerte del paciente. Diversos aspectos como la 

edad o patologías asociadas pueden incidir en dicho desenlace, no obstante la respuesta inmune 

desarrollada frente a la infección viral también puede tener implicancias graves. Los tipos y la magnitud 

de la respuesta inmune frente a SARS-CoV-2 son múltiples y variados, con diversos perfiles en cuanto a la 

severidad de la infección, lo cual requiere ahondar en los detalles para entender mejor ciertos aspectos 

que aún permanecen elusivos.  

3.1.1.1. RESPUESTA INNATA  

El SARS-CoV-2 al igual que otros virus respiratorios ingresa al huésped venciendo la primera barrera de la 

inmunidad innata comprendida por las mucosas nasal, conjuntiva y oral. Los primeros mecanismos de la 

inmunidad innata son activados por la presencia de patrones moleculares asociados a patógenos (PAMPs, 

por pathogen-associated molecular patterns), que son reconocidos por receptores (PRRs, por pattern-

recognition receptors) ubicados en la superficie e interior de las células del huésped. La detección de ARN 

de doble cadena en el interior de la célula (generado durante la replicación y transcripción del genoma del 

SARS-CoV-2) suele ser uno de los patrones reconocidos por los receptores endosómicos tipo Toll (TLR por 

Toll-like receptors) y citoplasmáticos RIG-I y MDA5, desencadenando una cascada de señales que redundan 

en la producción de citoquinas como los interferones de tipo I (INF-α/β) que inducen un “estado antiviral” 

a nivel celular y sistémico. Este mecanismo de respuesta por INF tipo I, es uno de los principales 

mecanismos de respuesta innata antiviral, y en el caso de SARS-CoV-2 es inhibido y retrasado por diversas 

proteínas estructurales y no estructurales del virus (Lei et al., 2020). Otras citoquinas importantes son los 

interferones de tipo III, cuyos receptores se encuentran en células epiteliales de mucosas y representan 
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un mecanismo de defensa innata antiviral dirigido a virus respiratorios y gastrointestinales (Weber, 2020), 

los cuales son también bloqueados por proteínas del SARS-CoV-2 (Zheng et al., 2020). 

Por su parte, otras citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNFα se detectan en altos niveles en suero y 

plasma de pacientes infectados por SARS-CoV-2, lo cual ha sido asociado con severidad de la infección, 

dando lugar al concepto de “tormenta de citoquinas” acompañado de daño a nivel de tejido pulmonar 

con consecuencias graves para los pacientes en muchos casos. 

El uso de anticuerpos monoclonales como tocilizumab, antagonista del receptor de IL-6 y aprobado para 

otras patologías, ha sido propuesto para contrarrestar la tormenta de citoquinas causada por SARS-CoV-2 

en algunos casos graves (Amanat et al., 2020). Corticoesteroides inhibidores de citoquinas 

proinflamatorias como la dexametasona, han mostrado también buenos resultados en este sentido 

(Esposito et al., 2020; Matthay & Thompson, 2020).  

A estos mecanismos humorales de inmunidad innata se suman la sobreexpresión de defensinas, la 

activación del sistema del complemento y la actividad fagocítica y citotóxica de diversos tipos celulares 

como monocitos/macrófagos, granulocitos, neutrófilos, células “natural killers” (NK) y células dendríticas 

(Weber, 2020). Los componentes humorales y celulares de la respuesta innata no solo tienen por objeto 

controlar la infección en las primeras etapas del ciclo, sino también inducir diversos mecanismos de la 

inmunidad adaptativa. 

La respuesta pobre y tardía del IFN de tipo I en combinación con sobre-activación de la respuesta por 

citoquinas proinflamatorias se presenta como posible mecanismo involucrado en el síndrome 

hiperinflamatorio de pacientes con manifestaciones clínicas graves de COVID-19: insuficiencia respiratoria, 

insuficiencia renal, tromboembolias y otras complicaciones (Sokolowska et al., 2020).  

3.1.1.2. RESPUESTA ADAPTATIVA 

La respuesta adaptativa actúa de manera específica frente al virus y genera memoria, lo cual permite 

responder de forma mucho más rápida y eficaz frente a futuras infecciones y es el objetivo principal de las 

vacunas. 

Las células dendríticas son las principales presentadoras de antígeno (APC, por antigen-presenting cells) y 

juegan un rol clave en la interconexión de las respuestas innata y adaptativa. Estas células migran desde 

las mucosas (donde fagocitan y procesan las proteínas virales) hacia los órganos linfoides, donde 

presentan diversos péptidos virales en complejo con las moléculas MHC de superficie.  Esto conduce a la 

activación de linfocitos T y B vírgenes que reconocen dichos complejos a través de sus receptores de 
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superficie TCR (por T cell receptor) y BCR (por B cell receptor), respectivamente.  Una vez que estas células 

se activan, proliferan y se diferencian, siendo las responsables de la generación de los brazos celular y 

humoral de la respuesta adaptativa.  

3.1.1.2.1. RESPUESTA CELULAR 

Las células T CD8+ vírgenes que poseen receptores TCR específicos contra péptidos virales presentados en 

complejo con moléculas MHC de clase I, se diferencian a células efectoras con actividad citotóxica (CTLs). 

Estas son capaces de migrar al sitio de infección y eliminar de manera específica aquellas células infectadas 

por el virus mediante secreción de proteínas citotóxicas, como por ejemplo granzimas (inductoras de 

apoptosis) y perforinas (generadoras de poros en la membrana de la célula infectada). 

Por su parte, las células CD4+ que reconocen péptidos virales en complejo con el MHC de clase II, se activan 

y polarizan al fenotipo de células T colaboradoras del tipo 1 (Th1) que secretan altos niveles de IFNγ. Las 

Th1 participan en el desarrollo de la respuesta inmune que inhibe la replicación viral y colaboran en la 

diferenciación de las células T CD8+ y de las células B. Por su parte, un tipo particular de células CD4+ , las 

células T foliculares (Tfh), son necesarias para el cambio de isotipo a nivel de anticuerpos y para la 

selección de células B memoria y plasmocitos productores de anticuerpos de alta afinidad (Crotty, 2019). 

La respuesta celular contra SARS-CoV-2 está caracterizada fundamentalmente por células Th1 con altos 

niveles de secreción de IFNγ, específicas contra las proteínas estructurales S, M y N (en ese orden) y en 

menor medida proteínas no estructurales. La respuesta de células T CD8+ contra SARS-CoV-2 también está 

caracterizada por la producción de IFNγ y TNFα, con una especificidad preferencial por la proteína S de 

superficie (Poland et al., 2020). 

Tanto en pacientes infectados como recuperados de SARS-CoV-2, se detectan linfocitos maduros CD8+ y 

CD4+ específicos, sugiriendo que es posible desarrollar inmunidad protectora mediada por células. 

Además, en algunos individuos no infectados, se detectan linfocitos CD4+ contra epítopes de la 

glicoproteína de superficie de SARS-CoV-2, lo cual podría tener implicancias en el tipo de respuesta y la 

severidad de una futura infección. También se ha observado que una activación potente de células T en 

pacientes con COVID-19 redunda en una disminución del número de linfocitos (linfopenia), alteraciones 

en la diferenciación de éstos y pérdida de función, lo que podría estar asociado a una lenta eliminación 

del virus y extensión en el tiempo de la infección (Azkur et al., 2020; Hope & Bradley, 2021). 

Cuando la infección por SARS-CoV-2 se resuelve, la mayoría de las células T efectoras son eliminadas, 

permaneciendo un grupo de células T memoria, que en el caso de infecciones con alto título viral 

mantienen su capacidad efectora (células memoria efectoras) mientras que en infecciones más leves y de 
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carga viral moderada se mantienen como células con capacidad de autorrenovación (células de memoria 

central) (Hope & Bradley, 2021). Por su parte, algunas células permanecen en el sitio de infección y se 

diferencian a células T memoria residentes (TRM, por tissue resident memory T cells).  

3.1.1.2.2. REPUESTA HUMORAL 

Los linfocitos B vírgenes maduran en el bazo y migran a los distintos tejidos donde se encuentran con el 

antígeno. Aquellas células B que expresan en su superficie BCRs con afinidad por dichos antígenos, inician 

la captación de estos para luego ser presentados en complejos MHC II a células CD4+ (T helper) activadas 

contra dicho antígeno en los ganglios linfáticos, dando lugar a la etapa de proliferación (Yuseff et al., 2013).  

Antes de abandonar los ganglios linfáticos, las células B continúan diferenciándose en los centros 

germinales, donde puede ocurrir maduración de afinidad por hipermutación somática de las regiones 

variables de los anticuerpos y selección positiva de los clones que retienen capacidad de unión al antígeno. 

Así, las células B que son seleccionadas continúan diferenciándose a células productoras de anticuerpos 

(plasmocitos) o a células B memoria con capacidad de responder rápidamente a nuevas infecciones. 

Además, las células B son sometidas a un proceso de cambio de clase (promovido por células T CD4+) en 

el que el dominio constante de la cadena pesada es sustituido, de modo que se producen anticuerpos con 

un mismo paratope pertenecientes a diferentes isotipos (IgM, IgA, IgG, IgD e IgE). 

Diversos mecanismos efectores mediados por anticuerpos tienen que ver con la unión al antígeno y la 

interacción con componentes de la respuesta innata a través de sus dominios constantes Fc. El objetivo de 

estos mecanismos es eliminar directamente el virus o la célula infectada productora de nuevas partículas 

virales a través de la activación del complemento por la vía clásica, la citotoxicidad celular mediada por 

anticuerpos (ADCC por antibody-dependent cellular cytotoxicity) y la fagocitosis celular mediada por 

anticuerpos (ADCP por antibody-dependent cellular phagocytosis). Se cree que en infecciones por SARS-

CoV-2, la activación del complemento por la vía clásica permite eliminar células infectadas y se discute su 

implicancia en la evolución de casos severos (Java et al., 2020; Risitano et al., 2020). La ADCC permite 

reclutar células NK a través de receptores de Fc de inmunoglobulinas IgG1 e IgG3 (FcγRIII) y eliminar la 

célula infectada mediante liberación de gránulos de granzima y perforina. Por su parte la ADCP utiliza un 

mecanismo similar para reclutar células fagocíticas como macrófagos y células dendríticas, eliminando 

partículas virales recubiertas de anticuerpos y realimentando el ciclo de presentación vía MHC para activar 

y diferenciar nuevas células T y B.  

El otro mecanismo de acción de los anticuerpos depende exclusivamente de la interacción con el antígeno 

a través de las regiones variables y se conoce como neutralización. En el caso de las infecciones virales los 
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anticuerpos se unen a la superficie del virión impidiendo su entrada a la célula blanco y bloqueando la 

multiplicación viral en sus primeras etapas (Figura 1.C). En el SARS-CoV-2 la proteína S (responsable de la 

unión al receptor y de la fusión de las membranas) es también el principal blanco de los anticuerpos 

neutralizantes (nAb). Dada la relevancia de este mecanismo en el marco de este trabajo de tesis, en el 

capitulo 4 (sección 4.1.1) profundizaremos sobre algunos aspectos de los anticuerpos neutralizantes con 

relación a SARS-CoV-2. 

En casi la totalidad de los casos, la presencia de anticuerpos contra el SARS-CoV-2 es indetectable durante 

los primeros 4-5 días post aparición de síntomas. Durante las siguientes tres semanas se observa un 

incremento de los niveles de IgM seguido de IgA e IgG. A continuación, los niveles de IgG continúan 

aumentando mientras que los de IgM comienzan a caer. Esta cinética lleva a que se produzca un 

incremento rápido de anticuerpos en los primeros días llegando a su valor máximo aproximadamente a 

los 20, días seguido de una caída paulatina y variable en función de la respuesta montada. En este período, 

el virus es normalmente eliminado y se generan células B y T memoria que responderán de manera más 

rápida en las siguientes infecciones por el mismo agente (Alejandro Lagunas-Rangel & Chávez-Valencia, 

2021; Azkur et al., 2020; Hope & Bradley, 2021) (Figura 17). Luego de 6 meses, los niveles de IgG e IgM 

contra la glicoproteína S de SARS-CoV-2 caen significativamente, al igual que la actividad neutralizante del 

plasma; no obstante, los niveles de células B memoria se mantienen incambiados, mostrando una 

evolución continua de la respuesta humoral. Esta evolución en el largo plazo se asocia a la permanencia 

de estimulación por antígenos (usualmente a través de células dendríticas foliculares) y se refleja en un 

incremento en los niveles de hipermutación somática, aumento de la potencia de los anticuerpos 

producidos y mayor adaptabilidad de estos a la aparición de mutaciones en la proteína S (Gaebler et al., 

2021; Hartley et al., 2020). 
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Figura 17: Respuesta adaptativa frente a SARS-CoV-2. Se presenta de manera esquemática la evolución de los componentes 
celulares y humorales de la respuesta adaptativa frente a infecciones o vacunas y el efecto de la generación de memoria 
inmunológica frente a infecciones futuras (Tomado de (Hope & Bradley, 2021)) 

La seroconversión puede ser detectada en la mayoría de los individuos infectados a los 20 de la aparición 

de síntomas, siendo las proteínas S y N las más inmunogénicas y responsables de la seroconversión. Ambas 

proteínas presentan reactividad cruzada en SARS-CoV y SARS-CoV-2, siendo N la que presenta mayor 

homología (90.5%) mientras que S posee una homología de 76.4%, con niveles de conservación de hasta 

50% a nivel de la superficie de interacción con el receptor celular (Alejandro Lagunas-Rangel & Chávez-

Valencia, 2021). 

3.1.1.3. INMUNIDAD Y PROTECCIÓN 

Entender si es posible generar protección frente al SARS-CoV-2, cuan efectiva es esta respuesta y durante 

cuánto tiempo se mantiene, fueron interrogantes planteadas desde el inicio de la pandemia, que se 

reeditaron con las diferentes estrategias de vacunación y con la aparición de distintas variantes virales.  

A nivel de infección, se encontró reactividad cruzada entre SARS-CoV-2 y otros coronavirus ya conocidos, 

demostrándose la capacidad de generar memoria tanto a nivel de células T (Grifoni et al., 2020; Le Bert et 

al., 2020) como de células B (Shrock et al., 2020), con implicancias directas sobre la severidad de la 

infección. 

A pesar de la existencia de casos confirmados de reinfección por SARS-CoV-2, los estudios sistematizados 

con un número de individuos estadísticamente representativo demostraron que las reinfecciones ocurren 

con baja frecuencia aún en poblaciones con alto riesgo de exposición como trabajadores de la salud 

(Lumley et al., 2020; Wyllie et al., 2020). La aparición de nuevas variantes virales capaces de evadir la 
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respuesta inmune generada frente a infecciones previas puso de manifiesto la importancia de estudiar y 

controlar su circulación y transmisión (Prete et al., 2022). 

En cuanto a la duración de la respuesta, se evaluaron los niveles de anticuerpos y células memoria (B, CD8+ 

y CD4+) circulantes en cerca de 200 individuos recuperados, demostrándose que luego de 6 meses el 95% 

de los individuos recuperados presentaba memoria inmunológica. Sin embargo, las cinéticas de los 

diversos componentes de la respuesta son diversas y heterogéneas (Dan et al., 2021). 

Aún hoy no existe un correlato de protección (CoP) bien definido para infecciones graves por SARS-CoV-2, 

no obstante es claro que la capacidad de neutralización viral mediada por anticuerpos es uno de los 

indicadores más confiables tanto en individuos convalecientes (Khoury et al., 2021) como vacunados 

(Cromer et al., 2022; Earle et al., 2021)(Cromer et al., 2022; Earle et al., 2021). A estos debemos sumar las 

respuestas de tipo celular y otras funciones mediadas por anticuerpos (Tauzin et al., 2021; Yamin et al., 

2021). 

3.1.2. VACUNAS CONTRA SARS-CoV-2. 

Las vacunas contra SARS-CoV-2 fueron desarrolladas con gran velocidad gracias al interés suscitado a nivel 

global, pero también a la reciente evolución de las tecnologías para desarrollar y producir vacunas eficaces. 

Además, la experiencia previa en coronavirus relacionados (como SARS-CoV y MERS-CoV) permitió 

identificar a la proteína S como blanco idóneo contra la cual dirigir la respuesta inmunológica (Amanat & 

Krammer, 2020).  

Si bien en los últimos años ha existido un extenso número de desarrollos sometidos a pruebas clínicas, 

solo un puñado de vacunas se encontraban en fase clínica 4 a marzo de 2023: las vacunas a ARN 

(desarrolladas por Pfizer y Moderna), una vacuna a subunidades de Spike (desarrollada por Medigen + 

Dynavax + NIAID), las vacunas a virus inactivados (desarrolladas por Sinovac y Sinopharm) y las vacunas a 

vectores virales no replicativos (desarrolladas por  AstraZeneca + Oxford University, CanSino Biological Inc. 

y Janssen Pharmaceutical) (World Health Organization, 2023). 

Las vacunas a ARN son una estrategia novedosa de vacunación que venía desarrollándose previo a la 

pandemia (Pardi et al., 2018). Son baratas de desarrollar y adaptar, tienen alta potencia y son a priori más 

seguras que las vacunas a ADN. Sin embargo, no existían ejemplos con licenciamiento comercial previo a 

la pandemia, haciendo que la tecnología para su producción haya estado menos extendida. Además, la 

estabilidad del ARN es baja, requiriendo bajas temperaturas de almacenamiento y un vehículo apropiado 

para su ingreso en las células (Y. Dong et al., 2020). A pesar de estos inconvenientes, las vacunas de ARN 

para SARS-CoV-2 son las que han tenido mayor distribución, siendo las desarrolladas por Pfizer/Biontech 
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y Moderna las primeras en contar con autorización para su uso en emergencia (EUA) por la FDA (FDA News 

Release, 2020a, 2020b) y con autorización por parte de la EMA (EMA, 2021a, 2021c). Ambas formulaciones 

contienen material codificante para la proteína S de SARS-CoV-2. Ante la aparición de nuevas variantes 

capaces de evadir la respuesta, se han comenzado a implementar boosters bivalentes conteniendo ARNm 

de las variantes Wuhan y Omicron, con resultados que demuestran un aumento de la capacidad 

neutralizante contra la variante Omicron (Chalkias et al., 2022). 

Las vacunas a subunidades proteicas presentan gran seguridad debido a la ausencia de ácidos nucleicos, 

sin embargo, al presentar un antígeno con complejidad reducida (muchas veces propia del sistema de 

expresión) pueden ver limitada su efectividad y en algunos casos generar una respuesta inmune 

desbalanceada (Y. Dong et al., 2020). Numerosos ensayos clínicos avanzados (fase 3) han sido llevados a 

cabo con este tipo de formulaciones, principalmente basadas en la proteína Spike o su dominio de unión 

al receptor (RBD). Un ejemplo de estas vacunas es la desarrollada por Novavax, basada en nanopartículas 

recubiertas con la proteína Spike (producidas en células infectadas con baculovirus), que es capaz de 

generar anticuerpos neutralizantes además de una potente respuesta a células T CD4+ Th1 (Keech et al., 

2020). 

Las vacunas a virus inactivados o atenuados han sido utilizadas de manera histórica. Los virus inactivados 

son partículas producidas en grandes cantidades y sometidas a procesos físicos o químicos para prevenir 

la infección, que presentan diversas proteínas virales al sistema inmune con relativa estabilidad 

conformacional. Ejemplos de estas vacunas son las desarrolladas por Sinovac (China) (Y. Dong et al., 2020), 

aprobada para su uso en emergencia en nuestro país. Los virus atenuados, son similares pero tienen como 

principal desventaja su potencial capacidad para revertir y volverse virulentos, y por tal motivo son menos 

utilizados. 

Las vacunas a vectores virales consisten en un virus “carrier” (usualmente adenovirus o poxvirus) que 

llevan una proteína del virus de interés y tienen como principal ventaja la presentación del antígeno en el 

contexto de una infección viral real, estimulando la respuesta inmune innata requerida para activar la 

respuesta adaptativa. Ejemplos de este tipo de vacunas dirigidas contra  SARS-CoV-2 son las desarrolladas 

por el Gamaleya Research Institute (Rusia) utilizando una combinación de adenovirus Ad5 y Ad26 y por la 

Universidad de Oxford/AstraZeneca (UK) utilizando un adenovirus de chimpancé. Ambas utilizan la 

proteína S y fueron rápidamente sometidas a ensayos de fase clínica III con revisión por pares (Logunov et 

al., 2021; Voysey et al., 2021), al tiempo que la de Oxford/AstraZeneca contó además con autorización de 

uso en Europa por parte de la EMA (EMA, 2021b). El uso de adenovirus humanos presenta la desventaja 

de utilizar un vector que puede haber infectado previamente al receptor de la vacuna, resultando en la 
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generación de una respuesta desbalanceada. Por su parte, las vacunas contra SARS-CoV-2 basadas en 

adenovirus de chimpancé han mostrado casos raros de trombocitopenia trombótica con consecuencias 

graves para los individuos que la padecen (Greinacher et al., 2021; Schultz et al., 2021), haciendo que su 

uso haya sido seguido de cerca y destinado a poblaciones con menor probabilidad de presentar este tipo 

de reacciones adversas. 

Como hemos visto hasta aquí, la amplia mayoría las vacunas desarrolladas contra SARS-CoV-2 utilizan la 

proteína S como inmunógeno.  Teniendo en cuenta que la capacidad neutralizante de los anticuerpos juega 

un rol clave en el control de las infecciones virales y tiene consecuencias en el diseño de vacunas (Lv et al., 

2020), es fundamental medir la respuesta frente a estas, no solo en términos de título de anticuerpos, 

sino también por su capacidad para generar actividad neutralizante. 

3.1.2.1. LA VACUNACIÓN EN URUGUAY 

La aplicación de vacunas eficaces contra SARS-CoV-2 ha demostrado ser una estrategia exitosa para reducir 

la transmisión viral y la severidad de la enfermedad. Dos de las vacunas más utilizadas a nivel mundial han 

sido CoronaVac basada en SARS-CoV-2 inactivado (Sinovac Life Sciences, Beijing, China) y BNT162b2 

(Pfizer/BioNTech) basada en ARNm. 

En marzo de 2020 se diagnosticaron los primeros casos de COVID-19 en Uruguay. Al inicio de 2023, de una 

población total de 3.5 millones de habitantes, se habían reportado más de 1 millón de  casos confirmados 

de infección por SARS-CoV-2, y más de 7600 personas habían fallecido (Edouard Mathieu et al., 2020). En 

febrero de 2021, el Ministerio de Salud Pública de Uruguay autorizó el uso de emergencia de las vacunas 

CoronaVac (Y. Zhang et al., 2021) (600 SU de virus inactivado por dosis) y BNT162b2  (Polack et al., 2020) 

(30 µg por dosis) en dos dosis administradas con 28 días de diferencia. Siete meses después (septiembre 

de 2021) las autoridades de Salud Pública autorizaron la administración de una dosis de refuerzo con 

BNT162b2 para el subconjunto de la población completamente vacunado con CoronaVac. En ese 

momento, aproximadamente el 68% de la población había completado el esquema de vacunación 

primario con alguna de estas plataformas implementadas (el 62.7% de los vacunados había  recibido 

CoronaVac y el 35.5% había recibido BNT162b2, mientras que el restante 1.8% fue inmunizado con la 

vacuna de AstraZeneca proporcionada por la iniciativa COVAX) (Edouard Mathieu et al., 2020). 

Tanto CoronaVac como BNT162b2 han demostrado gran eficacia para prevenir hospitalizaciones dos 

semanas después de la administración de la segunda dosis (2D) (Jara et al., 2021; Tenforde et al., 2022), 

simultáneamente con la detección de altos niveles de anticuerpos específicos en suero contra la proteína 

Spike del SARS-CoV-2 (Sadarangani et al., 2021). Aunque los parámetros inmunológicos necesarios para 

definir un correlato de protección posterior a la vacunación (CoP) contra la infección por SARS-CoV-2 aún 
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están en discusión, la neutralización viral mediada por anticuerpos se ha considerado uno de los 

contribuyentes más importantes (Cromer et al., 2022), junto con otras funciones mediadas por 

anticuerpos como las respuestas efectoras mediadas por Fc (Tauzin et al., 2021). Algunos estudios 

encontraron que las vacunas inactivadas de SARS-CoV-2 generan niveles más bajos de anticuerpos 

neutralizantes respecto de las plataformas vacunales a ARNm (Wilder-Smith & Mulholland, 2021) y la 

disminución en el tiempo de los niveles de anticuerpos específicos ha sido reportada tanto para BNT162b2 

(Kertes et al., 2022; Levin et al., 2021))(Kertes et al., 2022; Levin et al., 2021) como para CoronaVac 

(Cucunawangsih et al., 2021). 

Ante esta realidad, la aplicación de dosis de refuerzo se convirtió en una alternativa estratégica que debió 

coexistir con la alta demanda y una distribución global equitativa de vacunas. Uruguay fue uno de los 

primeros países en proporcionar dosis de refuerzo en aquellos sectores de la población que había recibido 

vacunas a virus inactivados. Si bien hoy en día el porcentaje de la población uruguaya que recibió al menos 

una dosis de refuerzo es cercano al 60% de la población, al momento de llevar a cabo este trabajo existía 

escasa información sobre el uso de un refuerzo con BNT162b2 en individuos completamente vacunados 

con 2 dosis de CoronaVac (S. M. S. Cheng et al., 2022; Pérez-Then et al., 2022). Por tales motivos era 

necesario entender la cinética de la respuesta humoral frente en individuos sanos frente a la 

administración de dichas dosis de refuerzo. 

 

3.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 2 

Analizar la respuesta humoral frente a la administración de dosis de vacunación de tipo heterólogas 

mediante el uso de ensayos serológicos basados en la proteína RBD producida en células S2 de Drosophila. 
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

3.3.1. LA TERCERA DOSIS HETERÓLOGA RECUPERA LOS NIVELES DE 

IgG ESPECÍFICAS CONTRA SARS-COV-2 

Para conocer la dinámica de los anticuerpos IgG séricos contra SARS-Cov-2 durante la aplicación de un 

programa de vacunación heteróloga en población general, realizamos un estudio prospectivo longitudinal 

en individuos sanos. Para ello utilizamos test serológicos cuantitativos fabricados con la proteína RBDclv 

producida en células S2 de Drosophila (tal como se describió en el capítulo anterior). Así, cuantificamos 

los niveles de IgG específicas en participantes sanos que recibieron un plan de dos dosis de CoronaVac 

seguido de la administración de una tercera dosis (3D) heteróloga de BNT162b2 (Figura 18.A). Los 

resultados se expresan en unidades de unión de anticuerpos por mililitro de suero (BAU/mL). 

 

Figura 18: Evolución de los niveles séricos de IgG anti RBD de SARS-CoV-2 a lo largo del estudio. A) Esquema del transcurso 
temporal de las inmunizaciones con vacunas a virus atenuados y de ARNm con las correspondientes tomas de muestra y los 
tiempos transcurridos desde la última dosis recibida (flechas discontinuas). B) Niveles séricos de IgG anti-RBD en diferentes 
momentos del seguimiento de la cohorte expresados como gráficos de dispersión. Las barras y los números sobre ellas 
representan los valores medios de cada punto temporal (con los correspondientes rangos intercuartílicos entre paréntesis). El 
número de individuos evaluados en cada punto temporal se muestra en la base de cada barra. Las barras correspondientes a 
las muestras de suero obtenidas después de la tercera dosis se presentan en gris. C) Representación de los niveles séricos de 
IgG anti-RBD mostrando la evolución individual de cada participante a lo largo del estudio. Las comparaciones entre grupos se 
realizaron mediante la prueba de Friedman y la prueba post hoc de comparación múltiple de Dunn.**p = 0,01-0,001, ***p < 
0,001. BAU, unidades de unión de anticuerpos. 

B C 

A 
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El análisis de las muestras de suero de los participantes previo al inicio de la vacunación (t0) mostró 

ausencia de anticuerpos IgG anti-RBD específicos (individuos seronegativos), mientras que la totalidad de 

participantes mostraron seroconversión a los 18 días de recibir la segunda dosis de CoronaVac (t1) con una 

mediana de 403 BAU/mL con un rango intercuartílico entre 249 y 618 (IQR 249-618, por “interquartile 

range”) (Figura 18.B). A los 80 días de recibir la segunda dosis (t2), los 50 individuos analizados 

permanecieron seropositivos, aunque con una disminución importante en el nivel de anticuerpos IgG anti-

RBD (mediana de 113 BAU/mL, IQR 61-193) (Figura 18.B). Esto es consistente con estudios previos que 

demostraron una disminución del nivel de anticuerpos específicos en el tiempo, tanto para BNT162b2 

(Kertes et al., 2022; Levin et al., 2021) como para las vacunas de CoronaVac (Cucunawangsih et al., 2021). 

Es interesante destacar que la administración de una tercera dosis con BNT162b2 evidenció un aumento 

significativo de los anticuerpos IgG anti-RBD en suero después de los 18 días (t3), alcanzando una mediana 

de 8877 BAU/mL (IQR 6076-13081) (Figura 18.B). Finalmente, después de aproximadamente 2,5 meses 

(mediana de 73 días) de recibir la tercera dosis (t4), el nivel de anticuerpos IgG anti-RBD específicos en 41 

individuos de nuestra cohorte disminuyó nuevamente, pero alcanzando un valor promedio de 2622 

BAU/mL (IQR 1907-5100) (Figura 18.B). Aunque la magnitud de la respuesta a la tercera dosis fue similar 

a la reportada en la literatura para dosis de refuerzo con BNT162b2 (Thomas et al., 2021), se necesitan 

estudios adicionales para evaluar la duración de la respuesta y su impacto en la protección a largo plazo 

contra la infección por SARS-CoV-2. A pesar de las diferencias individuales, todos los participantes 

mostraron la misma tendencia en términos de niveles de IgG específicas (Figura 18.C). 

  

3.3.2. LA TERCERA DOSIS HETERÓLOGA IMPLICA TAMBIÉN UN 

AUMENTO DE LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE Y DE ANTICUERPOS 

ESPECÍFICOS 

Si bien los test serológicos utilizados en este trabajo se basan en el dominio de unión al receptor, resulta 

interesante entender como evoluciona la capacidad de neutralización viral frente a los diferentes boosters 

vacunales. Nuestro país no cuenta con instalaciones provistas con los niveles de bioseguridad necesarios 

para llevar a cabo ensayos de neutralización viral por reducción de placas (PRNT); además, el número de 

muestras era relativamente alto si se quería hacer un seguimiento longitudinal que involucrara todas las 

etapas pautadas (alrededor de 200 muestras de suero).  

Por tales motivos, decidimos aplicar ensayos alternativos de neutralización viral (sVNT), los cuales 

mostraron que la tendencia vista en los niveles de IgGs era acompañada por una evolución similar en la 

capacidad de bloqueo de la interacción RBD-ACE2 en los participantes que recibieron un esquema de 
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vacunación heterólogo con CoronaVac + BNT162b2. El seguimiento de la capacidad de bloqueo de la 

interacción RBD-ACE2 mostró una caída entre t1 y t2 [mediana de 3413 AU/mL (IQR 2250-5301) vs. 1064 

AU/mL (IQR 554-1968), respectivamente], una mejora significativa inmediatamente después de la tercera 

dosis con BNT162b2 (t3) y finalmente, una reducción entre t3 y t4 [mediana de 65221 AU/mL (IQR 40701-

109618) vs. 20480 AU/mL (IQR 12079–32878), respectivamente] (Figura 19.A). Según las especificaciones 

del kit sVNT utilizado para esto, el título de neutralización se puede interpretar como bajo (<1500AU/mL), 

medio (1500–5000AU/mL) y alto (>5000). Además, estas capacidades de bloqueo se correlacionan 

linealmente con los niveles de IgG anti-RBD en cada punto temporal (Figura 19.B).  

 
Figura 19: Evolución de la actividad neutralizante analizada con sVNT comerciales a lo largo del estudio. A) Representación 
de los niveles de neutralización mostrando la evolución individual de cada participante a lo largo del estudio. B) Correlación 
entre la capacidad de neutralización y los niveles séricos de IgG anti-RBD. La figura muestra la correlación entre los niveles de 
neutralización obtenidos utilizando un kit SVNT para detección de Anticuerpos Neutralizantes del SARS-CoV-2 (cPassTM, 
GenScript®) y los niveles séricos de IgG anti-RBD utilizando el Kit ELISA COVID-19 IgG QUANT (desarrollado por la Universidad 
de la República, el Instituto Pasteur de Montevideo y ATGen, SRL). Esta correlación se realizó sobre 191 muestras de suero de 
individuos vacunados. Las comparaciones entre grupos se realizaron mediante la prueba de Friedman y la prueba post hoc de 
comparación múltiple de Dunn.**p = 0,01-0,001, ***p < 0,001. BAU, unidades de unión de anticuerpos. 

Más allá de la cantidad, la calidad de la respuesta de anticuerpos producidos después de la vacunación es 

fundamental para proteger contra la infección por SARS-CoV-2. En este sentido, la eficacia neutralizante 

es el correlato de protección más estudiado (Cromer et al., 2022). En línea con los resultados previos, 

encontramos una correlación significativa entre los niveles de IgG anti-RBD específicos en suero y la 

capacidad de bloqueo de la interacción RBD-ACE2. Además, utilizando un kit comercial de sVNT, pudimos 

demostrar que los anticuerpos producidos después de la vacunación heteróloga son funcionales y pueden 

neutralizar el virus de manera efectiva. La eficacia neutralizante de los anticuerpos específicos fue 

comparable a la observada después de una vacunación primaria con dos dosis de BNT162b2 (Dinc et al., 

B A 
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2022; Tenforde et al., 2022) y similar a los niveles observados después de una infección natural (Lim et al., 

2021). 

La técnica de SPR permite detectar la interacción de moléculas en tiempo real y cuantificar de manera 

precisa su cinética de asociación cuando se trabaja con muestras puras. Si bien esto representa una gran 

limitación para estudiar muestras séricas cuya composición de anticuerpos específicos es heterogénea y 

su concentración molar es difícil de cuantificar, la comparación de las cinéticas de disociación analizadas 

por SPR ha sido presentada como una alternativa para evaluar la respuesta humoral frente a SARS-CoV-2 

(Schasfoort et al., 2021). Con el propósito de evidenciar la maduración de la respuesta humoral con las 

sucesivas inmunizaciones, comparamos la interacción de los anticuerpos séricos totales por SPR, utilizando 

sueros de 20 individuos seleccionados de forma arbitraria, tras recibir un esquema de vacunación 

heteróloga. Todos los individuos inmunizados mostraron valores superiores a los obtenidos con muestras 

de suero pre-vacunación (t0) y la señal alcanzada después de la tercera dosis fue claramente superior 

(Figura 20). Sin embargo, como consecuencia de la afinidad y la avidez, la disociación de los anticuerpos 

específicos resultó extremadamente lenta, provocando que el nivel de anticuerpos unidos permaneciera 

casi incambiado durante más de 10 minutos después de terminar la inyección. Esto impidió comparar las 

cinéticas de disociación y encontrar vinculaciones con la maduración de la respuesta. Igualmente, 

registramos el nivel de anticuerpos unidos (en unidades arbitrarias de SPR, RUs) después de 1 minuto de 

disociación, como una medida indirecta del nivel de anticuerpos específicos totales. 
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Figura 20: Análisis por SPR de las cinéticas de unión de los anticuerpos específicos totales. Los sensorgramas se obtuvieron 
con muestras de suero de 20 individuos inmunizados con un esquema de vacunación heterólogo, los cuales fueron inyectados 
sobre el antígeno WuhanRBD-ST inmovilizado en la superficie del sensorchip. Cada panel corresponde a un solo individuo, y las 
muestras de suero de diferentes etapas de inmunización se identifican con los colores de las curvas (las líneas negras 
segmentadas y grises continuas corresponden a sueros obtenidos 18 y 80 días después de la segunda dosis con CoronaVac, 
respectivamente; las líneas negras continuas corresponden a sueros obtenidos 18 días después de la tercera dosis con 
BNT162b2). Todos los sensorgramas se normalizaron restando con los datos obtenidos de su correspondiente suero preinmune. 
Las líneas verticales delimitan el periodo arbitrario durante el cual, se promedió la señal para cuantificar sistemáticamente el 
nivel de anticuerpos unidos totales, en unidades de resonancia (RU). 

Así, los valores obtenidos en t2 exhibieron una disminución con respecto a t1, evidenciando una 

disminución temporal en el nivel de anticuerpos específicos circulantes totales. Los resultados obtenidos 

18 días después de la tercera dosis con BNT162b2 (t3) resultaron en un aumento pronunciado en el nivel 

de anticuerpos específicos totales (Figura 21.A). Nuevamente, este comportamiento está en concordancia 

con los resultados obtenidos por ELISA (Figura 18.C), mostrando una fuerte correlación positiva entre los 
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niveles de IgG específicas y los niveles de anticuerpos específicos totales, medidos por SPR poco después 

de la administración de las dosis vacunales (Figura 21.B).  

 
Figura 21: Evolución de los niveles de anticuerpos totales anti-RBD medidos por SPR. A) Los recuadros de la izquierda 
muestran las cinéticas de unión (sensorgramas) de muestras de suero de 20 individuos seleccionados de la cohorte y recogidas 
en diferentes momentos (t1, t2 y t3). Los niveles de anticuerpos específicos totales medidos por SPR tras 1 min de disociación se 
presentan a diferentes tiempos con líneas grises que muestran la evolución individual en el tiempo. B) Diagramas de correlación 
entre los niveles de anticuerpos medidos por SPR y ELISA a partir de muestras de suero de 20 individuos recogidas 18 días 
después de la segunda dosis (izquierda), 80 días después de la segunda dosis (medio) y 18 días después de la tercera dosis 
(derecha). Los resultados obtenidos con muestras recogidas 18 días después de la segunda y tercera dosis mostraron una 
correlación muy fuerte entre ambas técnicas. En el caso de muestras con bajo nivel de anticuerpos específicos, como las 
obtenidas 80 días después de la segunda dosis, la correlación es significativamente más débil, probablemente debido a la baja 
sensibilidad de la técnica de SPR. Los niveles de anticuerpos específicos totales se calcularon como se describe en el material 
suplementario. Los coeficientes de correlación de Pearson (r) y los valores P (two tailed) (P) se presentan en la esquina inferior 
derecha de cada gráfico. 

3.3.3. LA TECERA DOSIS HETERÓLOGA IMPLICA TAMBIÉN AUMENTO 

DE LAS RESPUESTAS EFECTORAS MEDIADAS POR ANTICUERPOS 

El reconocimiento específico y la capacidad de neutralizar el virus son características importantes de la 

respuesta inmune por anticuerpos. Adicionalmente, las funciones efectoras mediadas por Fc (como ADCC 

y ADCP) se relacionan con la protección contra múltiples patógenos (L. L. Lu et al., 2018), incluida la 

B 
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respuesta humoral generada por la vacunación contra el SARS-CoV-2 en modelos animales (Gorman et al., 

2021) y en humanos (Prieto et al., 2022). Para avanzar en nuestro conocimiento sobre este aspecto, 

realizamos ensayos reporteros de ADCC y ADCP in vitro en muestras de suero de 20 participantes recogidas 

18 días después de la segunda dosis con CoronaVac (t1) y 18 días después de la tercera dosis con BNT162b2 

(t3). Así, encontramos que el refuerzo con BNT162b2 aumentó el nivel de ADCC desde una mediana de 76 

(IQR 37-165) a 548 (IQR 331-834), y el de ADCP de una mediana de 28 (IQR 16-51) a 308 (IQR 116-436), 

en línea con el comportamiento descrito en las secciones anteriores de este capítulo (Figura 22.A-D). En 

nuestro estudio, encontramos que una única dosis de refuerzo con BNT162b2 aumentó significativamente 

la capacidad de los anticuerpos para mediar la lisis de células infectadas y la fagocitosis de partículas 

virales. Estos resultados son consistentes con estudios previos que muestran un aumento en las funciones 

efectoras mediadas por Fc después de una dosis de refuerzo con BNT162b2 (Krause et al., 2021). Sin 

embargo, se necesita más investigación para determinar el papel exacto de estas funciones efectoras en 

la protección contra la infección por SARS-CoV-2. 

 
Figura 22: Funciones mediadas por Fc e inhibición de la unión RBD-ACE2 de inmunoglobulinas séricas anti-RBD específicas. 
Se presenta la evolución individual de 20 participantes, poco después de recibir la segunda dosis de Coronavac (t1) y tras recibir 
el refuerzo heterólogo con BNT162b2 (t3) para las funciones de las inmunoglobulinas sérica anti-RBD basadas en ADCC 
mediadas por Fc (A), ADCP mediadas por Fc (B), y Neutralización (C) junto con los niveles séricos de IgG anti-RBD (D). Los títulos 
finales de ADCC y ADCP se calcularon interpolando a la línea de base el recíproco de las diluciones séricas, cuyos valores se 
determinaron para cada placa como la señal media en ausencia de suero más tres desvíos estándar. Las comparaciones entre 
grupos se realizaron mediante prueba de Wilcoxon. *p < 0,05, **p = 0,01-0,001, ***p < 0,001. 

Las nuevas variantes de SARS-CoV-2 han mostrado gran capacidad de adaptación, con una disminución de 

la neutralización por anticuerpos inducidos con las vacunas (Mok et al., 2022; Seija, Rammauro, Santiago, 

et al., 2022). Al momento de publicar estos resultados, la variante Omicron era globalmente dominante y 

había sido identificada como responsable de una nueva ola de contagios en nuestro país. Por tal motivo, 

decidimos comparar la capacidad de bloqueo de los anticuerpos desarrollados frente a la vacunación, 

contra las variantes de SARS-CoV-2 de Wuhan y Omicron mediante ensayos sVNT con estos mismos 20 

sueros (Figura 23). Nuestro análisis muestra una clara reducción de la actividad contra la variante de 
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Omicron en ambos momentos, post-2D [mediana de variante de Wuhan, 2371 AU/mL (IQR 1240-4494) vs. 

mediana de variante de Omicron, 0 AU/mL (IQR 0-264)] y post-3D [mediana de variante de Wuhan, 71908 

AU/mL (IQR 43947-108165) vs. mediana de variante de Omicron, 1510 AU/mL (IQR 0-3728)]. A pesar de 

esto, no encontramos ninguna correlación entre el título de bloqueo del SARS-CoV-2 de la variante Wuhan 

y Omicron en ninguno de los puntos temporales analizados.  

 

 
Figura 23: Evolución de la respuesta neutralizante frente a la variante Omicron. Comparación de la inhibición de la unión RBD-
ACE2 contra las variantes Wuhan y Omicron del SARS-CoV-2 analizada mediante sVNT en 20 individuos a t1 y t3 . Los números 
representan la mediana y el intervalo intercuartílico se muestra entre paréntesis. Las comparaciones entre grupos se realizaron 
mediante prueba de Wilcoxon. *p < 0,05, **p = 0,01-0,001, ***p < 0,001. 

Como veremos con más detalle en el capítulo siguiente, la aparición de variantes de preocupación, como 

la variante Delta y Omicron, ha generado preocupaciones sobre la efectividad de los anticuerpos inducidos 

por la vacunación. En nuestro estudio encontramos una disminución en la actividad neutralizante contra 

la variante Omicron respecto a la variante de Wuhan. Sin embargo, estos resultados son preliminares, 

requiriéndose más investigación para comprender completamente el impacto de estas variantes en la 

efectividad de las vacunas. 

En resumen, nuestros hallazgos sugieren que una dosis de refuerzo con BNT162b2 después de una 

vacunación primaria con CoronaVac, induce una respuesta humoral robusta y multifacética que puede 

contribuir a la protección contra la infección por SARS-CoV-2. Sin embargo, se necesitan estudios 

adicionales para evaluar la duración de la respuesta y su impacto en la protección a largo plazo contra la 

infección por SARS-CoV-2. Además, es necesario profundizar las investigaciones para determinar el papel 

exacto de las funciones efectoras mediadas por Fc en la protección contra la infección por SARS-CoV-2. 

A la hora de interpretar nuestros hallazgos es importante tener en cuenta algunas de sus limitaciones. La 

primera es el tamaño de la muestra; ya que si bien hicimos un seguimiento de los niveles de IgG a lo largo 
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de cinco puntos, cubriendo pre y post vacunación, la cantidad de individuos es reducida. La segunda 

limitación se refiere a la falta de un grupo de refuerzo con CoronaVac, debido a que el Ministerio de Salud 

Pública de Uruguay no utilizó CoronaVac como opción de refuerzo. Por esta razón, prácticamente no hay 

personas con una tercera dosis de CoronaVac en nuestro país. En tercer lugar, Uruguay carecía de acceso 

local a instalaciones de nivel de bioseguridad 3 (BSL3) para realizar pruebas de reducción de placas por 

neutralización (PRNT), que es la técnica “gold standard” para detectar y cuantificar anticuerpos 

neutralizantes (NAbs). Por esta razón, realizamos una prueba de neutralización sustituta que claramente 

tiene limitaciones, como la ausencia de membranas biológicas y otras proteínas o dominios proteicos con 

un papel relevante en los procesos de unión y fusión viral. Finalmente, las respuestas de células T inducidas 

durante la vacunación representan un aspecto relevante de la respuesta a vacunas, la cual no evaluamos. 
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3.4. CONCLUSIONES Y PERPECTIVAS 

En este capítulo proporcionamos nuevas evidencias sobre la vacunación heteróloga de refuerzo con 

CoronaVac y BNT162b2 en individuos sanos, mostrando la dinámica de los niveles de anticuerpos 

específicos después de aproximadamente 2,5 meses.  

Se encontró una correlación significativa entre los niveles de anticuerpos anti-RBD, su capacidad de 

bloqueo de la interacción RBD-ACE2 y sus actividades efectoras (ADCC o ADCP), lo que respalda que las 

pruebas serológicas económicas y de fácil implementación son herramientas importantes para monitorear 

la respuesta inmune después de la vacunación y definir las dosis de refuerzo.  

Además, dado que las vacunas basadas en plataformas de ARN mensajero han demostrado con el tiempo 

ser seguras y efectivas, el uso de una vacunación de refuerzo heteróloga con CoronaVac y BNT162b2 

representa una estrategia prometedora y segura. 

 Las vacunas basadas en virus inactivados fueron en su momento herramientas útiles en la lucha global 

contra la COVID-19, aunque se necesitan más datos sobre su eficacia contra las variantes emergentes del 

SARS-CoV-2 y sobre la durabilidad de la protección en diferentes grupos de edad, entornos geográficos y 

en presencia de comorbilidades. 

Contar con capacidades para estudiar la respuesta humoral frente a nuevas variantes emergentes es 

fundamental para ayudar a entender las necesidades de refuerzos vacunales y aportar información 

confiable para la toma de decisiones sobre la administración de nuevas dosis, tanto en población general 

como en ciertas poblaciones particulares. 
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3.5. METODOLOGÍA  

3.5.1. DATOS DE LA COHORTE Y DISEÑO DEL ESTUDIO 

Cincuenta individuos, el 60% mujeres, con una edad mediana de 40 años (IQR 30–50) pertenecientes al 

personal del Instituto Pasteur de Montevideo y se sometieron a una vacunación voluntaria heteróloga con 

CoronaVac y BNT162b2, fueron inscritos en un estudio de seguimiento serológico post-vacunación. Se 

recolectaron muestras de suero en cinco momentos: antes de la vacunación (t0); después de un 

seguimiento medio de 18 días (IQR 16–23) post-2D (t1); 80 días (IQR 78–82) post-2D (t2); 18 días (IQR 16–

20) post-3D con BNT162b2 (t3); y finalmente, 73 días (IQR 72–81) post-3D (para 41 de 50 participantes) 

(t4). Todos los participantes declararon no haber sido diagnosticados con COVID-19 antes o durante el 

desarrollo del estudio, en dos cuestionarios realizados en t0 y en t3. Este estudio se realizó de acuerdo con 

la Declaración de Helsinki de la Asociación Médica Mundial y fue aprobado por la junta ética institucional 

(MSP 956,220 – CEI 001-2021). Se obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes. 

3.5.2. ELISA CUANTITATIVO 

Los niveles séricos de IgG anti-RBD (variante de Wuhan) se cuantificaron utilizando el Kit de ELISA COVID-

19 IgG QUANT (desarrollado por la Universidad de la República, Instituto Pasteur de Montevideo y ATGen 

SRL), según las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresaron en BAU/mL (por “binding 

antibody units”), utilizando un estándar internacional para la calibración del ensayo (Primer Estándar 

Internacional de la OMS para inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 (código del NIBSC: 20/136) 

(https://www.nibsc.org/documents/ifu/20–136.pdf).  

 

3.5.3. ENSAYO ALTERNATIVO DE NEUTRALIZACIÓN VIRAL (sVNT) 

El bloqueo de la interacción entre RBD-ACE2 por anticuerpos específicos anti-SARS-CoV-2 se analizó 

utilizando un ensayo alternativo de neutralización viral in vitro (sVNT; cPassTM SARS-CoV-2 Neutralization 

Antibody Detection Kit, GenScript_). Para este estudio se utilizaron muestras de suero de individuos que 

recibieron vacunación heteróloga en t1 y t2 (post-2D con CoronaVac) y en t3 y t4 (post-3D con BNT162b2). 

Los ensayos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, el RBD 

recombinante conjugado con HRP se preincubó con diferentes diluciones de muestras de suero humano 

y luego se agregó a microplacas ELISA recubiertas con ACE2, con el objetivo de analizar la capacidad de los 

anticuerpos séricos específicos para inhibir la interacción RBD-ACE2. Se utilizó un suero calibrador (Cat. 

No. A02087, GenScript_) de 1.000.000 unidades arbitrarias por mililitro (AU/mL) según las instrucciones 

del fabricante, lo que permitió generar una curva estándar diluyendo en serie el suero calibrador de 600 
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AU/mL a 9.37AU/mL. Para interpolar un valor de título semicuantitativo en AU/mL se utilizaron las 

densidades ópticas de las diluciones de suero medidas a 450 nm que se encontraban en el rango lineal de 

la curva estándar. Los valores obtenidos se corrigieron con el factor de dilución correspondiente, dando 

lugar al valor final en AU/mL para cada muestra de suero. 

 

3.5.4. RESONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE (SPR)  

Para evaluar la unión de anticuerpos específicos totales contra RBD se realizaron ensayos de SPR con 

muestras de suero obtenidas en cuatro momentos diferentes (t0, t1, t2, t3) de un subgrupo de 20 individuos 

que recibieron vacunación heteróloga CoronaVac/BNT162b2, utilizando el RBD-ST expresado en células S2 

de Drosophila de acuerdo con la sección 2.3.1 del capítulo 2.  

Los ensayos de SPR se realizaron en un Biacore 3000 a 25°C y 10µL/min utilizando HBS-EP (0,01 M HEPES 

pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% v/v Surfactant P20) como buffer de corrida y un sensorchip CM5 

(Cytiva) previamente recubierto con StrepTactin de Twin-Strep-tag® Capture Kit (IBA) según las 

recomendaciones del fabricante. Para la captura se realizó una inyección de un minuto de 10nM RBD-STII 

para capturar 140 RU de proteína. En paralelo, se utilizó una superficie no derivatizada (sin RBD-STII) como 

referencia. El antígeno se eliminó con tres inyecciones consecutivas de 10µL de GuHCl 3M y se recapturó 

en cada ciclo, dando lugar a resultados altamente reproducibles. Las muestras de suero se diluyeron 1:50 

en buffer de corrida y se inyectaron sobre ambas superficies durante 3 minutos (con respuestas que 

dependen de la afinidad global y la concentración de anticuerpos específicos totales) seguidos de una fase 

de disociación de 10 minutos en la que se permitió que los anticuerpos se lavaran mediante flujo continuo 

de buffer. Los datos se referenciaron de manera doble, restando las señales de la superficie de referencia 

y los datos de la muestra de suero del individuo correspondiente obtenido antes de la vacunación, 

utilizando el software BIAevaluation versión 4.1. Después de 1 minuto de disociación, la señal (expresada 

en unidades de resonancia, RUs) se promedió a lo largo de un periodo de 30 segundos para cuantificar el 

nivel de anticuerpos específicos totales unidos contra el RBD del SARS-CoV-2 en cada muestra. 

 

3.5.5. ENSAYOS DE CITOTOXICIDAD Y FAGOCITOSIS CELULAR 

DEPENDIENTES DE ANTICUERPOS (ADCC Y ADCP) 

ADCC y ADCP se realizaron en las mismas 20 muestras de suero en t1 y t3, utilizando ensayos de 

informadores ADCC y ADCP (InvivoGen) según las instrucciones del fabricante con diferencias menores.  

Brevemente, se recubrieron microplacas de ELISA Nunc con 200 ng de RBDclv recombinante (expresado en 

células de insecto como se ha descrito anteriormente) y se bloquearon con una solución de BSA al 4% 

(w/v). Las muestras de suero, diluidas inicialmente 1:5 y seguidas de diluciones seriadas al doble, se 



CAPÍTULO 3 METODOLOGÍA 71 

 
incubaron en la placa durante 1 h a 37 ºC. Se añadieron células efectoras (células Jurkat-Lucia™ NFAT 

modificadas para expresar el alotipo humano FcγRIIIA V158 -ensayo reportero ADCC-, o el alotipo humano 

FcγRIIA H131 -ensayo reportero ADCP-) en cada pocillo a aproximadamente 2x105 células/pocillo (100 µl). 

A continuación, las placas se incubaron a 37°C y 5% de CO2 en una incubadora de cultivos celulares durante 

seis horas. Finalmente, se transfirieron 20 µl/pocillo de sobrenadante de cultivo celular a placas planas 

blancas de 96 pocillos (Thermo), se añadió el reactivo QUANTI-Luc™ (InvivoGen) y las placas se leyeron 

inmediatamente utilizando el luminómetro de microplacas LUMIstar OPTIMA (BMG LABTECH). Los valores 

relativos de las unidades de luminiscencia (RLU) que representan los resultados del bioensayo reportero 

se analizaron utilizando el software GraphPad Prism 9.2.0.332. Los RLUs se calcularon interpolando el 

recíproco de las diluciones de suero a la línea de base, cuyos valores se determinaron para cada placa 

como la señal media en ausencia de suero, luego de sumarle tres desviaciones estándar. 

 

3.5.6. ANALISIS DE DATOS 

El análisis de los datos contó con la desinteresada colaboración del Dr. Hugo Naya de la Unidad de 

Bioinformática del Instituto Pasteur de Montevideo. Las comparaciones entre grupos se realizaron 

utilizando el test de Friedman y el test de comparación post-hoc múltiple de Dunn o test de Wilcoxon. 

Aunque las pruebas no paramétricas utilizadas en comparaciones múltiples generalmente arrojaron 

diferencias significativas en todos los contrastes utilizados, en algunos casos, las comparaciones post-hoc 

fueron significativas en forma marginal, principalmente debido al bajo número de observaciones. Para 

superar esta dificultad, utilizamos modelos lineales mixtos (paquetes R ‘‘lme4” y ‘‘emmeans”) con 

corrección de Tukey sobre el logaritmo de las concentraciones, modelando al individuo como un efecto 

aleatorio. Previo a esto, verificamos las suposiciones de normalidad y homoscedasticidad a través de la 

prueba de Shapiro-Wilks y la prueba de Breusch-Pagan estandarizada, respectivamente. En todos los 

casos, las comparaciones post hoc fueron altamente significativas (p-valor < 1x10-6). Los resultados de los 

bioensayos se obtuvieron en unidades de luminiscencia relativa (RLUs) y se expresaron como títulos de 

punto final. Para evaluar la consistencia en el nivel de anticuerpos específicos medidos por ELISA y SPR, 

calculamos coeficientes de correlación de Pearson (“two-tailed”) con un intervalo de confianza del 95%.  
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CAPÍTULO 4: DESARROLLO DE ENSAYOS
ALTERNATIVOS DE NEUTRALIZACIÓN PARA 

VARIANTES DE PREOCUPACIÓN DE SARS-CoV-2

4.1. INTRODUCCIÓN 

4.1.1. ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES 

Los anticuerpos neutralizantes son la única opción para adquirir inmunidad esterilizante para evitar la 

entrada del virus en la célula, lo cual es clave para evitar infecciones y reinfecciones. 

El bloqueo de la entrada del virus mediante neutralización por anticuerpos puede ocurrir por diversos 

mecanismos como son la interacción directa con el sitio de unión al receptor celular (RBM para el SARS-

CoV-2), la estabilización o bloqueo de estados conformacionales de la proteína S que restringen la 

accesibilidad de dicho sitio al receptor celular, la hiper-estabilización del estado pre-fusión para impedir la 

fusión y la desestabilización prematura para dar lugar a un estado post-fusión en el momento y lugar 

equivocados. 

Los anticuerpos neutralizantes que reconocen el RBD son mayoritarios y existen múltiples formas de 

clasificarlos.  La Figura 24 presenta de forma gráfica una de estas clasificaciones que los divide en 4 clases 

de acuerdo al epitope y la conformación requerida para que puedan acceder a estos: clase 1, capaces de 

unirse a la superficie de contacto con ACE2 (RBM) solo cuando el RBD se encuentra en la conformación 

“up”; clase 2, capaces de unirse a RBD en ambas conformaciones “up” y “down”, siendo además capaces 

de unirse en forma simultánea a dos RBD de protómeros adyacentes; clase 3, con capacidad de unirse a 

RBD a través de epítopos ubicados fuera del RBM; y clase 4, capaces de unirse una región de RBD fuera 

del  RBM pero solo accesible en el estado “up” (región que interactúa con el loop entre HC y HR1) (Barnes 

et al., 2020). El principal mecanismo de neutralización de estos anticuerpos se basa en impedir la 

interacción del RBD con ACE2, con excepción de los de clase 4 cuya unión a RBD se cree que facilita el 

desensamblaje prematuro de la proteína Spike y la desestabilización del estado pre-fusión (D. Zhou et al., 

2020). 
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También se han reportado anticuerpos neutralizantes con capacidad de unirse a spike a través de epítopes 

ubicados en otros dominios fuera del RBD. Ejemplos de esto son los anticuerpos con alta capacidad de 

neutralización que unen el dominio NTD de la subunidad S1 (Brouwer et al., 2020; L. Liu et al., 2020; 

McCallum et al., 2021). El mecanismo por el cual estos anticuerpos logran impedir la entrada del virus no 

está del todo claro, y aunque podría basarse en una simple obstaculización estérica para impedir que RBM 

acceda a ACE2, otras hipótesis plantean que actúan interfiriendo con los cambios conformacionales 

desencadenados tras la unión del receptor que son claves para la fusión y entrada del virus (Cerutti et al., 

2021). 

 
Figura 24: Epitopes de anticuerpos neutralizantes contra el RBD de SARS-CoV-2. A) Representación de la superficie del RBD 
con una orientación aproximadamente “up” (gris) formando complejos con la región variable de diferentes anticuerpos 
neutralizantes pertenecientes a 4 clases diferentes (representados en “cartoon”).La flecha gris discontinua representa una 
aproximación de la trayectoria del movimiento “pivot” del RBD cuando pasa a la conformación “down”. Bajo cada clase se 
presenta una lista de anticuerpos que las integran. B) Superficie del sitio de unión al receptor del RBD con los epitopes de las 
cadenas pesadas y livianas (verde) del anticuerpo C102 perteneciente a la clase 1. C) representación de la superficie de dos 
RBDs (gris) con los epitopes de los anticuerpos C002 y C121 perteneciente a la clase 2 coloreados en amarillo y violeta, 
respectivamente. D)  Representación de un RBD (gris) unidos a los dominios variables de las cadenas pesadas y livianas (HC y 
LC) de dos anticuerpos C144 y C135 pertenecientes a las clases 2 y 3 respectivamente. Tomado de (Barnes et al., 2020). 

RBD “up”  

A B 

C D 
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Los anticuerpos neutralizantes son producidos como parte de la respuesta adaptativa frente a la infección 

por SARS-CoV-2 y frente a las vacunas con capacidad de generar anticuerpos contra spike. Sin embargo, la 

acción neutralizante de los anticuerpos es también buscada en las intervenciones terapéuticas basadas en 

la administración de anticuerpos monoclonales como el cocktail casirivimab/imdevimab 

(REGN109333/REGN10987 en la Figura 24.A) autorizado por la FDA para su uso en emergencia. La 

administración de plasma convaleciente (también autorizada por la FDA en emergencia) cuenta con la 

recomendación de utilizar muestras de plasma que cumplan con todos los criterios de aceptación y que 

cuenten con título alto. Además, dicho organismo recomienda que en aquellos casos que sea posible, se 

determine la actividad neutralizante de los mismos y se incluya este criterio en la selección. 

4.1.2. ENSAYOS DE NEUTRALIZACIÓN VIRAL Y ALTERNATIVAS 

La metodología “gold standard” para detectar y cuantificar anticuerpos neutralizantes frente a SARS-CoV-

2, se basa en la utilización de aislamientos de virus con capacidad infectiva mediante ensayos de reducción 

de placas (PRNT, por “plaque reduction neutralization test”). En estos ensayos, las partículas virales son 

mezcladas con una dilución de anticuerpos (provenientes de suero, plasma o formulaciones de 

anticuerpos monoclonales) y luego aplicada sobre una monocapa confluyente de células susceptibles y 

permisivas a la infección, la cual es cuantificada mediante el conteo de placas de lisis. La reducción del 

número de placas como consecuencia de la acción neutralizante puede medirse en función de las 

diluciones de anticuerpos, haciendo posible su titulación. Esta técnica requiere varios días de crecimiento 

celular, y en el caso de SARS-CoV-2, su implementación debe llevarse a cabo en un laboratorio con nivel 3 

de bioseguridad (BSL3) y personal capacitado, lo cual dificulta su aplicación en forma masiva (Galipeau et 

al., 2020). 

Una alternativa con el objetivo de caracterizar múltiples muestras en forma high-throughput es la 

utilización de una variante reportera de SARS-CoV-2 (en la que el ORF 7a es sustituido por el gen de una 

proteína fluorescente) y la eficiencia de infección (en presencia de anticuerpos) se detecta determinando 

el porcentaje de células infectadas (fluorescentes) (Muruato et al., 2020). Otros trabajos con líneas 

celulares reporteras utilizan la fluorescencia por formación de sincitios como alternativa para analizar la 

neutralización de variantes de SARS-CoV-2 (Planas, Bruel, et al., 2021). Estos métodos tienen la ventaja de 

ser implementados de forma más masiva en placas de cultivo de 96 pocillos, no obstante el carácter 

patogénico del virus reportero requiere que sean igualmente efectuados en condiciones BSL3. 

La utilización de pseudovirus basadas principalmente en partículas de VIH o VSV (virus de la estomatitis 

vesicular) con la proteína Spike trimérica expresada en su superficie (Crawford et al., 2020; Nie et al., 2020) 
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son una alternativa muy usada. Los ensayos de neutralización con pseudovirus son llevados a cabo bajo 

normas de bioseguridad de nivel 2 (BSL2) y presentan una alta correlación respecto a los ensayos con 

partículas de SARS-CoV-2 (Schmidt et al., 2020). Sin embargo, este tipo de ensayos también requiere 

tiempo de crecimiento celular y su implementación masiva ofrece limitaciones. 

En este sentido, los test alternativos de neutralización viral o sVNT (surrogate virus neutralization test), 

son ensayos que utilizan proteínas del virus y su receptor celular (usualmente dominios de Spike y hACE2) 

para evidenciar la capacidad de los anticuerpos neutralizantes de competir con dicha interacción, sin 

necesidad de llevar a cabo experimentos de cultivo celular (Tan et al., 2020; Walker et al., 2020). Durante 

la emergencia sanitaria por SARS-CoV-2, dos sVNT en formato ELISA de competición contaron con 

autorización de uso por parte de la FDA y fueron comercializados por las compañías Genscript e InBios de 

EEUU (U.S. Food & Drug Administration, 2022). El primero de ellos, fue el resultado de un trabajo pionero 

para detectar de manera sencilla anticuerpos neutralizantes con especificidad por SARS-CoV-2 (Tan et al., 

2020) y ha sido ampliamente utilizado por la comunidad científica durante la pandemia (nuestros 

resultados del capítulo 3 son un ejemplo de esto). Este tipo de ensayos se limitan a evaluar la actividad 

neutralizante por unión al RBD, no obstante, tienen como ventaja la capacidad de ser aplicados de forma 

rápida, masiva, con mínimos requerimientos de equipamiento y medidas de bioseguridad. 

El sVNT de Genscript ha sido sometido a múltiples estudios de comparación con ensayos PRNT y 

pseuodovirus, demostrando una excelente correlación (Meyer et al., 2020; Murray et al., 2021; Oguntuyo 

et al., 2021; Valcourt et al., 2021), y ha sido utilizado para correlacionar la actividad neutralizante con los 

niveles de anticuerpos determinados por ensayos serológicos de diversos fabricantes (Ismail et al., 2021; 

Jung et al., 2021; Kim et al., 2021; Kitagawa et al., 2022; Younes et al., 2021). 

La lista de ensayos con similares características resulta inabarcable, con numerosos ejemplos de sVNT en 

formato tipo ELISA donde una de las proteínas de la interfase virus-célula se inmoviliza al soporte sólido, 

mientras la otra es conjugada a una enzima (usualmente HRP) e incubada junto a los anticuerpos 

neutralizantes. Desde el punto de vista de su diseño, tanto ACE2 como los dominios de Spike han sido 

inmovilizados al soporte sólido, observándose diferentes resultados aunque con una performance 

aceptable respecto a los ensayos PRNT (Kohmer et al., 2021; Münsterkötter et al., 2022; Pieri et al., 2022). 

Además, los ensayos sVNT tipo ELISA también son utilizados para la detección de pequeños compuestos 

inhibidores de la interacción Spike-ACE2. Un ejemplo es el kit COVID-19 Spike-ACE2 Binding Assay Kit 

comercializado por Raybiotech Life Inc., con una patente activa en EE.UU. (US 11105804 B1), que ha sido 

utilizado en investigación dirigida al descubrimiento y reposicionamiento de pequeñas moléculas y 
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compuestos naturales con capacidad de inhibir la interacción virus-célula (Boroduske et al., 2021; Olaleye 

et al., 2020, 2021). 

Por último, es interesante destacar que la detección de anticuerpos neutralizantes con este tipo de 

ensayos no se lleva a cabo a través del dominio Fc, y por ende su uso no está limitado a un isotipo 

particular, ni posee exclusividad de especie (como ocurre con los test serológicos para detectar y 

cuantificar anticuerpos específicos). Esta característica los posiciona como una alternativa válida para la 

detección de anticuerpos neutralizantes en diversas especies (Embregts et al., 2021; Perera et al., 2021), 

cobrando relevancia dado el origen zoonótico del SARS-CoV-2 y los numerosos reportes de circulación del 

virus en diversos animales domésticos y salvajes. 

4.1.3. NUEVAS VARIANTES EMERGENTES 

El genoma a ARN y la alta tasa de circulación han llevado a que surjan y se adapten numerosas variantes 

de SARS-CoV-2, planteándose la necesidad de lidiar con la presencia del virus (al menos en forma de olas 

temporales o estacionales (Scudellari, 2020)), donde la aparición de nuevas variantes que puedan escapar 

a la acción de los anticuerpos neutralizantes o desafiar la batería de medidas disponibles para hacer frente 

a la infección, podría ocurrir con relativa frecuencia (Andreano et al., 2020; Baum et al., 2020; Q. Li et al., 

2020; Z. Liu et al., 2020; Piccoli et al., 2020; Starr, Greaney, Addetia, et al., 2020). 

La sustitución D614G en la subunidad S2 de Spike fue identificada en marzo de 2020 y rápidamente se 

estableció como una nueva variante prevalente, diseminándose a nivel global (Korber et al., 2020). Esta 

modificación potencia la infectividad del virus, aumentando la funcionalidad de S en la superficie de las 

partículas virales sin afectar la afinidad de unión al receptor ni la actividad neutralizante (L. Zhang et al., 

2020), y se ha visto que en modelos animales potencia su replicación en el tracto respiratorio superior, 

favoreciendo su transmisión (Plante et al., 2021). Esto llevó a que dicha modificación se estableciera 

rápidamente siendo conservada en las numerosas variantes emergentes, que mediante la incorporación 

de diversas mutaciones, vieron potenciada su transmisibilidad y capacidad de evadir la respuesta inmune. 

Estas nuevas variantes virales fueron formalmente catalogadas por la OMS como “variantes de 

preocupación” (VOCs, por “variants of concern”). 

Muchas de las mutaciones presentes en las VOCs tienen lugar a nivel de Spike y algunas incluso a nivel de 

RBD, favoreciendo la interacción con el receptor (y por ende su capacidad infectiva) y/o la evasión de la 

respuesta inmune. Entre las VOCs más relevantes se destacan: una variante identificada en Reino Unido 

en setiembre de 2020 (linaje B.1.1.7 identificada como variante Alpha)(Davies et al., 2021); una variante 

identificada en octubre de 2020 en Sudáfrica, surgida de manera independiente a la anterior pero 
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compartiendo ciertas características comunes (linaje B.1.351 identificada como variante Beta) (Tegally et 

al., 2021); una variante identificada en Brasil (linaje P.1 identificada como variante Gamma) (Faria et al., 

2021) con varias sustituciones y deleciones, que podrían estar relacionadas con una mayor transmisión y 

tasas de re-infección (CDC, 2020); una variante originada en India a mediados de 2021 que causó un brote 

catastrófico en este país y llegó a desplazar a la variante Alpha en Inglaterra (linaje 1.617.2 identificada 

como Delta) (Challen et al., 2021); y por último, la variante Omicron (linaje B.1.1.529) que al igual que las 

sub-variantes sucesoras, presenta un gran número de modificaciones fundamentalmente a nivel de RBD, 

que favorecen su transmisibilidad y le confieren gran capacidad para evadir tanto la respuesta por 

anticuerpos neutralizantes generados frente a las demás VOCs, como a múltiples combinaciones de 

anticuerpos monoclonales y vacunas (Cao et al., 2022; Dejnirattisai et al., 2022). 

La Figura 25 resume las sustituciones características de las VOCs a nivel del RBD, las cuales en su mayoría 

se ubican sobre el RBM y tienen implicancias sobre la afinidad de unión al receptor (H. Liu, Wei, Kappler, 

et al., 2022; Ramanathan et al., 2021). A modo de resumen tenemos que:  

a. La asparagina 501 de la variante ancestral (Wuhan), ubicada en la región distal del trímero de Spike 

(muy cerca del eje de trimerización cuando el RBD se encuentran en posición “down”), se 

encuentra sustituida por un residuo tirosina en todas las VOCs, a excepción de la variante Delta.  

b. La variante ancestral posee una lisina en la posición 417, ocupando una ubicación central en el 

RBM. Este residuo es sustituido por una asparagina (en las variantes Beta y Omicron) o por una 

treonina (en la variante Gamma).  

c. El ácido aspártico en la posición 484 de la variante ancestral conforma un loop estabilizado por 

puentes disulfuro que extiende la superficie del RBM hacia el extremo N-terminal del receptor 

ACE2. Este residuo ha sido sustituido por una lisina (en las variantes Beta y Gamma) o por un 

residuo de alanina (en Omicron). 

d. La variante Delta se diferencia del resto presentando dos sustituciones a nivel de residuos cercanos 

al RBM que no forman parte de la superficie de interacción con ACE2 en la variante ancestral: la 

leucina en la posición 452 y la treonina en la posición 478. Las sustituciones de la variante Delta 

por residuos con carga positiva (L452R, T478K) permiten establecer nuevos contactos moleculares 

con el receptor ACE2, aumentando la superficie de interacción del RBM. 

e. La variante Omicron posee numerosas sustituciones adicionales en el RBM, cuya sumatoria de 

efectos redunda fundamentalmente en una gran capacidad de evadir la neutralización viral sin que 

su unión al receptor sea reducida. 
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Figura 25: Sustituciones en el RBM de múltiples VOCs de SARS-CoV-2. A) Superficie del RBD de SARS-CoV-2 identificada en gris 
claro, con aquellos residuos que contactan con ACE2 (RBM) marcados en verde. En el resto de los paneles, el RBM se indica en 
gris oscuro con las sustituciones características identificada en colores. B-D) Superficie del RBM de las variantes Alpha, Beta, 
Gamma y Delta con las sustituciones características representados en amarillo, cian y violeta. E) Superficie del RBM de la 
variante Omicron con las sustituciones características representados en rojo (izquierda) y vistas laterales del RBD de Omicron 
con todas las sustituciones identificadas en rojo. Adaptado de (Dejnirattisai et al., 2022). 

El efecto protector de las vacunas, los anticuerpos monoclonales neutralizantes y el plasma de pacientes 

recuperados de infecciones por las primeras variantes, se ha visto notablemente afectado frente a estas 

nuevas variantes. Por tal motivo, las estrategias de intervención basadas en la acción de anticuerpos 

neutralizantes han sido revisadas sistemáticamente frente a la aparición de nuevas variantes 

(Kupferschmidt, 2021; P. Wang et al., 2021; Z. Wang et al., 2021). 

Por todo esto, contar con capacidad para dimensionar el efecto de la aparición de nuevas variantes frente 

a la transmisibilidad del virus y su comportamiento frente a la acción neutralizante de los anticuerpos, 

resulta de enorme utilidad para adelantarse a la llegada y establecimiento de nuevas variantes. En este 

sentido, la implementación de estudios reduccionistas llevados a cabo in vitro con las proteínas implicadas 

en los procesos de entrada y neutralización del virus, son una alternativa relativamente rápida y segura 

para llevar a cabo el control y la vigilancia del SARS-CoV-2.   
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4.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 3 

Producir y caracterizar in vitro los RBD de diferentes variantes de preocupación de SARS-CoV-2 (VOCs) con 

el propósito de desarrollar ensayos alternativos de neutralización para estudiar la respuesta humoral en 

individuos vacunados. 
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

4.3.1. PRODUCCIÓN DE RBDs DE MÚLTIPLES VARIANTES DE SARS-

COV-2 EN CÉLULAS S2 DE DROSOPHILA  

A nivel del RBD de SARS-CoV-2 existen nueve cisteínas: ocho de ellas forman puentes disulfuros 

intracatenarios responsables del correcto plegamiento, mientras que el residuo C538 forma un puente 

disulfuro con la C590 de Spike (región C-terminal de S1), permaneciendo desapareado en nuestras 

construcciones. Tal como se demostró en la sección 2.3.4, este residuo se presenta reducido o cisteinilado 

en el RBD de células S2. Sin embargo, durante la expresión y secreción, dicho residuo puede formar enlaces 

con otras cisteínas, dando lugar a oligómeros estabilizados por puentes disulfuro (removibles por SEC tal 

como se aprecia en la Figura 26.A), pero también pudiendo originar plegamientos incorrectos y micro 

heterogeneidad, afectando el rendimiento y la calidad de las producciones.  

 
Figura 26: Efecto de la sustitución C538T en la producción del RBD de SARS-CoV-2. A) Purificación semipreparativa del RBD-ST 
“wild type” y análisis por SDS-PAGE. Cuatro fracciones fueron colectadas a partir de la SEC semipreparativa, correspondientes 
a un pico principal precedido de un pico minoritario (izquierda).Las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE en condiciones 
no reductoras y reductoras demostrando que la fracción de alto peso molecular corresponde a agregados estabilizados por 
puentes disulfuro. B) SEC preparativa de dos RBD-ST (izquierda, wt y derecha, C538T). C) SEC preparativa de los mismos RBDs 
luego del tratamiento proteolítico con enteroquinasa para remover el Strep-tag. Las flechas verticales de color negro indican la 
presencia de oligómeros de RBD estabilizados por puentes disulfuro (solo en la versión wt) mientras que las flechas verticales 
de color blanco señalan el Strep-tag removido proteolíticamente. 
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Dado que la C538 del RBD se encuentra en la cara opuesta al RBM, y por consiguiente no participa de la 

unión al receptor ACE2, decidimos actualizar nuestra construcción de WuhanRBD-ST (caracterizada en 

detalle en el capítulo 2) reemplazando dicha cisteína por un residuo polar (sustitución C538T). En primer 

lugar, demostramos que esta sustitución no afecta la expresión en células S2, mejorando incluso su 

comportamiento en solución al disminuir la aparición de oligómeros de alto peso molecular en SEC 

preparativa (Figura 26.B), tal como se ha visto antes con otras sustituciones similares (Klausberger et al., 

2022). Además, el comportamiento en solución tras la remoción del Strep-tag tampoco mostró cambios 

respecto de la versión “wild-type” (Figura 26.C), garantizando su correcto comportamiento en solución. 

Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos incluir la sustitución C538T en el diseño de las 

construcciones para expresar los RBDs de diversas variantes de preocupación (VOCs) . Por simplicidad, a 

lo largo de este capítulo hemos identificado el RBD de la variante ancestral "wild-type" (conteniendo el 

residuo C538 no apareado) con su nombre acompañado del sufijo "wt", mientras que la sustitución C538T 

(presente en el resto de las construcciones) será omitida y dichos RBD serán individualizados únicamente 

con el prefijo que hace referencia a la VOC correspondiente. Además, cuando el Strep-tag (-ST) es 

escindido mediante tratamiento con EK, sustituimos el sufijo “-ST” por el sufijo superíndice "clv", como en 

los capítulos anteriores (por ejemplo, WuhanRBD-ST corresponde al RBD de la variante ancestral Wuhan 

conteniendo la sustitución C538T y el Strep-tag en el extremo C-terminal; cuando esta proteína es tratada 

con EK dará lugar a WuhanRBDclv).  

Así, generamos construcciones para expresar y purificar los RBDs correspondientes a las VOCs más 

representativas de SARS-CoV-2 aplicando el protocolo descrito en el capítulo 2 para producirlas en células 

S2. Las diferentes construcciones con su correspondiente nomenclatura y sustituciones características se 

resumen en la Tabla 5 y se representan a escala en la Figura 27. 

Tabla 5: Resumen de las construcciones utilizadas en este trabajo para expresión y purificación de los RBD de diferentes VOCs 
de SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila. 

Construcción Linaje Identificación Sustituciones respecto a Wuhan 

Wuhan - WuhanRBDwt - 

Wuhan (C538T) - WuhanRBD C538T 

Alpha (C538T) B.1.1.7 AlphaRBD N501Y , (C538T) 

Beta (C538T) B.1.351 BetaRBD K417N, E484K, N501Y, (C538T) 

Gamma (C538T) P.1 GammaRBD K417T, E484K, N501Y, (C538T) 

Delta (C538T) B.1.617.2 DeltaRBD L452R, T478K, (C538T) 

Omicron (C538T) B.1.1.529 OmicronRBD 

G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, 

G446S, S477N, T478K, E484A, Q493R, G496S, 

Q498R, N501Y, Y505H, (C538T) 
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Figura 27: Diagrama a escala de las construcciones diseñadas para producir los RBD de diferentes VOCs de SARS-CoV-2 en 
células S2. Las sustituciones características de cada variante se representan con esferas blancas (a excepción de la sustitución 
C538T introducida por nosotros que se presenta en gris). Además, se presentan con fines orientativos los sitios de N-
glicosilación y el RBM. 

Los RBDs de las diferentes variantes fueron purificados por cromatografía de afinidad dando lugar a 

bandas únicas con el peso molecular esperado cuando se analizaron por SDS-PAGE (Figura 28.A). A 

continuación, las proteínas fueron re-purificadas por SEC incluyendo un paso de remoción proteolítica del 

Strep-tag cuando fue necesario, dando lugar a proteínas con altos niveles de pureza y volúmenes de 

exclusión acordes con proteínas monoméricas (Figura 28.B-F). Los rendimientos de producción fueron 

variables con promedios que oscilaron entre 25 y 40 mg L-1, utilizando volúmenes de cultivo entre 60 y 

300 mL. La variante GammaRBD-ST fue la que mostró rendimientos de producción más bajos (entre 5 y 10 

mg L-1) 
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El análisis del WuhanRBDclv por dicroísmo circular en el UV lejano (FUV-CD, por “far-UV circular dichroism”) 

permitió evaluar su estructura secundaria mostrando un espectro muy similar al obtenido con RBDs 

producidos en otros sistemas de expresión como células de mamífero, levaduras y bacterias (Argentinian 

Anticovid Consortium, 2020; He et al., 2021; Moro-Pérez et al., 2023; Nagar et al., 2023)(Figura 28.G). La 

deconvolución de los datos obtenidos utilizando el algoritmo BeStSel (Micsonai et al., 2018, 2021, 2022) 

mostró una estructura secundaria conteniendo un 28,8% de hojas beta antiparalelas y un 10,7% de α-

hélices. En forma ortogonal, inferimos la estructura secundaria a partir de los datos estructurales de un 

RBD producido en el sistema de baculovirus (PDB ID: 6M0J) cuya estructura cristalográfica fue resuelta en 

complejo con ACE2 (Lan et al., 2020), obteniendo resultados coincidentes y demostrando que la estructura 

secundaria del RBD producido en células S2 es correcto. 

 
Figura 28: Purificación de RBDs de SARS-CoV-2 pertenecientes a diferentes VOCs. A) Análisis por SDS-PAGE en condiciones 
reductoras de las cinco VOCs purificadas por cromatografías de afinidad (AC). B-E) SEC preparativa de los RBDs pertenecientes 
a las VOCs Alpha, Beta, Delta y Omicron incubados con EK bovina para remover el Strep-tag F) SEC analítica del GammaRBDclv 

previamente purificado por SEC preparativa después del tratamiento proteolítico con EK bovina. G) Análisis de la estructura 
secundaria del WuhanRBDclv por dicroísmo circular en la región del UV-lejano. Se presentan los datos experimentales superpuestos 
con el ajuste correspondiente utilizando BeStSel (izquierda) y los gráficos correspondientes a la deconvolución de dicho ajuste 
(medio) y de los datos estructurales extraídos del PDB 6M0J (cadena B) (derecha). 
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4.3.2. ESTUDIOS CINÉTICOS DE LA INTERACCIÓN CON shACE2 

DEMUESTRAN LA FUNCIONALIDAD DE LAS DIFERENTES VARIANTES 

DE RBD PRODUCIDAS EN CÉLULAS S2 

Siguiendo la estrategia utilizada en el capítulo 2 para evaluar la afinidad entre RBD y shACE2, capturamos 

shACE2-ST en la superficie de un chip de SPR (derivatizado con streptactina) y evaluamos la cinética de 

interacción con todas las variantes de RBDclv a 25°C. En todos los casos evidenciamos un aumento de la 

afinidad con respecto a la variante ancestral (WuhanRBDclv), con aumento en las velocidades de asociación 

(constantes cinéticas de asociación kon más altas) y velocidades de disociación más lentas (constantes 

cinéticas de disociación, koff más bajas) (Figura 29.A, Tabla 6).  
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Figura 29: Análisis cinético por SPR de la interacción a 25°C entre los RBDs de distintas variantes de SARS-CoV-2 y shACE2-ST. 
A) Cada panel corresponde a un experimento de SPR llevado a cabo con los RBDs de cada una de las VOC a 25°C. Los 
sensorgramas correspondientes a inyecciones de RBDs a diferentes concentraciones durante 3 minutos con tiempos de 
disociación de 10 minutos se presentan superpuestos (líneas negras) con los correspondientes ajustes a un modelo cinético 1:1 
en colores siguiendo el criterio de la Figura 28. En la parte superior de cada sensorgrama se presentan las especies involucradas 
en cada experimento (analito vs. ligando) y el valor de la constante de disociación obtenida (KD) se expresa en unidades nM 
junto a las curvas correspondientes (en aquellos casos que se realizaron réplicas, el valor reportado corresponde al promedio 
acompañado de su desviación estándar). B) Gráfico bidimensional de isoafinidad confeccionado con los valores de kon y koff 
obtenidos (resumidos en la Tabla 6). Las líneas punteadas diagonales de color gris corresponden a los valores de KD 
correspondientes, representados en gris sobre los ejes. El gráfico muestra cómo las afinidades calculadas para las distintas 
variantes ven aumentada su afinidad en el rango de KD=1-10 nM respecto de la variante ancestral, fundamentalmente por causa 
de la disminución en el valor de koff. C) Gráfico de barras mostrando la tasa de cambio en los valores de KD obtenidos con las 
cinco VOCs evaluadas, respecto de la variante ancestral. Los valores correspondientes se presentan en números arriba de cada 
barra. 
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Tabla 6: Parámetros cinéticos de la interacción entre shACE2-ST y diferentes variantes de RBD mediante resonancia 
plasmónica de superficie (SPR) a 25°C. 

RBD # experimento kon (M-1 s-1) koff (s-1) Rmax (RU) KD (M) Chi2 
Promedio 

 KD ± SD (nM)  

WuhanRBD wt 

1 9.20 x105 6.90 x10-3 10.1 7.50 x10-9 0.205 

8.29 ± 0.692 2 7.95 x105 6.81 x10-3 16.8 8.56 x10-9 0.15 

3 7.88 x105 6.93 x10-3 21.0 8.80 x10-9 0.281 

WuhanRBD 

1 8.10 x105 8.66 x10-3 13.6 1.07 x10-8 0.143 

10.9 ± 0.265 2 7.26 x105 7.82 x10-3 20.9 1.08 x10-8 0.197 

3 7.50 x105 8.4 x10-3 27.7 1.12 x10-8 0.152 

AlphaRBD 

1 1.47 x106 1.6 x10-3 11.8 1.08 x10-9 0.162 

1.31 ± 0.212 2 1.21 x106 1.81 x10-3 19.4 1.50 x10-9 0.153 

3 1.23 x106 1.65 x10-3 24.3 1.34 x10-9 0.166 

BetaRBD 

1 1.28 x106 3.79 x10-3 12.8 2.95 x10-9 0.203 

3.04 ± 0.085 2 1.16 x106 3.62 x10-3 20.5 3.12 x10-9 0.285 

3 1.18 x106 3.59 x10-3 25.6 3.05 x10-9 0.273 

GammaRBD 1 1.21 x106 2.97 x10-3 18.0 2.44 x10-9 0.136 2.44 

DeltaRBD 1 1.05 x106 5.11 x10-3 19.8 4.89 x10-9 0.205 4.89  

OmicronRBD 1 1.63 x106 3.81 x10-3 19.4 2.34 x10-9 0.195 2.34 

 

Al comparar los parámetros cinéticos, encontramos que las diferencias a nivel de koff son las principales 

responsables de los cambios en la afinidad de las variantes estudiadas, mientras que las diferencias a nivel 

de kon tienen un impacto mucho menor (Figura 29.B). Dicho efecto es más notorio en las variantes que 

presentan mayor afinidad como en el caso de AlphaRBD, coincidiendo con resultados obtenidos utilizando 

otros sistemas de expresión (H. Liu, Zhang, et al., 2021). 

La sustitución N501Y está presente en el RBM de las variantes Alpha, Beta, Gamma y Omicron, siendo 

identificada como una de las principales responsables del aumento de la afinidad de unión con hACE2, y 

por lo tanto, otorgando una ventaja adaptativa sobre la variante ancestral (Gu et al., 2020). Esta sustitución 

reemplaza el enlace de hidrógeno entre N501 de RBD y la Y41 de hACE2, generando una interacción más 

fuerte vía interacciones de tipo π-π con la Y41 y catión-π con la K353 de hACE2 (Tian et al., 2021). En nuestro 

caso, la variante AlphaRBDclv presentó un aumento de la Kd de casi un orden de magnitud con respecto a la 

variante ancestral (fold change 8,3) (Figura 29.C), coincidiendo con resultados obtenidos con otros 

sistemas de expresión (Han et al., 2021). 

Por otra parte, las sustituciones adicionales en BetaRBD y GammaRBD han sido asociadas al escape 

inmunitario frente a anticuerpos neutralizantes, mostrando un efecto detrimental sobre la afinidad de 

unión al receptor (H. Liu, Wei, et al., 2021; Uriu et al., 2021). Las sustituciones del residuo K417 con carga 

positiva por residuos polares (N y T en los BetaRBD y GammaRBD, respectivamente) y de E484 con carga 

negativa por un residuo de lisina positivo, eliminan los puentes salinos con el D30 y la K31 de hACE2, 
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oponiéndose al efecto de la sustitución N501Y. Como resultado, la afinidad de BetaRBD y GammaRBD muestra 

un aumento con respecto a la variante ancestral, pero con magnitudes inferiores a las de AlphaRBD. 

Nuestros resultados muestran que la afinidad de BetaRBD y GammaRBD por shACE2 presenta un aumento en 

los valores de Kd de 3,6 y 4,4, respectivamente (Figura 29.C), en línea con los datos reportados para dichas 

variantes expresadas en células humanas (Han et al., 2021). 

DeltaRBD es la única VOC que no presenta la sustitución N501Y. En su lugar, presenta dos sustituciones 

L452R y T478K, responsables de generar una disminución en el reconocimiento por parte de anticuerpos 

neutralizantes de suero de individuos infectados o vacunados con la variante ancestral (Planas, Veyer, et 

al., 2021). Además, los residuos L452 y T478 (que no establecen contactos moleculares con ACE2 en el 

WuhanRBD a pesar de estar ubicados dentro de la secuencia primaria del RBM), son reemplazados por 

residuos positivos (arginina y lisina, respectivamente), originando nuevas interacciones que aumentan la 

afinidad por el receptor. El residuo de arginina (R452) genera interacciones electrostáticas con un parche 

negativo de hACE2 que involucra residuos de ácido glutámico y aspártico, mientras que la sustitución por 

una la lisina (K478) da lugar a un puente de hidrógeno débil con el residuo Q24 de hACE2. Como 

consecuencia, DeltaRBD presenta un moderado aumento al doble en la afinidad por hACE2 (H. Liu, Wei, 

Aviszus, et al., 2022), en total concordancia con nuestros resultados que muestran un aumento de 2,2 en 

el valor de la Kd (Figura 29.C). 

Por último, el RBD de la variante Omicron presenta 15 sustituciones (10 de ellas ubicadas en el RBM), 

siendo esta alta tasa de mutación identificada como una ventaja para evadir la respuesta por anticuerpos 

neutralizantes, al tiempo de favorecer su transmisibilidad (Dejnirattisai et al., 2022). 

Diversas sustituciones como N501Y (responsable del aumento de la afinidad de las variantes Alpha, Beta 

y Gamma), T478K (participando en el aumento de la afinidad de GammaRBD) y otras como S477N, G496S y 

Q498R (Han et al., 2022; Starr, Greaney, Hilton, et al., 2020) están presentes en  OmicronRBD y son 

responsables de aumentar la afinidad por el receptor. Sin embargo, otras sustituciones (como H505Y y 

K417N) actúan de manera opuesta, resultando en un efecto de epistasis sobre la afinidad de OmicronRBD 

(Barre et al., 2022; Moulana et al., 2023). Algunos trabajos han demostrado que la acumulación de 

sustituciones en el RBM de OmicronRBD resulta en un leve incremento en la afinidad (L. Li et al., 2022; Nutalai 

et al., 2022), mientras que otros trabajos han mostrado aumentos variables en la afinidad de OmicronRBD 

en el entorno de 3 a 16 veces, respecto de la variante Wuhan (Cameroni et al., 2022; Forest-Nault et al., 

2022; Meng et al., 2022). Nuestra caracterización por SPR muestra que el OmicronRBD expresado en células 

S2 presenta un aumento en el valor de Kd de 4,7, cercano al aumento observado con GammaRBD (Figura 

29.C). 
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En resumen, nuestra caracterización cinética demuestra que todos los RBDs producidos en células S2 

presentan afinidades en acuerdo con la literatura y que los cambios relativos en las afinidades respecto a 

la variante ancestral van en línea con los datos reportados (Cameroni et al., 2022). Además, nuestros 

resultados sugieren un efecto nulo de la sustitución C538T, demostrando la utilidad de nuestras 

construcciones para reconstruir el perfil de afinidades por la proteína receptora y su importancia para 

representar in vitro la interfaz virus-célula de las variantes de SARS-CoV-2. 

4.3.3. EFECTO DE LA TEMPERATURA SOBRE LA CINÉTICA DE UNIÓN 

DE LAS VARIANTES DE RBD A SHACE2. 

De manera análoga, realizamos experimentos de SPR a 37°C para analizar la cinética de unión con shACE2 

utilizando RBDs de tres variantes que cubren el espectro de afinidades: WuhanRBDclv (baja), AlphaRBDclv  (alta) 

y BetaRBDclv  (intermedia). Los resultados del análisis cinético demuestran que el aumento de la 

temperatura supone una aceleración de los fenómenos de asociación y disociación (valores kon y koff más 

altos), mostrando un predominio de esta última que resulta en una reducción global de las afinidades 

obtenidas con las 3 variantes (valores de Kd más altos) (Figura 30.A-B). 

 
Figura 30: : Análisis cinético por SPR y comparación de la interacción a 37°C entre los RBDs de distintas variantes de SARS-
CoV-2 y shACE2-ST. A) Cada panel corresponde a un experimento de SPR llevado a cabo con los RBDs de las VOC Wuhan, Alpha 
y Beta a 37°C. Los sensorgramas correspondientes a inyecciones de RBDs a diferentes concentraciones durante 3 minutos con 
tiempos de disociación de 10 minutos se presentan superpuestos (líneas negras) con los correspondientes ajustes a un modelo 
cinético 1:1 en colores siguiendo el criterio de la Figura 28. En la parte superior de cada sensorgrama se presentan las especies 
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involucradas en cada experimento (analito vs. ligando) y el valor de la constante de disociación obtenida (KD) se expresa en 
unidades nM junto a las curvas correspondientes (en aquellos casos que se realizaron réplicas, el valor reportado corresponde 
al promedio acompañado de su desviación estándar). B) Gráfico bidimensional de isoafinidad confeccionado con los valores de 
kon y koff obtenidos a 37°C (resumidos en la Tabla 7) manteniendo las mismas representaciones gráficas de la Figura 29.B. El 
gráfico muestra las afinidades calculadas a 25°C y 37°C y las trayectorias de los valores de kon y koff medidos a ambas 
temperaturas. C) Gráfico de barras mostrando las tasas de cambio (a 25 y 37°C) en los valores de KD obtenidos con las dos VOCs 
evaluadas, respecto de la variante ancestral. Los valores correspondientes se presentan en números arriba de cada barra. 

 

Tabla 7: Parámetros cinéticos de la interacción entre shACE2-ST y diferentes variantes de RBD mediante resonancia 
plasmónica de superficie (SPR) a 37°C. 

RBD # experimento kon (M-1 s-1) koff (s-1) Rmax (RU) KD (M) Chi2 
Promedio 

 KD ± SD (nM)  
WuhanRBD 1 2.20 x106 6.53 x10-2 7.61 2.96 x10-8 0.187 29.6 

AlphaRBD 

1 2.22 x106 1.84 x10-2 4.93 8.28 x10-9 0.160 

6.56 ± 1.59 2 2.12 x106 1.09 x10-2 6.26 5.14 x10-9 0.191 

3 2.14 x106 1.34 x10-2 8.23 6.26 x10-9 0.156 

BetaRBD 
1 2.95 x106 3.59 x10-2 7.84 1.22 x10-8 0.224 

12.9 ± 0.99 
2 2.69 x106 3.67 x10-2 9.27 1.36 x10-8 0.337 

 

A pesar de la disminución en las afinidades por efecto de la temperatura, las variantes Alpha y Beta 

continuaron mostrando afinidades superiores a la variante ancestral, con un claro predominio de la 

primera, tal como observamos en los experimentos realizados a 25°C. Cuando comparamos la variación 

relativa de los valores de Kd respecto a la variante ancestral (medidos a 25 y 37°C) encontramos una caída 

en la tasa de cambio de 8,3 a 4,5 con la variante Alpha y de 3,6 a 2,3 con la variante Beta (Figura 30.C), 

demostrando que el aumento de temperatura causa una disminución de las afinidades, al tiempo que las 

diferencias entre variantes se hacen menos evidentes tal como se ha reportado anteriormente (Forest-

Nault et al., 2022). 

Esta caracterización de la interacción a 37°C sugiere que la optimización de ELISAs de competición con 

RBDs de VOCs y ACE2 realizados a temperaturas fisiológicas, podría favorecer la unión de anticuerpos 

séricos bivalentes, proporcionando un escenario más realista y reduciendo los tiempos experimentales. 

Realizamos varios intentos por obtener datos de SPR a 37°C con OmicronRBDclv, no obstante los resultados 

de SPR resultaron poco reproducibles y ruidosos, probablemente por causa de una reducción en la 

estabilidad de la proteína a 37°C que genera agregación o interacciones inespecíficas con la superficie. 

4.3.4. LA MENOR TERMOESTABILIDAD DE OmicronRBD CONDICIONA EL 

DISEÑO DE LOS sVNTs. 

Se realizaron estudios de desnaturalización térmica por nanoDSF con todas los RBDs producidas en células 

S2, evidenciando transiciones térmicas reversibles en todos los casos con valores de TM entre 49,0 y 53,1 
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°C excepto OmicronRBD que mostró valores de TM entre 42,5 y 43,3 °C (Figura 31.A). Esta disminución de la 

termoestabilidad de OmicronRBD ha sido bien documentada en otros sistemas de expresión y descrita como 

una consecuencia directa de la acumulación de sustituciones (Lin et al., 2022; Yi et al., 2022). Si bien el 

valor de TM de OmicronRBD se encuentra por encima de 37°C, la comparación de las curvas de 

desnaturalización de las distintas variantes muestra que el inicio de la transición (TON) de esta variante 

ocurre por debajo de este valor, y que dicha inestabilidad podría estar vinculada con la calidad y 

reproducibilidad de los experimentos de SPR realizados con esta variante a 37°C (sección anterior). 

Por otro lado, evaluamos el efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria de WuhanRBDclv, 

DeltaRBDclv y OmicronRBDclv mediante análisis por FUV-CD a 25°C y 37°C, obteniendo  espectros similares a 

pesar de la diferencia de temperatura. A nivel de Wuhan y Delta casi no se observan diferencias a 25 y 37 

°C, mientras que Omicron presenta algunas diferencias mínimas en los espectros de CD. Estos resultados 

sugieren que, aunque Omicron puede mostrar niveles de inestabilidad algo mayores, la estructura 

secundaria de los RBDs se mantiene en este rango de temperaturas (Figura 31.B). Para buscar posibles 

cambios a niveles estructurales superiores, comparamos los espectros de dicroísmo circular en la región 

UV-cercano (NUV-CD, por “near-UV circular dichroism”), donde encontramos diferencias a 25 y 37°C 

asociadas a cambios en el ambiente local de residuos aromáticos (Figura 31.C). Estos cambios, que podrían 

estar vinculados a un aumento de la movilidad del esqueleto proteico por causa de la temperatura, son 

claros en OmicronRBD  pero también se evidencian en las otras variantes ensayadas, no pudiendo extraer 

conclusiones claras respecto a la mayor inestabilidad estructural del RBD de la variante Omicron. 
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Figura 31: Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de OmicronRBD. A) ) A la izquierda se presenta el análisis de 
termoestabilidad por nanoDSF, de los RBDclv de las 6 variantes producidas. Se presentan las derivadas de las curvas de 
fluorescencia en función de la temperatura para la desnaturalización y re-naturalización (valores multiplicados por -1). A la 
derecha se resumen los valores de TM calculados para cada variante a partir de las respectivas curvas de desnaturalización y 
renaturalización. B) Espectros de FUV-CD de los RBDs de tres variantes medios a 25°C y 37°C. C) Espectros de NUV-CD de los 
RBDs de tres variantes medidos a 25°C y 37°C. Las regiones del espectro correspondientes a los residuos aromáticos se indican 
en la parte superior con el nombre de los aminoácidos correspondientes. D) Resultados de ELISAs realizados a 25 y 37°C con 
los RBDclv de tres variantes (Wuhan, Delta y Omicron) inmovilizados en placas e incubadas con concentraciones crecientes de 
shACE2-ST en presencia de streptactina-HRP. E) Resultado de ELISA realizados a 25°C con los RBD-ST de dos variantes (Wuhan 
y Omicron) inmovilizados en placas e incubadas con concentraciones crecientes de Streptactina-HRP. 

Por último, realizamos experimentos de tipo ELISAs inmovilizando tres variantes de RBD (WuhanRBDclv, 

DeltaRBDclv y OmicronRBDclv) a 25°C y 37°C, y evidenciando su unión con shACE2-ST en solución a 
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concentraciones crecientes (Figura 31.D). Cuando los RBDs fueron inmovilizados a 37°C, encontramos que 

DeltaRBDclv mostró una señal mayor respecto de WuhanRBDclv, mientras que no fue posible detectar 

interacción entre OmicronRBDclv y ninguna de las diluciones de shACE2-ST ensayadas. Por su parte, cuando 

la sensibilización de las placas de ELISA se realizó a 25°C, la señal obtenida con OmicronRBDclv fue 

notoriamente inferior a las demás, a pesar de tener una mayor afinidad por el receptor. Cuando 

inmovilizamos WuhanRBD-ST y OmicronRBD-ST en placas de ELISA a 25°C y evidenciamos en forma directa su 

unión a Streptactina-HRP, encontramos que la señal alcanzada con el RBD de Omicron era notoriamente 

inferior a la obtenida con la variante ancestral, a pesar de haber utilizado concentraciones idénticas 

durante la inmovilización (Figura 31.E). 

En conjunto, estos resultados terminan por confirmar que la estabilidad conformacional de OmicronRBD se 

ve afectada a 37°C y que su funcionalidad puede ser drásticamente comprometida cuando es inmovilizado 

en placas de ELISA, afectando su unión a ACE2 pero también comprometiendo los niveles de proteína 

inmovilizada, y en consecuencia, su reconocimiento antigénico en ensayos comparativos entre variantes. 

4.3.5. OPTIMIZACIÓN DE UN ELISA DE COMPETICIÓN PARA 

EVALUAR LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DE SUEROS HUMANOS EN 

FORMA ALTERNATIVA (SVNT). 

El diseño de ensayos alternativos de neutralización (sVNTs) con RBDs de diferentes variantes inmovilizados 

en placa tiene la ventaja operativa de utilizar diluciones únicas de ACE2 y sueros para comparar la 

capacidad  de bloqueo frente a diversas variantes virales. Sin embargo, las diferencias de performance 

descritas en la sección anterior (sobre todo con la variante Omicron) hace que los estudios comparativos 

entre variantes sean difíciles de interpretar, corriendo el riesgo de sobreestimar la capacidad neutralizante 

de los sueros como consecuencia de la caída en la interacción con ACE2. Por tal motivo, y teniendo en 

cuenta la importancia de la variante Omicron en la evolución de la pandemia, decidimos avanzar en el 

desarrollo de los sVNTs inmovilizando el receptor ACE2 en placas de ELISA y utilizando los RBD-ST en 

solución (revelados con Streptactin-HRP). 

Para ello, decidimos sensibilizar placas de ELISA con el ectodominio dimérico de hACE2 fusionado a un Fc 

humano (producido en células de mamífero Expi293 y proporcionado por el Dr. Agustín Correa). Esta 

construcción contiene el ectodominio completo de ACE2 humana (incluyendo los residuos 18 al 740) y se 

expresa como una versión dimérica de hACE2 (con un dominio Fc en el extremo C-terminal). De este modo, 

y tras pre-incubar los RBD-ST con streptactina-HRP en presencia de sueros humanos, buscamos evaluar la 

capacidad de estos para impedir la interacción de los RBDs y la hACE2-Fc inmovilizada. 
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Primero hicimos pruebas para verificar la interacción de hACE2-Fc inmovilizado y los RBD-ST optimizando 

las condiciones experimentales para reducir la señal inespecífica de background y maximizar la relación 

señal-ruido. Para ello se probaron diferentes cantidades de hACE2-Fc inmovilizada, distintos agentes 

bloqueantes, diluyentes, condiciones y tiempos de lavado, y distintas diluciones de los RBD-ST y de 

streptactina-HRP. Una vez definidas las condiciones de los ensayos, evaluamos la respuesta en ausencia 

de suero utilizando streptactina-HRP sola o en presencia de los RBD-ST de Wuhan y Omicron. La reacción 

colorimétrica obtenida con streptactina-HRP en ausencia de RBDs fue nula, mientras que cuando se incubó 

con los RBD-ST se obtuvo una señal de absorbancia significativa. Además, encontramos que la señal 

obtenida en presencia de Omicron es mayor a la de Wuhan, en total concordancia con las afinidades 

calculadas. 

A continuación evaluamos la capacidad inhibitoria de diferentes sueros humanos diluidos 1:10 y 1:100. 

Para ello utilizamos dos conjuntos de sueros humanos negativos para SARS-CoV-2 (8 sueros colectados 

antes del inicio de la pandemia y 16 sueros colectados justo antes del inicio de la campaña de vacunación) 

y sueros humanos positivos (16 sueros de individuos sometidos a un programa de vacunación heteróloga, 

colectados luego de recibir la tercera dosis). Los resultados del ELISA muestran que los sueros obtenidos 

antes del inicio de la pandemia y los sueros obtenidos previo al inicio de la vacunación (negativos para 

SARS-CoV-2) son incapaces de bloquear la interacción de los RBD-ST de las variantes Wuhan y Omicron, 

mientras que los sueros colectados luego de recibir la tercera dosis de vacunación heteróloga muestran 

capacidad bloqueante para ambas variantes virales. Con diluciones de sueros 1:10, las diferencias entre 

Wuhan y Omicron resultan no significativas, no obstante, la disminución frente a la variante Omicron se 

hace mucho más evidente con diluciones 1:100 (Figura 32.A). 
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Figura 32: Análisis de la capacidad de bloquear la interacción RBD-ACE2 en sueros humanos, mediante el uso de los sVNTs 
desarrollados “in house”. A) Resultados de ELISA de competición utilizando sueros humanos diluidos 1:10 (arriba) y 1:100 
(abajo). Los sueros pre vacuna y post tercera dosis (anaranjados y verdes) corresponden a los mismos individuos. B) 
Presentación de los resultados del ELISA de competición en términos de capacidad de bloqueo. Los resultados de absorbancia 
obtenidos con diluciones 1:100 de sueros de individuos vacunados con 3 dosis fueron normalizados respecto a la señal obtenida 
en ausencia de RBDs (100%) y la señal promedio obtenida con los RBDs incubados con sueros negativos (0%). Los datos se 
presentan para las variantes Wuhan y Omicron, y los valores individuales son estratificados e identificados con un código de 
colores de acuerdo con los niveles de anticuerpos detectados. 

Los resultados obtenidos con nuestro ensayo alternativo de neutralización coinciden con lo reportado en 

la literatura, que encuentra en los boosters con vacunas a ARN una estrategia para amortiguar esta 

disminución de la actividad neutralizante para Omicron (Garcia-Beltran et al., 2022). El análisis 

comparativo de nuestros resultados por ELISA de competición frente a los análisis de niveles de 

anticuerpos específicos contra la variante Wuhan (capítulo anterior) muestra una correlación positiva 

entre los niveles de anticuerpos y la capacidad de bloqueo de la interacción RBD:hACE2 frente a ambas 

variantes (Figura 32.B).  
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4.4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS  

En primer lugar, los resultados presentados en este capítulo muestran que la expresión y purificación de 

RBDs de diferentes variantes virales en células S2 de Drosophila son una herramienta muy confiable, 

describiendo de manera fiel el abanico de afinidades por el receptor celular ACE2 de las diferentes 

variantes virales de SARS-CoV-2. 

Además, nuestros resultados demuestran que las numerosas sustituciones en OmicronRBD son también 

responsables de su susceptibilidad frente a la temperatura y la inmovilización a un soporte sólido, 

debiendo ser tenidas en cuenta al momento de diseñar ensayos para medir la interacción con su receptor 

hACE2 e incluso para ser utilizados como antígenos en ensayos serológicos comparativos entre variantes. 

La optimización de ensayos sVNT utilizando el tag de purificación de los RBDs para revelar su interacción 

con ACE2 (sin necesidad de llevar a cabo reacciones de conjugación que puedan afectar la interacción con 

el receptor o la estabilidad de las proteínas), permitió estudiar la capacidad bloqueante de los sueros 

humanos frente a dos variantes de SARS-CoV-2. Si bien para hablar de neutralización es necesario llevar a 

cabo una validación utilizando métodos que realmente detecten y cuantifiquen la actividad neutralizante, 

nuestros resultados obtenidos mediante diversos encares metodológicos muestran resultados coherentes 

entre sí, que se ajustan perfectamente con la bibliografía. 

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, resulta interesante llevar a cabo estudios futuros 

de respuesta humoral aplicando los ensayos alternativos desarrollados en este capítulo, con el fin de 

evaluar la respuesta frente a diversas variantes durante un período más largo de tiempo, que incluya el 

efecto de inmunizaciones posteriores tanto por vacunas como por infecciones virales. Además, los ensayos 

serológicos desarrollados en este capítulo son adaptables a diversos agentes neutralizantes, resultando 

sumamente atractivos como herramienta para identificar compuestos de bajo peso molecular con 

actividad neutralizante (drug-discovery) y también para medir actividad neutralizante en otras especies 

(posibles reservorios de infección o animales inmunizados con la proteína Spike o sus  dominios). 
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4.5. METODOLOGÍA  

4.5.1. CONSTRUCCIONES PLASMÍDICAS 

Para la generación de construcciones plasmídicas capaces de producir los RBD de diferentes VOCs se utilizó 

la secuencia de ADN que codifican los aminoácidos 319-541 de la glicoproteína Spike de SARS-CoV-2 

(Wuhan) (GenBank: MN908947.3), introduciendo mutaciones para generar los mutantes descritos en la 

Tabla 5 (incluyendo la sustitución C538T).  Al igual que con el RBD de Wuhan, todas las construcciones se 

diseñaron fusionados a un sitio de corte de enteroquinasa bovina en el extremo C-terminal, seguido de 

un Twin-Strep-tag® (IBA) y un codón STOP. Las secuencias fueron optimizadas para el uso de codones de 

Drosophila melanogaster y sintetizados por Genscript y los genes sintéticos se clonaron en un vector de 

expresión pMT/V5-His (Invitrogen) inmediatamente después de la secuencia BiP, tal como se describió 

previamente (Krey et al., 2010) y se resume en la Figura 27. Por su parte, la secuencia de ADN que codifica 

el ectodominio (residuos 18-740 incluyendo el dominio de dimerización) de la enzima convertidora de 

angiotensina humana 2 (hACE2) (GenBank: BAB40370. 1) fue clonada en un vector pCMV-Ext (Ortega et 

al., 2018), fusionada a la secuencia codificante de los dominios CH2 y CH3 de IgG humana (dispuestos en 

tándem en extremo C-terminal) para dar lugar al ectodominio de hACE2 fusionado a un Fc. 

4.5.2. PRODUCCION DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Se obtuvieron líneas celulares S2 estables que expresan los RBD-ST de distintas VOCs mediante co-

transfección con el respectivo vector de expresión y un plásmido de selección por puromicina (pCoPuro). 

Para las construcciones correspondientes a los RBD de Wuhan, Alpha, Beta y Gamma se utilizó el reactivo 

Effectene (QIAGEN) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Para los RBD correspondientes a 

las variantes Gamma y Omicron se utilizó un electroporador de alta eficiencia Maxcyte STx, utilizando 200 

µg/mL plásmido de expresión y 100 µg/mL de plásmido de selección en cubetas OC-400. Las células 

transfectadas se seleccionaron a 28°C en medio Insect Xpress (LONZA) complementado con 6 µg/mL de 

puromicina. Las líneas celulares S2 estables se cultivaron en matraces de vidrio a 28°C con agitación a 110 

rpm en un agitador orbital estándar y se indujeron a 5x106 células/mL con 5 µM CdCl2. Tras cuatro días de 

inducción, las células se cosecharon por centrifugación a 150 g durante 5 minutos, y ambas proteínas se 

purificaron desde el sobrenadante del cultivo por cromatografía de afinidad (AC). Para ello, el 

sobrenadante se centrifugó a 6.000 g, se filtró a través de 0,22 µm y se cargó en una columna Strep-

Tactin®XT 4Flow® de 5mL (IBA) equilibrada en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl, siguiendo las 

recomendaciones del fabricante. Para remover el Strep-tag, las muestras se incubaron overnight a 25°C 

con enteroquinasa-His (Genscript) (a 20 U mg-1), luego incubadas con Ni-Sepharose (Cytiva) y purificadas 
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por cromatografía de exclusión molecular (SEC) en buffer de almacenamiento, utilizando columnas 

Superdex 75 (Cytiva). Finalmente,  las muestras fueron sometidas a un segundo paso de purificación por 

AC en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl, 1mM EDTA (buffer de almacenamiento) y la fracción no unida 

colectada y filtrada por 0,22 µm. 

La shACE2-ST y shACE2clv fueron producidas tal como se describe en el capítulo 2 (sección 2.5.2) mientras 

que la hACE2-Fc dimérica (utilizada en los ELISA de competición) fue clonada y producida por el Dr. Agustín 

Correa de la Unidad de Ingeniería de Proteínas del Institut Pasteur de Montevideo y cordialmente cedida 

para tales fines. Brevemente, la hACE2-Fc fue producida en células Expi293 de mamífero y purificada por 

cromatografía de afinidad a través de unión a Proteína A. 

4.5.3. ANALISIS DE PUREZA Y TAMAÑO DE LAS PROTEÍNAS 

Las proteínas purificadas se sometieron a SDS-PAGE al 12% (con DTT 0,1M) y se analizaron por tinción con 

Coomassie. Para evaluar el tamaño de las proteínas en solución se realizaron ensayos de SEC analítica con 

columnas Superdex 75 (10-300) en buffer de almacenamiento, y el peso molecular fue estimado utilizando 

kits de calibración para alto peso molecular (HMW) y bajo peso molecular (LMW) (Cytiva). 

4.5.4. ANALISIS DE TERMOESTABILIDAD 

La termoestabilidad de las proteínas recombinantes se evaluó mediante fluorimetría diferencial de barrido 

en nanoescala (nanoDSF) en un Prometheus NT.48 (Nanotemper) y los valores de TM para los procesos de 

desnaturalización y replegamiento se obtuvieron mediante calentamiento y enfriamiento secuenciales a 

velocidades controladas de 1°C/min entre 25-90 °C. 

4.5.5. DICROÍSMO CIRCULAR (CD) 

Los análisis de proteínas por dicroísmo circular se llevaron a cabo en un Chirascan V100 (Applied 

Photophysics) a 25 y 37°C. Para estudiar la estructura secundaria de las proteínas se realizaron medidas 

en la región del UV-lejano (FUV-CD por Far-UV Circular Dichroism) desde 185 hasta 260nm con cubetas de 

cuarzo de 1 mm de espesor. Para estudiar cambios a nivel de estructura terciaria se realizaron medidas en 

la región del UV-cercano (NUV-CD por Near-UV Circular Dichroism) desde 260 hasta 350nm con cubetas 

de cuarzo de 10 mm de espesor. Para las medidas  en el UV lejano las muestras fueron diluidas en agua 

deuterada al igual que el buffer para definir la línea  de base. El procesamiento de los datos se llevó a cabo 

con el software ProData Chirascan y la deconvolución de datos estructurales se llevó a cabo a través del 

servidor web  BeStSel  (Micsonai et al., 2018, 2021, 2022). 
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4.5.6. RESONANCIA PLASMONICA DE SUPERFICIE (SPR)  

Los ensayos de SPR se realizaron en un Biacore 3000 (GE Healthcare) a 25°C y 37°C con un flujo de 

10µL/min utilizando HBS-EP (0,01 M HEPES pH 7,4, 0,15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0,005% v/v Surfactant P20) 

como buffer de corrida y un sensorchip CM5 (Cytiva) previamente recubierto con StrepTactin de Twin-

Strep-tag® Capture Kit (IBA) según las recomendaciones del fabricante.  

Se realizaron inyecciones de un minuto con 30 nM shACE2-ST para capturar entre 50-100 RU de proteína 

y tres inyecciones consecutivas de 10µL de GuHCl 3M al final de cada ciclo para regenerar la superficie. 

Los RBDclv (de distintas VOCs) se inyectaron a concentraciones variables (entre 0,75 nM y 96 nM) durante 

3 minutos a un flujo de 10µL/min, seguido de una fase de disociación de 10 minutos. Los datos se 

referenciaron de manera doble (restando las señales de la superficie de referencia y de una inyección de 

buffer de corrida) y se ajustaron a un modelo cinético de interacción 1:1 (Langmuir) utilizando el software 

BIAevaluation versión 4.1. 

 

4.5.7. ELISA 

Para evaluar la interacción de los RBDclv de distintas VOCs (Wuhan, Delta y Omicron) inmovilizados en un 

soporte sólido con shACE2-ST en solución, se sensibilizaron placas NUNC Maxisorp (Thermo) con 2 

µg/pocillo de RBDclv de diferentes variantes (dispensando 100 µL a 20 µg/mL diluido en PBS), las cuales se 

incubaron overnight a 4°C y se bloquearon con BSA 1% (w/v) en PBS. Luego de tres lavados con PBS 

adicionado con 0,5 % Tween20, se incubaron diferentes concentraciones de shACE2-ST (diluciones 

seriadas al triple desde 656,1 µg/mL hasta 0,1 µg/mL) a 25°C y 37°C por 1 hora. Finalmente se repitieron 

los lavados y se incubó por 1 hora con Streptactin-HRP (IBA) diluida 1:5000 en PBS.  

Para comparar la estabilidad de los RBD-ST inmovilizados en un soporte sólido a distintas temperaturas, 

se utilizaron microplacas NUNC Maxisorp (Thermo), las cuales fueron sensibilizadas overnight a 4°C con 

los RBD-ST de las variantes Wuhan y Omicron a concentraciones crecientes desde 0,005 µg/mL hasta 80 

µg/mL y se bloquearon con BSA 1% (w/v) en PBS. Luego de los lavados, se incubaron directamente con 

Strepactin-HRP (IBA) diluida 1:5000 en PBS. 

Por su parte los ELISA de competición, se realizaron mediante sensibilización de microplacas NUNC 

Maxisorp (Thermo) con hACE2-Fc a 25 µg/mL (y BSA 1% como control) overnight a 4°C, en PBS. Las placas 

se lavaron con PBS 0,5% Tween y se bloquearon overnight a 4°C con buffer de bloqueo para ELISA 

(Immunochemistry Technologies). Los sueros humanos se diluyeron 1:10 y 1:100 en buffer estabilizante 

para conjugados HRP (Immunochemistry Technologies) y se preincubaron durante 30 minutos a 
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temperatura ambiente, con Streptactina-HRP (IBA) diluida 1:5000 y con los WuhanRBD-ST u OmicronRBD-ST a 

una concentración final de 0,1µg/mL. Después de este período, los complejos se incorporaron a los 

pocillos con hACE2-Fc y se incubaron otros 30 minutos, para lavar y revelar.  

Todos los ELISA fueron revelados con sustrato TMB (Sigma) durante 15 minutos y las reacciones 

colorimétricas fueron frenadas con 50 μL de ácido sulfúrico 11%. Las absorbancias a 450nm y 620nm se 

midieron en un lector de placas (Thermo) y los resultados se expresaron como la sustracción de las 

medidas realizadas a ambas longitudes de onda. 
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CAPÍTULO 5: ANTICUERPOS BOVINOS CON CDRH3
ULTRA-LARGOS CAPACES DE BLOQUEAR LA 

INTERACCIÓN RBD:ACE2

5.1. INTRODUCCION 

5.1.1. ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES DE AMPLIO ESPECTRO 

(bNAbs) 

El uso de anticuerpos monoclonales con fines terapéuticos para en la infección por SARS-CoV-2 ha sido 

eficaz sobre todo en el tratamiento de individuos inmunocomprometidos (Saultier et al., 2022; 

Weinbergerová et al., 2022). Sin embargo, la aparición de nuevas variantes virales puso en evidencia la 

necesidad de contar con anticuerpos neutralizantes de amplio espectro (bNAbs, por broadly neutralizing 

antibodies). En humanos, los bNAbs se generan tras sucesivas exposiciones al patógeno o a vacunas. En el 

caso de VIH, se sabe que la generación de bNAbs requiere múltiples exposiciones al virus, causadas por 

infecciones no progresivas (Pilgrim et al., 1997). Por su parte, en SARS-CoV-2 se ha visto que los sucesivos 

boosters de vacunas generan respuestas neutralizantes menos sensibles a las sustituciones de variantes 

como Omicron (Garcia-Beltran et al., 2022). Algunos anticuerpos neutralizantes del VIH han demostrado 

tener CDR3 muy extensos  de hasta 38 aminoácidos de longitud (T. Zhou & Xu, 2018). Por otro lado, la 

inmunización de vacas con glicoproteínas de superficie de dicho virus ha generado respuestas de 

anticuerpos neutralizantes de amplio espectro en forma acelerada (Sok et al., 2017), cuyo mecanismo de 

acción se basa en sus extensos CDR3 (cerca de 60 residuos de longitud) capaces de penetrar la estructura 

de glicanos que protege la superficie de la proteína y contactar con epítopes poco accesibles para 

anticuerpos clásicos (Stanfield et al., 2020). 

5.1.2. ANTICUERPOS BOVINOS CON CDR3 DE CADENA PESADA 

ULTRA LARGOS (UL-CDRH3) 

Se estima que una décima parte del repertorio de anticuerpos bovinos está conformado por 

inmunoglobulinas con dominios CDR3 excepcionalmente largas a nivel de cadena pesada (CDR3 por sus 
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siglas en inglés para complementarity-determining region 3). (Figura 33.A). Estos anticuerpos con UL-

CDRH3 (por ultra-long heavy chain CDR3) fueron identificados por primera vez en vacas infectadas por el 

virus de la leucemia bovina (BLV), conteniendo dominios VH con CDR3 excepcionalmente largos y ricos en 

cisteínas. Estos CDR3 bovinos son originados de un re-arreglo particular de segmentos VDJ en la cadena 

pesada, al tiempo que los otros CDRs del dominio VH y VL no participan en la configuración paratópica ni 

en la generación de diversidad de la región variable del anticuerpo (Saini et al., 1999, 2003). En 

comparación con humanos y roedores, el repertorio de segmentos génicos V, D y J de bovinos es muy 

limitado y un mecanismo que se cree actúa en favor de aumentar la diversidad es la hipermutación 

somática que ocurre previo a la exposición con el antígeno en las placas de Peyer intestinales (Deiss et al., 

2019; Liljavirta et al., 2013; Stanfield et al., 2018). Estructuralmente, estos CDR3 ultra largos presentan 

una conformación exclusiva que sobresale de la superficie del anticuerpo alrededor de 40Å, permitiéndole 

alcanzar epítopes poco accesibles a los anticuerpos convencionales (Deiss et al., 2019). Los UL-CDRH3 

están conformados por un tallo o “stalk” en el que participan dos hebras β antiparalelas integradas por los 

aminoácidos de los extremos del CDR3, y la parte distal del CDR se encuentra coronada por una estructura 

compacta con forma de botón o “knob” responsable de la interacción con el antígeno (Figura 33.B). Dicho 

dominio “knob” es de pequeño tamaño y se encuentra estabilizado por numerosos puentes disulfuro que 

le confieren alta estabilidad y una conformación rígida (Figura 33.C) (Barroso et al., 2020; Haakenson et 

al., 2018). 

Estos dominios “knob” son capaces de mantener su reconocimiento antigénico y capacidad neutralizante 

cuando son transferidos a anticuerpos humanos (Burke et al., 2020). Además, su plegamiento 

tridimensional manteniendo los extremos N- y C-terminales espacialmente cercanos, los convierte en 

buenos candidatos para ser producidos en forma aislada o fusionados a otras construcciones, sin perder 

capacidad de unión  (Hawkins et al., 2022; Macpherson et al., 2020). Considerando su estructura sencilla, 

bajo peso molecular y gran estabilidad, este tipo de dominios se colocan al nivel de otras proteínas 

utilizadas como “binders” para unir antígenos específicos como nanobodies, afitinas, etc. 

Si bien los anticuerpos con UL-CDRH3 fueron descubiertos a partir de vacas infectadas por BLV, la 

naturaleza del antígeno que los originó ha permanecido elusiva. Otros ejemplos de inmunizaciones de 

bovinos con el virus de la diarrea viral bovina (BVDV) o el virus de la aftosa (FMDV) demuestran  su 

importancia en modelos bovinos (K. Li et al., 2019; F. Wang et al., 2013). La capacidad neutralizante de los 

anticuerpos bovinos con UL-CDRH3 generados frente a la glicoproteína Env de VIH ha dejado claro su 

potencial frente a virus humanos (Sok et al., 2017), poniendo de manifiesto su utilidad para atacar 

patógenos emergentes (Burke et al., 2020). Más recientemente, se demostró la capacidad de los 
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anticuerpos bovinos con UL-CDRH3 de neutralizar diversas variantes de SARS-CoV-2, cuando son aislados 

de librerías naïve (Burke et al., 2022) o producto de la inmunización de vacas con la proteína spike de SARS-

CoV-2 (R. Huang et al., 2023). 

 
Figura 33: Anticuerpos bovinos con CDR3 ultra-largos: A) Representación del largo de los CDR3 de anticuerpos de diferentes 
especies B) Comparación de las estructuras de dos Fabs de anticuerpos con CDR3 normales y ultra largos. C) Detalle de la 
estructura del paratope de un anticuerpo con  CDR3 ultra largos .Tomado de (Burke et al., 2022; Haakenson et al., 2018; F. Wang 
et al., 2013). 

5.1.3. TERAPIAS DE INMUNIZACION PASIVA BASADAS EN VACAS 

HIPERINMUNES CONTRA SARS-CoV-2 

Sobre todo al inicio de la pandemia de COVID-19, el uso compasivo de estrategias de inmunización pasiva 

(con plasma convaleciente y anticuerpos monoclonales) fue utilizado como alternativa terapéutica, a las 

que se sumaron otras estrategias (menos desarrolladas en términos de pruebas clínicas) como el uso de 

nanobodies obtenidos a partir de anticuerpos de cadena pesada de camélidos (Huo et al., 2020; Q. Lu et 

al., 2021; Schoof et al., 2021) o sueros heterólogos hiperinmunes.  

Históricamente los sueros hiperinmunes de equinos han sido utilizados para diversos fines y los 

coronavirus no han sido la excepción (da Costa et al., 2021). Diversos trabajos han demostrado la 

capacidad neutralizante de los anticuerpos policlonales obtenidos a partir de suero equino hiperinmune 

contra SARS-CoV-2,  que pueden ser administrados bajo la forma de F(ab’)2 (anticuerpos desprovistos de 

su dominio efector) (Palakurthi Biological Limited et al., 2020; Pan et al., 2020; Zylberman et al., 2020).  En 

diciembre de 2020, Argentina aprobó el uso de suero equino hiperinmune (SHE) en pacientes adultos con 

COVID-19 moderado y grave mediante el registro de condiciones especiales (Ministerio de Salud de la 

Nación Argentina, n.d.). 

El uso de suero bovino hiperinmune tiene una historia mucho menos extensa en este sentido, siendo el 

consumo de leche enriquecida en anticuerpos, la estrategia de inmunización pasiva más promisoria frente 

a diversas patologías como alergias o infecciones virales (Ulfman et al., 2018). El consumo de leche de 

vacas inmunizadas con SARS-CoV-2 fue contemplado como alternativa, aunque no existen evidencias que 

A B C 
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justifiquen su utilización (Jawhara, 2020). Sin embargo, su utilización en pacientes inmunocomprometidos 

podría ser también una alternativa sumamente accesible y con buenos resultados (Singh et al., 2023). Se 

han hecho experimentos con vacas transgénicas capaces de producir IgG tipo humanas contra MERS (Luke 

et al., 2016) y se han realizado pruebas clínicas de tolerabilidad y seguridad (Beigel et al., 2018).  

 

5.2. OBJETIVO ESPECÍFICO 4 

Producir el ectodominio de la proteína S de SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila para inmunizar 

bovinos y aislar anticuerpos específicos con CDR3 ultra-largos, que puedan dar lugar a nuevas estrategias 

neutralizantes adaptadas a diversas variantes virales.
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5.3. RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

5.3.1. PRODUCCIÓN DE UN NANOBODY ANTI-RBD FUSIONADO A scFc 

EN CÉLULAS S2 DE DROSOPHILA 

A diferencia de los nanobodies (originados de camélidos y tiburones), los UL-CDRH3 bovinos concentran 

su capacidad de unión en una región proteica de tamaño muy reducido pero no han podido ser expresados 

de forma aislada, requiriéndose el soporte o “scaffold” del resto del dominio variable (Stanfield et al., 

2018). De manera general, los UL-CDRH3 se obtienen formando parte de anticuerpos completos o 

dominios como Fab, Fv e incluso fusionados a Fc. A pesar de representar una solución más alejada de lo 

que ocurre naturalmente, la fusión de UL-CDRH3 a dominios constantes (Fc) ha demostrado ser efectiva 

para obtener UL-CDRH3 y dominios knobs escindibles mediante tratamiento proteolítico (Macpherson et 

al., 2020), dando lugar a las primeras estructuras cristalográficas de dominios “knob” unidos a su proteína 

blanco (Macpherson et al., 2021). Además, el dominio Fc es ampliamente utilizado como tag de 

purificación, marcado y/o captura, e incluso puede ser explotado para favorecer respuestas citotóxicas 

mediadas por anticuerpos, abriendo un nuevo frente para los UL-CDRH3 bovinos (Yanakieva et al., 2023). 

La estrategia inicialmente escogida para obtener dominios “knob” de anticuerpos bovinos específicos en 

células S2 de Drosophila, fue fusionarlos a un dominio Fc de inmunoglobulina humana en formato de 

cadena única (scFc, por single chain Fc) de acuerdo con MacPherson y colaboradores (Macpherson et al., 

2020). Un scFc es una cadena polipeptídica compuesta por dos pares de dominios constantes de IgG (CH2 

y CH3) dispuestos en tándem y separados por un linker flexible que permite su emparejamiento emulando 

un dímero de cadenas pesadas de IgG similar al dominio cristalizable de anticuerpos. Si bien dicha 

construcción carece de dominios variables, estos autores utilizaron células de mamífero para expresar 

CDR3 ultra-largos fusionados a scFc, con un sitio de corte para la proteasa de TEV que permite obtenerlos 

en forma aislada sin perder la capacidad de reconocimiento antigénico.  

En nuestro trabajo, decidimos utilizar el sistema de expresión en S2 para producir dominios scFc que 

actúen como scaffold para presentar UL-CDRH3 bovinos. Para ello, se sintetizó un gen con la secuencia de 

un scFc precedido de un nanobody específico contra RBD de SARS-CoV-2 como dominio de prueba que 

nos permitiera realizar ensayos de expresión y reconocimiento antigénico. El nanobody utilizado a tal 

efecto fue el VHH-V capaz de unirse a WuhanRBD con alta afinidad, mostrando una disociación sumamente 

lenta y actividad neutralizante (Koenig et al., 2021) (Figura 34.A). 
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Figura 34: Producción de VHH-V/scFc en células de S2 de Drosophila. A) Esquema de construcciones para producir dominios 
de anticuerpos (UL-CDRH3 a la derecha y nanobodies a la izquierda) ligados a scFc. B) Análisis por western blot con Streptactina 
conjugada a HRP del sobrenadante de cultivo inducido por 24 horas  y por SDS-PAGE teñido con Coomassie del VHH-V/scFc 
purificado por cromatografía de afinidad. C) Distribución de tamaños analizados por intensidad de DLS para el eluato de la 
cromatografía de afinidad concentrado. Se presentan las distribuciones de tres replicas (en diferentes tonalidades de rojo) y los 
radios hidrodinámicos calculados como el promedio de las medias de cada población, seguidos de la desviación estándar. D) 
Análisis por SEC preparativa en una Superdex 200 (10-300) del VHH-V/scFc purificado por cromatografía de afinidad. Se 
obtuvieron multiples picos con diferentes volúmenes de exclusión, colectándose tres fracciones que se señalan con el área bajo 
la curva en rojo (F1), verde (F2) y azul (F3). E) Captura de las tres fracciones de SEC semipreparativa (F1, F2 y F3) en un chip de 
Proteína A (izquierda) y resultado de la inyección simultánea de WuhanRBD-ST  (13 µg/mL) sobre las tres superficies (derecha). 
Tras sucesivos ciclos de captura, las densidades finales de VHH-V/scFc capturado fueron de 188 RU (F1), 397 RU (F2) y 385 RU  
(F3), obteniéndose respuestas de binding por WuhanRBD-ST proporcionales a los niveles capturados y con pendientes de 
disociación relativamente similares. 

Al igual que con las demás construcciones utilizadas en este trabajo, se incluyó un Strep-tag en el extremo 

C-terminal del VHH-V/scFc, que permitió su detección por western blot a las 24 h post inducción y su 

purificación por cromatografía de afinidad luego de 4 días de inducción, dando lugar a una proteína pura 

con un peso de aproximadamente 100 KDa (Figura 34.B). Este resultado fue inesperado teniendo en 

cuenta que el tamaño estimado a partir de la secuencia primaria de la construcción es de 76,7 kDa y que 

la N-glicosilación de dominios Fc de anticuerpos es escasa, con un único sitio de N-glicosilación en la 

asparagina 297 de cada dominio CH2 (Kiyoshi et al., 2017). Además, tal como hemos descrito en el capítulo 

2 de este trabajo y en trabajos anteriores (Tomé-Poderti et al., 2024), el patrón de N-glicosilación de las 

proteínas recombinantes producidas en células S2 suele coincidir con glicanos pauci-manosídicos y ricos 

en manosa de menor complejidad que en mamíferos. Por tanto, es de esperar que el VHH-V/scFc 

producido en S2 posea PTMs adicionales o que exista alguna modificación no deseada en la secuencia 

génica, que redunde en la producción de una proteína de mayor tamaño. En este sentido, es necesario re-
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secuenciar el gen sintetizado, llevar a cabo ensayos de deglicosilación y comprobar la cobertura de 

secuencia por espectroscopía de masas con el propósito de explicar el mayor tamaño de la proteína 

obtenida. 

Una vez purificado, el VHH-V/scFc fue concentrado y analizado por DLS dando lugar a una población 

mayoritaria con radio hidrodinámico de 11,92±0,45 nm y una población secundaria de 52,99±0,98 nm, lo 

cual sugiere la presencia de agregados moleculares (Figura 34.C). Al ser purificado por SEC 

semipreparativa, el VHH-V/scFc fue eluido en múltiples volúmenes de exclusión: aproximadamente el 50% 

de la muestra se obtiene como una fracción de alto peso molecular (F1), seguido de una fracción de 

aproximadamente 300 kDa (F2) y un pico minoritario correspondiente al monómero de 106 kDa (F3) 

(Figura 34.D). Todas las fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE dando lugar a bandas de 

aproximadamente 100 kDa, y cuando las mismas fueron inyectadas en chips de SPR recubiertos de 

proteína A, se observó que las tres fracciones fueron capturadas con constantes cinéticas de disociación 

muy lentas (tal como se espera para proteínas conteniendo dominios Fc). Además, subsiguientes 

inyecciones de WuhanRBD-ST mostraron una señal de unión específica y proporcional a los niveles de 

VHHV/scFc capturados vía Fc (Figura 34.E). 

De esta manera, demostramos que la proteína expresada en células S2 se obtiene en forma soluble y es 

capaz de conservar sus propiedades de unión con Proteína A a través del Fc y con el RBD de SARS-CoV-2 

vía VHH-V. En función de esto, creemos que  estos scFc pueden ser un scaffold estructural promisorio para 

clonar y expresar UL-CDRH3 específicos en células de insecto, a pesar de la polidispersión evidenciada. 

Además, el dominio Fc representa una herramienta de enorme versatilidad como marcador específico o 

como mediador de respuestas efectoras, abriendo múltiples posibilidades. En este sentido, las 

modificaciones postraduccionales propias del sistema de expresión deben ser estudiadas en detalle, sobre 

todo si tenemos en cuenta las características particulares de la glicosilación en células de insecto y el efecto 

de estas en la funcionalidad de los dominios Fc (Kiyoshi et al., 2017; T. T. Wang, 2019).  

5.3.2. PRODUCCIÓN DEL ECTODOMINIO DE SPIKE EN CÉLULAS S2 DE 

DROSOPHILA 

El ectodominio de la proteína Spike de SARS-CoV-2 (ectoS) fusionado a un doble Strep-tag se obtuvo 

siguiendo la estrategia utilizada anteriormente por nuestro grupo para producir el ectodominio de la 

glicoproteína Env del virus de la leucemia bovina (VLB): mutamos el sitio de corte por proteasas celulares 

de tipo furina para generar un mutante defectivo a la proteólisis que conserve todos los epitopes proteicos 

(Tomé-Poderti et al., 2024). De acuerdo con esto, sustituimos los residuos arginina en las posiciones 682-

683 (pertenecientes al sitio de corte con furina de Spike) por residuos asparagina y removimos la secuencia 
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codificante del segmento transmembrana y endodominio de la subunidad S2 de Spike (residuos 1214-

1273) con el objetivo de obtener una versión soluble conteniendo ambas subunidades S1 y S2. Además, 

con el objetivo de estabilizar el estado pre-fusión de Spike, sustituimos por prolina los residuos K986 y 

V987 de acuerdo con Amanat y colaboradores, quienes también expresaron el ectodominio de Spike en 

células de insecto (Amanat et al., 2020). De acuerdo con estos autores, se diseñó también una 

construcción trimérica insertando la secuencia codificante del dominio de trimerización de fibritina del 

bacteriófago T4 (foldon) entre el extremo C-terminal de ectoS (después del residuo 1213) y el tag de 

purificación (Figura 35.A). Cabe destacar que al momento de generar nuestras construcciones, la 

sustitución D614G (que se estableció rápidamente en todas las variantes emergentes) no había sido 

descrita aún, y por tal motivo no fue incluida en nuestros plasmidos de expresión. 

 

Figura 35: Producción del ectodominio de la Spike de SARS-CoV-2 (ectoS) en células S2 de Drosophila. A) Esquema de las 
construcciones diseñadas para producir versiones de ectoS monomérica y trimérica. B) Análisis por western blot con 
Streptactina conjugada a HRP del sobrenadante de cultivo inducido por 24 y 72 horas para expresar ectoS y análisis por SDS-
PAGE teñido con Coomassie del ectoS monomérico purificado por cromatografía de afinidad. C) Distribución de tamaños de 
ectoS analizados por intensidad de DLS para el eluato de la cromatografía de afinidad. Se presentan las distribuciones de tres 
replicas (en diferentes tonalidades de rojo) y los radios hidrodinámicos calculados como el promedio de las medias de cada 
población, seguidos de la desviación estándar. D) SDS-PAGE no reductor de la ectoS-ST purificada por cromatografía de afinidad 
(AC) y múltiples fracciones de SEC correspondientes a multímeros y monómeros. E) Análisis de termoestabilidad por nanoDSF 
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con las versiones de ectoS previo a la remoción proteolítica del tag y después del tratamiento con enteroquinasa (ectoS-ST y 
ectoSclv, respectivamente). Las curvas de fluorescencia se presentan en función de la temperatura (arriba) acompañado de su 
primera derivada (abajo) junto con los valores de Tm calculados a partir de las transiciones térmicas correspondientes. 

La proteína monomérica fue detectada por western blot en el sobrenadante de cultivo a las 24 horas post 

inducción, no obstante la proteína trimérica no pudo ser detectada incluso luego de 3 días, sugiriendo que 

su expresión soluble en el sobrenadante de cultivo se ve comprometida (Figura 35.B). De este modo, se 

decidió continuar con la versión monomérica de ectoS, obteniendo una proteína purificada por 

cromatografía de afinidad que en SDS-PAGE (en condiciones reductoras) migra como una banda única con 

un peso molecular de aproximadamente 180 KDa (Figura 35.B). Este resultado demuestra que las 

sustituciones en el sitio de corte por furina (presentes en las células S2) fueron efectivas para impedir su 

procesamiento y dar lugar a una proteína completa que mantiene ambas subunidades S1 y S2.  

En cuanto a los rendimientos de producción, los mismos se evaluaron con diversos lotes obtenidos a partir 

de escalas variables entre  160mL y 1L de cultivo, mostrando valores entre 2 y 9 mg L-1.  

El ectodominio de Spike ha sido producido en células de insecto con rendimientos modestos a moderados. 

Amanat y colaboradores utilizaron una construcción similar a la que diseñamos aquí para expresar el 

ectodominio de Spike trimérico en el sistema de baculovirus, con rendimientos de 0,5 mg L-1 . Por su parte, 

Struble y colaboradores (Struble et al., 2022) utilizaron células de Spodoptera frugiperda y Trichoplusia ni 

para expresar el ectodominio de spike monomérico con rendimientos de 0,2 mg L-1 y el ectodominio 

trimérico con rendimientos entre 1,2 y 4,4 mg L-1. Cabe destacar que la construcción utilizada por estos 

autores fue estabilizada con múltiples sustituciones por prolinas de acuerdo con Hsieh y colaboradores 

(Hsieh et al., 2020). Esta versión de Spike identificada como HexaPro posee seis sustituciones por prolinas 

que estabilizan la conformación prefusión de Spike. La versión HexaPro de Spike ha sido ampliamente 

utilizada y podría ser un gran insumo para producir una versión trimérica de ectoS en células S2. Asimismo, 

la introducción de residuos adicionales entre el extremo C-terminal de ectoS y el dominio foldon podría 

favorecer la formación de contactos moleculares entre las interfaces de trimerización de ectoS y dicho 

dominio, beneficiando su conformación trimérica.  

El peso molecular estimado a partir de la secuencia primaria de ectoS fusionada a Strep-tag es de 139 

KDa, sin embargo el tamaño esperado debería ser superior por tratarse de una proteína altamente 

glicosilada. El ectodominio de Spike producido en células de mamífero posee 23 sitios de N-glicosilación 

con alta ocupancia (Gong et al., 2021). Si tenemos en cuenta el peso molecular y la frecuencia de aparición 

de los glicanos identificados en proteínas producidas en S2, como el RBD de SARS-CoV-2 (capítulo 2) o el 

ectodominio de la glicoproteína Env de BLV (Tomé-Poderti et al., 2024), esperaríamos obtener un 

incremento de peso molecular cercano al 20%, que se aproxima al observado por SDS-PAGE. El análisis de 
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tamaños de ectoS por DLS revela la presencia de una población mayoritaria con radio hidrodinámico de 

8,47±0,25 nm, acompañada de una población minoritaria con radio hidrodinámico de 72,9±15,28nm 

(Figura 35.C). La distribución polidispersa de la población principal sugiere que podría incluir varios 

estados de oligomerización discretos o tratarse de proteínas con un plegamiento poco compacto que 

aumenta su radio hidrodinámico. La ectoS fue purificada por SEC semipreparativa utilizando una columna 

Superdex 200 (10-300), obteniéndose un pico minoritario correspondiente a multímeros que eluye en un 

volumen de exclusión de 8,76 mL, seguido de un pico principal correspondiente al monómero que eluye 

a los 10,69 mL (no mostrado). Todos los picos de SEC mantuvieron su volumen de exclusión cuando fueron 

re-inyectados en las mismas condiciones, demostrando que las distintas especies oligoméricas no se 

encuentran en equilibrio. Además, cuando dichas fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE en 

condiciones no reductoras, se evidenciaron bandas con igual migración electroforética, sugiriendo que se 

trata de la misma proteína y que dichos multímeros no se encuentran estabilizados por enlaces disulfuro 

(Figura 35.D). Por tales motivos, se decidió utilizar el total de la proteína purificada por cromatografía de 

afinidad para inmunizar vacas, introduciendo un paso extra de remoción del Strep-tag, de manera similar 

que con RBD y shACE2 (capítulo 2). La ectoS fue incubada durante 16 horas con enteroquinasa bovina (200 

U por mg de ectoS), dializada y reinyectada en un segundo paso de cromatografía de afinidad para colectar 

la proteína clivada (ectoSclv) en la fracción no unida. El análisis de termoestabilidad por nanoDSF con las 

proteínas ectoS-ST y ectoSclv muestra transiciones hacia el azul  (transiciones con valores negativos en la 

primera derivada), con dos transiciones bien definidas (Tm de 46,8°C y 59,2°C), coincidiendo con los 

resultados reportados para construcciones similares (Hsieh et al., 2020; Williams et al., 2023)(Figura 35.D). 

 

5.3.3. INMUNIZACIÓN DE VACAS CON EL ECTODOMINIO DE SPIKE Y 

ANÁLISIS DE LA RESPUESTA HUMORAL. 

La proteína ectoSclv fue alicuotada a 78 µg/mL, esterilizada por filtración y emulsionada con adyuvante 

previo a cada inmunización. Estas se realizaron de acuerdo con dos protocolos diferentes (protocolos #1 y 

#2), utilizando la misma cantidad de proteína y condiciones de inmunización (350 µg de ectoSclv en 5 mL 

de Luminagel 10% en PBS), con diferente número de boosters y días de separación entre estos (Figura 

36.A). 

Los títulos de IgG de animales inmunizados con el adyuvante (control) y con ectoS, se analizaron con un 

ELISA basado en el antígeno WuhanRBDclv que fue optimizado y adaptado para detectar anticuerpos bovinos. 

A diferencia del grupo control, los niveles de IgG específicas contra RBD fueron aumentando con los 
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sucesivos boosters, demostrando que la inmunización con ectoS fue efectiva a pesar de no haber sido 

estabilizada en su forma trimérica (Figura 36.B). 

Teniendo en cuenta que los ensayos alternativos de neutralización de SARS-CoV-2 desarrollados en el 

capítulo anterior no presentan especificidad de especie, decidimos utilizarlos para evaluar la capacidad de 

los sueros bovinos para bloquear la interacción de WuhanRBD-ST con el receptor ACE2 (Figura 36.C). Los 

resultados obtenidos demuestran que el test desarrollado en el capítulo anterior es efectivo para 

evidenciar la capacidad de competición de sueros de origen bovino y demostrar que las inmunizaciones 

con ectoS permitieron generar una respuesta de anticuerpos capaz de bloquear la interacción in vitro entre 

WuhanRBD:ACE2, con niveles similares a los observados con sueros humanos tras la administración de la 

tercera dosis de vacunas heterólogas. Aunque los niveles de seroconversión frente a RBD y la capacidad 

de bloquear la interacción con el receptor ACE2 son promisorios, nuestro análisis no pretende establecer 

una comparación entre las vacunas administradas en humanos y nuestra formulación con ectoS para 

inmunizar vacas, sino demostrar que los anticuerpos generados en vacas son específicos y capaces de 

bloquear dicha interacción. De manera complementaria, el análisis alternativo de neutralización 

demuestra que, independientemente del protocolo de inmunización aplicado, dicha capacidad 

bloqueante es drásticamente disminuida después de tres meses de la administración del último booster, 

al igual que ocurre con las vacunas administradas en humanos.  

Dado que se obtuvieron PBMCs de cada extracción con el propósito de seleccionar células B específicas 

para conformar una librería de genes de anticuerpos que incluyeran UL-CDRH3, los resultados de 

seroconversión y neutralización alternativa son de gran utilidad para definir cuáles colecciones de PBMCs 

utilizar para confeccionar dichas librerías. 
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Figura 36: Inmunización de vacas con el ectodominio monomérico de la Spike de SARS-CoV-2 (ectoS) y análisis de respuesta. 
A) Esquema de las inmunizaciones realizadas de acuerdo con los protocolos #1 y #2. En cada protocolo se utilizaron dos vacas 
inmunizadas con ectoS y con adyuvante (control), respectivamente. Las inmunizaciones primarias y boosters se representan 
con flechas verticales de color verde (con los días que separan cada inmunización señalizados con flechas horizontales 
discontinuas). Los sangrados para obtener suero y PBMCs se representan en rojo (numerados de 0 a 4). B) ELISA de titulación 
(con WuhanRBD como antígeno) a partir de muestras de suero de vacas sometidas al protocolo de inmunización #1. A la izquierda 
se presentan los resultados obtenidos con la vaca control (#2060) y a la derecha se presentan los resultados correspondientes 
a la vaca inmunizada con ectoS (#2032). C) Ensayos alternativos de neutralización (sVNTs) utilizando sueros de vacas 
inmunizadas de acuerdo con el protocolo #1 (izquierda) y #2 (derecha). Los resultados se obtuvieron aplicando el ensayo 
desarrollado en el capítulo 4, utilizando WuhanRBD-ST (1.7nM) en presencia de Streptactina-HRP (1:5000) y diluciones de suero 
1:10 (arriba) y 1:100 (abajo). Todas las absorbancias fueron restadas con un blanco medido a partir de la absorbancia en 
presencia de Streptactin-HRP 1:5000 (sin RBD) correspondiendo al 100% de bloqueo. En el eje de abscisas se presentan los días 
transcurridos desde el inicio de la inmunización, y los boosters se indican mediante flechas de color verde. 
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5.3.4. PRUEBA DE CONCEPTO: PRODUCCIÓN Y CARACTERIZACIÓN DE 

UN DOMINIO DE ANTICUERPO CON UL-CDRH3 EN CÉLULAS S2 

Un trabajo publicado a finales de 2023 presenta la inmunización de vacas con la proteína Spike de SARS-

CoV-2 y la obtención de anticuerpos bovinos con CDR3 de cadena pesada ultra-largos, caracterizando 

numerosos clones que fueron producidos en células de mamífero como dominios Fab (R. Huang et al., 

2023).  Estos autores, además de caracterizar la interacción con Spike y demostrar su capacidad de 

neutralización frente a diversas variantes de SARS-CoV-2, fueron capaces de resolver las estructuras de 

diversos dominios Fab con UL-CDRH3 por cristalografía de rayos X. En particular, obtuvieron el complejo 

cristalográfico de un clon (identificado como SKD) unido al WuhanRBD de SARS-CoV-2, resolviendo su 

estructura a una resolución de 3,4 Å, convirtiéndose junto con los UL-CDRH3 específicos contra la  Env de 

VIH (Stanfield et al., 2020), en las únicas estructuras de complejos de UL-CDRH3s y su antígeno reportadas 

hasta el momento.  

Dicha obtención de anticuerpos bovinos con CDR3 ultra-lagos a partir de vacas inmunizadas con Spike 

representó un revés a la originalidad de nuestro trabajo. Sin embargo, y a pesar de las diferencias, el 

trabajo de Huang y colaboradores va en línea con la factibilidad de obtener anticuerpos bovinos con UL-

CDRH3 a partir de las colecciones de PBMCs de vacas inmunizadas (tal como se describió en la sección 

anterior). La demostración de que los anticuerpos aislados de vacas son capaces de reaccionar de manera 

cruzada con diferentes variantes virales de SARS-CoV-2 (a pesar de haber sido generados contra la variante 

ancestral) apoya nuestra hipótesis de generar anticuerpos bovinos con una capacidad neutralizante amplia 

en base a esta estrategia. Incluso, la resolución de la estructura del complejo con su antígeno demuestra 

que la superficie de interacción depende exclusivamente del dominio knob (alejado del resto del 

anticuerpo) y que dicho clon es capaz de unirse al RBM en las conformaciones “up”  y “down” de RBD, 

apoyando nuestra hipótesis de generar anticuerpos bovinos capaces de interaccionar con epítopes poco 

accesibles de SARS-CoV-2, como los que se encuentran en la glicoproteína de superficie del virus. 

En base a estos resultados, decidimos demostrar la factibilidad de producir un UL-CDRH3 específico contra 

SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila. Dado que el comportamiento en solución del scFc fusionado a un 

nanobody presentó algunas dificultades (sección 5.3.1), decidimos expresar el clon SKD (R. Huang et al., 

2023) en el contexto del propio VH bovino. Para ello, diseñamos la construcción de un scFv conteniendo 

los dominios VH (con la secuencia SKD) y VL de origen bovino, unidos por un linker flexible optimizado para 

expresión de scFv en células S2 de Drosophila (Gilmartin et al., 2012).  

En primer lugar hicimos un alineamiento tridimensional utilizando la estructura del Fab-SKD (de origen 

bovino) unido a RBD (PDB: 8EDF) y la estructura de un scFv (de origen humano) producido en células S2 
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de Drosophila (PDB: 3U6R). El alineamiento se realizó en base a los dominios variables de las cadenas 

livianas (VL), y como era de esperar se obtuvo un alto nivel de emparejamiento estructural a nivel de estos 

dominios (a pesar de provenir de especies diferentes). El nivel de alineamiento de los dominios VH fue 

menor pero igualmente alto, con la base de los CDR3 ubicados en la misma posición, a pesar de las grandes 

diferencias en su secuencia (y de los dominios CH1 y CL de los Fab que podrían estar imponiendo algún tipo 

de restricción tridimensional a los dominios variables). Este escenario nos alentó a sintetizar los genes 

correspondientes para producir un SKDscFv expresado en células S2, de acuerdo con la estrategia 

previamente reportada (Gilmartin et al., 2012) (Figura 37.A). 

 

Figura 37: Producción y caracterización de un scFv con UL-CDR3 específico en células S2. A) Diseño de una construcción para 
producir un scFv con dominios variables de origen bovino y un CDR3 ultra-largo con especificidad por RBD de SARS-CoV-2. A la 
izquierda se presenta el alineamiento estructural (basado en los VL) de un Fab bovino producido en células de mamífero, con 
un CDR3 ultra-largo (SKD) formando complejo con el RBD de SARS-CoV-2 (PDB ID: 8EDF) y un scFv humano producido en células 
S2 de Drosophila (PDB ID: 3U6R). Para el complejo del Fab bovino y su antígeno se presentan el RBD (verde) y solo los dominios 
variables VH y VL en cian y anaranjado, respectivamente. El scFv se presenta con sus dominios VH y VL en azul y amarillo, 
respectivamente. A la derecha se presenta un esquema de la construcción diseñada para producir en células S2 los dominios 
variables bovinos en formato SKDscFv. B) SEC semipreparativa realizada en una Superdex 75 (10-300) para purificar el SKDscFv. 
El pico principal correspondiente al monómero eluye a los 10.7 mL y la fracción colectada se muestra con el área bajo la curva 
coloreado en rojo. C) SDS-PAGE reductor de las fracciones purificadas. El eluato de la cromatografía de afinidad (AC) se cargó 
antes (dil) y después de ser concentrado (conc) para su re-purificación por SEC. D) Análisis de la termoestabilidad del SKDscFv 
por nanoDSF. Las curvas de fluorescencia se presentan en función de la temperatura (arriba) acompañado de su primera 
derivada (abajo) con el valor de Tm calculado a partir de la transición térmica (70.3°C). E) Análisis de la interacción específica 
entre los dominios RBD y scFV por SEC analítica en una Superdex 75 (10-300). Los dominios RBD y scFV fueron inyectados a 1.6 
µM en forma individual (cromatogramas azul y rojo) o en forma conjunta (cromatograma violeta) y los volúmenes de exclusión 
se presentan junto a cada pico principal. F) Análisis de neutralización alternativa utilizando el sVNT desarrollado en el capítulo 
4. Los experimentos se llevaron a cabo con WuhanRBD-ST (1.7 nM) y Streptactin-HRP (1:5000) para definir el 0% de neutralización. 
Para las pruebas de bloqueo se utilizó SKDscFv 1.7nM (1x) y 3,4nM (2x) además de un control con una dilución 1:100 de suero 

A B C 

D E F 
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humano proveniente de un individuo vacunado con tres dosis de vacunas heterólogas que mostró altos niveles de anticuerpos 
específicos y neutralización. Todas las absorbancias fueron restadas con un blanco medido a partir de la absorbancia en 
presencia de Streptactin-HRP 1:5000 (sin RBD) correspondiendo al 100% de bloqueo. 

La estrategia de expresión y purificación utilizada fue la misma que aplicamos a lo largo de esta tesis, 

obteniéndose un eluato de cromatografía de afinidad que al ser inyectado en una SEC semipreparativa dio 

lugar a un pico principal eluido a los 10,7 mL, precedido de un pico minoritario de mayor tamaño (Figura 

37.B). El análisis por SDS-PAGE de la proteína purificada por afinidad muestra una banda totalmente 

inesperada de 100 KDa (tal como vimos con el VHH-V/scFc en la sección 5.3.1) (Figura 37.C). Dado que la 

purificación de plásmidos y los sucesivos pasos para obtener líneas estables se realizaron en paralelo, es 

probable que se trate de una contaminación cruzada. De todos modos, la diferencia de peso molecular 

entre ambas permite su separación por tamaños, obteniéndose una proteína pura después de la SEC 

semipreparativa. Tanto el eluato de la cromatografía de afinidad como el de la SEC mostraron una doble 

banda con tamaños cercanos a los 40 KDa en SDS-PAGE reductor que coincide con cierto grado de 

asimetría en el pico principal de la SEC, sugiriendo la existencia de heterogeneidad. 

La termoestabilidad del SKDscFv purificado por SEC fue analizada por nanoDSF mostrando una elevada TM 

de 70,3°C (Figura 37.D). Este valor de Tm resulta similar al obtenido con el Fab bovino desarrollado contra 

la Env del HIV (Sok et al., 2017; Svilenov et al., 2021) y es cercano al valor de Tm alcanzado en 

construcciones de tipo scFv “clásicos” que fueron especialmente ingenierizadas para aumentar su 

estabilidad térmica (Boucher et al., 2023). La elevada estabilidad en solución es una cualidad que podría 

ser explotada en un futuro a través de diversas aplicaciones biotecnológicas que utilizan este tipo de scFv 

con UL-CDRH3s producidos en células S2. 

Para evaluar la funcionalidad de nuestro SKDscFv llevamos a cabo experimentos de SEC analítica haciendo 

inyecciones independientes de WuhanRBD-ST y SKDscFv a concentraciones de 1,6 µM, con volúmenes de 

exclusión a 10,91 mL (correspondiente a una proteína de 40,2 KDa) y a 10,58 mL (correspondiente a una 

proteína de 45,5 KDa). Cuando ambas proteínas fueron co-inyectadas a la misma concentración, los 

volúmenes de exclusión se vieron alterados, mostrando un volumen de elución de 8,99 mL (en 

correspondencia con una proteína de 80,74 KDa) y presentando un aumento en la absorbancia total como 

resultado de la co-elución de ambas proteínas (Figura 37.E). Aunque preliminares, estos resultados 

demuestran que el SKDscFv es capaz de unirse a WuhanRBD con alta afinidad en concordancia con los valores 

sub-nanomolares previamente reportados (R. Huang et al., 2023). 

Al igual que con los sueros de vacas inmunizadas, utilizamos los ensayos alternativos de neutralización 

desarrollados en el capítulo anterior para evaluar la capacidad bloqueante del SKDscFv. Como control se 

utilizó un suero humano proveniente de un individuo vacunado con tres dosis de vacunas heterólogas y 
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que muestra alta capacidad neutralizante cuando es diluido 1:100 (99,9%). Los niveles de bloqueo 

logrados con el SKDscFv fueron muy promisorios, alcanzándose un valor de bloqueo de 96,8% cuando fue 

usado a una relación equimolar respecto de WuhanRBD-ST y de 98,9% cuando se utilizó el doble (Figura 

37.F). 

De este modo, demostramos que el sistema de expresión en S2 es una muy buena alternativa para 

expresar scFvs con CDR3 ultra-largos.  Considerando el rápido y fácil crecimiento de las células S2, los scFv 

podrían fusionarse con dominios transmembrana y ser expresados en la superficie de células S2, 

adaptándolos como técnica de “cell display”, que sirva de alternativa a otras estrategias basadas en fagos 

y levaduras (Arras et al., 2023; Joyce et al., 2023). 
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5.4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

Este trabajo demuestra la idoneidad del sistema de expresión en células S2 para producir una versión 

soluble de la proteína Spike de SARS-CoV-2 en el sobrenadante de cultivo, previniendo su procesamiento 

proteolítico y manteniendo todos los determinantes antigénicos del ectodominio.  

A pesar de no incluir modificaciones para estabilizar los trímeros en su conformación prefusión, la 

solubilidad y termoestabilidad alcanzada fue acorde con la bibliografía, obteniéndose rendimientos de 

producción aceptables y suficientes para llevar a cabo las inmunizaciones de vacas. 

En este sentido, la proteína demostró ser inmunogénica detectándose IgGs específicas contra RBD, con  

niveles crecientes en función de los boosters administrados. Además, se observó una capacidad de 

neutralización (evaluada con ensayos alternativos) que se asemeja a la lograda en humanos con tres dosis 

de vacunas heterólogas y que evidencia una drástica caída luego de tres meses de finalizadas las 

inmunizaciones. 

Por otro lado, este sistema de expresión en S2 resultó ser apto para producir dominios de anticuerpos 

como scFc y scFv , los cuales pueden servir de “scaffold” para tolerar UL-CDRH3 bovinos funcionales. Las 

pruebas de concepto realizadas en este capítulo demostraron que los mismos son solubles, estables y 

capaces de interactuar con el antígeno RBD. 

La capacidad de neutralización de los sueros bovinos frente a diferentes variantes virales de SARS-CoV-2 

será evaluada a futuro utilizando los sVNTs desarrollados en esta tesis. Esto permitirá determinar qué tan 

diversa es la respuesta generada por las inmunizaciones con ectoS frente a variantes de SARS-CoV-2. A su 

vez, la información obtenida permitirá caracterizar mejor la colección de PBMCs aisladas de dichos 

animales para hacer una selección con antígenos específicos y una amplificación de secuencias de UL-

CDRH3 que podrán ser expresadas en formato scFv, para dar lugar a posibles nuevos péptidos con 

actividad neutralizante frente a múltiples variantes virales. 
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5.5. METODOLOGÍA 

 

5.5.1. CONSTRUCCIONES PLASMÍDICAS 

Todos los genes fueron sintetizados por Genscript luego de optimizar el uso de codones para Drosophila 

melanogaster y se clonaron en un vector de expresión pMT/V5-His (Invitrogen) inmediatamente después 

de la secuencia BiP para dirigir su secreción al espacio extracelular y conteniendo un Twin-Strep-tag® (IBA) 

y un codón STOP en el extremo C-terminal, tal como se describió previamente (Krey et al., 2010). 

Para las construcciones de ectoS-ST monomérica y trimérica se utilizó la secuencia de ADN que codifica 

los aminoácidos 15-1213 de la glicoproteína Spike de SARS-CoV-2 (Wuhan) (GenBank: MN908947.3), con 

las sustituciones R682N y R683N para mutar el sitio de corte por furina, y las sustituciones K986P y K986P 

para estabilizar el estado pre-fusión del ectodominio. En el caso del ectoS-ST trimérico se incluyó la 

secuencia codificante del dominio de trimerización de fibritina del bacteriófago T4 (foldon) (Meier et al., 

2004) después del residuo 1213 de ectoS. 

Para la construcción del VHHV-scFc se clonó la secuencia codificante del Nanobody VHH-V (Koenig et al., 

2021) seguida por la secuencia codificante de los dominios CH2 y CH3 de IgG humanas duplicadas, 

dispuestas en tándem y separadas por un linker flexible para generar un scFc de acuerdo con (Macpherson 

et al., 2020).  

Por su parte, las secuencias codificantes del dominio VH bovino conteniendo un UL-CDRH3 específico por 

RBD de SARS-CoV-2 (clon SKD) y el dominio VL bovino, reportadas por (R. Huang et al., 2023), fueron 

clonadas en el plásmido diseñado por (Gilmartin et al., 2012) (basado en el pMT/V5-His), sustituyendo los 

respectivos VH y VL humanos específicos por la proteína E2 en la construcción original  

Las construcciones sintetizadas en este capítulo se presentan de forma esquemática en las Figura 34. A, 

Figura 35.A y Figura 37.A. 

5.5.2. PRODUCCION DE PROTEÍNAS RECOMBINANTES 

Al igual que en capítulos anteriores, se obtuvieron líneas celulares S2 estables que expresan y secretan las 

respectivas proteínas fusionadas a Strep-tag, mediante co-transfección con el respectivo vector de 

expresión y un plásmido de selección a puromicina (pCoPuro). Para ello se utilizó un electroporador de 

alta eficiencia Maxcyte STx, con 200 µg/mL plásmido de expresión y 100 µg/mL de plásmido de selección 

en cubetas OC-400. Las células transfectadas se seleccionaron a 28°C en medio Insect Xpress (LONZA) 

complementado con 6 µg/mL de puromicina y las líneas celulares S2 estables se cultivaron en matraces 
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de vidrio a 28°C con agitación a 110 rpm en un agitador orbital estándar y se indujeron a 5x106 células/mL 

con 5 µM CdCl2. Tras cuatro días de inducción, las células se cosecharon por centrifugación a 150 g durante 

5 minutos, y las proteínas se purificaron desde el sobrenadante del cultivo por cromatografía de afinidad 

(AC). Para ello, los sobrenadantes de cultivo se centrifugaron a 6.000 g, se filtraron a través de 0,22 µm y 

se purificaron en columnas Strep-Tactin®XT 4Flow® de 5mL (IBA), siguiendo las recomendaciones del 

fabricante. El VHHV/scFc-ST y el SKDscFv-ST se sometieron a cromatografía de exclusión molecular (SEC) 

en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl, 1mM EDTA (buffer de almacenamiento), utilizando columnas 

Superdex 200 (10-300) y Superdex 75 (10-300) (Cytiva), respectivamente y colectando las fracciones 

correspondientes a diferentes estados oligoméricos. 

En el caso de ectoS monomérico utilizado para inmunizar vacas, el Strep-tag se eliminó mediante 

incubación overnight a 25°C con enteroquinasa-His (Genscript) (a 200 U mg-1), seguido de diálisis extensiva 

en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl e incubación con Ni-Sepharose® (Cytiva) durante 2 horas. Finalmente, 

la muestra filtrada por 0,22 µm se sometió a un segundo paso de purificación por AC en 0,1 M Tris-Cl pH 

8,0, 0,15 M NaCl, 1mM EDTA (buffer de almacenamiento) colectando la fracción no unida. La ectoSclv fue 

cuantificada, diluida en PBS a una concentración final de 78 µg/mL y esterilizada por filtración a 0,22 µm. 

5.5.3. ANALISIS DE PUREZA Y TAMAÑO 

5.5.3.1. ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT 

Las proteínas purificadas se sometieron a SDS-PAGE al 12% (con DTT 0,1M cuando fue necesario) y se 

analizaron posteriormente mediante tinción con Coomassie. En el caso de los sobrenadantes de cultivo 

inducidos, se analizó la presencia de las proteínas correspondientes mediante western blot utilizando 

Streptactin-HRP (IBA) según las recomendaciones del fabricante. 

5.5.3.2. DISPERSION DINÁMICA DE LUZ 

El radio hidrodinámico (RH) se analizó por dispersión dinámica de luz (DLS) utilizando un Zetasizer Nano S 

(Malvern). Las mediciones se realizaron por triplicado utilizando cubetas de plástico descartables UVette 

(Eppendorf) a 25°C. 

5.5.4. ANALISIS DE TERMOESTABILIDAD 

La termoestabilidad de las proteínas recombinantes se evaluó mediante fluorimetría diferencial de barrido 

en nanoescala (nanoDSF) en un Prometheus NT.48 (Nanotemper) y los valores de TM para los procesos de 

desnaturalización se obtuvieron mediante calentamiento de las muestras a 1°C/min entre 25-90 °C. 
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5.5.5. ANÁLISIS CUALITATIVO DE INTERACCIÓN ENTRE PROTEÍNAS 

5.5.5.1. RESONANCIA DE PLASMÓNICA DE SUPERFICIE 

Para evaluar la funcionalidad del VHHV/scFc producido en células S2 realizaron experimentos de SPR 

utilizando un Biacore 1K+ a 25°C con un flujo de 30 µL/min. Como buffer de corrida se utilizó 10 mM HEPES 

pH 7,4, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0,05% (v/v) P20, y el sensorchips utilizado fue de tipo Protein A (Cytiva).  

Las tres fracciones de SEC (correspondientes a distintos estados de oligomerización de VHHV/scFc) se 

diluyeron entre 10 y 50 veces en buffer de corrida y se inyectaron durante 1 minuto sobre las superficies 

2, 3 y 4 para capturar densidades de 188, 397 y 385 RUs, respectivamente. Cuando fue necesario se realizó 

más de una inyección de ligando con el propósito de aumentar la densidad de ligando capturado y la 

superficie 1 se dejó como referencia en línea (sin VHHV/scFc). A continuación, se inyectó WuhanRBD-ST 

(purificado de acuerdo con la sección 2.3.1) durante tres minutos sobre todas las superficies, registrándose 

la disociación durante 9 minutos. También se hicieron inyecciones idénticas con buffer y los sensorgramas 

resultantes se obtuvieron mediante doble referenciamiento. El análisis de los resultados se hizo con el 

software Biacore Insight Evaluation (Cytiva). 

5.5.5.2. CROMATOGRAFÍA DE EXCLUSION MOLECULAR ANALÍTICA 

Para evidenciar la formación de complejos moleculares entre WuhanRBD-ST (purificado de acuerdo con la 

sección 2.3.1) y SKDscFv, se hicieron corridas de SEC analítica, inyectando de ambas proteínas en forma 

individual (como control) y luego de ser pre-incubadas juntas durante 10 minutos a temperatura ambiente.  

Los ensayos se realizaron con una columna Superdex 75 (10-300) (Cytiva) equilibrada en buffer 0,1 M Tris-

Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl, 1mM EDTA a un flujo de 0,8 mL/min, con inyecciones de 100 µL conteniendo 160 

pmoles de cada especie. El peso molecular fue estimado utilizando kits de calibración para alto peso 

molecular (HMW) y bajo peso molecular (LMW) (Cytiva), que fueron inyectados en iguales condiciones. 

5.5.6. INMUNIZACIÓN DE VACAS 

Para las inmunizaciones de vacas se contó con la colaboración de la empresa Laboratorios Microsules 

Uruguay S.A, quienes proporcionaron los animales y las instalaciones para llevar a cabo los experimentos 

de vacunación y extracción de sangre. Se utilizaron 4 bovinos de 8-12 meses de edad (160-200 kg), los 

cuales se dividieron en 2 grupos: un grupo inmunizado solo con adyuvante (grupo “control” conformado 

por los animales #2060 y #2057) y un grupo inmunizado con ectoSclv + adyuvante (grupo “ectoS” 

conformado por los animales #2032 y #2034). Las inyecciones para el grupo control se prepararon con 

Luminagel diluido al 10 % en PBS mientras que las emulsiones para el grupo ectoS se prepararon con 5,4 



CAPÍTULO 5 METODOLOGÍA 120 

 
mL de ectoSclv a 78 µg/mL y 0,6 mL de Luminagel. Cada animal se inmunizó mediante inyección 

intramuscular con 5 mL de emulsión (10% de adyuvante o 350 µg totales de antígeno + 10% de adyuvante). 

Luego de cada inmunización primaria, los esquemas de inmunización siguieron de acuerdo a 2 protocolos 

diferentes (identificados como protocolos #1 y #2 de acuerdo con la Figura 36.A).  

Las subsiguientes inyecciones de refuerzo (boosters) se realizaron con la misma cantidad de antígeno y 

adyuvante, a los días 30 y 50 días del inicio del protocolo #1 (2 boosters; vaca #2060 control y vaca #2032 

ectoS) o a los 47, 77 y 108 días del inicio del protocolo #2 (3 boosters; vaca #2057 control y vaca #2034 

ectoS). Los bovinos se sangraron previo al inicio de cada protocolo de inmunización (sangrado pre-inmune) 

y luego de 30, 50 y 69 días del inicio del protocolo #1 o a los 53, 77 y 108 días del inicio del protocolo #2. 

Además se hizo  un sangrado final al día 159 y 201 del inicio de los respectivos protocolos. 

Los sangrados se llevaron a cabo mediante punción de la vena yugular y las muestras de sangre se 

colectarán en simultáneo para cada animal, en tubos con anticoagulante (para extracción de sangre total) 

y sin anticoagulante (para extracción de suero). 

El aislamiento de PBMC se realizó a partir de las muestras de sangre total mediante centrifugación en 

gradiente de densidad utilizando Ficoll (Histopaque, densidad 1.077 g/mL). Luego de separadas, las PBMC 

se contaron y se almacenaron en N2 líquido. Por su parte, las muestras de suero fueron congeladas en -

20°C para analizar los niveles de anticuerpos específicos y la capacidad neutralizante. 

5.5.7. TITULACIÓN DE ANTICUERPOS IgG BOVINOS ESPECÍFICOS 

POR ELISA 

Los títulos de IgG específicos contra RBD de SARS-CoV-2 fueron analizados por ELISA en muestras de suero 

de las vacas sometidas al protocolo de inmunización #1. Para ello se sensibilizaron placas NUNC Maxisorp 

(Thermo) con 0,1 µg de WuhanRBDclv por pocillo (purificado de acuerdo con la sección 2.3.1 y diluido en 

PBS). La sensibilización se hizo overnight a 4°C y luego de 5 lavados con PBS-Tween 0.2%, se bloqueó con 

PBS-leche en polvo 3%-Tween 0.2% durante 1 hora a temperatura ambiente. Se repitieron los lavados y se 

incubaron los sueros bovinos durante 1 hora a temperatura ambiente (diluciones seriadas a 1:3 a partir 

de una dilución inicial 1:10 en PBS-leche en polvo 3%-Tween 0.2%). Luego de repetir los lavados se 

agregaron 100 μL de una dilución 1:10.000 de anticuerpo secundario anti-IgG bovino conjugado a HRP en 

PBS-Leche en polvo 3%-Tween 0.2% durante 1 hora a temperatura ambiente. Tras el lavado final con PBS 

+ 0,2% Tween20, las placas se incubaron con sustrato líquido TMB (Sigma) durante 15 minutos y la reacción 

colorimétrica se frenó con 50 μL de ácido sulfúrico 11%. Las absorbancias a 450nm y 620nm se midieron 
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en un lector de placas (Thermo) y los resultados se expresaron como la sustracción de las medidas 

realizadas a ambas longitudes de onda. 

5.5.8. ENSAYOS ALTERNATIVOS DE NEUTRALIZACIÓN VIRAL (sVNT) 

Los sVNTs desarrollados en el capítulo anterior fueron utilizados para evaluar la capacidad bloqueante de 

la interacción RBD:hACE2 tanto de los sueros bovinos de todas las vacas inmunizadas con ectoS como del 

SKD-scFv producido en células S2. 

Para ello se sensibilizaron microplacas NUNC Maxisorp (Thermo) con hACE2-Fc a 25 µg/mL overnight a 

4°C, en PBS. Las placas se lavaron con PBS 0,05% Tween20 y se bloquearon overnight a 4°C con buffer de 

bloqueo para ELISA (Immunochemistry Technologies).  

Tanto los sueros bovinos como el SKDscFv-ST se preincubaron durante 30 minutos a temperatura ambiente 

con Streptactina-HRP (IBA) diluida 1:5000 en presencia de WuhanRBD-ST a una concentración final de 

0,1µg/mL en buffer estabilizante para conjugados HRP (Immunochemistry Technologies). Los sueros 

bovinos se preincubaron a diluciones finales de 1:10 y 1:100 mientras que para el SKD-scFv se utilizaron 

concentraciones de 1.7nM y 3,4nM (correspondientes a relaciones molares de 1:1 y 2:1 respecto a RBD-

ST). Después de este período, los complejos se incorporaron a los pocillos con hACE2-Fc y se incubaron 

otros 30 minutos, para lavar y revelar con sustrato líquido TMB (Sigma) durante 15 minutos. La reacción 

colorimétrica se frenó con 50 μL de ácido sulfúrico 11% y las absorbancias a 450nm y 620nm se midieron 

en un lector de placas (Thermo) expresando los resultados como la sustracción de las medidas realizadas 

a ambas longitudes de onda.
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