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La pandemia causada por el virus SARS-CoV-2, ha generado numerosos impactos, tanto sanitarios, como
econdémicos y sociales. El rdpido desarrollo e implementacidn de vacunas mostré ser sumamente efectivo
para combatir las formas graves de la enfermedad y disminuir las muertes asociadas a la misma. La
generacion de anticuerpos neutralizantes, capaces de impedir la entrada del virus a las células, surge como
un mecanismo inmunoldgico clave de la proteccién inducida por las vacunas. Sin embargo, la aparicion de
nuevas variantes virales mejor adaptadas, dispard la necesidad de entender de qué manera son capaces
de transmitirse mas eficientemente y de escapar a los mecanismos de defensa inmunoldgica. Incluso, la
pérdida de eficacia de las vacunas frente a estas nuevas variantes ha requerido que su disefio haya sido

adaptado, administrandose 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 neutralizacién por anticuerpos frente a diversas variantes de SARS-CoV-2 y evaluar herramientas

novedosas con capacidad de bloquear dicha interaccién.

Para ello, se produjeron en forma recombinante dominios solubles de la glicoproteina de superficie de
SARS-CoV-2 pertenecientes a diversas variantes virales, asi como de la glicoproteina humana hACE2 que
actua como receptor celular del virus. Se llevé a cabo una profunda caracterizacién biofisica y bioquimica
de las proteinas obtenidas y de su interaccién in vitro, lo que permitié desarrollar multiples ensayos
seroldgicos cualitativos y cuantitativos, para evaluar la respuesta humoral por anticuerpos. La utilizacidn
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 busqueda de inhibidores virales a SARS-CoV-2

(pequenas moléculas, dominios de anticuerpos, etc).

En este sentido, los anticuerpos bovinos con CDR3 ultra-largos vienen siendo estudiados como una
alternativa novedosa para unir epitopes de proteinas virales de superficie poco accesibles, generando
anticuerpos ampliamente neutralizantes. En esta linea, se inmunizaron vacas con la proteina Spike
recombinante de SARS-CoV-2, y se evalud la respuesta humoral frente a las mismas dando origen a una
coleccidn 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 purificd en células de insecto, demostrandose



su capacidad para reconocer con alta afinidad el RBD de la proteina de SARS-CoV-2. Estos resultados
sugieren que este tipo de estrategias tiene gran potencial para generar “binders” contra proteinas de

diversos virus, y que pueden ser obtenidos utilizando un sistema de expresidn en células de insecto.



ESTRUCTURA DE LA TESIS -

ESTRUCTURA DE LA TESIS

Este breve prélogo pretende guiar a los lectores en la estructura que hemos definido para esta tesis.
Pretende seguir un orden que consideramos el mas légico, teniendo en cuenta los objetivos planteados y
la metodologia elegida para alcanzarlos. El documento se encuentra dividido en 5 capitulos: el capitulo 1
es de cardcter introductorio, donde se presentan aspectos generales del trabajo que atraviesan
transversalmente las tematicas abordadas en los demas capitulos, ademas de la problematica que se
intentd resolver y los objetivos planteados; cada uno de los capitulos restantes (capitulos 2 al 5) esta

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

Asi, primero se presenta una introduccidon enfocada en la tematica vinculada al capitulo, seguida del
objetivo especifico correspondiente. A continuacion 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 capitulo, se presenta la metodologia aplicada en el mismo.

Al final del documento se presenta la bibliografia consultada y un anexo conteniendo tablas
suplementarias, las publicaciones de primera autoria que se desprenden de esta tesis, y los informes y

registros expedidos por el Ministerio de Salud Publica para los kits serolégicos desarrollados.
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CAPITULO 1: CO-EVOLUCION DE LAS ESTRATEGIAS

DE CONTROL DEL SARS-CoV-2 Y LA PANDEMIA

1.1. ASPECTOS GENERALES

1.1.1. SARS-CoV-2Y COVID-19

La COVID-19 (Coronavirus Disease 2019) es una enfermedad descrita en China a finales de 2019 como un
sindrome respiratorio severo acompafiado de fiebre y neumonia, muchas veces con consecuencias fatales
(Q. Li, 2020). Las manifestaciones clinicas de la infeccion van desde casos asintomaticos a pacientes con
sintomas leves y graves. (X. Dong et al., 2020). Los casos graves se presentan principalmente como
insuficiencia respiratoria, insuficiencia renal, tromboembolias y otras complicaciones como neumonia
severa, sindrome de “distress” respiratorio agudo (SDRA), trastornos de la coagulacién, dafio

multiorganico, complicaciones neuroldgicas, 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
sindrome respiratorio severo agudo, descrito en 2002 como SARS-CoV (Gorbalenya et al., 2020). A pesar
de las similitudes en la patologia y sus sintomas, el secuenciado del genoma de SARS-CoV-2 permitid
dilucidar una mayor homologia de secuencia con un coronavirus de murciélago (Wu et al., 2020), lo que

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

A diferencia del SARS-CoV, el SARS-CoV-2 presenta una altisima tasa de transmision entre humanos,
responsable de su rapida diseminacion global que llevé a que la OMS declarara en menos de un mes el
maximo nivel de alerta: Emergencia Sanitaria de Interés Internacional (World Health Organization, 2020b),

y reconociera caracteristicas 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-

0C43, HCoV-HKU1, MERS-CoV, SARS-CoV y SARS-CoV-2), siendo los ultimos tres responsables de
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infecciones severas en humanos (Figura 1.A). Estos son virus envueltos con un genoma ARN de cadena
Unica y polaridad positiva, con una longitud de 27-32 kb y una organizacién genédmica comun (Figura 1.B).
Aproximadamente los dos tercios de su genoma estdn ocupados por dos marcos de lectura abiertos
superpuestos ORFla y ORF1lb que codifican las poliproteinas ppla y pplab que son posteriormente
clivadas por proteasas virales para dar origen a 15-16 proteinas no estructurales (nsp). El tercio restante
de su genoma codifica las proteinas estructurales S (spike), E (envoltura) y M (de membrana) dispuestas
en la superficie del virién, y la proteina N (nucleocdpside) empaquetada con el ARN viral en el interior de
la particula (N. Wang et al., 2020). La proteina S o spike forma trimeros en la superficie del virus, los cuales
protruyen hacia el exterior formando estructuras con forma de espiculas que le dan su morfologia

caracteristica.
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1.1.2. EL CICLO VIRAL Y LOS POTENCIALES PUNTOS DE CONTROL DE
LA INFECCION.

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

lo cual resulta importante para buscar estrategias que impidan la transmision del virus (Figura 1.C).
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La proteina S tiene un rol clave en las primeras etapas del ciclo del virus ya que es la responsable de la
uniodn al receptor ACE2 expresado en la superficie de las células blanco y de la fusién de las membranas
gue dan lugar a la entrada del virion (descrito en detalle en la seccion 2.1 del capitulo 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 seccién 4.1.1). Dos
estrategias terapéuticas de accidn antiviral que actlian en esta etapa han recibido autorizacién de la FDA
para su uso contra COVID-19 durante la emergencia sanitaria (EUA, por emergency use authorization): la
transfusion de plasma convaleciente, y la administracién de combinaciones de anticuerpos monoclonales
(casirivimab, imdevimab, bamlanivimab y etesevimab), todos neutralizantes y reactivos contra el dominio
de unidn al receptor de la proteina S (National Institutes of Health, 2024). El uso de una versidon soluble
del receptor celular (ACE2) recombinante, como estrategia para competir e impedir la interaccion de la
proteina S con la célula también ha despertado particular interés y se han iniciado pruebas clinicas en este

sentido (Amanat et al., 2020).

La entrada del virus en la célula se da mediante el acercamiento y fusién de las membranas del virus y la
célula. Este proceso es también mediado por spike, la cual es clivada de manera especifica por una
proteasa celular de superficie (TMPRSS2), dando lugar a un re-arreglo conformacional que puede ser
también impedido por la accién de anticuerpos neutralizantes. La inhibicién 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 especifica lo hace un blanco menos promisorio.

La liberacién del ARN gendmico del virus en el citoplasma de la célula infectada (desnudamiento), permite
gue las poliproteinas ppla (codificada por el ORF1a) y pplab (originada por un corrimiento en el marco
de lectura al final de ORFla) sean traducidas de manera temprana por la maquinaria celular. La
poliproteina ppla contiene las cisteina-proteasas virales 3C-like proteinase (3CL"R°, nsp5 también llamada
MPRO por ser la proteasa principal) y papain-like proteinase (PLPRO, nsp3) que dan lugar a la protedlisis de
estas (de manera co- y post-traduccional), produciendo 16 proteinas no estructurales (nsp1-16) con
importantes funciones en el ciclo viral y en la evasién de la respuesta antiviral. Ciertos inhibidores de
proteasas (lopinavir, ritonavir) aprobados contra SARS, MERS o HIV forman parte de las estrategias de
reposicionamiento de farmacos contra SARS-CoV-2 (Amanat et al., 2020; Esposito et al., 2020; Magro et
al., 2020). El inhibidor de MPRO, nirmatrelvir en combinacién con ritonavir fue aprobado por la FDA para

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

La replicacion del genoma viral es llevada a cabo mediante sintesis 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™ actia como molde para la sintesis de
cadenas de ARN* que serdn empaquetados en la particula viral como ARN gendmico, o actuardn como
mensajeros para la traduccién de nuevas proteinas. Andlogos de bases nitrogenadas como remdesivir,
ribavirin, favipiravir y umifenovir, con capacidad de inhibir la sintesis de ARN y aprobados previamente
para otras infecciones virales también han sido evaluados contra SARS-CoV-2. Hasta el momento, el Gnico
farmaco 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 ultima etapa del ciclo corresponde a la traduccién de las proteinas estructurales S, E, My N de manera
tardia, dando lugar al ensamblaje de los nuevos viriones para su egreso. La mayoria de los coronavirus se
ensamblan en compartimientos del reticulo endoplasmico y aparato de Golgi para egresar por exocitosis,
sin embargo nuevas evidencias sugieren que la salida de los betacoronavirus podria ocurrir por la via de

trafico lisosomal (Ghosh et al., 2020).

1.1.3. DIAGNOSTICO MOLECULAR Y ANTIGENICO

La deteccion de ARN viral obtenido mediante hisopados del tracto respiratorio superior fue el primer
método diagndstico de infeccidon por SARS-CoV-2 en implementarse de manera exitosa, gracias al rapido
secuenciado masivo del genoma viral (Wu et al.,, 2020), y es considerado el “gold standard” para
diagnodstico 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-gPCR), y diversos
juegos de primers han sido disefiados para amplificar las secuencias de los genes E, RdARp y N (D’Cruz et

al., 2020), entre otros.

Su demostrada eficacia en la deteccidn del virus se ha visto contrarrestada por dificultades relacionadas
con la correcta extraccion de muestras, riesgos de bioseguridad para el personal encargado de la
extraccidon 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 infeccidon por SARS-CoV-2.
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A medida que fueron surgiendo anticuerpos monoclonales (mAbs) con capacidad para detectar proteinas
de SARS-CoV-2 de manera especifica, los test de antigeno (fundamentalmente bajo la forma de test
rapidos en plataformas de cromatografia por flujo lateral) fueron surgiendo como una alternativa
diagndstica mas econdmica, rapida y accesible. Si bien el inicio del periodo de aplicabilidad de los test de
antigeno coincide con el de los test moleculares, su sensibilidad es notoriamente mas baja y el periodo de

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

1.1.4. DIAGNOSTICO SEROLOGICO Y VACUNAS

Numerosos ensayos seroldgicos (ELISA, flujo lateral y Western blot, entre otros) han sido desarrollados en
las Ultimas décadas para detectar respuestas inmunes a patégenos. Las infecciones por SARS-CoV-2 no han
sido la excepcidn, siendo los ensayos de tipo ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay) los mas
utilizados por su capacidad de automatizacion y la generacién de resultados semicuantitativos que

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

La generacidn de una respuesta adaptativa humoral permite determinar la presencia del virus en forma
retrospectiva e indirecta, mediante la deteccién de anticuerpos especificos generados durante la infeccién.
El caracter especifico y la alta concentracion de los anticuerpos séricos hacen que su presencia sea
relativamente facil de detectar y cuantificar, respecto a otros componentes de la respuesta inmune

(descritos en detalle en la seccion 3.1.1 del capitulo 3).

Los ensayos seroldgicos cuando son utilizados para diagndstico detectan la presencia de anticuerpos
séricos contra SARS-CoV-2 en lugar de detectar componentes del virus (como los test moleculares y
antigénicos). El periodo de tiempo para aplicar estos ensayos es posterior al de los test descritos en la
seccion anterior (Escribano et al., 2020), dado que requieren que el individuo monte una respuesta
inmune detectable (usualmente mas de 10 dias después de la aparicion de sintomas si nos referimos por
ejemplo a las 1gGs). Esto hace que su uso en forma aislada resulte de poca eficacia para detectar casos
activos de infeccidn por SARS-CoV-2 y que su utilizacién para tales fines haya sido desaconsejada durante
la pandemia. Sin embargo, su aplicacion sinérgica con test moleculares ha potenciado las ventajas del otro
método, permitiendo dimensionar de manera mas exacta la cantidad real de casos y el impacto de las
medidas adoptadas previo a la distribucion de vacunas contra SARS-CoV-2 (Escribano et al., 2020).
Ademas, los test seroldgicos 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 diagndstico retrospectivo de casos asintomaticos (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 inmunizacién pasiva y el uso de plasma con altos titulos de anticuerpos ha sido
autorizado para tratar individuos inmunocomprometidos durante la emergencia sanitaria (National
Institutes of Health, 2024). Teniendo en cuenta que existe una correlacion entre el titulo de anticuerpos y
la capacidad neutralizante (Amanat et al., 2020; Okba et al., 2020), la aplicacién de test seroldgicos
cuantitativos en pacientes recuperados ha sido de gran utilidad para de identificar aquellos donantes de

plasma mas promisorios.

Sin embargo, la principal fortaleza de los test seroldgicos se basa en su capacidad para determinar los
niveles de anticuerpos y eventualmente el grado de proteccién inmunoldgica de los individuos. Para SARS-
CoV-2 los ensayos mas exitosos han sido los de tipo ELISA utilizando la proteina S o el dominio RBD,

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

Otras utilidades de los test seroldgicos han sido la identificacidon de individuos recuperados con respuestas
de anticuerpos robustas para definir su retorno a la actividad en situaciones de cuarentena obligatoria, la
implementaciéon de pasaportes inmunolégicos en los puntos de frontera, y fundamentalmente para
determinacién de presencia de anticuerpos, su cuantificacion y su cinética durante el desarrollo de

vacunas y la implementacién de programas de vacunacion (Krammer & Simon, 2020).

Independientemente del objetivo perseguido con los ensayos serolégicos (estudios de seroconversion,
cuantificacion de anticuerpos, analisis de capacidad neutralizante, niveles de proteccidn, etc.), y del disefio
de la plataforma para su implementacion (ELISA, test rapidos de flujo lateral, Western blot, etc.), los
mismos requieren el uso de una o varias proteinas del virus (o fragmentos de estas) con propiedades
antigénicas. En este sentido la glicoproteina de superficie Spike (S), su dominio de unién al receptor celular
(RBD) y la nucleoproteina (N) fueron las mas promisorias, sin embargo, esta ultima presenta mayor
reactividad cruzada con otros coronavirus actuando en detrimento de la especificidad del método
(Krammer & Simon, 2020). Ademds, como veremos con mas detalle en la secciéon 3.1.2, la mayoria de las
vacunas desarrolladas utilizan la glicoproteina S como inmundgeno principal, haciendo de los test
seroldgicos basados en esta proteina o algunos de sus dominios, excelentes herramientas para estudiar su
efecto protector. La aparicion de nuevas variantes virales con capacidad de evadir la respuesta
neutralizante generd preocupacion, requiriéndose estudiar la respuesta de las vacunas frente a estas y

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

La proteina S de SARS-CoV-2 es la mas inmunogénica y la que presenta menor homologia de secuencia
frente a otros coronavirus humanos, motivo por el cual ha sido el principal antigeno de los test serolégicos
para detectar seroconversion frente a la infeccion por SARS-CoV-2. Es ademas, el principal componente
inmunogénico de las vacunas distribuidas a nivel global y blanco importante de los anticuerpos
neutralizantes, uno de los principales mecanismos de proteccién inmunoldgica para evitar la infeccion por
el virus y su transmision. Por otro lado, la unién de la proteina S con el receptor celular ACE2 son los
elementos centrales de la unién y entrada del virus a la célula hospedera, haciendo que la capacidad de

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

La aparicion y establecimiento de nuevas variantes de SARS-CoV-2 capaces de evadir la respuesta inmune
y transmitirse de forma mas eficiente, ha generado alarma e incertidumbre respecto a los niveles de
proteccién 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

proteccién adquirido y las acciones a tomar.

Frente a este escenario, la implementacién de ensayos alternativos de neutralizaciéon en formato de placa
tipo ELISA utilizando RBD de diferentes variantes de SARS-CoV-2 y ACE2 recombinantes, resulta ser una
estrategia vdlida para tener un acercamiento a este problema de manera rdpida, econdmica y aplicable a
un gran numero de individuos. Para ello es necesario contar con un método de produccidn de proteinas
recombinantes en forma soluble y al mismo tiempo asegurar su correcta funcionalidad, haciendo foco en

la comparacién de la respuesta frente a distintas variantes.

Esta capacidad de evolucionar y evadir la respuesta generada por infecciones previas y vacunas hace que
la busqueda de inhibidores de la infeccién viral (que van desde anticuerpos monoclonales hasta pequefios
compuestos) sea un campo de investigacion promisorio. La acumulacién de conocimiento en este sentido
puede ser de gran utilidad para enfrentar futuras variantes emergentes, pero también para otros virus que

compartan similares caracteristicas en sus mecanismos de infeccién.

Teniendo en cuenta la necesidad de contar con estrategias de analisis de respuesta neutralizante frente a
multiples variantes de SARS-CoV-2 y de generar herramientas novedosas con capacidad de evitar la

infeccidn, nos planteamos los objetivos que se describen a continuacién.



CAPITULO 1 PROBLEMA Y OBJETIIVOS

1.2.1. OBJETIVO GENERAL

Utilizacidn del sistema de produccion en células S2 de Drosophila para desarrollar estrategias serolégicas

gue permitan analizar la respuesta humoral inducida por infeccién natural y vacunas frente a diversas

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

entre la proteina spike y el receptor celular ACE2.

1.2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Producir y caracterizar versiones solubles del dominio de unidn al receptor (RBD) de la proteina S
de SARS-CoV-2 (Wuhan) y del receptor celular ACE2 humano en células S2 de Drosophila
(CAPITULO 2).

Analizar la respuesta humoral frente a la administracién de dosis de vacunacién de tipo heterdlogas
mediante el uso de ensayos serolégicos basados en la proteina RBD producida en células S2 de

Drosophila (CAPITULO 3).

Producir y caracterizar in vitro los RBD de diferentes variantes de preocupacion de SARS-CoV-2
(VOCs) con el propésito de desarrollar ensayos alternativos de neutralizacion para estudiar la

respuesta humoral en individuos vacunados (CAPITULO 4).

Producir el ectodominio de la proteina S de SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila para inmunizar
bovinos y aislar anticuerpos especificos con CDR3 ultra-largos, que puedan dar lugar a nuevas

estrategias neutralizantes adaptadas a diversas variantes virales (CAPITULO 5).
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CAPITULO 2: PRODUCCION DE PROTEINAS DE LA

INTERFASE VIRUS-CELULA

2.1. [INTRODUCCION

2.1.1. GLICOPROTEINA SPIKE Y SU IMPLICANCIA EN EL MECANISMO
DE INFECCION

Las particulas de SARS-CoV-2 son aproximadamente esféricas con diametros de alrededor de 90 nmy en
su superficie presenta alrededor de 30 estructuras con forma de espiculas conformados por trimeros de
la proteina S o spike, distribuidos de manera irregular y presentando relativa variabilidad en cuanto a su
conformacién (Ke et al., 2020). La proteina S es una proteina de fusién de clase | (como la Env de retrovirus,
la proteina HA del virus influenza o la proteina GP del virus del Ebola, entre muchos otros) compartiendo

caracteristicas estructurales, topoldgicas, funcionales y mecanisticas con todas ellas.

Cada protomero 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 fusidn. A diferencia de la
mayoria de los coronavirus relacionados, las subunidades S1 y S2 de SARS-CoV-2 estan separadas por un
sitio de corte de proteasas de tipo furina (muy abundantes en diversos ambientes celulares), caracteristica
gue 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 remocion del péptido sefial (13 aminodacidos), posee una longitud de 1260
aminodcidos donde los primeros 672 corresponden a la subunidad S1 y los restantes 588 corresponden a
S2. Ademas, los ultimos 39 aminoacidos en el extremo C-terminal de S2 corresponden al dominio
citoplasmatico y los 21 aminoacidos que lo preceden corresponden al dominio transmembrana, dando

lugar a un dominio extracelular (ectodominio) conformado por 1200 aminoacidos (Duan et al., 2020).
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En la superficie del viridn, la proteina S se encuentra mayoritariamente en un estado metaestable de pre-
fusion (Ke et al., 2020), cuya estructura tridimensional ha sido resuelta por crio-microscopia electrénica
de particula Unica (cryo-EM) gracias a la remocion de los dominios transmembrana y citosdlico, la
eliminacién del sitio de procesamiento por furina (manteniendo S1 y S2 covalentemente unidas) y la
sustitucion por dos prolinas consecutivas en la subunidad S2 (K986P y V987P) estabilizando el estado pre-

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

La proteina S pre-fusién posee las subunidades S2 de los tres protdmeros (anclados a la envoltura viral)
ubicadas hacia el centro del trimero, con el dominio heptad repeat 1 o HR1 contiguo a la envoltura. La S2
posee tres dominios a-hélices identificados como: hélice central o HC (por ser la hélice que mantiene
contacto entre los tres protdmeros en el centro del trimero), 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 fusidn en el extremo N-terminal
de la secuencia primaria de S2) formando un haz de a-hélices. Esta estructura estabilizada por trimeros
de alfa hélices mantiene ocluido en su interior cada uno de los péptidos de fusidn hidrofébicos (FP)
mientras que las tres subunidades S1 se ubican hacia la parte distal del trimero, coronandolo y exponiendo

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

La subunidad S1 esta conformada por los dominios NTD y RBD (con plegamientos relativamente
independientes del resto de la proteina) y el dominio CTD rematado por el sitio de corte por furina. El
dominio RBD posee un nucleo formado por una hoja beta de cinco hebras antiparalelas y un loop
extendido que conforma la interfaz de unidn al receptor (RBM por “receptor binding motif”) estabilizado
por un puente disulfuro conservado (Lan et al., 2020). Presenta cierta movilidad gracias a la unidn con el
resto de S1 por medio de una regidn bisagra, que le permite adoptar de manera aparentemente
estocastica 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 particula de modo de exponer el sitio de union al receptor (Cai et al., 2020; Ke et al.,
2020; Wrapp et al., 2020). Esta conformacién “up” del dominio RBD, ademas de facilitar la interaccién con
el receptor podria favorecer el re-arreglo del loop entre las hélices CR y HR1 y la desestabilizacién del
estado pre-fusion, para pasar al estado intermediario que despliega el dominio FP hacia la membrana de

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

El mecanismo hasta el momento mas aceptado para este dramatico re-arreglo, coincide con el de otros
coronavirus (Walls et al., 2017) e incluye la exposicién de un segundo sitio de clivaje proteolitico en S2,

donde actua la serina proteasa 2 transmembrana (TMPRSS2) (Hoffmann, Kleine-Weber, et al., 2020) y las
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cisteina proteasas catepsinas By L (CatB/L), dando lugar a una version mas 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 S1/52-S2’) se mantiene aproximadamente en la misma posicidn (contactando con la hélice
central HC de S2’) y que las subunidades S1 (previamente proteolizadas por furina) se liberan favoreciendo
la desestabilizacion del estado pre-fusidn (Figura 2). Cuando esto ocurre, se desdobla el loop que mantiene
las a-hélices HC y HR1 asociadas en forma antiparalela y estas forman una extensa a-hélice que se
mantiene unida a sus homoélogas de los otros dos protémeros en una estructura coiled coil de tres cadenas
(a-hélices superenrolladas). Asi, el péptido de fusion (ubicado en el extremo N-terminal de S2’) queda
orientado en la regidn distal de este intermediario inestable (cuya estructura se desconoce), para anclarse
a la membrana plasmatica de la célula receptora. Este intermediario generado por este dramatico re-
arreglo permite que las subunidades S2’ mantengan unidas ambas bicapas lipidicas, para que finalmente
se replieguen de manera ordenada, dando lugar a la conformacién post-fusién responsable de acercar las

membranas y permitir la entrada del virus (Cai et al., 2020) (Figura 2).
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Figura 2: Esquema de los dominios de la proteina S y su rol en los mecanismos de unidn al receptor y fusién de
membranas. Tomado de (Dai & Gao, 2021))

El ectodominio de la proteina S posee 30 cisteinas que forman 15 puentes disulfuro intra-subunidad (10
en S1y 5 en la region extracelular de S2). Los puentes disulfuro de la subunidad S1 se distribuyen de tal
forma que solo uno de ellos estabiliza la interaccion 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 cisteinas 480 y 488, es responsable de estabilizar el

loop extendido de RBD que interactia con ACE2.

La glicosilaciéon de la proteina 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 fusién) y
evadir la respuesta inmune (innata y adaptativa). Se identifican 22 sitios potenciales de N-glicosilacién en
la proteina spike, de los cuales 5 fueron identificados sin modificar (Shajahan et al., 2020) mientras que
16 fueron confirmados por crio-microscopia electrénica (Walls et al., 2020) y 17 por espectrometria de
masas en tandem acoplada a cromatografia liquida de alta resolucion (LC-MS/MS). Su composicion
glucidica estd mayoritariamente caracterizada por glicanos de tipo complejo y glicanos ricos en manosa,
con una distribucion de 6 sitios en S2 y 11 sitios en S1 (dos de ellos en el RBD). Ademas, se identificaron
dos sitios de O-glicosilacidon en el extremo N-terminal del RBD, ademds de otros posibles sitios en el resto
de la proteina 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 ACEZ

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 facilité su rdpida identificacion como responsable de la interaccion 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 interaccién del virus con ACE2 se da a través del dominio de unién al receptor
(RBD) de la glicoproteina 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 proteina transmembrana cuyo dominio N-terminal presenta actividad peptidasa
dependiente de zinc (PD por “peptidase domain”), capaz de catalizar la hidrolisis de las hormonas
angiotensina | y Il, generando un efecto vasodilatador; mientras que su dominio C-terminal posee alta
homologia con la proteina renal colectrina (CLD por “collectrin like domain”), y al igual que esta, participa
en la regulacién del transporte de aminodcidos al interior de la célula. Es per se un blanco terapéutico
importante por su implicancia en diversas patologias como enfermedades cardiovasculares y pulmonares,

y su expresidn se da en diversos drganos como corazoén, rifiones, testiculos, vias respiratorias superiores,
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pulmones, intestino e higado (Gheblawi et al., 2020). Una versidn soluble del ectodominio de ACE2 (clivada
por ADAM-17, cuya actividad estd 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 érganos,
no obstante la correlacién entre los 6rganos con altos niveles de expresién de ACE2 y aquellos donde se
detecta alta carga viral, no siempre es evidente; por ejemplo, la expresién de ACE2 en vias respiratorias
superiores y pulmones (donde la carga viral es elevada) es inferior a otros tejidos en condiciones normales.
Esto podria explicarse por el hecho de que unas pocas moléculas de ACE2 pueden ser suficientes para

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

La presencia de la versién clivada soluble de ACE2 en plasma aumenta en respuesta a diversos procesos
inflamatorios (también en respuesta a la infeccién por SARS-CoV-2), sin embrago, esta forma de ACE2 no
representa una via de entrada para el virus sino que mas bien podria 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 proteina de membrana compuesta por 25 a-hélices y 4 hebras B, que forma
homodimeros en la superficie celular. En el extremo N-terminal, los residuos 19-615 conforman el dominio
catalitico PD que se ubican en el extremo distal de la estructura. Por su parte, el dominio CLD est3
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 dimerizacidn, seguido de una
Unica a-hélice en el extremo C-terminal responsable del anclaje a la bicapa lipidica. Esta a-hélice y algunos
residuos del dominio de dimerizacién (tipo ferrodoxina) establecen contactos para formar heterodimeros
con la proteina B°AT1, una proteina transmembrana transportadora de aminoacidos, responsable de la

internalizacién de aminoacidos neutros en las células intestinales (Yan et al., 2020).

2.1.3. INTERACCION ENTRE RBD Y ACE2

La interaccidon de ACE2 y el dominio RBD de la proteina S se da casi exclusivamente a través de residuos
polares del dominio PD, fundamentalmente a nivel de la primera a-hélice, y en menor medida la segunda
a-hélice (contigua y antiparalela a la primera) y un loop alejado a nivel de secuencia que conecta las B-
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 topologia planar con cierta curvatura para alojar la a-
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hélice 1 de ACE2 (Figura 3.A-B), anclandose a través de dos regiones ubicadas en los extremos de la misma:
la regidn 1 en la que el RBD contacta principalmente con el loop de las hebras 3 y 4 de ACE2; y la regidn
2 donde el loop extendido estabilizado por el puente disulfuro (entre las cisteinas 480 y 488) contacta
fundamentalmente con el extremo N-terminal de la a-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.
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Figura 3: Interaccion entre RBD y ACE2. A) Dominios de spike con el core del RBD en cian y el sitio de unién a ACE2 (RBM) en
rojo. B) Vista lateral del complejo RBD/ACE2 con el mismo cddigo de colores que en Ay ACE2 en verde. Las regiones 1y 2 se
marcan con rectangulos violetas y naranja, respectivamente. Tomado de (Lan et al., 2020). C-D) Detalle de los contactos a
nivel de las regiones 1y 2. Tomado de (Yi et al., 2020).

De acuerdo con lo anterior, podemos decir que la proteina S de SARS-CoV-2 y en particular su dominio
RBD son claves en la unidn al receptor ACE2 y en la fusion del virus con la célula hospedera, convirtiéndolos

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

2.1.4. PRODUCCION DE GLICOPROTEINAS VIRALES EN FORMA
RECOMBINANTE

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

capacidad de producir proteinas funcionales.

Como vimos anteriormente, la glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2 es el principal candidato para la
produccidn de vacunas en cualquiera de las plataformas disponibles (Y. Dong et al., 2020). Ademas, por su
rol clave en la unidn al receptor, la fusion con la membrana celular, su inmunogenicidad y su baja
reactividad cruzada, la proteina S (y el RBD) son un blanco estratégico para el desarrollo de test

seroldgicos, asi como diversas estrategias terapéuticas. A su vez, la proteina ACE2 actla de manera intima
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con las anteriores, participando de la interfaz virus-célula hospedera, y por tal motivo es de gran utilidad
en la realizacion de estudios in vitro llevados a cabo con la finalidad de comparar la funcionalidad de las
proteinas virales y el efecto de los anticuerpos neutralizantes sobre dicha interaccién. Por tal motivo, la
expresidon recombinante de estas proteinas de manera simple, reproducible, escalable e independiente
resulta clave para el desarrollo de diversas aplicaciones, asi como la eleccién de sistemas de expresion que

se adecuen a los requerimientos de estas.

Los sistemas de expresion de proteinas recombinantes mds utilizados (bacterias, levaduras, plantas,
células de insecto y células de mamiferos) presentan diferencias en cuanto a rendimiento de produccién,
modificaciones postraduccionales, etc., que se traducen en ventajas y desventajas de acuerdo con su

aplicacion (Mizukami et al., 2018).

En términos de costos de produccidn, los sistemas de expresion bacterianos se presentan como los mas
econdémicos, gracias a su velocidad de produccién, bajos requerimientos de infraestructura y altos
rendimientos de produccién. Sin embargo, la ausencia de maquinaria celular de glicosilacién los ha dejado
relegados en cuanto a la produccidn de glicoproteinas. La expresion del dominio RBD de SARS-CoV en
sistemas bacterianos ha demostrado ser compleja, requiriendo purificacion a partir de cuerpos de
inclusidn y fusidn a proteinas de solubilizacidn (Chen et al., 2005; Chuck et al., 2009) que lo convierten en
un sistema relativamente complejo en comparacién con otros como células de mamifero o células de

insecto (Du et al., 2009).

Las levaduras se presentan como una alternativa valida a los sistemas bacterianos siendo Saccharomyces
cerevisiae y Pichia pastoris las mas utilizadas. Presentan caracteristicas comunes con las bacterias
(crecimiento radpido, procesos de fermentacidén escalables y de bajo costo, facilidad de manipulacién
genética y expresién estable) pero ademas, son capaces de introducir modificaciones postraduccionales
como glicosilaciéon, isomerizaciéon de puentes disulfuro, procesamiento proteolitico, asi como secretar
proteinas correctamente plegadas en el medio de cultivo. Su principal desventaja radica en las diferencias
a nivel del patrén de glicosilacidon (hiper-manosilacion) respecto a los sistemas de expresién en células
eucariotas (Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 2019). Diferentes dominios de la glicoproteina
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 tamafio a raiz de la glicosilacion caracteristica de levaduras

(Consortium, 2020).

Los sistemas de expresion heterdloga basados en plantas han demostrado ser Utiles para la expresion

recombinante de proteinas virales. Su aplicacion 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 patégenos potencialmente riesgosos. Ademas, 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 transfeccion o la extraccién de proteinas,
asi como los bajos niveles de producciéon de biomasa en comparacidon con los sistemas microbianos
(Muthamilselvan et al., 2019). Recientemente se han publicado resultados describiendo la produccién de
dominios de la proteina 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 mamifero son
la eleccidn preferida a la hora de producir glicoproteinas en forma recombinante, siendo las células CHO,
BHK21 (hamster) y NSO y Sp2/0 (murino) las que destacan en cuanto a su utilizacién para proteinas
terapéuticas. No obstante, el uso de lineas celulares de origen humano (HEK293, HT-1080, PER.C6, CAP,
HKB-11 y Hela, entre otras) se presenta como una alternativa cada vez mas utilizada a la hora de evitar
problemas relacionados con la presencia de epitopos de origen murino altamente inmunogénicos y
patrones de glicosilacion no-humanos. La principal desventaja que presentan las células de mamifero es
gue los rendimientos de producciéon son muchas veces moderados y el costo de produccién elevado dado
gue presentan velocidades de crecimiento relativamente lentas, utilizan medios mas complejos vy
requieren CO; para mantener el pH en el rango adecuado (Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava,
2019). A pesar de ello, las células de mamifero representan el sistema mas utilizado para expresar

glicoproteinas virales, y la proteina 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 mds accesible a las
células de mamifero en términos de rendimiento, costos de produccién, tiempos de produccién vy
escalabilidad (Tripathi & Shrivastava, 2019). Al igual que las células de mamifero, son capaces de producir
proteinas correctamente plegadas y secretarlas al medio, y el patrén de glicosilaciéon es similar al de
mamiferos. No obstante, poseen algunas caracteristicas diferentes como la incapacidad de agregar
residuos de acido sialico que constituyen su principal desventaja en aquellos casos que esto es clave. El
sistema mas utilizado de expresion en células de insecto es el de baculovirus con las células Sf9 o High-
Five™ junto a otras como S2, Sf21 y Tn-368 (Mizukami et al., 2018; Tripathi & Shrivastava, 2019). La
glicoproteina S de SARS-CoV-2 ha sido producida en células de insecto utilizando baculovirus y mostrando
utilidad incluso en la generacion de inmundgenos (T. Li et al., 2020; Mi et al., 2021; J. Yang et al., 2020).
Las células S2 de Drosophila han sido utilizadas en la produccion de glicoproteinas virales de membrana

de VIH, Rabia y Dengue, entre otros (Astray et al., 2016), asi 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 glicoproteina Env del virus de la leucemia bovina (VLB) y la glicoproteina soluble sGP del virus

Ebola.

Considerando las ventajas del sistema de expresion en células S2 de Drosophila y la experiencia previa del
grupo utilizando este sistema, nos propusimos desarrollar una metodologia para producir las proteinas de
la interfase virus-célula de SARS-CoV-2 y la célula receptora, con el propdsito de caracterizar las proteinas

y su interaccidn, asegurando su funcionalidad y aplicacién en ensayos seroldgicos.

2.2. OBJETIVO ESPECIFICO 1

Producir y caracterizar versiones solubles del dominio de unién al receptor (RBD) de la proteina 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 DISCUSION

2.3.1. OBTENCION DE RBD Y shACE2 A PARTIR DEL SOBRENADANTE
DE CULTIVO DE S2.

Las secuencias codificantes del dominio de unién al receptor (RBD) de la variante ancestral Wuhan de
SARS-CoV-2 y el dominio peptidasa soluble de la proteina ACE2 humana (shACE2) fueron clonados en un
vector de expresion para células de insecto, precedidos de un péptido sefial (BiP) para dirigir su secrecién
al espacio extracelular, con un doble Strep-tag (removible con enteroquinasa bovina, EK) en el extremo C-
terminal. El disefio de las construcciones para producir ambas glicoproteinas recombinantes y sus
productos de transformacion luego del tratamiento con EK y PNGasa F se resumen en la Figura 4.A
(acompaiiados de la nomenclatura utilizada en este capitulo) y se describen en la seccién dedicada a la

Metodologia.
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Figura 4: Expresion y purificacion de las proteinas recombinantes RBD y shACE2. A) Esquema de la interfaz virus-célula con
los monédmeros Spike y ACE2 en tonos rojo y azul, respectivamente (izquierda) y las construcciones plasmidicas junto a sus
respectivos productos (derecha). B) Purificacion por SEC preparativa (izquierda) y analisis por SDS-PAGE tefiido con Coomassie
(derecha) de RBD-ST y RBD". C) Purificacién por SEC preparativa (izquierda) y andlisis por SDS-PAGE tefiido con Coomassie
(derecha) de shACE2-ST y shACE2". AC, cromatografia de afinidad); SEC, cromatografia de exclusién molecular; M, marcador
de peso molecular.

Tanto RBD-ST como shACE2-ST se obtuvieron en el sobrenadante del cultivo y se purificaron mediante
cromatografia de afinidad (CA) con rendimientos promedio de 40 y 60 mg L!, 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: Purificacion de RBD-ST y shACE2-ST. A-B) Analisis por western blot con Streptactina-HRP a partir de sobrenadante de
cultivo tras 48 horas de induccidon de la expresion de proteinas (izquierda) y comparacion de los rendimientos de purificacion a
partir de diferentes lotes de diferente volumen. El panel A corresponde a la produccién de RBD-ST y el panel B corresponde a
shACE2-ST.

Ademas, RBD-ST y shACE2-ST se purificaron por cromatografia de exclusién molecular (SEC) como
proteinas monomeéricas (Figura 4.B-C), con volumenes de exclusion 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 proteinas.

w
(@]

108

40 108 15 40
440KDav 440KDa v
30 30
_ . 158KDa v 104 - 158KDa v 08
2 =) = 5 =) : F10° =
< Z ' 75KDa
E E = E = GE: 20 44K v =
g 3 Tz 5 S = 24kDa v G
£ £ 5 5 g & 10 moar |0 £
o 01 o 6. SKDE-‘-
EEE[ET} shACE2-ST RBD shACE2"
- 3 87.7 kDa) {85.3 kD:
-5 103 10 ( : a) . : 103 5 [364kDa'] . : 10 10 L a) . . 108
0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20 0 5 10 15 20
Volume (mL) Volume (mL) Volume (mL) Volume (mL)

Figura 6: Anadlisis de tamafnos por cromatografia de exclusion molecular analitica. Las proteinas recombinantes purificadas se
analizaron utilizando columnas analiticas Superdex 75 (A,C) y Superdex 200 (B,D). Los voliumenes de exclusion correspondientes
a los estandares de calibracidon 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 REMOCION DEL STREP-TAG NO COMPROMETE LA
ESTABILIDAD DE LAS PROTEINAS PURIFICADAS.

La utilizacién del Strep-tag en nuestras construcciones obedece a una estrategia multipropdsito, no sélo
como tag de purificacién sino también para obtener versiones inmovilizadas y/o marcados de las
proteinas, para su utilizacién en ensayos de interaccidn in vitro. Por tal motivo, es imperativo lograr su
remocion completa sin afectar la estabilidad y solubilidad de las muestras ni comprometer los ensayos
posteriores. Para ello se optimizd un protocolo de remocion del Strep-tag, incubando 1 mg de RBD-ST con
20 U de EK bovina, overnight a 25°C. Este protocolo permitié remover de manera completa el Strep-tag y

se utilizo posteriormente con ambas proteinas (Figura 7).
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Figura 7: Optimizacion del protocolo de remocién del Strep-tag mediante tratamiento proteolitico con enteroquinasa
bovina (EK). A) Analisis por SDS-PAGE tefiido 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°Cy 25°C) y durante tiempos
variables (4 horas u overnight). B) Analisis por SDS-PAGE tefiido 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 proteolitico se distinguen con un signo positivo (+) mientras que los controles sin EK se presentan con un signo
negativo (-).

Tanto RBDY como shACE2¢" presentaron una reducciéon 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 dispersiéon dindmica de luz (DLS) (Figura 8).
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Figura 8: Radio hidrodinamico de las proteinas recombinantes purificadas. Distribuciones de tamafio de RBD-ST (A), RBD®
(B), shACE2-ST (C) y shACE2°" (D) medidas por DLS. Los valores de radio hidrodindmico (Ru) de cada pico (calculados como la
media de cada distribucién) se muestran en gris junto a cada pico. El valor de Z-average global y el indice de polidispersion se
calcularon para cada réplica y los valores medios globales (+ desviacidn estandar) se muestran en negro debajo del nombre que
identifica a cada muestra.

La termoestabilidad de RBD-ST y RBDV analizada por fluorimetria de barrido diferencial (nanoDSF)
tampoco arrojé grandes diferencias, mostrando temperaturas de fusion (Tm) de 50,7 y 51,5 °C,
respectivamente (Figura 9.A). Estos valores resultan superiores a los publicados con una construccion
similar obtenida a partir de células de insecto (T. Li et al., 2020). Ambas versiones de RBD mostraron
desnaturalizacién térmica reversible con valores de Twv de “refolding” ligeramente inferiores (50,1°C para
RBD-ST y 50,4°C para RBDY). En presencia de DTT no se detectaron transiciones de desnaturalizacion
(Figura 9.B), probablemente debido a la rdpida desestabilizacidon estructural como consecuencia de la
reduccién de puentes disulfuro, que se sabe tienen un papel critico en la estructura secundaria de la RBD

(Grishin et al., 2022) afectando incluso a su union con el receptor celular ACE2 (Shi et al., 2022).
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Figura 9: Termoestabilidad de las proteinas recombinantes RBD y shACE2. A,C) Analisis por nanoDSF para evaluar la
desnaturalizacién y re-naturalizacién de los pares RBD-ST/RBD" (A) y shACE2-ST/shACE2" (C). B,D) Analisis por nanoDSF para
evaluar la desnaturalizacién y re-naturalizacion de las proteinas en presencia de un agente reductor en exceso. El
desplegamiento se representa con lineas continuas, mientras que la renaturalizacién se muestra con lineas discontinuas,
utilizando el mismo cédigo de colores. Los trazos de color gris corresponden a las medidas realizadas en presencia de DTT. Los
valores de Tv se muestran junto a cada transicion.

En paralelo, shACE2-ST y shACE2¢" mostraron una desnaturalizacién térmica irreversible con valores de Tu
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 reduccién de los
puentes disulfuro afecta la estabilidad de la proteina pero tienen un rol menos preponderante en el
plegamiento global de shACE2, coincidiendo con resultados obtenidos previamente en sistemas de

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

2.3.3. LAS PROPIEDADES DE INTERACCION ENTRE RBD Y shACE2 SE
ASEMEJAN A LAS DE SUS CONTRAPARTES NATURALES

La interaccion entre RBD y shACE2 fue analizada por calorimetria de titulacion isotérmica (ITC) utilizando
dos configuraciones experimentales independientes: titulando shAE2-ST con RBDV y titulando shACE2V
con RBD-ST (Figura 10.A). Ambos experimentos se analizaron de forma independiente, confirmando la
estequiometria de unién 1:1y proporcionando pardmetros termodinamicos muy similares (caracterizados
por una fuerte contribucién entalpica asociada a contactos moleculares hidrofilicos (Lan et al., 2020)).

Estos resultados permiten concluir que la remocidon del Strep-Tag tampoco afecta la capacidad de
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interaccion de las moléculas, arrojando valores de Kp en el rango 17.1-27.0 nM, coincidiendo con
resultados reportados con proteinas expresadas en células humanas en condiciones similares (Prévost et

al., 2021) (Tabla 1).
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Figura 10: Analisis funcional de las proteinas recombinantes RBD y shACE2. A) Analisis por ITC de shACE2-ST titulada con RBD
(izquierda) y shACE2°" titulada con RBD-ST (derecho). Cada panel estd compuesto por el termograma corregido tras la
sustraccion de la linea de base (arriba) acompafado de una representacion esquematica de la titulacidn (recuadro superior).
Los valores de calor obtenido de cada inyeccion con el ajuste a un modelo de heteroasociacion en rojo (abajo) se presentan
acompafiados de la firma termodindmica correspondiente (presentados en la Tabla 1), con los valores de Ko en unidades nM
(recuadro inferior). B) Experimento representativo de SPR con RBD®" inyectado sobre shACE2-ST capturado. Los sensorgramas
(negro) y el correspondiente ajuste a un modelo de interacciéon Langmuir 1:1 (rojo) se presentan superpuestos, junto con los
valores promedio de los pardmetros cinéticos calculados a partir de tres experimentos independientes (Tabla 2). C) Intensidad
media de fluorescencia (IMF) medida por citometria 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 RBDY como antigeno. E) ELISA de competicidn 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 RBD®Y inmovilizado (representado con tridngulos grises encima
de cada grupo).

Tabla 1: Andlisis de la union RBD-shACE2 mediante ITC. Pardmetros termodinamicos obtenidos por ITC tras la sustraccion de
linea base, integracion y ajuste a un modelo de hetero-asociacién (A+B->AB). Los parametros obtenidos se utilizaron para
preparar las respectivas firmas termodinamicas representadas como recuadros en la Figura 10.A.

DISENO EXPERIMENTAL Ko (M) AG (kcal/mol) AH (kcal/mol) AS (cal/mol*K)
RBD vs. shACE2-STII 1,71E-08 -10,595 -17,285 -22,441
RBD-STII vs. shACE2°" 2,70E-08 -10,326 -17,959 -25,601
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También evaluamos la interacciéon mediante resonancia plasménica de superficie (SPR), inyectando RBD®"
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
proteinas expresadas tanto en células humanas como de insecto (Lan et al., 2020; H. Liu, Zhang, et al.,
2021). Complementariamente, utilizamos citometria 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: Analisis de la unién RBD-shACE2 medido por SPR. Pardmetros cinéticos obtenidos en tres experimentos de SPR
independientes, realizados mediante captura de shACE2-ST (a tres densidades diferentes) e inyeccién secuencial de RBD" a
diferentes concentraciones. La Figura 10.B se prepard con los datos del experimento #1 y los parametros globales que describen
la interaccidon se obtuvieron a partir de la media y la desviacion estandar calculadas con los datos de tres experimentos
independientes (en negrita).

Experimento kon (M1 s72) kogr (s2) Rmax (RU) Ko (M) Chi?

| RBDvs ShACE2-ST (exp #1) ~ 9,20E+405 690603 101 75609 0205
RBD vs ShACE2-ST (exp #2) 7,95E+05 6,81E-03 16,8 8,6€-09 0,150
RBD vs ShACE2-ST (exp #3) 7,88E+05 6,93-03 21 8,8£-09 0,281

Media 8,34E+05 6,88E-03 8,29€-09
sD 7,43E+04 6,24E-05 6,92E-10

Por ultimo, llevamos a cabo ensayos tipo ELISA para demostrar la funcionalidad de las glicoproteinas en
ensayos seroldgicos. Por un lado evidenciamos que RBD®" es reconocido con alta especificidad por sueros
humanos de individuos infectados en forma natural (Figura 10.D), tal como se observé previamente
(Amanat et al., 2020; Rammauro et al., 2022). Estos resultados demuestran la idoneidad de esta proteina
como antigeno en pruebas ELISA de tipo indirecto destinadas a medir seroconversion y niveles de
anticuerpos contra SARS-CoV-2. Por otro lado, realizamos un ELISA de competicién inmovilizando RBD e
incubando shACE2-ST en presencia de sueros positivos y negativos a SARS-CoV-2. Estos resultados
evidencian la capacidad de los anticuerpos especificos para bloquear la interaccién entre RBDV y shACE2-
ST (Figura 10.E), resultando una prueba de concepto para su utilizacién 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 anélisis protedmico de RBD-ST por MALDI-TOF/TOF permitié identificar directamente tres de los cuatro

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

319-RVQPTESIVREFPNI TNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRI SNéVADYSVLYNCSASCFSTFK_CI:E
379432

GVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGOTGKIADYNYKL PDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGG

Ca-Cozs| NYNYLYRLFREKSNLKPFERDISTEI YQAGSTPéNGVEGFNéYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYRWVLS

| *
FELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNE -541

B c
3001 RBD“-IEX fractions 20
I | 0
.E’ d )
329-FPNITNLCPFGEVFNATR 346 b c 15 g_
=" 2001 c
2 q
<
£ F10
320 FPNITNLCPFGEVENATR 246 s =
ot 1001
< e £ 3
@
.5 )
3
0' —
320-FPNITNLCPFGEVENATR- 346 . . . 0
0 5 10 15 20

[ 1% B GleNA «r
“ o - Volume (mL)

Figura 11: Micro heterogeneidad de la RBD. A) La secuencia aminoacidica de la RBD se muestra con nimeros grises que indican
la posicion 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 cisteinas (C) unidas por conectores rectos, identificados con un cédigo de color Unico para
cada par, junto con las posiciones de cada cisteina 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 linea verde discontinua
se identificé 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 lineas de puntos (magenta palido) no pudo identificarse
directamente mediante el analisis MALDI-TOF/TOF. La Cs3s no apareada se muestra en rojo con un asterisco. Los sitios putativos
de N-glicosilacion 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 linea ondulada gris claro. B) El glicopéptido 329-346 se identificd
mediante MALDI-TOF/TOF con modificaciones del N-glicano en Nz31 y Nass. (Figura 12.G-J). C) Cromatografia preparativa de
intercambio iénico (IEX) de RBDY 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 intrapeptidico (Caso-Cass) fue detectado directamente del espectro MS
(m/z=x), mientras que las cisteinas presentes en péptidos enlazados por puentes disulfuro (C379-Cs32 Y
C301-Cszs) se confirmaron mediante fragmentacién y analisis MS/MS (Figura 12.A-C). Por su parte, el
residuo Csss (que forma un disulfuro con un dominio de Spike ausente en nuestra construccién) sélo se

detectd en forma reducida o cisteinilada (Figura 12.D-F), pero nunca formando enlaces con otras cisteinas.
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Los péptidos que contienen los restantes residuos Cs3s y C361 (enlazados por el puente disulfuro que no
pudo ser detectado en forma directa) sélo lograron identificarse tras un tratamiento de
reduccidn/alquilacion, exclusivamente cuando se incluyeron en las busquedas diferentes combinaciones
de N-glicanos paucimanosidicos y ricos en manosa en los residuos identificados como potenciales sitios

de N-glicosilacion (N331y Nsa3) (Figura 11.B, Figura 12.G-J).
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Figura 12: Identificacién de péptidos por MALDI-TOF/TOF. A-C) Espectro de masas de la digestion triptica de RBD®", 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, asignandose sefiales que permiten identificar los fragmentos idnicos de los péptidos unidos
covalentemente por puentes disulfuro (B-C). D-F) Espectro de masas de la digestién triptica de RBDY, con recuadros que
muestran zonas amplificadas de m/z=1400 a 1700 (en rojo) con sefiales de masa que no pudieron asignarse a la secuencia
RBDY y que se denotan con uno (MH+ = 1500,6) y dos asteriscos rojos (MH+= 1619,6) (D).Se obtuvieron espectros de
fragmentacion MS/MS vy tras su inspeccion manual se asignaron sefiales que permitieron confirmar el péptido triptico
538CVNFGPFEDDDDKss0 en su forma nativa (E) y en su forma cisteinilada (F). Los iones b indicados con +119 denotan la deteccidn
de la adicidn de la cisteinilacion. G-J) Ejemplos de deteccién de N-glicosilacion en RBD mediante analisis MALDI-TOF/TOF.
Espectro de masas de la digestion triptica de RBD®Y, con un recuadro que muestran zonas amplificadas de sefiales MH+= 4027,
MH+ = 4174 y MH+ = 4352 (G). La fragmentacion por MS/MS e inspeccion manual permite la asignacidn de los iones para
identificar el péptido 320FPNITNLCPFGEVFNATR346 con la incorporacion del glicano FM3 [+1038] en Nz31 y los glicanos M3 [+892]
(1), FM3 [+1038] y M5 [+1216] en N3as (H-J).
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Estos resultados sugieren que la presencia de N-glicanos en esta regién de RBD es responsable de la
imposibilidad para detectar en forma directa estos péptidos enlazados por puentes disulfuro. Ademas,

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

Por otro lado, se realizd un analisis de RBD®" por electroforesis bidimensional (2D-SDS-PAGE), mostrando
numerosos “spots” con punto isoeléctrico variable e inferior a su valor tedrico (pl=8,5) (Figura 13.A-B). La
remocion de N-glicanos mediante tratamiento con PNGaseF evidencié una reduccion del tamafo de la
proteina resultante (“RBDY) y un aumento relativo de la intensidad de las especies mas acidas
(probablemente como consecuencia de la deamidacién de asparaginas deglicosiladas). Sin embargo, la
micro heterogeneidad por cargas negativas fue evidente en ambas proteinas, sugiriendo que su origen es

independiente de la micro heterogeneidad por N-glicanos.
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Figura 13: Micro-heterogeneidad de carga de RBD. A-B) Analisis por 2D-SDS-PAGE de RBD®" y “©8RBD", respectivamente, con
los puntos isoeléctricos (pl) calculados para diferentes spots (en rojo). C-D) Analisis por SDS-PAGE con tincion Coomassie a partir
de fracciones de RBD" eluidas a partir de una cromatograffa de intercambio iénico (IEX) preparativa antes y después del
tratamiento con PNGaseF. También se incluyeron RBD® y 9€RBD" (pre-IEX) como control. La punta de flecha indica la banda
correspondiente a la PNGasa F.

Utilizamos cromatografia de intercambio idnico (IEX) para confirmar la micro heterogeneidad de cargas,
obteniendo varias fracciones de RBD®" (identificadas con letras a-f), que eluyeron diferencialmente en un
gradiente de concentracion salina (Figura 11.C). La N-deglicosilacidn de todas las fracciones de RBDV-IEX
(a-f) mostraron el mismo desplazamiento electroforético en SDS-PAGE, sugiriendo que la presencia de N-
glicanos estd 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 propésito de lograr la mayor cobertura de secuencia posible, se procedié a reducir/alquilar de
manera secuencial las fracciones a-f de RBDV-IEX y sus homdlogas deglicosiladas (“8RBDV-IEX) para ser
luego sometidas a analisis por nano-HPLC MS/MS. Como se observd anteriormente por MALDI-TOF/TOF,

la secuencia no modificada del péptido 329-346 de RBDV no pudo ser identificada en ningln 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 98RBDV-IEX que contenian residuos de asparagina
(N331 y Nss3) deamidados (Tabla Suplementaria 2) terminando de demostrar que la alta tasa de
modificacion 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
desamidacidn en una sola asparagina correspondio al 0,2% vy al 8,8% para N331 y Nas3, respectivamente
(Tabla Suplementaria 3). Estos resultados muestran que la ocupacién de N-glicanos en los sitios predichos
es alta, con N331 menos glicosilada que Nza3, 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
paucimanosidicos y ricos en manosa sélo en Nsza3 (Tabla Suplementaria 4), probablemente debido a la
mayor ocupacion 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 explicacidon para esto radicaria en su menor eficacia de ionizacién y a su
elevada hidrofilicidad (por la presencia de glicanos solubles), que impide su unién a las columnas de fase
reversa utilizadas (Kozlik et al., 2017). Basandonos en esto, proponemos que las formas monoglicosiladas
de este péptido constituyen una fraccidn poco frecuente, pero que puede ayudarnos a dilucidar qué
motivos glucidicos son mas abundantes en la RBD expresada en células S2, sin descartar la existencia de

motivos con mayor contenido en manosa.

En cuanto a la O-glicosilacién, también se identificaron glicanos de tipo Tn y Core 1 en 98RBD" mediante
nano-HPLC MS/MS. Las O-glicosilaciones mas frecuentes se identificaron en residuos de Treonina
pertenecientes a secuencias candnicas de N-glicosilacidon (Tss3 y Tsa5 ), 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-glicosilacion en estas posiciones ocurre en
ausencia de N-glicanos, apoyando la hipdtesis de que los O-glicanos podrian 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 Yy S325 (con el doble de frecuencia que
Tn), como se ha sefialado 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 caracterizacién 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 expresion 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 incorporacion de glicanos conteniendo acido sialico es la
principal fuente de micro heterogeneidad por cargas negativas en glicoproteinas de origen eucariota, sin
embargo la sialilacién es rara en las células de insecto (Harrison & Jarvis, 2006) y no fue encontrada en
nuestras busquedas. Encontramos deamidacidon espontdnea de residuos de asparagina en todas las
fracciones de RBD®V-IEX (Figura 14.A), siendo el péptido que abarca aproximadamente la mitad de la

secuencia RBM (péptido #10) el mas frecuente (Figura 14.B-C).
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Figura 14: Efecto de la desamidacion espontanea y aductos de Tris sobre la micro heterogeneidad de las cargas negativas de
RBD®" analizadas por LC-MS/MS. A) Analisis comparativo del nimero de péptidos no modificados, desamidados y con aductos
de Tris, a lo largo de diferentes fracciones de RBDV-IEX. B) Secuencia RBD®" (recuadro rojo) con sitos de N-glicosilacién putativos
(Y amarilla), RBM (recuadro amarillo) y péptidos tripticos que contienen residuos de asparagina numerados del #1 al #12
(recuadros verdes). C) Diagramas correspondientes a cada péptido triptico (identificados con recuadros verdes numerados del
1 al 12 en la parte superior) que muestran el porcentaje de modificacion 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 identificé en
ningun caso como péptido “no modificado” debido a la alta ocurrencia de N-glicosilacidon con unos pocos péptidos deamidados
(en las fracciones a y b) que representaron el 100% de los péptidos identificados en esta posicion.

Sin embargo, al no encontrar una correlaciéon entre la frecuencia de deamidacion espontaneay la cantidad
de cargas negativas, fue imposible atribuirlo exclusivamente a su ocurrencia. Ademas, los aductos de Tris
en los residuos de asparagina (y glutamina) deamidados (que podrian estar modificando auin mas estos
residuos de asparagina (Kabadi et al., n.d.) y afectando a su identificacién) se mantuvieron como una
fraccion muy marginal (0,1-1,3%) en todas las fracciones de IEX (Figura 14.A, Tabla Suplementaria 6). La
deamidacidén de la asparagina a aspartato (o iso-aspartato) conlleva cambios en la carga total (asi como en

la cadena principal de las proteinas) y ha sido asociada con el envejecimiento de la proteina Spike de
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betacoronavirus, describiéndose el RBM como un punto caliente de deamidacién (Lorenzo et al., 2021).
Nuestros resultados sugieren que la deamidacion espontdnea 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 informacion.

2.3.5. LA MICRO-HETEROGENEIDAD DEL RBD NO AFECTA SU
FUNCIONALIDAD IN VITRO

En el viridn, la glicosilacion de Spike decora su superficie dificultando su deteccién por parte del sistema
inmune e incluso promueve cambios conformacionales que facilitan la exposicién 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 (Gstottner 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 especifico 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-glicosilacién sobre la interaccién RBD-
shACE2, inyectando simultdneamente shACE2" (o 98shACE2") sobre RBD-ST y 9e8RBD-ST capturados
sobre dos superficies en paralelo. A lo largo de esta tesis, evitamos la utilizacién de shACE2¢" como analito
en los experimentos SPR, ya que la afinidad resulta subestimada, probablemente debido a interacciones
no especificas con la superficie del chip. Sin embargo, en este caso, este abordaje nos permitié detectar
con precisiéon las diferencias en la union utilizando virtualmente una misma inyecciéon de analito para
evaluar la interaccion con ambas versiones de RBD (glicosilado y deglicosilado), evitando asi sesgos de
cuantificacion de proteinas. Si bien los resultados mostraron diferencias con los resultados obtenidos por
ITC y SPR utilizando RBDY como analito, las afinidades de unién permanecieron invariables a pesar de la
deglicosilacion de la RBD-ST capturada (Figura 15.B-C, Tabla 3), demostrando asi que la N-glicosilacidon

tampoco afecta su unién al receptor en concordancia con reportes previos (Sun et al., 2020).
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Figura 15: Efecto de la N-glicosilacion del RBD en la antigenicidad y su union a shACE2. A) Analisis por SPR de union entre
anticuerpos séricos de 16 individuos vacunados (identificados con los nimeros 1-16) y los RBD-ST capturados en su version
glicosilada (trazo verde) o 98RBD-ST (trazo naranja). Los sensorgramas se obtuvieron tras la substraccién de la respectiva
muestra de suero preinmune. B) Analisis por SPR entre shACE2" inyectado sobre RBD-ST capturado (izquierda) y “®8RBD-ST
capturado (derecha). C) Andlisis por SPR entre 98shACE2¢" inyectado sobre RBD-ST capturado (izquierda) y “8RBD-ST (derecha).
Todos los experimentos de SPR se realizaron en paralelo utilizando la misma inyeccién de analito. Los valores de Kp mostrados
en cada panel se obtuvieron tras el ajuste a un modelo Langmuir 1:1 (trazos rojos).

Tabla 3: Efecto de la deglicosilaciéon en la interaccion RBD-shACE2 analizada mediante analisis SPR. Pardmetros cinéticos
obtenidos en cuatro experimentos de SPR diferentes, realizados mediante captura de RBD-ST y 9¢8RBD-ST en dos superficies
paralelas, e inyecciones secuenciales de ShACE2" y 98shACE2°" a concentraciones variables (12,5, 25 y 50 nM). Los datos se
ajustaron a al modelo de interaccién Langmuir 1:1.

Experimento Rmax (RU) Kb (M)

ShACE2<" vs RBD-ST 1,92E+05 8,50E-03 61,5 4,43E-08 0,308
ShACE2<" vs 99RBD-ST 1,59E+05 7,23E-03 64,7 4,54E-08 0,427
de9shACE2°" vs RBD-ST 1,21E+05 7,47E-03 71 6,19E-08 0,310

deashACE2V vs ¢IRBD-ST 1,17E+05 7,24E-03 74,2 6,21E-08 0,313

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

heterogeneidad por cargas negativas sobre su unién con shACE2 y anticuerpos séricos especificos.
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En primer lugar, realizamos experimentos SPR inyectando fracciones RBD®V-IEX sobre shACE2-ST
capturado, obteniendo incluso valores de afinidad sutilmente superiores con respecto a los experimentos
control (con RBDY pre-IEX). Este aumento de la afinidad se explica principalmente por la obtencién de
valores de constantes cinéticas de asociacion (kon) mds rapidas, al tiempo que las constantes cinéticas de

disociacion practicamente no ofrecieron diferencias(Figura 16.A-C, Tabla 4).
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Figura 16: Efecto de la micro heterogeneidad de las cargas negativas de RBD en la union con shACE2 y la antigenicidad. A-B)
Analisis por SPR de la interaccién entre shACE2-ST capturado sobre la superficie del chip y diferentes RBD® provenientes de
fracciones de IEX (A) y un control sin someter a intercambio idnico, pre-IEX (B). Las fracciones e y f fueron agruparon (e
identificadas como fraccion e/f). Todos los sensorgramas se ajustaron a un modelo de Langmuir 1:1 (trazos rojos) con los
respectivos valores de Ko mostrados en cada panel. C) Grafico bidimensional de isoafinidad para comparar los parametros
cinéticos obtenidos por SPR en Ay B. Con lineas grises punteadas se delimitan las zonas de isoafinidad (con sus valores indicados
en gris, sobre los ejes). D) Analisis por SDS-PAGE tefiido con Coomassie de las fracciones RBDV-IEX tras ser sometidas a cambio
de buffer, concentracién y la cuantificacién de proteinas. E) Diagrama de violin de un ELISA realizado con un conjunto de sueros
positivos al SARS-CoV-2 (procedentes de individuos infectados), utilizando diferentes fracciones de RBDV-IEX como antigeno.
Para mayor claridad, las muestras de suero individuales fueron arbitrariamente estratificadas de acuerdo con los titulos de
anticuerpos cuantificados utilizando un método serolégico comercial.

Tabla 4: Efecto de la micro heterogeneidad de las cargas negativas en la interaccion RBD-shACE2 analizada mediante SPR.
Pardmetros cinéticos obtenidos en cuatro experimentos SPR diferentes realizados mediante captura de shACE2-ST e inyecciones
secuenciales de diferentes fracciones de RBD®Y-IEX a concentraciones variables (5, 10, 25 y 50 nM). El experimento de control
se realizé de forma similar inyectando RBD®Y 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 Rmax (RU) Ko (M)
RBD“-IEX b vs ShACE2-ST 2,96E+06 9,77E-03 8,31 3,30E-09 0,239
RBD-IEX ¢ vs ShACE2-ST 2,56E+06 8,51E-03 8,60 3,32E-09 0,267
RBD“-IEX d vs shACE2-ST 2,27E+06 1,07E-02 837 4,73E-09 0313
RBD-IEX e/f vs shACE2-ST 2,24E+06 1,21E-02 8,58 5,41E-09 0,519

RBD"(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 calculo de las constantes cinéticas de disociacidn (ko ) no depende de la
concentracién inicial de analito y que la cromatografia de intercambio iénico implica un paso de
purificacién adicional para dar lugar a fracciones mas puras (Figura 16.D), es probable que las ligeras
diferencias en las afinidades calculadas estén relacionadas con la purificacion/cuantificacion de proteinas
mas que con caracteristicas propias de las mismas. Independientemente de esta observacidn, nuestros
resultados demuestran que la micro heterogeneidad de RBD debido a cargas negativas no tiene ningln

efecto perjudicial sobre su unién con shACE2.

Por Gltimo, inmovilizamos las fracciones RBDV-IEX en placas de ELISA y analizamos su antigenicidad con
un conjunto de sueros positivos para SARS-CoV-2 con titulo variable. A pesar de no descartar diferencias
en la respuesta debido a la estabilidad de la proteina tras la inmovilizacién, nuestros resultados
demuestran que todas las fracciones RBDV-IEX presentan antigenicidad con resultados comparables

(Figura 16.E).



CAPITULO 2 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

2.4. CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Nuestro trabajo describe una protocolo Unico, 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 proteinas se producen con altos rendimientos, dando lugar a versiones solubles,
estables y funcionales con capacidad de interactuar in vitro. Ademas, optimizamos un protocolo para
remover el Strep-tag sin afectar su estabilidad y funcionalidad, permitiendo su utilizaciéon para multiples

aplicaciones como inmovilizacidn, marcado con fluorescencia, fusién a enzimas colorimétricas, etc.

Respecto a la produccion del RBD de SARS-CoV-2 en células S2, encontramos micro heterogeneidad
causada principalmente por variaciones en el patrén de glicosilacion y por presencia de cargas negativas.
Sin embargo, su efecto sobre la unidn con ACE2 y anticuerpos especificos 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 . Ademas, deberian estudiarse las PTMs de la shACE2 producidas en células

S2, con el fin de completar la caracterizaciéon 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 linea y extender su busqueda a proteinas virales

nativas o formulaciones inmunogénicas obtenidas en otros sistemas de expresion.

Dados los resultados obtenidos en este trabajo, proponemos que RBD/shACE2 expresados en células S2
pueden ser utilizados en el disefio de ensayos seroldgicos y que su implementacién podria otorgar
soberania en la toma de decisiones sobre la administracién de nuevas dosis de refuerzo de SARS-CoV-2,
principalmente en el contexto de acceso limitado a laboratorios BSL3. Ademas, nuestra caracterizacién
biofisica y bioquimica de las proteinas expresadas en células S2 apoya firmemente su idoneidad en este

tipo de aplicaciones y como antigenos para evaluar respuesta humoral frente a infeccidén y vacunas.

La funcionalidad y antigenicidad mostrada por el RBD producido en células S2, sumado a los excelentes
rendimientos y facilidad de produccién permitieron su aplicacidon en el desarrollo y fabricacién de kits
seroldgicos a través de una alianza entre el Institut Pasteur de Montevideo, la Universidad de la Republica
y la empresa ATGen. Dicho antigeno 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) 1gG especificas en
muestras de suero humano. Dichos kits fueron registrados y autorizados por el MSP (Anexo, pag. 192), y

su utilizacién en el territorio permitié realizar multiples estudios seroldgicos en la poblacidn uruguaya.
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El kit COVID-19 IgG ELISA UY 2.0 (semicuantitativo) se utilizéd con la intencién de identificar individuos
infectados asintomaticos o sin diagndstico previo. En esta linea, 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 poblacién general en relacién con brotes de SARS-CoV-2 (en la
ciudad de Salto) y también en individuos sanos, previo al inicio de la vacunacién (uno en la ciudad de
Rivera a partir de un muestro estadisticamente representativo y otro a nivel de trabajadores del Institut
Pasteur de Montevideo). Este kit semicuantitativo se utilizé 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 utilizé principalmente para estudiar la
respuesta a la vacunacién heterdloga en individuos inmunosuprimidos receptores de transplantes sélidos
(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 describird

en el siguiente capitulo.
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2.5. METODOLOGIA

2.5.1. CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS

Se utilizaron las secuencias de ADN que codifican los aminodcidos 319-541 de la glicoproteina 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 disefiaron fusionados a un sitio de corte
de enteroquinasa bovina en el extremo C-terminal, seguido de un Twin-Strep-tag® (IBA) y un codén 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 expresiéon pMT/V5-His (Invitrogen) inmediatamente después de la

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

2.5.2. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Se obtuvieron lineas celulares S2 estables que expresan RBD-ST y shACE2-ST mediante co-transfeccién con
el respectivo vector de expresion y un pldsmido de seleccidén a puromicina (pCoPuro) utilizando el reactivo
Effectene (QIAGEN). Las células transfectadas se seleccionaron a 28°C en medio Insect Xpress (LONZA)
complementado con 6 ug/mL de puromicina. Las lineas celulares S2 estables se cultivaron en matraces de
vidrio a 28°C con agitacion a 110 rpm en un agitador orbital estdndar y se indujeron a 5x10° células/mL
con 5 uM C4Cly. Tras cuatro dias de induccion, las células se cosecharon por centrifugacidon a 150 g durante
5 minutos, y ambas proteinas se purificaron desde el sobrenadante del cultivo por cromatografia de
afinidad (AC). Para ello, el sobrenadante se centrifugd a 6.000 g, se filtrd a través de 0,22 um y se cargd en

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

Cuando fue necesario, el Strep-tag se elimind mediante incubacién overnight a 25°C con enteroquinasa-
His (Genscript) (a 20 U mg?), seguido de diélisis extensiva en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl e incubacion
con Ni-Sepharose® (Cytiva) durante 2 horas. Finalmente, la muestra filtrada por 0,22 um se sometié a un
segundo paso de purificacion por AC en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl, 1ImM EDTA (buffer de
almacenamiento). Por ultimo, las proteinas recombinantes se sometieron a cromatografia de exclusién
molecular (SEC) en buffer de almacenamiento, utilizando columnas Superdex 75 y 200 (Cytiva) para RBD-

ST/RBD y shACE2-ST/shACE2V, respectivamente.
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2.5.3. ANALISIS DE PUREZA Y TAMANO

2.5.3.1. ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Las proteinas purificadas se sometieron a SDS-PAGE al 12% (con DTT 0,1M cuando fue necesario) y se
analizaron posteriormente mediante tincion con Coomassie o western blot utilizando Streptactin-HRP
(IBA) segun las recomendaciones del fabricante. Ademads, se realizd electroforesis bidimensional (de

acuerdo con (Lima et al., 2011)) utilizando 100 pg de RBD o 98RBD,

2.5.3.2. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR

Para evaluar el tamafio de las proteinas en solucién se realizaron ensayos de SEC analitica con columnas
Superdex 75 (10-300) y Superdex 200 (10-300) en buffer de almacenamiento, y el peso molecular fue
estimado utilizando kits de calibracién para alto peso molecular (HMW) y bajo peso molecular (LMW)

(Cytiva)
2.5.3.3. DISPERSION DINAMICA DE LUZ

El radio hidrodinamico (Ru) se analizé por dispersion dinamica 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 proteinas recombinantes se evalué mediante fluorimetria diferencial de barrido
en nanoescala (nanoDSF) en un Prometheus NT.48 (Nanotemper) y los valores de Twm para los procesos de
desnaturalizacién 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-DEGLICOSILACION

La N-deglicosilacion de RBD y shACE2 se realizd en condiciones nativas incubando 200 pg de proteina
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. CROMATOGRAFIA DE INTERCAMBIO IONICO (IEX)

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

(Cytiva) y a continuacion las muestras se sometieron a cromatografia de intercambio idnico (IEX) usado
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una columna MonoQ 5/50 (Cytiva) equilibrada dicho buffer. Las proteinas cargadas se eluyeron con 50

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

2.5.7. ANALISIS POR ESPECTROMETRIA DE MASAS (MS)

2.5.7.1. PREPARACION DE LAS MUESTRAS

La preparacion de las muestras para MS se realizé con proteinas solubles o bandas de SDS-PAGE tefiidas
con Coomassie. Cuando fue necesario, se llevd a cabo un paso inicial de reduccién/alquilacién, como se
ha descrito anteriormente (Rivera et al., 2020). La preparacién de muestras a partir de bandas de SDS-
PAGE para MALDI-TOF/TOF se realizé de acuerdo con (Rossello et al., 2017), mientras que para el analisis
de las proteinas en solucion se obtuvieron péptidos tripticos que fueron desalados mediante Tips C18
OMIX (Agilent). Para MALDI-TOF/TOF, la elucion se realizé en placa, y para LC-MS/MS, los eluatos fueron
secados al vacio y resuspendidos en acido féormico al 0,1%, como se ha descrito anteriormente (Olivero-

Deibe et al., 2021).

2.5.7.2. MALDI-TOF/TOF

Los péptidos tripticos se analizaron utilizando un MALDI-TOF/TOF 4800 (Abi Sciex). Los espectros se
adquirieron en modo reflector y el analisis MS/MS se realizd para los iones seleccionados. Las proteinas
se identificaron mediante busqueda en la base de datos NCBI (20160821) utilizando el motor de busqueda
MASCOT (Matrix Science http://www.matrixscience.com) y los siguientes parametros: tolerancia de masa
monoisotdpica: 0,03 Da; tolerancia de masa de fragmento: 0,5 Da; oxidacién de metioninas como
modificacién variable, y carbamidometilacién de cisteina como modificacién fija (cuando corresponde).
Ademas, se fragmentaron aquellas sefiales intensas, que no pudieron ser asignadas, para la posterior

interpretacién manual de modificaciones por N-glicosilacion.

2.5.7.3. ANALISIS POR CROMATOGRAFIA LIQUIDA-ESPECTROMETRIA DE
MASAS EN TANDEM (LC-MS/MS)

Los péptidos tripticos se sometieron a LC-MS/MS como antes (Olivero-Deibe et al., 2021) utilizando un
gradiente de fase movil B de 0% a 35% durante 90 minutos, y el analisis de masas se realizd en modo
"data-dependant"” utilizando como se describié anteriormente (Rivera et al., 2020). Las busquedas 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
parametros de busqueda se enumeran en tablas suplementarias (ver ANEXO), y las coincidencias del

espectro peptidico se filtraron para alcanzar un FDR<1% a nivel de proteina.
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2.5.8. CALORIMETRIA DE TITULACION ISOTERMICA

Los experimentos de ITC se realizaron en un VP-ITC (Malvern Panalytical) titulando shACE2-ST o shACE2¢"
10 uM con RBD o0 RBD-ST 150 uM, respectivamente, en buffer de almacenamiento a 25°C. El anélisis de

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

2.5.9. RESONANCIA DE PLASMONICA DE SUPERFICIE

Los experimentos de SPR se realizaron en un Biacore 3000 a 25°C con un flujo de 10 puL/min. Como buffer
de corrida se utilizé6 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), segun las
recomendaciones del fabricante. Todos los sensorgramas fueron doblemente referenciados y analizados

con el software BlAevaluation v4.1.

Los andlisis de unidén se realizaron capturando shACE2-ST (a densidades entre 44 y 88 RUs) e inyectando
RBD" por triplicado a concentraciones entre 3-192 nM. Ademés, el efecto de la glicosilacién sobre la unién
se evalué capturando RBD-ST (o 98RBD-ST) a densidades de 35 y 25 RUs, respectivamente, e inyectando

ShACE2¢V (o 9e8shACE2") a concentraciones entre 12,5 y 50 nM.

Para estudiar el efecto de la deglicosilacion de RBD sobre la unidn con anticuerpos séricos se hicieron
experimentos de SPR capturando RBD-ST y 98RBD-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 vacunacién
y 18 dias después de recibir un esquema de vacunacion heterdloga de tres dosis (2 dosis de CoronaVac +

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

Para estudiar el efecto de la micro heterogeneidad de las cargas negativas de RBD sobre la unién con
shACE2-ST inmovilizado, se capturaron densidades de ligando de 50 RUs y se inyectaron las fracciones de
RBDV-IEX (b, ¢, d, y e/f) a concentraciones de 5, 10, 25, y 50 nM. Los experimentos de control con RBD®Y

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

2.5.10. ENSAYO DE UNION A LA SUPERFICIE CELULAR

Los ensayos de FACS se realizaron con adaptaciones al protocolo descrito anteriormente (Pallesen et al.,
2017). Brevemente, 1x10° 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) vy

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 tefiidas se utilizaron como control del background de fluorescencia.

2.5.11. ELISA

La prueba ELISA se realizd con placas recubiertas con 200 ng de RBDV o fracciones de RBDV-IEX y fueron
posteriormente incubadas con diluciones 1:100 de suero humano negativo (prepandémico), positivo
(infeccién por SARS-CoV-2 confirmada por PCR) o vacunado (2 dosis de CoronaVac + refuerzo con

BNT162b).

Para el ELISA de competicidn se utilizaron placas recubiertas con cantidades variables de RBD®" (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 pug/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 liquido TMB (Sigma) durante 15 minutos. La reaccién colorimétrica se
frend con 50 pL de acido sulfurico 11% y las absorbancias a 450nm y 620nm se midieron en un lector de
placas (Thermo) expresando los resultados como la sustraccion de las medidas realizadas a ambas

longitudes de onda.

Este estudio fue aprobado por la junta de revisidén ética institucional (MSP_956220-CEl_001-2021). Se

obtuvo el consentimiento informado de todos los participantes.
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CAPITULO 3: ESTUDIO DE LA RESPUESTA HUMORAL

FRENTE A VACUNACION HETEROLOGAS

3.1. INTRODUCCION

3.1.1. RESPUESTA INMUNE ANTIVIRAL

La infeccién por SARS-CoV-2 es a veces resuelta de manera bastante rdpida y en otros lleva a
complicaciones respiratorias que pueden terminar en la muerte del paciente. Diversos aspectos como la
edad o patologias asociadas pueden incidir en dicho desenlace, no obstante la respuesta inmune
desarrollada frente a la infeccidn viral también puede tener implicancias graves. Los tipos y la magnitud
de la respuesta inmune frente a SARS-CoV-2 son multiples y variados, con diversos perfiles en cuanto a la
severidad de la infeccion, lo cual requiere ahondar en los detalles para entender mejor ciertos aspectos

gue aun 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 patdgenos (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 deteccidén de ARN
de doble cadena en el interior de la célula (generado durante la replicacion y transcripcién del genoma del
SARS-CoV-2) suele ser uno de los patrones reconocidos por los receptores endosémicos tipo Toll (TLR por
Toll-like receptors) y citoplasmaticos RIG-1 y MDAS5, desencadenando una cascada de sefiales que redundan
en la produccidn de citoquinas como los interferones de tipo | (INF-a/B) que inducen un “estado antiviral”
a nivel celular y sistémico. Este mecanismo de respuesta por INF tipo |, es uno de los principales
mecanismos de respuesta innata antiviral, y en el caso de SARS-CoV-2 es inhibido y retrasado por diversas
proteinas estructurales y no estructurales del virus (Lei et al., 2020). Otras citoquinas importantes son los

interferones de tipo lll, 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 proteinas del SARS-CoV-2 (Zheng et al., 2020).

Por su parte, otras citoquinas proinflamatorias como IL-6 y TNFa 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 infeccidn,
dando lugar al concepto de “tormenta de citoquinas” acompaifado de dafio 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 patologias, 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 sobreexpresion de defensinas, la
activacion del sistema del complemento y la actividad fagocitica y citotdxica de diversos tipos celulares
como monocitos/macréfagos, granulocitos, neutroéfilos, células “natural killers” (NK) y células dendriticas
(Weber, 2020). Los componentes humorales y celulares de la respuesta innata no solo tienen por objeto
controlar la infeccién en las primeras etapas del ciclo, sino también inducir diversos mecanismos de la

inmunidad adaptativa.

La respuesta pobre y tardia del IFN de tipo | en combinacién con sobre-activacidon de la respuesta por
citoquinas proinflamatorias se presenta como posible mecanismo involucrado en el sindrome
hiperinflamatorio de pacientes con manifestaciones clinicas 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 actia de manera especifica frente al virus y genera memoria, lo cual permite
responder de forma mucho mas rapida y eficaz frente a futuras infecciones y es el objetivo principal de las

vacunas.

Las células dendriticas son las principales presentadoras de antigeno (APC, por antigen-presenting cells) y
juegan un rol clave en la interconexidn de las respuestas innata y adaptativa. Estas células migran desde
las mucosas (donde fagocitan y procesan las proteinas virales) hacia los 6rganos linfoides, donde
presentan diversos péptidos virales en complejo con las moléculas MHC de superficie. Esto conduce a la

activacion de linfocitos T y B virgenes 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 generacidn de los brazos celular y

humoral de la respuesta adaptativa.

Las células T CD8* virgenes que poseen receptores TCR especificos contra péptidos virales presentados en
complejo con moléculas MHC de clase I, se diferencian a células efectoras con actividad citotdxica (CTLs).
Estas son capaces de migrar al sitio de infeccion y eliminar de manera especifica aquellas células infectadas
por el virus mediante secrecidon de proteinas citotdxicas, 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 Il, se activan
y polarizan al fenotipo de células T colaboradoras del tipo 1 (Th1) que secretan altos niveles de IFNy. Las
Th1 participan en el desarrollo de la respuesta inmune que inhibe la replicacién viral y colaboran en la
diferenciacion 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

seleccion de células B memoria y plasmocitos productores de anticuerpos de alta afinidad (Crotty, 2019).

La respuesta celular contra SARS-CoV-2 esta caracterizada fundamentalmente por células Th1l con altos
niveles de secrecién de IFNy, especificas contra las proteinas estructurales S, My N (en ese orden) y en
menor medida proteinas no estructurales. La respuesta de células T CD8* contra SARS-CoV-2 también esta
caracterizada por la producciéon de IFNy y TNFa, con una especificidad preferencial por la proteina S de

superficie (Poland et al., 2020).

Tanto en pacientes infectados como recuperados de SARS-CoV-2, se detectan linfocitos maduros CD8" y
CD4* especificos, sugiriendo que es posible desarrollar inmunidad protectora mediada por células.
Ademads, en algunos individuos no infectados, se detectan linfocitos CD4* contra epitopes de la
glicoproteina de superficie de SARS-CoV-2, lo cual podria tener implicancias en el tipo de respuesta y la
severidad de una futura infeccion. También se ha observado que una activacién potente de células T en
pacientes con COVID-19 redunda en una disminucién del nimero de linfocitos (linfopenia), alteraciones
en la diferenciacion de éstos y pérdida de funcién, lo que podria estar asociado a una lenta eliminacion

del virus y extensién en el tiempo de la infeccion (Azkur et al., 2020; Hope & Bradley, 2021).

Cuando la infeccidon por SARS-CoV-2 se resuelve, la mayoria de las células T efectoras son eliminadas,
permaneciendo un grupo de células T memoria, que en el caso de infecciones con alto titulo viral

mantienen su capacidad efectora (células memoria efectoras) mientras que en infecciones mas leves y de
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carga viral moderada se mantienen como células con capacidad de autorrenovacién (células de memoria
central) (Hope & Bradley, 2021). Por su parte, algunas células permanecen en el sitio de infeccién y se

diferencian a células T memoria residentes (Trw, por tissue resident memory T cells).

Los linfocitos B virgenes maduran en el bazo y migran a los distintos tejidos donde se encuentran con el
antigeno. Aquellas células B que expresan en su superficie BCRs con afinidad por dichos antigenos, inician
la captacion de estos para luego ser presentados en complejos MHC Il a células CD4* (T helper) activadas

contra dicho antigeno en los ganglios linfaticos, dando lugar a la etapa de proliferacion (Yuseff et al., 2013).

Antes de abandonar los ganglios linfaticos, las células B contindan diferencidndose en los centros
germinales, donde puede ocurrir maduracidon de afinidad por hipermutacién somatica de las regiones
variables de los anticuerpos y seleccion positiva de los clones que retienen capacidad de unién al antigeno.
Asi, las células B que son seleccionadas contintan diferencidandose a células productoras de anticuerpos

(plasmocitos) o a células B memoria con capacidad de responder rapidamente a nuevas infecciones.

Ademas, 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, 1gG, IgD e IgE).

Diversos mecanismos efectores mediados por anticuerpos tienen que ver con la unién al antigeno y la
interaccién 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 particulas
virales a través de la activacion del complemento por la via cldsica, 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 activacién del complemento por la via clasica permite eliminar células infectadas y se discute su
implicancia en la evolucién 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 (FcyRIll) y eliminar la
célula infectada mediante liberacién de granulos de granzima y perforina. Por su parte la ADCP utiliza un
mecanismo similar para reclutar células fagociticas como macrdfagos y células dendriticas, eliminando
particulas virales recubiertas de anticuerpos y realimentando el ciclo de presentacién via MHC para activar

y diferenciar nuevas células T y B.

El otro mecanismo de accion de los anticuerpos depende exclusivamente de la interaccion con el antigeno

a través de las regiones variables y se conoce como neutralizacidon. En el caso de las infecciones virales los
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anticuerpos se unen a la superficie del virion impidiendo su entrada a la célula blanco y bloqueando la
multiplicacion viral en sus primeras etapas (Figura 1.C). En el SARS-CoV-2 la proteina S (responsable de la
unién al receptor y de la fusiéon 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 (seccidn 4.1.1) profundizaremos sobre algunos aspectos de los anticuerpos neutralizantes con

relacion 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 dias post aparicién de sintomas. Durante las siguientes tres semanas se observa un
incremento de los niveles de IgM seguido de IgA e IgG. A continuacion, los niveles de IgG contindan
aumentando mientras que los de IgM comienzan a caer. Esta cinética lleva a que se produzca un
incremento rapido de anticuerpos en los primeros dias llegando a su valor maximo aproximadamente a
los 20, dias seguido de una caida paulatina y variable en funcién de la respuesta montada. En este periodo,
el virus es normalmente eliminado y se generan células B y T memoria que responderdn de manera mas
rapida en las siguientes infecciones por el mismo agente (Alejandro Lagunas-Rangel & Chdavez-Valencia,
2021; Azkur et al., 2020; Hope & Bradley, 2021) (Figura 17). Luego de 6 meses, los niveles de 1gG e IgM
contra la glicoproteina 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
evolucion continua de la respuesta humoral. Esta evolucion en el largo plazo se asocia a la permanencia
de estimulacién por antigenos (usualmente a través de células dendriticas foliculares) y se refleja en un
incremento en los niveles de hipermutacion somatica, aumento de la potencia de los anticuerpos
producidos y mayor adaptabilidad de estos a la aparicién de mutaciones en la proteina 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 esquematica la evolucion de los componentes
celulares y humorales de la respuesta adaptativa frente a infecciones o vacunas y el efecto de la generacién de memoria
inmunoldgica frente a infecciones futuras (Tomado de (Hope & Bradley, 2021))

La seroconversion puede ser detectada en la mayoria de los individuos infectados a los 20 de la aparicién
de sintomas, siendo las proteinas Sy N las mds inmunogénicas y responsables de la seroconversion. Ambas
proteinas presentan reactividad cruzada en SARS-CoV y SARS-CoV-2, siendo N la que presenta mayor
homologia (90.5%) mientras que S posee una homologia de 76.4%, con niveles de conservacidn de hasta
50% a nivel de la superficie de interaccidn con el receptor celular (Alejandro Lagunas-Rangel & Chavez-

Valencia, 2021).

3.1.1.3. INMUNIDAD Y PROTECCION

Entender si es posible generar proteccion frente al SARS-CoV-2, cuan efectiva es esta respuesta y durante
cuanto tiempo se mantiene, fueron interrogantes planteadas desde el inicio de la pandemia, que se

reeditaron con las diferentes estrategias de vacunacién y con la aparicion de distintas variantes virales.

A nivel de infeccidn, se encontré reactividad cruzada entre SARS-CoV-2 y otros coronavirus ya conocidos,
demostrandose 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

infeccion.

A pesar de la existencia de casos confirmados de reinfeccidon por SARS-CoV-2, los estudios sistematizados
con un nimero de individuos estadisticamente representativo demostraron que las reinfecciones ocurren
con baja frecuencia aun en poblaciones con alto riesgo de exposicion como trabajadores de la salud

(Lumley et al., 2020; Wyllie et al., 2020). La aparicidon 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 circulacién y transmision (Prete et al., 2022).

En cuanto a la duracion de la respuesta, se evaluaron los niveles de anticuerpos y células memoria (B, CD8*
y CD4") circulantes en cerca de 200 individuos recuperados, demostrandose que luego de 6 meses el 95%
de los individuos recuperados presentaba memoria inmunoldgica. Sin embargo, las cinéticas de los

diversos componentes de la respuesta son diversas y heterogéneas (Dan et al., 2021).

Aun hoy no existe un correlato de proteccién (CoP) bien definido para infecciones graves por SARS-CoV-2,
no obstante es claro que la capacidad de neutralizacién viral mediada por anticuerpos es uno de los
indicadores mas 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 evolucién de las tecnologias para desarrollar y producir vacunas eficaces.
Ademads, la experiencia previa en coronavirus relacionados (como SARS-CoV y MERS-CoV) permitié
identificar a la proteina S como blanco idéneo contra la cual dirigir la respuesta inmunolégica (Amanat &

Krammer, 2020).

Si bien en los ultimos afios ha existido un extenso nimero de desarrollos sometidos a pruebas clinicas,
solo un pufiado de vacunas se encontraban en fase clinica 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 vacunacidon que venia desarrollandose previo a la
pandemia (Pardi et al., 2018). Son baratas de desarrollar y adaptar, tienen alta potencia y son a priori mas
seguras que las vacunas a ADN. Sin embargo, no existian ejemplos con licenciamiento comercial previo a
la pandemia, haciendo que la tecnologia para su producciéon haya estado menos extendida. Ademas, la
estabilidad del ARN es baja, requiriendo bajas temperaturas de almacenamiento y un vehiculo 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 distribucion, siendo las desarrolladas por Pfizer/Biontech
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y Moderna las primeras en contar con autorizacion para su uso en emergencia (EUA) por la FDA (FDA News
Release, 2020a, 2020b) y con autorizacion por parte de la EMA (EMA, 2021a, 2021c). Ambas formulaciones
contienen material codificante para la proteina S de SARS-CoV-2. Ante la aparicién 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 acidos nucleicos,
sin embargo, al presentar un antigeno con complejidad reducida (muchas veces propia del sistema de
expresion) pueden ver limitada su efectividad y en algunos casos generar una respuesta inmune
desbalanceada (Y. Dong et al., 2020). Numerosos ensayos clinicos avanzados (fase 3) han sido llevados a
cabo con este tipo de formulaciones, principalmente basadas en la proteina Spike o su dominio de unién
al receptor (RBD). Un ejemplo de estas vacunas es la desarrollada por Novavax, basada en nanoparticulas
recubiertas con la proteina Spike (producidas en células infectadas con baculovirus), que es capaz de
generar anticuerpos neutralizantes ademas 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 histérica. Los virus inactivados
son particulas producidas en grandes cantidades y sometidas a procesos fisicos o quimicos para prevenir
la infeccidn, que presentan diversas proteinas 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 pais. 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 proteina del virus de interés y tienen como principal ventaja la presentacion del antigeno en el
contexto de una infeccién 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 combinacién de adenovirus Ad5 y Ad26 y por la
Universidad de Oxford/AstraZeneca (UK) utilizando un adenovirus de chimpancé. Ambas utilizan la
proteina Sy fueron rapidamente sometidas a ensayos de fase clinica Il con revision por pares (Logunov et
al., 2021; Voysey et al., 2021), al tiempo que la de Oxford/AstraZeneca conté ademads con autorizacion 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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generacion de una respuesta desbalanceada. Por su parte, las vacunas contra SARS-CoV-2 basadas en
adenovirus de chimpancé han mostrado casos raros de trombocitopenia trombdtica 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 aqui, la amplia mayoria las vacunas desarrolladas contra SARS-CoV-2 utilizan la
proteina S como inmundgeno. 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 disefio de vacunas (Lv et al.,
2020), es fundamental medir la respuesta frente a estas, no solo en términos de titulo de anticuerpos,

sino también por su capacidad para generar actividad neutralizante.

3.1.2.1. LA VACUNACION EN URUGUAY

La aplicacion de vacunas eficaces contra SARS-CoV-2 ha demostrado ser una estrategia exitosa para reducir
la transmision viral y la severidad de la enfermedad. Dos de las vacunas mas 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
poblacién total de 3.5 millones de habitantes, se habian reportado mas de 1 millén de casos confirmados
de infeccién por SARS-CoV-2, y mds de 7600 personas habian fallecido (Edouard Mathieu et al., 2020). En
febrero de 2021, el Ministerio de Salud Publica de Uruguay autorizé 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 pg por dosis) en dos dosis administradas con 28 dias de diferencia. Siete meses después (septiembre
de 2021) las autoridades de Salud Publica autorizaron la administracion de una dosis de refuerzo con
BNT162b2 para el subconjunto de la poblacion completamente vacunado con CoronaVac. En ese
momento, aproximadamente el 68% de la poblacién habia completado el esquema de vacunacién
primario con alguna de estas plataformas implementadas (el 62.7% de los vacunados habia recibido
CoronaVac y el 35.5% habia 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 administracion de la segunda dosis (2D) (Jara et al., 2021; Tenforde et al., 2022),
simultdneamente con la deteccidn de altos niveles de anticuerpos especificos en suero contra la proteina
Spike del SARS-CoV-2 (Sadarangani et al., 2021). Aunque los parametros inmunolégicos necesarios para

definir un correlato de proteccién posterior a la vacunacion (CoP) contra la infeccion por SARS-CoV-2 adn
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estan en discusion, la neutralizacién viral mediada por anticuerpos se ha considerado uno de los
contribuyentes mds 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 mas bajos de anticuerpos
neutralizantes respecto de las plataformas vacunales a ARNm (Wilder-Smith & Mulholland, 2021) y la
disminucion en el tiempo de los niveles de anticuerpos especificos 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 aplicacién de dosis de refuerzo se convirtié en una alternativa estratégica que debio
coexistir con la alta demanda y una distribucion global equitativa de vacunas. Uruguay fue uno de los
primeros paises en proporcionar dosis de refuerzo en aquellos sectores de la poblacién que habia recibido
vacunas a virus inactivados. Si bien hoy en dia el porcentaje de la poblacién uruguaya que recibié al menos
una dosis de refuerzo es cercano al 60% de la poblacién, al momento de llevar a cabo este trabajo existia
escasa informacidn 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

administracion de dichas dosis de refuerzo.

3.2. OBIJETIVO ESPECIFICO 2

Analizar la respuesta humoral frente a la administracion de dosis de vacunacidon de tipo heterdlogas

mediante el uso de ensayos seroldgicos basados en la proteina RBD producida en células S2 de Drosophila.
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3.3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.3.1. LA TERCERA DOSIS HETEROLOGA RECUPERA LOS NIVELES DE
IgG ESPECIFICAS CONTRA SARS-COV-2

Para conocer la dinamica de los anticuerpos 1gG séricos contra SARS-Cov-2 durante la aplicacion de un
programa de vacunacién heterdloga en poblacidon general, realizamos un estudio prospectivo longitudinal
en individuos sanos. Para ello utilizamos test seroldgicos cuantitativos fabricados con la proteina RBDV
producida en células S2 de Drosophila (tal como se describié en el capitulo anterior). Asi, cuantificamos
los niveles de IgG especificas en participantes sanos que recibieron un plan de dos dosis de CoronaVac
seguido de la administracion de una tercera dosis (3D) heteréloga de BNT162b2 (Figura 18.A). Los

resultados se expresan en unidades de union de anticuerpos por mililitro de suero (BAU/mL).
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Figura 18: Evolucidon 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 ultima dosis recibida (flechas discontinuas). B) Niveles séricos de IgG anti-RBD en diferentes
momentos del seguimiento de la cohorte expresados como graficos de dispersion. Las barras y los nimeros sobre ellas
representan los valores medios de cada punto temporal (con los correspondientes rangos intercuartilicos entre paréntesis). El
numero 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) Representacion de los niveles séricos de
IgG anti-RBD mostrando la evolucion 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 comparacién multiple de Dunn.**p = 0,01-0,001, ***p <
0,001. BAU, unidades de unién de anticuerpos.
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El analisis de las muestras de suero de los participantes previo al inicio de la vacunacion (to) mostré
ausencia de anticuerpos IgG anti-RBD especificos (individuos seronegativos), mientras que la totalidad de
participantes mostraron seroconversion a los 18 dias de recibir la segunda dosis de CoronaVac (t1) con una
mediana de 403 BAU/mL con un rango intercuartilico entre 249 y 618 (IQR 249-618, por “interquartile
range”) (Figura 18.B). A los 80 dias de recibir la segunda dosis (t2), los 50 individuos analizados
permanecieron seropositivos, aunque con una disminucién 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 disminucion del nivel de anticuerpos especificos 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 administracién de una tercera dosis con BNT162b2 evidencié un aumento
significativo de los anticuerpos IgG anti-RBD en suero después de los 18 dias (t3), alcanzando una mediana
de 8877 BAU/mL (IQR 6076-13081) (Figura 18.B). Finalmente, después de aproximadamente 2,5 meses
(mediana de 73 dias) de recibir la tercera dosis (ta), el nivel de anticuerpos IgG anti-RBD especificos en 41
individuos de nuestra cohorte disminuyé 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 duracién de la respuesta y su impacto en la proteccion a largo plazo
contra la infeccion por SARS-CoV-2. A pesar de las diferencias individuales, todos los participantes

mostraron la misma tendencia en términos de niveles de IgG especificas (Figura 18.C).

3.3.2. LA TERCERA DOSIS HETEROLOGA IMPLICA TAMBIEN UN
AUMENTO DE LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE Y DE ANTICUERPOS
ESPECIFICOS

Si bien los test seroldgicos utilizados en este trabajo se basan en el dominio de unién al receptor, resulta
interesante entender como evoluciona la capacidad de neutralizacién viral frente a los diferentes boosters
vacunales. Nuestro pais no cuenta con instalaciones provistas con los niveles de bioseguridad necesarios
para llevar a cabo ensayos de neutralizacién viral por reduccion de placas (PRNT); ademas, el nimero de
muestras era relativamente alto si se queria hacer un seguimiento longitudinal que involucrara todas las

etapas pautadas (alrededor de 200 muestras de suero).

Por tales motivos, decidimos aplicar ensayos alternativos de neutralizacién viral (sVNT), los cuales
mostraron que la tendencia vista en los niveles de IgGs era acompafiada por una evolucion similar en la

capacidad de bloqueo de la interaccion RBD-ACE2 en los participantes que recibieron un esquema de
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vacunacion heterdlogo con CoronaVac + BNT162b2. El seguimiento de la capacidad de bloqueo de la
interaccion RBD-ACE2 mostré una caida entre t1 y t; [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 reduccién entre t3 y t4 [mediana de 65221 AU/mL (IQR 40701-
109618) vs. 20480 AU/mL (IQR 12079-32878), respectivamente] (Figura 19.A). Segun las especificaciones
del kit sVNT utilizado para esto, el titulo de neutralizacidn se puede interpretar como bajo (<1500AU/mL),
medio (1500-5000AU/mL) y alto (>5000). Ademas, estas capacidades de bloqueo se correlacionan

linealmente con los niveles de IgG anti-RBD en cada punto temporal (Figura 19.B).
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Figura 19: Evolucion de la actividad neutralizante analizada con sVNT comerciales a lo largo del estudio. A) Representacion
de los niveles de neutralizacién mostrando la evolucion individual de cada participante a lo largo del estudio. B) Correlacion
entre la capacidad de neutralizaciéon y los niveles séricos de I1gG anti-RBD. La figura muestra la correlacidn entre los niveles de
neutralizacién obtenidos utilizando un kit SVNT para deteccién de Anticuerpos Neutralizantes del SARS-CoV-2 (cPass™,
GenScript®) y los niveles séricos de IgG anti-RBD utilizando el Kit ELISA COVID-19 IgG QUANT (desarrollado por la Universidad
de la Republica, el Instituto Pasteur de Montevideo y ATGen, SRL). Esta correlacion se realizé 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
comparacion multiple de Dunn.**p = 0,01-0,001, ***p < 0,001. BAU, unidades de unién de anticuerpos.

Mas alld de la cantidad, la calidad de la respuesta de anticuerpos producidos después de la vacunacién es
fundamental para proteger contra la infeccién por SARS-CoV-2. En este sentido, la eficacia neutralizante
es el correlato de proteccion mas estudiado (Cromer et al., 2022). En linea con los resultados previos,
encontramos una correlacidn significativa entre los niveles de IgG anti-RBD especificos en suero y la
capacidad de bloqueo de la interaccion RBD-ACE2. Ademas, utilizando un kit comercial de sVNT, pudimos
demostrar que los anticuerpos producidos después de la vacunacidn heteréloga son funcionales y pueden
neutralizar el virus de manera efectiva. La eficacia neutralizante de los anticuerpos especificos fue

comparable a la observada después de una vacunacion primaria con dos dosis de BNT162b2 (Dinc et al.,
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2022; Tenforde et al., 2022) y similar a los niveles observados después de una infeccién natural (Lim et al.,

2021).

La técnica de SPR permite detectar la interaccion de moléculas en tiempo real y cuantificar de manera
precisa su cinética de asociacidn cuando se trabaja con muestras puras. Si bien esto representa una gran
limitacidon para estudiar muestras séricas cuya composicién de anticuerpos especificos es heterogénea y
su concentracién molar es dificil de cuantificar, la comparacion de las cinéticas de disociacidén 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 propdsito de evidenciar la maduracién de la respuesta humoral con las
sucesivas inmunizaciones, comparamos la interaccién de los anticuerpos séricos totales por SPR, utilizando
sueros de 20 individuos seleccionados de forma arbitraria, tras recibir un esquema de vacunacién
heterdloga. Todos los individuos inmunizados mostraron valores superiores a los obtenidos con muestras
de suero pre-vacunacion (to) y la seial alcanzada después de la tercera dosis fue claramente superior
(Figura 20). Sin embargo, como consecuencia de la afinidad y la avidez, la disociacion de los anticuerpos
especificos resulté extremadamente lenta, provocando que el nivel de anticuerpos unidos permaneciera
casi incambiado durante mas de 10 minutos después de terminar la inyeccion. Esto impidié comparar las
cinéticas de disociacién y encontrar vinculaciones con la maduraciéon de la respuesta. Igualmente,
registramos el nivel de anticuerpos unidos (en unidades arbitrarias de SPR, RUs) después de 1 minuto de

disociacion, como una medida indirecta del nivel de anticuerpos especificos totales.
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Figura 20: Analisis por SPR de las cinéticas de union de los anticuerpos especificos totales. Los sensorgramas se obtuvieron
con muestras de suero de 20 individuos inmunizados con un esquema de vacunacién heterdlogo, los cuales fueron inyectados
sobre el antigeno W'"a"RBD-ST inmovilizado en la superficie del sensorchip. Cada panel corresponde a un solo individuo, y las
muestras de suero de diferentes etapas de inmunizacion se identifican con los colores de las curvas (las lineas negras
segmentadas y grises continuas corresponden a sueros obtenidos 18 y 80 dias después de la segunda dosis con CoronaVac,
respectivamente; las lineas negras continuas corresponden a sueros obtenidos 18 dias después de la tercera dosis con
BNT162b2). Todos los sensorgramas se normalizaron restando con los datos obtenidos de su correspondiente suero preinmune.
Las lineas verticales delimitan el periodo arbitrario durante el cual, se promedio la sefial para cuantificar sistematicamente el
nivel de anticuerpos unidos totales, en unidades de resonancia (RU).

Asi, los valores obtenidos en t; exhibieron una disminucién con respecto a ti, evidenciando una
disminucidn temporal en el nivel de anticuerpos especificos circulantes totales. Los resultados obtenidos
18 dias después de la tercera dosis con BNT162b2 (t3) resultaron en un aumento pronunciado en el nivel
de anticuerpos especificos totales (Figura 21.A). Nuevamente, este comportamiento esta en concordancia

con los resultados obtenidos por ELISA (Figura 18.C), mostrando una fuerte correlacién positiva entre los
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niveles de IgG especificas y los niveles de anticuerpos especificos totales, medidos por SPR poco después

de la administracién de las dosis vacunales (Figura 21.B).
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Figura 21: Evolucion de los niveles de anticuerpos totales anti-RBD medidos por SPR. A) Los recuadros de la izquierda
muestran las cinéticas de union (sensorgramas) de muestras de suero de 20 individuos seleccionados de la cohorte y recogidas
en diferentes momentos (ti, t2 y t3). Los niveles de anticuerpos especificos totales medidos por SPR tras 1 min de disociacién se
presentan a diferentes tiempos con lineas grises que muestran la evolucién individual en el tiempo. B) Diagramas de correlacion
entre los niveles de anticuerpos medidos por SPR y ELISA a partir de muestras de suero de 20 individuos recogidas 18 dias
después de la segunda dosis (izquierda), 80 dias después de la segunda dosis (medio) y 18 dias después de la tercera dosis
(derecha). Los resultados obtenidos con muestras recogidas 18 dias después de la segunda y tercera dosis mostraron una
correlacion muy fuerte entre ambas técnicas. En el caso de muestras con bajo nivel de anticuerpos especificos, como las
obtenidas 80 dias después de la segunda dosis, la correlacidn es significativamente mas débil, probablemente debido a la baja
sensibilidad de la técnica de SPR. Los niveles de anticuerpos especificos totales se calcularon como se describe en el material
suplementario. Los coeficientes de correlacién de Pearson (r) y los valores P (two tailed) (P) se presentan en la esquina inferior
derecha de cada gréfico.

3.3.3. LA TECERA DOSIS HETEROLOGA IMPLICA TAMBIEN AUMENTO
DE LAS RESPUESTAS EFECTORAS MEDIADAS POR ANTICUERPOS

El reconocimiento especifico y la capacidad de neutralizar el virus son caracteristicas importantes de la
respuesta inmune por anticuerpos. Adicionalmente, las funciones efectoras mediadas por Fc (como ADCC

y ADCP) se relacionan con la proteccion contra multiples patégenos (L. L. Lu et al., 2018), incluida la
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respuesta humoral generada por la vacunacion 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 dias después de la segunda dosis con CoronaVac (t1) y 18 dias después de la tercera dosis con BNT162b2
(t3). Asi, encontramos que el refuerzo con BNT162b2 aumenté 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 linea con el comportamiento descrito en las secciones anteriores de este capitulo (Figura 22.A-D). En
nuestro estudio, encontramos que una unica dosis de refuerzo con BNT162b2 aumento significativamente
la capacidad de los anticuerpos para mediar la lisis de células infectadas y la fagocitosis de particulas
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 mas investigacion para determinar el papel exacto de estas funciones efectoras en

la proteccién contra la infeccidén por SARS-CoV-2.
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Figura 22: Funciones mediadas por Fc e inhibicion de la unién RBD-ACE2 de inmunoglobulinas séricas anti-RBD especificas.
Se presenta la evolucién individual de 20 participantes, poco después de recibir la segunda dosis de Coronavac (t1) y tras recibir
el refuerzo heterélogo 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 Neutralizacidn (C) junto con los niveles séricos de IgG anti-RBD (D). Los titulos
finales de ADCC y ADCP se calcularon interpolando a la linea de base el reciproco de las diluciones séricas, cuyos valores se
determinaron para cada placa como la sefial media en ausencia de suero mas tres desvios estandar. 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 adaptacién, con una disminucion de
la neutralizacién 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
habia sido identificada como responsable de una nueva ola de contagios en nuestro pais. Por tal motivo,
decidimos comparar la capacidad de bloqueo de los anticuerpos desarrollados frente a la vacunacion,
contra las variantes de SARS-CoV-2 de Wuhan y Omicron mediante ensayos sVNT con estos mismos 20

sueros (Figura 23). Nuestro andlisis muestra una clara reduccion 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 correlacién entre el titulo de bloqueo del SARS-CoV-2 de la variante Wuhan

y Omicron en ninguno de los puntos temporales analizados.
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Figura 23: Evolucién de la respuesta neutralizante frente a la variante Omicron. Comparacion de la inhibicién de la unién RBD-
ACE2 contra las variantes Wuhan y Omicron del SARS-CoV-2 analizada mediante sVNT en 20 individuos a t1 y t3 . Los numeros
representan la medianay el intervalo intercuartilico 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 mas detalle en el capitulo siguiente, la aparicidn de variantes de preocupacion, como
la variante Delta y Omicron, ha generado preocupaciones sobre la efectividad de los anticuerpos inducidos
por la vacunacién. En nuestro estudio encontramos una disminucion en la actividad neutralizante contra
la variante Omicron respecto a la variante de Wuhan. Sin embargo, estos resultados son preliminares,
requiriéndose mas investigacién 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
vacunacion primaria con CoronaVac, induce una respuesta humoral robusta y multifacética que puede
contribuir a la proteccién contra la infeccién por SARS-CoV-2. Sin embargo, se necesitan estudios
adicionales para evaluar la duracion de la respuesta y su impacto en la proteccién a largo plazo contra la
infeccidn por SARS-CoV-2. Adema3s, es necesario profundizar las investigaciones para determinar el papel
exacto de las funciones efectoras mediadas por Fc en la proteccidn contra la infeccion por SARS-CoV-2.

A la hora de interpretar nuestros hallazgos es importante tener en cuenta algunas de sus limitaciones. La

primera es el tamafio de la muestra; ya que si bien hicimos un seguimiento de los niveles de IgG a lo largo



CAPITULO 3 RESULTADOS Y DISCUSION

de cinco puntos, cubriendo pre y post vacunacion, la cantidad de individuos es reducida. La segunda
limitacidn se refiere a la falta de un grupo de refuerzo con CoronaVac, debido a que el Ministerio de Salud
Publica de Uruguay no utilizé CoronaVac como opcion de refuerzo. Por esta razén, practicamente no hay
personas con una tercera dosis de CoronaVac en nuestro pais. En tercer lugar, Uruguay carecia de acceso
local a instalaciones de nivel de bioseguridad 3 (BSL3) para realizar pruebas de reduccidn de placas por
neutralizacién (PRNT), que es la técnica “gold standard” para detectar y cuantificar anticuerpos
neutralizantes (NAbs). Por esta razdn, realizamos una prueba de neutralizacion sustituta que claramente
tiene limitaciones, como la ausencia de membranas bioldgicas y otras proteinas o dominios proteicos con
un papel relevante en los procesos de unidn y fusion viral. Finalmente, las respuestas de células T inducidas

durante la vacunacion representan un aspecto relevante de la respuesta a vacunas, la cual no evaluamos.
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3.4. CONCLUSIONES Y PERPECTIVAS

En este capitulo proporcionamos nuevas evidencias sobre la vacunacidén heterdéloga de refuerzo con
CoronaVac y BNT162b2 en individuos sanos, mostrando la dindmica de los niveles de anticuerpos

especificos después de aproximadamente 2,5 meses.

Se encontré una correlacidn significativa entre los niveles de anticuerpos anti-RBD, su capacidad de
bloqueo de la interaccion RBD-ACE2 y sus actividades efectoras (ADCC o ADCP), lo que respalda que las
pruebas seroldgicas econdmicas y de facil implementacién son herramientas importantes para monitorear

la respuesta inmune después de la vacunacidn y definir las dosis de refuerzo.

Ademas, dado que las vacunas basadas en plataformas de ARN mensajero han demostrado con el tiempo
ser seguras y efectivas, el uso de una vacunacién de refuerzo heteréloga con CoronaVac y BNT162b2

representa una estrategia prometedora y segura.

Las vacunas basadas en virus inactivados fueron en su momento herramientas utiles en la lucha global
contra la COVID-19, aunque se necesitan mas datos sobre su eficacia contra las variantes emergentes del
SARS-CoV-2 y sobre la durabilidad de la proteccién en diferentes grupos de edad, entornos geograficos 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 informacién
confiable para la toma de decisiones sobre la administracion de nuevas dosis, tanto en poblacién general

como en ciertas poblaciones particulares.
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3.5. METODOLOGIA

3.5.1. DATOS DE LA COHORTE Y DISENO DEL ESTUDIO

Cincuenta individuos, el 60% mujeres, con una edad mediana de 40 afios (IQR 30-50) pertenecientes al
personal del Instituto Pasteur de Montevideo y se sometieron a una vacunacién voluntaria heteréloga con
CoronaVac y BNT162b2, fueron inscritos en un estudio de seguimiento serolégico post-vacunacion. Se
recolectaron muestras de suero en cinco momentos: antes de la vacunacion (to); después de un
seguimiento medio de 18 dias (IQR 16—23) post-2D (t1); 80 dias (IQR 78—-82) post-2D (t2); 18 dias (IQR 16—
20) post-3D con BNT162b2 (t3); y finalmente, 73 dias (IQR 72—-81) post-3D (para 41 de 50 participantes)
(ta). Todos los participantes declararon no haber sido diagnosticados con COVID-19 antes o durante el
desarrollo del estudio, en dos cuestionarios realizados en to y en ts. Este estudio se realizé de acuerdo con
la Declaracién de Helsinki de la Asociacién 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 Republica, Instituto Pasteur de Montevideo y ATGen
SRL), segun las instrucciones del fabricante. Los resultados se expresaron en BAU/mL (por “binding
antibody units”), utilizando un estandar internacional para la calibracidon del ensayo (Primer Estandar
Internacional de la OMS para inmunoglobulinas anti-SARS-CoV-2 (cddigo del NIBSC: 20/136)
(https://www.nibsc.org/documents/ifu/20-136.pdf).

3.5.3. ENSAYO ALTERNATIVO DE NEUTRALIZACION VIRAL (sVNT)

El bloqueo de la interaccion entre RBD-ACE2 por anticuerpos especificos anti-SARS-CoV-2 se analizo
utilizando un ensayo alternativo de neutralizacion 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 vacunacién heterdloga en t1 y t2 (post-2D con CoronaVac) y en t3 y ta (post-3D con BNT162b2).
Los ensayos se realizaron de acuerdo con las instrucciones del fabricante. En resumen, el RBD
recombinante conjugado con HRP se preincubd con diferentes diluciones de muestras de suero humano
y luego se agregd a microplacas ELISA recubiertas con ACE2, con el objetivo de analizar la capacidad de los
anticuerpos séricos especificos para inhibir la interaccion RBD-ACE2. Se utilizé un suero calibrador (Cat.
No. A02087, GenScript_) de 1.000.000 unidades arbitrarias por mililitro (AU/mL) segun las instrucciones

del fabricante, lo que permitié generar una curva estandar diluyendo en serie el suero calibrador de 600
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AU/mL a 9.37AU/mL. Para interpolar un valor de titulo semicuantitativo en AU/mL se utilizaron las
densidades dpticas de las diluciones de suero medidas a 450 nm que se encontraban en el rango lineal de
la curva estandar. Los valores obtenidos se corrigieron con el factor de dilucidn 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 unién de anticuerpos especificos totales contra RBD se realizaron ensayos de SPR con
muestras de suero obtenidas en cuatro momentos diferentes (to, t1, t2, t3) de un subgrupo de 20 individuos
que recibieron vacunacién heteréloga CoronaVac/BNT162b2, utilizando el RBD-ST expresado en células S2
de Drosophila de acuerdo con la seccion 2.3.1 del capitulo 2.

Los ensayos de SPR se realizaron en un Biacore 3000 a 25°C y 10uL/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) segun las
recomendaciones del fabricante. Para la captura se realizé una inyeccién de un minuto de 10nM RBD-STII
para capturar 140 RU de proteina. En paralelo, se utilizé una superficie no derivatizada (sin RBD-STII) como
referencia. El antigeno se elimind con tres inyecciones consecutivas de 10uL de GuHCI 3M vy se recapturd
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 concentracién de anticuerpos especificos totales) seguidos de una fase
de disociacién de 10 minutos en la que se permitid que los anticuerpos se lavaran mediante flujo continuo
de buffer. Los datos se referenciaron de manera doble, restando las sefiales de la superficie de referencia
y los datos de la muestra de suero del individuo correspondiente obtenido antes de la vacunacién,
utilizando el software BlAevaluation version 4.1. Después de 1 minuto de disociacion, la sefial (expresada
en unidades de resonancia, RUs) se promedié a lo largo de un periodo de 30 segundos para cuantificar el

nivel de anticuerpos especificos 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 ti y t3, utilizando ensayos de
informadores ADCC y ADCP (InvivoGen) segun las instrucciones del fabricante con diferencias menores.

Brevemente, se recubrieron microplacas de ELISA Nunc con 200 ng de RBD recombinante (expresado en
células de insecto como se ha descrito anteriormente) y se bloquearon con una solucidon de BSA al 4%

(w/v). Las muestras de suero, diluidas inicialmente 1:5 y seguidas de diluciones seriadas al doble, se
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incubaron en la placa durante 1 h a 37 2C. Se afiadieron células efectoras (células Jurkat-Lucia™ NFAT
modificadas para expresar el alotipo humano FcyRIIIA V158 -ensayo reportero ADCC-, o el alotipo humano
FcyRIIA H131 -ensayo reportero ADCP-) en cada pocillo a aproximadamente 2x10° células/pocillo (100 pl).
A continuacidn, las placas se incubaron a 37°Cy 5% de CO2 en una incubadora de cultivos celulares durante
seis horas. Finalmente, se transfirieron 20 ul/pocillo de sobrenadante de cultivo celular a placas planas
blancas de 96 pocillos (Thermo), se aifadié el reactivo QUANTI-Luc™ (InvivoGen) y las placas se leyeron
inmediatamente utilizando el lumindmetro 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
reciproco de las diluciones de suero a la linea de base, cuyos valores se determinaron para cada placa

como la seial media en ausencia de suero, luego de sumarle tres desviaciones estandar.

3.5.6. ANALISIS DE DATOS

El analisis de los datos contd con la desinteresada colaboraciéon del Dr. Hugo Naya de la Unidad de
Bioinformatica del Instituto Pasteur de Montevideo. Las comparaciones entre grupos se realizaron
utilizando el test de Friedman y el test de comparacidon post-hoc multiple de Dunn o test de Wilcoxon.
Aunque las pruebas no paramétricas utilizadas en comparaciones multiples 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 nimero de observaciones. Para
superar esta dificultad, utilizamos modelos lineales mixtos (paquetes R “Imed4” y “emmeans”) con
correccion 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®). Los resultados de los
bioensayos se obtuvieron en unidades de luminiscencia relativa (RLUs) y se expresaron como titulos de
punto final. Para evaluar la consistencia en el nivel de anticuerpos especificos medidos por ELISA y SPR,

calculamos coeficientes de correlacion de Pearson (“two-tailed”) con un intervalo de confianza del 95%.
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CAPITULO 4: DESARROLLO DE ENSAY0S
ALTERNATIVOS DE NEUTRALIZACION PARA

VARIANTES DE PREOCUPACION DE SARS-CoV-2

4.1. INTRODUCCION

4.1.1. ANTICUERPOS NEUTRALIZANTES

Los anticuerpos neutralizantes son la Unica opcidn 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 neutralizacidon por anticuerpos puede ocurrir por diversos
mecanismos como son la interaccion directa con el sitio de unidn al receptor celular (RBM para el SARS-
CoV-2), la estabilizacién o bloqueo de estados conformacionales de la proteina S que restringen la
accesibilidad de dicho sitio al receptor celular, la hiper-estabilizacion del estado pre-fusidn para impedir la
fusidon y la desestabilizacidon prematura para dar lugar a un estado post-fusién en el momento y lugar

equivocados.

Los anticuerpos neutralizantes que reconocen el RBD son mayoritarios y existen multiples formas de
clasificarlos. La Figura 24 presenta de forma grafica una de estas clasificaciones que los divide en 4 clases
de acuerdo al epitope y la conformacién 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 conformacién
“up”; clase 2, capaces de unirse a RBD en ambas conformaciones “up”y “down”, siendo ademas capaces
de unirse en forma simultanea a dos RBD de protémeros adyacentes; clase 3, con capacidad de unirse a
RBD a través de epitopos ubicados fuera del RBM; y clase 4, capaces de unirse una region de RBD fuera
del RBM pero solo accesible en el estado “up” (region que interactua con el loop entre HC y HR1) (Barnes
et al., 2020). El principal mecanismo de neutralizacién de estos anticuerpos se basa en impedir la
interaccién del RBD con ACE2, con excepcidn de los de clase 4 cuya union a RBD se cree que facilita el
desensamblaje prematuro de la proteina Spike y la desestabilizacidn del estado pre-fusion (D. Zhou et al.,

2020).
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También se han reportado anticuerpos neutralizantes con capacidad de unirse a spike a través de epitopes
ubicados en otros dominios fuera del RBD. Ejemplos de esto son los anticuerpos con alta capacidad de
neutralizacién 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
esta del todo claro, y aunque podria basarse en una simple obstaculizacidn estérica para impedir que RBM
acceda a ACE2, otras hipdtesis plantean que actuan interfiriendo con los cambios conformacionales

desencadenados tras la unidn del receptor que son claves para la fusion y entrada del virus (Cerutti et al.,

2021).
A Class 2 B
Class 1 €002
C102 C104 C1 02HC-(epitope
cC12.1 G121
cC12.3 C144 epitope
COVA2-4 P2B-2F6
B38 BD23
CB6 g - . Ab2-4
REGN10933 / / 5A6
<) =Y COVA2-39*
,I
|
/ | Coms L N501
TR
Class 4— /N= e 5 $309
CR3022 : C110
EYBA REGN10987

.“" )
%

Figura 24: Epitopes de anticuerpos neutralizantes contra el RBD de SARS-CoV-2. A) Representacion de la superficie del RBD
con una orientacién aproximadamente “up” (gris) formando complejos con la regidn variable de diferentes anticuerpos
neutralizantes pertenecientes a 4 clases diferentes (representados en “cartoon”).La flecha gris discontinua representa una
aproximacién de la trayectoria del movimiento “pivot” del RBD cuando pasa a la conformacion “down”. Bajo cada clase se
presenta una lista de anticuerpos que las integran. B) Superficie del sitio de union al receptor del RBD con los epitopes de las
cadenas pesadas y livianas (verde) del anticuerpo C102 perteneciente a la clase 1. C) representacion 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) Representacién 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).
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Los anticuerpos neutralizantes son producidos como parte de la respuesta adaptativa frente a la infeccién
por SARS-CoV-2 y frente a las vacunas con capacidad de generar anticuerpos contra spike. Sin embargo, la
accién neutralizante de los anticuerpos es también buscada en las intervenciones terapéuticas basadas en
la administracion 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
administracién de plasma convaleciente (también autorizada por la FDA en emergencia) cuenta con la
recomendacién de utilizar muestras de plasma que cumplan con todos los criterios de aceptacién y que
cuenten con titulo alto. Ademas, 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 seleccién.

4.1.2. ENSAYOS DE NEUTRALIZACION VIRAL Y ALTERNATIVAS

La metodologia “gold standard” para detectar y cuantificar anticuerpos neutralizantes frente a SARS-CoV-
2, se basa en la utilizacién de aislamientos de virus con capacidad infectiva mediante ensayos de reduccién
de placas (PRNT, por “plaque reduction neutralization test”). En estos ensayos, las particulas virales son
mezcladas con una dilucién 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 infeccién, la cual es cuantificada mediante el conteo de placas de lisis. La reduccién del
numero de placas como consecuencia de la accién neutralizante puede medirse en funciéon de las
diluciones de anticuerpos, haciendo posible su titulacidn. Esta técnica requiere varios dias de crecimiento
celular, y en el caso de SARS-CoV-2, su implementacion debe llevarse a cabo en un laboratorio con nivel 3
de bioseguridad (BSL3) y personal capacitado, lo cual dificulta su aplicaciéon en forma masiva (Galipeau et

al., 2020).

Una alternativa con el objetivo de caracterizar multiples muestras en forma high-throughput es la
utilizacion de una variante reportera de SARS-CoV-2 (en la que el ORF 7a es sustituido por el gen de una
proteina fluorescente) y la eficiencia de infeccién (en presencia de anticuerpos) se detecta determinando
el porcentaje de células infectadas (fluorescentes) (Muruato et al.,, 2020). Otros trabajos con lineas
celulares reporteras utilizan la fluorescencia por formacién de sincitios como alternativa para analizar la
neutralizacién de variantes de SARS-CoV-2 (Planas, Bruel, et al., 2021). Estos métodos tienen la ventaja de
ser implementados de forma mds masiva en placas de cultivo de 96 pocillos, no obstante el caracter

patogénico del virus reportero requiere que sean igualmente efectuados en condiciones BSL3.

La utilizacién de pseudovirus basadas principalmente en particulas de VIH o VSV (virus de la estomatitis

vesicular) con la proteina 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 neutralizacién con pseudovirus son llevados a cabo bajo
normas de bioseguridad de nivel 2 (BSL2) y presentan una alta correlacion respecto a los ensayos con
particulas de SARS-CoV-2 (Schmidt et al., 2020). Sin embargo, este tipo de ensayos también requiere

tiempo de crecimiento celular y su implementacién masiva ofrece limitaciones.

En este sentido, los test alternativos de neutralizacidn viral o sVNT (surrogate virus neutralization test),
son ensayos que utilizan proteinas del virus y su receptor celular (usualmente dominios de Spike y hACE2)
para evidenciar la capacidad de los anticuerpos neutralizantes de competir con dicha interaccién, 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 competicién contaron con
autorizaciéon de uso por parte de la FDA y fueron comercializados por las compaiiias 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 cientifica durante la pandemia (nuestros
resultados del capitulo 3 son un ejemplo de esto). Este tipo de ensayos se limitan a evaluar la actividad
neutralizante por unién al RBD, no obstante, tienen como ventaja la capacidad de ser aplicados de forma

rapida, masiva, con minimos requerimientos de equipamiento y medidas de bioseguridad.

El sVNT de Genscript ha sido sometido a multiples estudios de comparacidon con ensayos PRNT vy
pseuodovirus, demostrando una excelente correlacion (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 serolégicos 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 caracteristicas resulta inabarcable, con numerosos ejemplos de sVNT en
formato tipo ELISA donde una de las proteinas de la interfase virus-célula se inmoviliza al soporte sdlido,
mientras la otra es conjugada a una enzima (usualmente HRP) e incubada junto a los anticuerpos
neutralizantes. Desde el punto de vista de su disefio, tanto ACE2 como los dominios de Spike han sido
inmovilizados al soporte sdlido, observandose diferentes resultados aunque con una performance

aceptable respecto a los ensayos PRNT (Kohmer et al., 2021; Miinsterkotter et al., 2022; Pieri et al., 2022).

Ademas, los ensayos sVNT tipo ELISA también son utilizados para la deteccidon de pequefios compuestos
inhibidores de la interaccion 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 investigacion dirigida al descubrimiento y reposicionamiento de pequefias moléculas y
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compuestos naturales con capacidad de inhibir la interaccidn virus-célula (Boroduske et al., 2021; Olaleye

etal., 2020, 2021).

Por ultimo, es interesante destacar que la detecciéon de anticuerpos neutralizantes con este tipo de
ensayos no se lleva a cabo a través del dominio Fc, y por ende su uso no estd limitado a un isotipo
particular, ni posee exclusividad de especie (como ocurre con los test seroldgicos para detectar y
cuantificar anticuerpos especificos). Esta caracteristica los posiciona como una alternativa valida para la
detecciéon de anticuerpos neutralizantes en diversas especies (Embregts et al., 2021; Perera et al., 2021),
cobrando relevancia dado el origen zoonético del SARS-CoV-2 y los numerosos reportes de circulaciéon del

virus en diversos animales domésticos y salvajes.

4.1.3. NUEVAS VARIANTES EMERGENTES

El genoma a ARN y la alta tasa de circulacién han llevado a que surjan y se adapten numerosas variantes
de SARS-CoV-2, plantedndose la necesidad de lidiar con la presencia del virus (al menos en forma de olas
temporales o estacionales (Scudellari, 2020)), donde la aparicion de nuevas variantes que puedan escapar
a la accion de los anticuerpos neutralizantes o desafiar la bateria de medidas disponibles para hacer frente
a la infeccidn, podria 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 sustitucién D614G en la subunidad S2 de Spike fue identificada en marzo de 2020 y rapidamente se
establecié como una nueva variante prevalente, diseminandose a nivel global (Korber et al., 2020). Esta
modificacién potencia la infectividad del virus, aumentando la funcionalidad de S en la superficie de las
particulas virales sin afectar la afinidad de unidn al receptor ni la actividad neutralizante (L. Zhang et al.,
2020), y se ha visto que en modelos animales potencia su replicacion en el tracto respiratorio superior,
favoreciendo su transmisidon (Plante et al., 2021). Esto llevd a que dicha modificacién se estableciera
rapidamente siendo conservada en las numerosas variantes emergentes, que mediante la incorporacién
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

preocupacion” (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 interaccidn con el receptor (y por ende su capacidad infectiva) y/o la evasién de la
respuesta inmune. Entre las VOCs mas 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 Sudafrica, surgida de manera independiente a la anterior pero
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compartiendo ciertas caracteristicas 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 podrian estar relacionadas con una mayor transmision y
tasas de re-infeccion (CDC, 2020); una variante originada en India a mediados de 2021 que causé un brote
catastréfico en este pais y llegd a desplazar a la variante Alpha en Inglaterra (linaje 1.617.2 identificada
como Delta) (Challen et al., 2021); y por ultimo, la variante Omicron (linaje B.1.1.529) que al igual que las
sub-variantes sucesoras, presenta un gran numero de modificaciones fundamentalmente a nivel de RBD,
gue favorecen su transmisibilidad y le confieren gran capacidad para evadir tanto la respuesta por
anticuerpos neutralizantes generados frente a las demds VOCs, como a multiples combinaciones de

anticuerpos monoclonales y vacunas (Cao et al., 2022; Dejnirattisai et al., 2022).

La Figura 25 resume las sustituciones caracteristicas de las VOCs a nivel del RBD, las cuales en su mayoria
se ubican sobre el RBM y tienen implicancias sobre la afinidad de unién al receptor (H. Liu, Wei, Kappler,

et al., 2022; Ramanathan et al., 2021). A modo de resumen tenemos que:

a. Laasparagina 501 de la variante ancestral (Wuhan), ubicada en la region distal del trimero de Spike
(muy cerca del eje de trimerizacién cuando el RBD se encuentran en posicion “down”), se
encuentra sustituida por un residuo tirosina en todas las VOCs, a excepcidn de la variante Delta.

b. La variante ancestral posee una lisina en la posicién 417, ocupando una ubicacidn 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 acido aspartico en la posiciéon 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. Lavariante Delta se diferencia del resto presentando dos sustituciones a nivel de residuos cercanos
al RBM que no forman parte de la superficie de interaccidon con ACE2 en la variante ancestral: la
leucina en la posicidn 452 y la treonina en la posicidn 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 interaccién 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 neutralizacidn viral sin que

su unioén al receptor sea reducida.
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Figura 25: Sustituciones en el RBM de multiples 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 caracteristicas identificada en colores. B-D) Superficie del RBM de las variantes Alpha, Beta,
Gamma y Delta con las sustituciones caracteristicas representados en amarillo, cian y violeta. E) Superficie del RBM de la
variante Omicron con las sustituciones caracteristicas 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 intervencién basadas en la accién de anticuerpos
neutralizantes han sido revisadas sistematicamente frente a la aparicion 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 aparicidon de nuevas variantes frente
a la transmisibilidad del virus y su comportamiento frente a la accidn neutralizante de los anticuerpos,
resulta de enorme utilidad para adelantarse a la llegada y establecimiento de nuevas variantes. En este
sentido, laimplementacidn de estudios reduccionistas llevados a cabo in vitro con las proteinas implicadas
en los procesos de entrada y neutralizacion del virus, son una alternativa relativamente rapida y segura

para llevar a cabo el control y la vigilancia del SARS-CoV-2.
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4.2. OBJETIVO ESPECIFICO 3

Producir y caracterizar in vitro los RBD de diferentes variantes de preocupacion de SARS-CoV-2 (VOCs) con
el propdsito de desarrollar ensayos alternativos de neutralizacién para estudiar la respuesta humoral en

individuos vacunados.
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4.3. RESULTADOS Y DISCUSION

4.3.1. PRODUCCION DE RBDs DE MULTIPLES VARIANTES DE SARS-
COV-2 EN CELULAS S2 DE DROSOPHILA

A nivel del RBD de SARS-CoV-2 existen nueve cisteinas: ocho de ellas forman puentes disulfuros
intracatenarios responsables del correcto plegamiento, mientras que el residuo Cs3g forma un puente
disulfuro con la Csgo de Spike (regidon C-terminal de S1), permaneciendo desapareado en nuestras
construcciones. Tal como se demostrd en la seccion 2.3.4, este residuo se presenta reducido o cisteinilado
en el RBD de células S2. Sin embargo, durante la expresion y secrecién, dicho residuo puede formar enlaces
con otras cisteinas, dando lugar a oligdmeros 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.
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Figura 26: Efecto de la sustitucion C538T en la produccion del RBD de SARS-CoV-2. A) Purificacién semipreparativa del RBD-ST
“wild type” y analisis 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 fraccién 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 proteolitico con enteroquinasa para remover el Strep-tag. Las flechas verticales de color negro indican la
presencia de oligdmeros de RBD estabilizados por puentes disulfuro (solo en la version wt) mientras que las flechas verticales
de color blanco sefialan el Strep-tag removido proteoliticamente.



CAPITULO 4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS

Dado que la Cs3s del RBD se encuentra en la cara opuesta al RBM, y por consiguiente no participa de la
unién al receptor ACE2, decidimos actualizar nuestra construccién de W'ha"RBD-ST (caracterizada en
detalle en el capitulo 2) reemplazando dicha cisteina por un residuo polar (sustitucion C538T). En primer
lugar, demostramos que esta sustitucion no afecta la expresién en células S2, mejorando incluso su
comportamiento en solucién al disminuir la aparicién de oligémeros de alto peso molecular en SEC
preparativa (Figura 26.B), tal como se ha visto antes con otras sustituciones similares (Klausberger et al.,
2022). Ademas, el comportamiento en solucién tras la remocién del Strep-tag tampoco mostré cambios

respecto de la version “wild-type” (Figura 26.C), garantizando su correcto comportamiento en solucién.

Teniendo en cuenta estos resultados, decidimos incluir la sustitucion C538T en el disefio de las
construcciones para expresar los RBDs de diversas variantes de preocupacion (VOCs) . Por simplicidad, a
lo largo de este capitulo hemos identificado el RBD de la variante ancestral "wild-type" (conteniendo el
residuo Cs3g no apareado) con su nombre acompafiado del sufijo "wt", mientras que la sustitucién C538T
(presente en el resto de las construcciones) sera omitida y dichos RBD serdn individualizados unicamente
con el prefijo que hace referencia a la VOC correspondiente. Ademas, cuando el Strep-tag (-ST) es
escindido mediante tratamiento con EK, sustituimos el sufijo “-ST” por el sufijo superindice "“'", como en
los capitulos anteriores (por ejemplo, W'haRBD-ST corresponde al RBD de la variante ancestral Wuhan
conteniendo la sustitucién C538T y el Strep-tag en el extremo C-terminal; cuando esta proteina es tratada

con EK dard lugar a WuhanRBpDV),

Asi, generamos construcciones para expresar y purificar los RBDs correspondientes a las VOCs mas
representativas de SARS-CoV-2 aplicando el protocolo descrito en el capitulo 2 para producirlas en células
S2. Las diferentes construcciones con su correspondiente nomenclatura y sustituciones caracteristicas 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 expresion y purificacion de los RBD de diferentes VOCs
de SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila.

Construccion Identificacion Sustituciones respecto a Wuhan
Wuhan - WuhanR BDwit -

Wuhan (C538T) - WuhanRBD

Alpha (C538T) B.1.1.7 AlphapBD N501Y, ( )

Beta (C538T) B.1.351 BeaRBD , , N501Y, ( )
Gamma (C538T) P1 Gammagpp K417T, , N501Y, ( )

Delta (C538T) B.1.617.2 beltaRBD L452R, L )

G339D, S371L, $373P, S375F, , N440K,

Omicron (C538T) B.1.1.529 OmicronRB D G446S, SA77N, , EA84A, Q493R, G496S,

Q498R, N501Y, YS05H, ( )
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Figura 27: Diagrama a escala de las construcciones disefiadas para producir los RBD de diferentes VOCs de SARS-CoV-2 en
células S2. Las sustituciones caracteristicas de cada variante se representan con esferas blancas (a excepcion de la sustitucién
C538T introducida por nosotros que se presenta en gris). Ademas, se presentan con fines orientativos los sitios de N-
glicosilacion y el RBM.

Los RBDs de las diferentes variantes fueron purificados por cromatografia de afinidad dando lugar a
bandas Unicas con el peso molecular esperado cuando se analizaron por SDS-PAGE (Figura 28.A). A
continuacién, las proteinas fueron re-purificadas por SEC incluyendo un paso de remocion proteolitica del
Strep-tag cuando fue necesario, dando lugar a proteinas con altos niveles de pureza y volimenes de
exclusidon acordes con proteinas monoméricas (Figura 28.B-F). Los rendimientos de produccién fueron
variables con promedios que oscilaron entre 25 y 40 mg L, utilizando volimenes de cultivo entre 60 y
300 mL. La variante ®@™M3RBD-ST fue la que mostrd rendimientos de produccién mas bajos (entre 5y 10

mg L?)
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El andlisis del W'ha"RBD por dicroismo circular en el UV lejano (FUV-CD, por “far-UV circular dichroism”)
permitid evaluar su estructura secundaria mostrando un espectro muy similar al obtenido con RBDs
producidos en otros sistemas de expresion como células de mamifero, levaduras y bacterias (Argentinian
Anticovid Consortium, 2020; He et al., 2021; Moro-Pérez et al., 2023; Nagar et al., 2023)(Figura 28.G). La
deconvolucidn de los datos obtenidos utilizando el algoritmo BeStSel (Micsonai et al., 2018, 2021, 2022)
mostrd una estructura secundaria conteniendo un 28,8% de hojas beta antiparalelas y un 10,7% de a-
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 cristalografica 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.
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Figura 28: Purificacion de RBDs de SARS-CoV-2 pertenecientes a diferentes VOCs. A) Andlisis por SDS-PAGE en condiciones
reductoras de las cinco VOCs purificadas por cromatografias 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 analitica del @™m2RBD<
previamente purificado por SEC preparativa después del tratamiento proteolitico con EK bovina. G) Andlisis de la estructura
secundaria del W*ha"RBD" por dicroismo circular en la regién del UV-lejano. Se presentan los datos experimentales superpuestos
con el ajuste correspondiente utilizando BeStSel (izquierda) y los graficos correspondientes a la deconvolucion de dicho ajuste
(medio) y de los datos estructurales extraidos del PDB 6M0J (cadena B) (derecha).
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4.3.2. ESTUDIOS CINETICOS DE LA INTERACCION CON shACE2
DEMUESTRAN LA FUNCIONALIDAD DE LAS DIFERENTES VARIANTES
DE RBD PRODUCIDAS EN CELULAS S2

Siguiendo la estrategia utilizada en el capitulo 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
interaccion con todas las variantes de RBDV a 25°C. En todos los casos evidenciamos un aumento de la
afinidad con respecto a la variante ancestral (W"a"RBDV), con aumento en las velocidades de asociacién
(constantes cinéticas de asociacion ko, mas altas) y velocidades de disociacion mds lentas (constantes

cinéticas de disociacidn, ko mas bajas) (Figura 29.A, Tabla 6).
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Figura 29: Analisis cinético por SPR de la interaccion 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
disociacion de 10 minutos se presentan superpuestos (lineas 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 disociacién obtenida (Kp) se expresa en unidades nM
junto a las curvas correspondientes (en aquellos casos que se realizaron réplicas, el valor reportado corresponde al promedio
acompafiado de su desviacion estandar). B) Grafico bidimensional de isoafinidad confeccionado con los valores de kon y koff
obtenidos (resumidos en la Tabla 6). Las lineas punteadas diagonales de color gris corresponden a los valores de Kp
correspondientes, representados en gris sobre los ejes. El grafico muestra cémo las afinidades calculadas para las distintas
variantes ven aumentada su afinidad en el rango de Kp=1-10 nM respecto de la variante ancestral, fundamentalmente por causa
de la disminucidn en el valor de kott. C) Grafico de barras mostrando la tasa de cambio en los valores de Ko obtenidos con las
cinco VOCs evaluadas, respecto de la variante ancestral. Los valores correspondientes se presentan en nimeros arriba de cada
barra.
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Tabla 6: Parametros cinéticos de la interaccion entre shACE2-ST y diferentes variantes de RBD mediante resonancia
plasmdnica de superficie (SPR) a 25°C.

# experimento  kon (M) Kot () Rmax (RU) Ko (M) Chi? Promedio
Ko = SD (nM)
1 9.20 x10° 6.90 x103 10.1 7.50 x10° 0.205
Wuhanppp wit 2 7.95 x105 6.81 x103 16.8 8.56 x10°° 0.15 8.29+0.692
3 7.88 x10° 6.93x103 21.0 8.80 x10° 0.281
1 8.10x10° 8.66 x10°3 13.6 1.07 x10°8 0.143
WuhanpBp 2 7.26 x10° 7.82 x10°3 20.9 1.08 x10°% 0.197 10.9 +0.265
3 7.50 x10° 8.4 x10°3 27.7 1.12x10° 0.152
1 1.47 x106 1.6 x10° 11.8 1.08 x10°° 0.162
AlphagBD 2 1.21 x106 1.81 x10°3 19.4 1.50 x10° 0.153 1.31+0.212
3 1.23 x106 1.65x10°3 24.3 1.34x10° 0.166
1 1.28 x106 3.79 x10°3 12.8 2.95 x10°° 0.203
BetapBp 2 1.16 x10° 3.62x10°3 20.5 3.12x10° 0.285 3.04+0.085
3 1.18 x106 3.59 x10°3 25.6 3.05 x10° 0.273
GammapBp 1 1.21 x106 2.97 x10°3 18.0 2.44 x10° 0.136 2.44
Deltappp 1 1.05 x10° 5.11x103 19.8 4.89 x10°° 0.205 4.89
OmicronpB D 1 1.63 x10° 3.81x103 19.4 2.34 x10° 0.195 2.34

Al comparar los pardmetros cinéticos, encontramos que las diferencias a nivel de kof 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 mas notorio en las variantes que
presentan mayor afinidad como en el caso de AP"2RBD, coincidiendo con resultados obtenidos utilizando

otros sistemas de expresion (H. Liu, Zhang, et al., 2021).

La sustitucion N501Y estd 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 unién con hACE2, y
por lo tanto, otorgando una ventaja adaptativa sobre la variante ancestral (Gu et al., 2020). Esta sustitucién
reemplaza el enlace de hidrégeno entre Nsp1 de RBD y la Ya1 de hACE2, generando una interaccion mas
fuerte via interacciones de tipo 1t-1t con la Y41 y catién-mt con la K3s3 de hACE2 (Tian et al., 2021). En nuestro
caso, la variante APh2RBD" presentd un aumento de la Kq 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 expresion (Han et al., 2021).

Por otra parte, las sustituciones adicionales en Be®RBD y ©™M3RBD han sido asociadas al escape
inmunitario frente a anticuerpos neutralizantes, mostrando un efecto detrimental sobre la afinidad de
unioén 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 B®RBD y G@™M3RBD, respectivamente) y de Esgs con carga

negativa por un residuo de lisina positivo, eliminan los puentes salinos con el D3o y la K31 de hACE2,
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oponiéndose al efecto de la sustitucion N501Y. Como resultado, la afinidad de B***RBD y ©®™M3RBD muestra
un aumento con respecto a la variante ancestral, pero con magnitudes inferiores a las de APhaRBD.
Nuestros resultados muestran que la afinidad de B°**RBD y ®™MaRBD por shACE2 presenta un aumento en
los valores de Kq de 3,6 y 4,4, respectivamente (Figura 29.C), en linea con los datos reportados para dichas

variantes expresadas en células humanas (Han et al., 2021).

DelaRBD es la Unica VOC que no presenta la sustitucion N501Y. En su lugar, presenta dos sustituciones
L452R y T478K, responsables de generar una disminucién en el reconocimiento por parte de anticuerpos
neutralizantes de suero de individuos infectados o vacunados con la variante ancestral (Planas, Veyer, et
al.,, 2021). Ademas, los residuos Las2 y Ta7s (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 (Ras2) genera interacciones electrostdticas con un parche
negativo de hACE2 que involucra residuos de acido glutdmico y aspartico, mientras que la sustitucién por
una la lisina (Ks73) da lugar a un puente de hidrégeno débil con el residuo Qxs de hACE2. Como
consecuencia, P*"RBD 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 Kq (Figura 29.C).

Por ultimo, el RBD de la variante Omicron presenta 15 sustituciones (10 de ellas ubicadas en el RBM),
siendo esta alta tasa de mutacién 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 ©™™M3RBD) y otras como S477N, G496S y
Q498R (Han et al., 2022; Starr, Greaney, Hilton, et al., 2020) estan presentes en OMC"RBD y son
responsables de aumentar la afinidad por el receptor. Sin embargo, otras sustituciones (como H505Y y
K417N) actian de manera opuesta, resultando en un efecto de epistasis sobre la afinidad de °™°"RBD
(Barre et al., 2022; Moulana et al.,, 2023). Algunos trabajos han demostrado que la acumulacién de
sustituciones en el RBM de °™M™"RBD 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 °™ic°"RBD
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 caracterizacién por SPR muestra que el °™ic"RBD expresado en células
S2 presenta un aumento en el valor de K4 de 4,7, cercano al aumento observado con $™MaRBD (Figura

29.C).
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En resumen, nuestra caracterizacién 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 linea con los datos reportados (Cameroni et al., 2022). Ademas, nuestros
resultados sugieren un efecto nulo de la sustitucion C538T, demostrando la utilidad de nuestras
construcciones para reconstruir el perfil de afinidades por la proteina 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 CINETICA DE UNION
DE LAS VARIANTES DE RBD A SHACEZ.

De manera analoga, realizamos experimentos de SPR a 37°C para analizar la cinética de unién con shACE2
utilizando RBDs de tres variantes que cubren el espectro de afinidades: Wha"RBDV (baja), APh2RBD" (alta)
y Be@RBDY  (intermedia). Los resultados del andlisis cinético demuestran que el aumento de la
temperatura supone una aceleracién de los fendmenos de asociacion y disociacidn (valores kon y koff Mas
altos), mostrando un predominio de esta ultima que resulta en una reduccién global de las afinidades

obtenidas con las 3 variantes (valores de K4 mas altos) (Figura 30.A-B).
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Figura 30: : Analisis cinético por SPR y comparacion de la interaccién 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 disociacidon de 10 minutos se presentan superpuestos (lineas 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 disociacién obtenida (Kp) se expresa en
unidades nM junto a las curvas correspondientes (en aquellos casos que se realizaron réplicas, el valor reportado corresponde
al promedio acompafiado de su desviacién estandar). B) Grafico bidimensional de isoafinidad confeccionado con los valores de
kon y koff obtenidos a 37°C (resumidos en la Tabla 7) manteniendo las mismas representaciones graficas de la Figura 29.B. El
grafico 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) Grafico de barras mostrando las tasas de cambio (a 25y 37°C) en los valores de Kp obtenidos con las dos VOCs
evaluadas, respecto de la variante ancestral. Los valores correspondientes se presentan en niumeros arriba de cada barra.

Tabla 7: Parametros cinéticos de la interaccion entre shACE2-ST y diferentes variantes de RBD mediante resonancia
plasmdnica de superficie (SPR) a 37°C.

Promedio
# experimento  kon (M?'s?) Kot () Rmax (RU) Ko (M) Chi?

Ko  SD (nM)
Wuhanpp 1 2.20 x106 6.53 x102 7.61 2.96 x10°8 0.187 29.6

1 2.22 x106 1.84 x102 4.93 8.28 x10°9 0.160

AlphapBpD 2 2.12 x106 1.09 x10°? 6.26 5.14 x10° 0.191 6.56 +1.59
3 2.14 x106 1.34 x102 8.23 6.26 x109 0.156
s 1 2.95 x106 3.59 x102 7.84 1.22 x108 0.224

etaRBD 12.940.99
2 2.69 x105 3.67 x102 9.27 1.36 x108 0.337

A pesar de la disminucion 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 variacién
relativa de los valores de Kq respecto a la variante ancestral (medidos a 25 y 37°C) encontramos una caida
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 disminucidn 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 caracterizacién de la interaccidon a 37°C sugiere que la optimizacidon de ELISAs de competiciéon con
RBDs de VOCs y ACE2 realizados a temperaturas fisioldgicas, podria favorecer la unién de anticuerpos
séricos bivalentes, proporcionando un escenario mas realista y reduciendo los tiempos experimentales.
Realizamos varios intentos por obtener datos de SPR a 37°C con °Mic"RBDY, no obstante los resultados
de SPR resultaron poco reproducibles y ruidosos, probablemente por causa de una reduccion en la

estabilidad de la proteina a 37°C que genera agregacion o interacciones inespecificas con la superficie.

4.3.4. LA MENOR TERMOESTABILIDAD DE 9microngBD CONDICIONA EL
DISENO DE LOS sVNTs.

Se realizaron estudios de desnaturalizacidon térmica por nanoDSF con todas los RBDs producidas en células

S2, evidenciando transiciones térmicas reversibles en todos los casos con valores de Ty entre 49,0y 53,1
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°C excepto OM"RBD que mostrd valores de Tw entre 42,5 y 43,3 °C (Figura 31.A). Esta disminucién de la
termoestabilidad de °™°"RBD ha sido bien documentada en otros sistemas de expresidn y descrita como
una consecuencia directa de la acumulacién de sustituciones (Lin et al., 2022; Yi et al., 2022). Si bien el
valor de Tm de ©Omic©"RBD se encuentra por encima de 37°C, la comparacion de las curvas de
desnaturalizacion de las distintas variantes muestra que el inicio de la transicion (Ton) de esta variante
ocurre por debajo de este valor, y que dicha inestabilidad podria estar vinculada con la calidad vy

reproducibilidad de los experimentos de SPR realizados con esta variante a 37°C (seccidn anterior).

Por otro lado, evaluamos el efecto de la temperatura sobre la estructura secundaria de W'ha"RBD<V,
Deltapgpelv y OmicronRBDV mediante analisis 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 25y 37
°C, mientras que Omicron presenta algunas diferencias minimas 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 dicroismo circular en la regiéon
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 aromaticos (Figura 31.C). Estos cambios, que podrian
estar vinculados a un aumento de la movilidad del esqueleto proteico por causa de la temperatura, son
claros en OM©°"RBD 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.



CAPITULO 4 CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS
A
_% 0.034 UNFOLDING
E 002 T, Unfolding | T,, Refolding
g wuhngpper | 51.0°C 50.2°C
< 001— AphaRppev | 51.2°C 50.8°C
, Betap B DEV 49.3°C 49.0°C
0.00 —
0.00 - Gammap g )civ 53.1°C 52.6°C
o
~-001 8 DeitaR B [)el 52.4°C 51.7°C
=
REFOLDING a8 Omicron B B D)elv 43.3°C 42.5°C
I I I I I I -0.02 E
20 30 40 50 €0 70O 80 90
B
2 WuhanRBDclv 3 DEItaRB Dch' 11 Om icmnRB Dch
o 0
g & -1
_2_
E E.]
84 0 ]
s ]
's T T T T T T T T *o-' T T T T T T T T '5 T T T T T T T T
180 190 200 210 220 230 240 250 260 180 190 200 210 220 230 240 250 260 180 190 200 210 220 230 240 250 260
Wavelenght Wavelenght Wavelenght
C o \funanRBnﬂ"' W E:MRBde W OTif:runRBDclv
0.5
-§ . ? 0.0
E ' E .54
[=] =]
© . © 1.0
— 25°C — 25°C
- 37°C 159 - 37°C 5] - 37°C
3 . T . . 20 . T . . 2.0 . . . .
260 280 300 320 340 260 280 300 320 340 260 280 300 320 340
Wavelenght Wavelenght Wavelenght
E
1, #  Defagppe 2% @ womnggp o7
e CTERBD.ST -
ﬁl.ﬁ- s gnenee
: % ’ .« * ‘e -
N 3 10 L o’
< .
0.5 .
LA
ELISA 37°C ELISA 25°C . ®
BRI A AR AR R AU i i sieiiiaiiiises
100 10 1 0.1 0.0 100 10 1 0.1 0.0 ThEm -

log- [RBO] (ug/mL)

[shACE2] {ug/mL) [shACE2] (ug/mL)

Figura 31: Efecto de la temperatura sobre la estabilidad de °™°"RBD. A) ) A la izquierda se presenta el analisis de
termoestabilidad por nanoDSF, de los RBD®W de las 6 variantes producidas. Se presentan las derivadas de las curvas de
fluorescencia en funcidn de la temperatura para la desnaturalizacién y re-naturalizacién (valores multiplicados por -1). A la
derecha se resumen los valores de Tm calculados para cada variante a partir de las respectivas curvas de desnaturalizacién y
renaturalizacion. 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°Cy 37°C. Las regiones del espectro correspondientes a los residuos aromaticos se indican
en la parte superior con el nombre de los aminodcidos correspondientes. D) Resultados de ELISAs realizados a 25 y 37°C con
los RBD®V 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 Gltimo, realizamos experimentos de tipo ELISAs inmovilizando tres variantes de RBD (W'""RBD,

Deltapgpelv y OmicronpppelV) 3 25°C y 37°C, y evidenciando su unidn con shACE2-ST en solucién a
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concentraciones crecientes (Figura 31.D). Cuando los RBDs fueron inmovilizados a 37°C, encontramos que
DeltaRBDY mostréd una sefial mayor respecto de WuhanRBDY, mientras que no fue posible detectar
interaccion entre °Mic°"RBDV y ninguna de las diluciones de shACE2-ST ensayadas. Por su parte, cuando
la sensibilizacién de las placas de ELISA se realizd a 25°C, la sefial obtenida con OM<©"RBDV fue
notoriamente inferior a las demas, a pesar de tener una mayor afinidad por el receptor. Cuando
inmovilizamos WUha"RBD-ST y OMiconRBD-ST en placas de ELISA a 25°C y evidenciamos en forma directa su
unién a Streptactina-HRP, encontramos que la sefial 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 inmovilizacion (Figura 31.E).

En conjunto, estos resultados terminan por confirmar que la estabilidad conformacional de °M°"RBD se
ve afectada a 37°Cy que su funcionalidad puede ser drasticamente comprometida cuando es inmovilizado
en placas de ELISA, afectando su unién a ACE2 pero también comprometiendo los niveles de proteina

inmovilizada, y en consecuencia, su reconocimiento antigénico en ensayos comparativos entre variantes.

4.3.5. OPTIMIZACION DE UN ELISA DE COMPETICION PARA
EVALUAR LA ACTIVIDAD NEUTRALIZANTE DE SUEROS HUMANOS EN
FORMA ALTERNATIVA (SVNT).

El disefio de ensayos alternativos de neutralizacién (sVNTs) con RBDs de diferentes variantes inmovilizados
en placa tiene la ventaja operativa de utilizar diluciones Unicas de ACE2 y sueros para comparar la
capacidad de bloqueo frente a diversas variantes virales. Sin embargo, las diferencias de performance
descritas en la seccion anterior (sobre todo con la variante Omicron) hace que los estudios comparativos
entre variantes sean dificiles de interpretar, corriendo el riesgo de sobreestimar la capacidad neutralizante
de los sueros como consecuencia de la caida en la interaccion con ACE2. Por tal motivo, y teniendo en
cuenta la importancia de la variante Omicron en la evolucion 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

solucion (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 mamifero Expi293 y proporcionado por el Dr. Agustin Correa). Esta
construccion contiene el ectodominio completo de ACE2 humana (incluyendo los residuos 18 al 740) y se
expresa como una version 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 interaccién de los RBDs y la hACE2-Fc inmovilizada.
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Primero hicimos pruebas para verificar la interaccion de hACE2-Fc inmovilizado y los RBD-ST optimizando
las condiciones experimentales para reducir la sefial inespecifica de background y maximizar la relacién
sefial-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 reaccién
colorimétrica obtenida con streptactina-HRP en ausencia de RBDs fue nula, mientras que cuando se incubd
con los RBD-ST se obtuvo una sefial de absorbancia significativa. Ademas, encontramos que la sefial
obtenida en presencia de Omicron es mayor a la de Wuhan, en total concordancia con las afinidades

calculadas.

A continuacion 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 campana de vacunacion)
y sueros humanos positivos (16 sueros de individuos sometidos a un programa de vacunacion heteréloga,
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 vacunacidn (negativos para
SARS-CoV-2) son incapaces de bloquear la interaccién de los RBD-ST de las variantes Wuhan y Omicron,
mientras que los sueros colectados luego de recibir la tercera dosis de vacunacion heteréloga 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 disminucién frente a la variante Omicron se

hace mucho mas evidente con diluciones 1:100 (Figura 32.A).
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Figura 32: Analisis de la capacidad de bloquear la interaccion RBD-ACE2 en sueros humanos, mediante el uso de los sVNTs
desarrollados “in house”. A) Resultados de ELISA de competicion utilizando sueros humanos diluidos 1:10 (arriba) y 1:100
(abagjo). Los sueros pre vacuna y post tercera dosis (anaranjados y verdes) corresponden a los mismos individuos. B)
Presentacién de los resultados del ELISA de competicidn 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 sefal obtenida
en ausencia de RBDs (100%) y la sefial 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 cédigo de
colores de acuerdo con los niveles de anticuerpos detectados.

Los resultados obtenidos con nuestro ensayo alternativo de neutralizacién coinciden con lo reportado en
la literatura, que encuentra en los boosters con vacunas a ARN una estrategia para amortiguar esta
disminucion de la actividad neutralizante para Omicron (Garcia-Beltran et al., 2022). El andlisis
comparativo de nuestros resultados por ELISA de competicidn frente a los andlisis de niveles de
anticuerpos especificos contra la variante Wuhan (capitulo anterior) muestra una correlaciéon positiva
entre los niveles de anticuerpos y la capacidad de bloqueo de la interaccién 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 capitulo muestran que la expresidn y purificacién 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.

Ademads, nuestros resultados demuestran que las numerosas sustituciones en °™°"RBD son también
responsables de su susceptibilidad frente a la temperatura y la inmovilizacién a un soporte sélido,
debiendo ser tenidas en cuenta al momento de disefiar ensayos para medir la interaccién con su receptor

hACE2 e incluso para ser utilizados como antigenos en ensayos serolégicos comparativos entre variantes.

La optimizacidn de ensayos sVNT utilizando el tag de purificacidon de los RBDs para revelar su interaccién
con ACE2 (sin necesidad de llevar a cabo reacciones de conjugacion que puedan afectar la interaccidon con
el receptor o la estabilidad de las proteinas), permitié estudiar la capacidad blogueante de los sueros
humanos frente a dos variantes de SARS-CoV-2. Si bien para hablar de neutralizacion es necesario llevar a
cabo una validacidn utilizando métodos que realmente detecten y cuantifiquen la actividad neutralizante,
nuestros resultados obtenidos mediante diversos encares metodoldgicos muestran resultados coherentes

entre si, que se ajustan perfectamente con la bibliografia.

Teniendo en cuenta todo lo anteriormente mencionado, resulta interesante llevar a cabo estudios futuros
de respuesta humoral aplicando los ensayos alternativos desarrollados en este capitulo, con el fin de
evaluar la respuesta frente a diversas variantes durante un periodo mas largo de tiempo, que incluya el
efecto de inmunizaciones posteriores tanto por vacunas como por infecciones virales. Ademas, los ensayos
serolégicos desarrollados en este capitulo 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 infeccién o animales inmunizados con la proteina Spike o sus dominios).
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4.5. METODOLOGIA

4.5.1. CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS

Para la generacidn de construcciones plasmidicas capaces de producir los RBD de diferentes VOCs se utilizé
la secuencia de ADN que codifican los aminoacidos 319-541 de la glicoproteina Spike de SARS-CoV-2
(Wuhan) (GenBank: MN908947.3), introduciendo mutaciones para generar los mutantes descritos en la
Tabla 5 (incluyendo la sustitucion C538T). Al igual que con el RBD de Wuhan, todas las construcciones se
disefiaron fusionados a un sitio de corte de enteroquinasa bovina en el extremo C-terminal, seguido de
un Twin-Strep-tag® (IBA) y un coddn 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
expresion pMT/V5-His (Invitrogen) inmediatamente después de la secuencia BiP, tal como se describid
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 dimerizacién) 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

tdndem en extremo C-terminal) para dar lugar al ectodominio de hACE2 fusionado a un Fc.

4.5.2. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Se obtuvieron lineas celulares S2 estables que expresan los RBD-ST de distintas VOCs mediante co-
transfeccién con el respectivo vector de expresién y un plasmido de seleccidn por puromicina (pCoPuro).
Para las construcciones correspondientes a los RBD de Wuhan, Alpha, Beta y Gamma se utilizé el reactivo
Effectene (QIAGEN) de acuerdo con las recomendaciones del fabricante. Para los RBD correspondientes a
las variantes Gamma y Omicron se utilizé un electroporador de alta eficiencia Maxcyte STx, utilizando 200
pug/mL plasmido de expresién y 100 pg/mL de plasmido de seleccion en cubetas OC-400. Las células
transfectadas se seleccionaron a 28°C en medio Insect Xpress (LONZA) complementado con 6 pg/mL de
puromicina. Las lineas celulares S2 estables se cultivaron en matraces de vidrio a 28°C con agitacion a 110
rpm en un agitador orbital estandar y se indujeron a 5x10° células/mL con 5 uM Cq4Cly. Tras cuatro dias de
induccion, las células se cosecharon por centrifugacién a 150 g durante 5 minutos, y ambas proteinas se
purificaron desde el sobrenadante del cultivo por cromatografia de afinidad (AC). Para ello, el
sobrenadante se centrifugd a 6.000 g, se filtré a través de 0,22 um y se cargd 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™), luego incubadas con Ni-Sepharose (Cytiva) y purificadas
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por cromatografia de exclusion molecular (SEC) en buffer de almacenamiento, utilizando columnas
Superdex 75 (Cytiva). Finalmente, las muestras fueron sometidas a un segundo paso de purificacién por
AC en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl, 1ImM EDTA (buffer de almacenamiento) y la fraccion no unida

colectada y filtrada por 0,22 um.

La shACE2-ST y shACE2°" fueron producidas tal como se describe en el capitulo 2 (seccién 2.5.2) mientras
gue la hACE2-Fc dimérica (utilizada en los ELISA de competicion) fue clonada y producida por el Dr. Agustin
Correa de la Unidad de Ingenieria de Proteinas del Institut Pasteur de Montevideo y cordialmente cedida
para tales fines. Brevemente, la hACE2-Fc fue producida en células Expi293 de mamifero y purificada por

cromatografia de afinidad a través de unién a Proteina A.

4.5.3. ANALISIS DE PUREZA Y TAMANO DE LAS PROTEINAS

Las proteinas purificadas se sometieron a SDS-PAGE al 12% (con DTT 0,1M) y se analizaron por tincién con
Coomassie. Para evaluar el tamaio de las proteinas en solucién se realizaron ensayos de SEC analitica con
columnas Superdex 75 (10-300) en buffer de almacenamiento, y el peso molecular fue estimado utilizando

kits de calibracion para alto peso molecular (HMW) y bajo peso molecular (LMW) (Cytiva).

4.54. ANALISIS DE TERMOESTABILIDAD

La termoestabilidad de las proteinas recombinantes se evalué mediante fluorimetria diferencial de barrido
en nanoescala (nanoDSF) en un Prometheus NT.48 (Nanotemper) y los valores de Twm para los procesos de
desnaturalizacién y replegamiento se obtuvieron mediante calentamiento y enfriamiento secuenciales a

velocidades controladas de 1°C/min entre 25-90 °C.

4.5.5, DICROISMO CIRCULAR (CD)

Los analisis de proteinas por dicroismo circular se llevaron a cabo en un Chirascan V100 (Applied
Photophysics) a 25 y 37°C. Para estudiar la estructura secundaria de las proteinas se realizaron medidas
en la regién 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 regién 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 linea de base. El procesamiento de los datos se llevd a cabo
con el software ProData Chirascan y la deconvoluciéon de datos estructurales se llevd 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
10pL/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) segun las recomendaciones del fabricante.

Se realizaron inyecciones de un minuto con 30 nM shACE2-ST para capturar entre 50-100 RU de proteina
y tres inyecciones consecutivas de 10uL de GuHCI 3M al final de cada ciclo para regenerar la superficie.
Los RBD" (de distintas VOCs) se inyectaron a concentraciones variables (entre 0,75 nM y 96 nM) durante
3 minutos a un flujo de 10uL/min, seguido de una fase de disociacién de 10 minutos. Los datos se
referenciaron de manera doble (restando las sefiales de la superficie de referencia y de una inyeccién de
buffer de corrida) y se ajustaron a un modelo cinético de interaccion 1:1 (Langmuir) utilizando el software

BlAevaluation versién 4.1.

4.5.7. ELISA

Para evaluar la interaccién de los RBD®V de distintas VOCs (Wuhan, Delta y Omicron) inmovilizados en un
soporte solido con shACE2-ST en solucidén, se sensibilizaron placas NUNC Maxisorp (Thermo) con 2
ug/pocillo de RBD" de diferentes variantes (dispensando 100 pL a 20 pg/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 pg/mL hasta 0,1 ug/mL) a 25°Cy 37°C por 1 hora. Finalmente se repitieron
los lavados y se incubd por 1 hora con Streptactin-HRP (IBA) diluida 1:5000 en PBS.

Para comparar la estabilidad de los RBD-ST inmovilizados en un soporte sdélido 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 pg/mL hasta 80
ug/mLy 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 competicién, se realizaron mediante sensibilizacion de microplacas NUNC
Maxisorp (Thermo) con hACE2-Fc a 25 pg/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 Wuha"RBD-ST u OMico"RBD-ST a
una concentracién final de 0,1ug/mL. Después de este periodo, 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 pL de acido sulfurico 11%. Las absorbancias a 450nm y 620nm se
midieron en un lector de placas (Thermo) y los resultados se expresaron como la sustraccion de las

medidas realizadas a ambas longitudes de onda.
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CAPITULO 5: ANTICUERPOS BOVINOS CON CDRH3
ULTRA-LARGOS CAPACES DE BLOQUEAR LA

INTERACCION 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 infeccién por SARS-CoV-2 ha sido
eficaz sobre todo en el tratamiento de individuos inmunocomprometidos (Saultier et al.,, 2022;
Weinbergerova et al., 2022). Sin embargo, la aparicidon 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 patégeno o a vacunas. En el
caso de VIH, se sabe que la generacion de bNAbs requiere multiples 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 aminoacidos de longitud (T. Zhou & Xu, 2018). Por otro lado, la
inmunizacidn de vacas con glicoproteinas de superficie de dicho virus ha generado respuestas de
anticuerpos neutralizantes de amplio espectro en forma acelerada (Sok et al., 2017), cuyo mecanismo de
accion 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 proteina y contactar con epitopes poco accesibles para

anticuerpos cldsicos (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 estd 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 Vi con CDR3 excepcionalmente largos y ricos en
cisteinas. 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 Vi y Vi no participan en la configuracién paratdpica ni
en la generacion de diversidad de la region variable del anticuerpo (Saini et al., 1999, 2003). En
comparaciéon con humanos y roedores, el repertorio de segmentos génicos V, D y J de bovinos es muy
limitado y un mecanismo que se cree actua en favor de aumentar la diversidad es la hipermutacién
somatica que ocurre previo a la exposicidn con el antigeno 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 conformacion exclusiva que sobresale de la superficie del anticuerpo alrededor de 404, permitiéndole
alcanzar epitopes poco accesibles a los anticuerpos convencionales (Deiss et al., 2019). Los UL-CDRH3
estan conformados por un tallo o “stalk” en el que participan dos hebras B antiparalelas integradas por los
aminoacidos de los extremos del CDR3, y la parte distal del CDR se encuentra coronada por una estructura
compacta con forma de botdn o “knob” responsable de la interaccidn con el antigeno (Figura 33.B). Dicho
dominio “knob” es de pequefio tamafio y se encuentra estabilizado por numerosos puentes disulfuro que
le confieren alta estabilidad y una conformacién rigida (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). Ademds, 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 uniéon (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 proteinas

utilizadas como “binders” para unir antigenos especificos como nanobodies, afitinas, etc.

Si bien los anticuerpos con UL-CDRH3 fueron descubiertos a partir de vacas infectadas por BLV, la
naturaleza del antigeno que los origind 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 glicoproteina Env de VIH ha dejado claro su
potencial frente a virus humanos (Sok et al., 2017), poniendo de manifiesto su utilidad para atacar

patégenos emergentes (Burke et al.,, 2020). Mas recientemente, se demostrd 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 librerias naive (Burke et al., 2022) o producto de lainmunizacién de vacas con la proteina spike de SARS-

CoV-2 (R. Huang et al., 2023).
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Figura 33: Anticuerpos bovinos con CDR3 ultra-largos: A) Representacion del largo de los CDR3 de anticuerpos de diferentes
especies B) Comparacion 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 inmunizacion pasiva
(con plasma convaleciente y anticuerpos monoclonales) fue utilizado como alternativa terapéutica, a las
gue se sumaron otras estrategias (menos desarrolladas en términos de pruebas clinicas) 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 heterdélogos hiperinmunes.

Histdricamente los sueros hiperinmunes de equinos han sido utilizados para diversos fines y los
coronavirus no han sido la excepcion (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 aprobd 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

Nacidén 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 inmunizacidn pasiva mas promisoria frente
a diversas patologias 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
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justifiquen su utilizacion (Jawhara, 2020). Sin embargo, su utilizacién en pacientes inmunocomprometidos
podria 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 clinicas de tolerabilidad y seguridad (Beigel et al., 2018).

5.2. OBJETIVO ESPECIFICO 4

Producir el ectodominio de la proteina S de SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila para inmunizar
bovinos y aislar anticuerpos especificos 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 DISCUSION

5.3.1. PRODUCCION DE UN NANOBODY ANTI-RBD FUSIONADO A scFc
EN CELULAS S2 DE DROSOPHILA

A diferencia de los nanobodies (originados de camélidos y tiburones), los UL-CDRH3 bovinos concentran
su capacidad de unién en una regién proteica de tamafio 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 solucidn mas alejada de lo
gue ocurre naturalmente, la fusién de UL-CDRH3 a dominios constantes (Fc) ha demostrado ser efectiva
para obtener UL-CDRH3 y dominios knobs escindibles mediante tratamiento proteolitico (Macpherson et
al., 2020), dando lugar a las primeras estructuras cristalograficas de dominios “knob” unidos a su proteina
blanco (Macpherson et al., 2021). Ademas, el dominio Fc es ampliamente utilizado como tag de
purificacién, marcado y/o captura, e incluso puede ser explotado para favorecer respuestas citotdxicas

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 especificos en
células S2 de Drosophila, fue fusionarlos a un dominio Fc de inmunoglobulina humana en formato de
cadena Unica (scFc, por single chain Fc) de acuerdo con MacPherson y colaboradores (Macpherson et al.,
2020). Un scFc es una cadena polipeptidica compuesta por dos pares de dominios constantes de 1gG (CH2
y CH3) dispuestos en tdndem y separados por un linker flexible que permite su emparejamiento emulando
un dimero de cadenas pesadas de IgG similar al dominio cristalizable de anticuerpos. Si bien dicha
construccion carece de dominios variables, estos autores utilizaron células de mamifero 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 expresion en S2 para producir dominios scFc que
actien como scaffold para presentar UL-CDRH3 bovinos. Para ello, se sintetizd un gen con la secuencia de
un scFc precedido de un nanobody especifico contra RBD de SARS-CoV-2 como dominio de prueba que
nos permitiera realizar ensayos de expresion y reconocimiento antigénico. El nanobody utilizado a tal
efecto fue el VHH-V capaz de unirse a W"a"RBD con alta afinidad, mostrando una disociacién sumamente

lenta y actividad neutralizante (Koenig et al., 2021) (Figura 34.A).
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Figura 34: Produccion 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) Analisis por western blot con Streptactina
conjugada a HRP del sobrenadante de cultivo inducido por 24 horas y por SDS-PAGE tefiido con Coomassie del VHH-V/scFc
purificado por cromatografia de afinidad. C) Distribucidon de tamafios analizados por intensidad de DLS para el eluato de la
cromatografia de afinidad concentrado. Se presentan las distribuciones de tres replicas (en diferentes tonalidades de rojo) y los
radios hidrodinamicos calculados como el promedio de las medias de cada poblacidn, seguidos de la desviacién estandar. D)
Andlisis por SEC preparativa en una Superdex 200 (10-300) del VHH-V/scFc purificado por cromatografia de afinidad. Se
obtuvieron multiples picos con diferentes volimenes de exclusidn, colectandose tres fracciones que se sefialan con el drea 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
Proteina A (izquierda) y resultado de la inyeccién simultanea de W'"a"RBD-ST (13 pg/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 W"®"RBD-ST proporcionales a los niveles capturados y con pendientes de
disociacién relativamente similares.

Al igual que con las demas construcciones utilizadas en este trabajo, se incluyd un Strep-tag en el extremo
C-terminal del VHH-V/scFc, que permitié su deteccion por western blot a las 24 h post induccién y su
purificacién por cromatografia de afinidad luego de 4 dias de induccidn, dando lugar a una proteina pura
con un peso de aproximadamente 100 KDa (Figura 34.B). Este resultado fue inesperado teniendo en
cuenta que el tamafio estimado a partir de la secuencia primaria de la construccién es de 76,7 kDa y que
la N-glicosilacion de dominios Fc de anticuerpos es escasa, con un Unico sitio de N-glicosilacion en la
asparagina 297 de cada dominio CH2 (Kiyoshi et al., 2017). Ademas, tal como hemos descrito en el capitulo
2 de este trabajo y en trabajos anteriores (Tomé-Poderti et al., 2024), el patrén de N-glicosilacion de las
proteinas recombinantes producidas en células S2 suele coincidir con glicanos pauci-manosidicos y ricos
en manosa de menor complejidad que en mamiferos. Por tanto, es de esperar que el VHH-V/scFc
producido en S2 posea PTMs adicionales o que exista alguna modificacién no deseada en la secuencia

génica, que redunde en la produccién de una proteina de mayor tamano. En este sentido, es necesario re-
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secuenciar el gen sintetizado, llevar a cabo ensayos de deglicosilacién y comprobar la cobertura de
secuencia por espectroscopia de masas con el propdsito de explicar el mayor tamafio de la proteina

obtenida.

Una vez purificado, el VHH-V/scFc fue concentrado y analizado por DLS dando lugar a una poblacion
mayoritaria con radio hidrodinamico de 11,92+0,45 nm y una poblacién 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 multiples volimenes de exclusién: aproximadamente el 50%
de la muestra se obtiene como una fraccién de alto peso molecular (F1), seguido de una fraccién de
aproximadamente 300 kDa (F2) y un pico minoritario correspondiente al monémero 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
proteina A, se observod que las tres fracciones fueron capturadas con constantes cinéticas de disociacion
muy lentas (tal como se espera para proteinas conteniendo dominios Fc). Ademads, subsiguientes
inyecciones de WU"a"RBD-ST mostraron una sefial de unién especifica y proporcional a los niveles de

VHHV/scFc capturados via Fc (Figura 34.E).

De esta manera, demostramos que la proteina expresada en células S2 se obtiene en forma soluble y es
capaz de conservar sus propiedades de unién con Proteina A a través del Fc y con el RBD de SARS-CoV-2
via VHH-V. En funcién de esto, creemos que estos scFc pueden ser un scaffold estructural promisorio para
clonar y expresar UL-CDRH3 especificos en células de insecto, a pesar de la polidispersién evidenciada.
Ademas, el dominio Fc representa una herramienta de enorme versatilidad como marcador especifico o
como mediador de respuestas efectoras, abriendo multiples posibilidades. En este sentido, las
modificaciones postraduccionales propias del sistema de expresion deben ser estudiadas en detalle, sobre
todo sitenemos en cuenta las caracteristicas particulares de la glicosilacién 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. PRODUCCION DEL ECTODOMINIO DE SPIKE EN CELULAS S2 DE
DROSOPHILA

El ectodominio de la proteina 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 Ia
glicoproteina 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 protedlisis 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 version soluble conteniendo ambas subunidades S1 y S2. Ademds,
con el objetivo de estabilizar el estado pre-fusion 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 disefié también una
construccion trimérica insertando la secuencia codificante del dominio de trimerizacidn de fibritina del
bacteriéfago T4 (foldon) entre el extremo C-terminal de ectoS (después del residuo 1213) y el tag de
purificacién (Figura 35.A). Cabe destacar que al momento de generar nuestras construcciones, la
sustitucion D614G (que se establecid rapidamente en todas las variantes emergentes) no habia sido

descrita aun, y por tal motivo no fue incluida en nuestros plasmidos de expresion.
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Figura 35: Produccion del ectodominio de la Spike de SARS-CoV-2 (ectoS) en células S2 de Drosophila. A) Esquema de las
construcciones disefiadas para producir versiones de ectoS monomérica y trimérica. B) Andlisis por western blot con
Streptactina conjugada a HRP del sobrenadante de cultivo inducido por 24 y 72 horas para expresar ectoS y analisis por SDS-
PAGE tefiido con Coomassie del ectoS monomérico purificado por cromatografia de afinidad. C) Distribucion de tamafios de
ectoS analizados por intensidad de DLS para el eluato de la cromatografia de afinidad. Se presentan las distribuciones de tres
replicas (en diferentes tonalidades de rojo) y los radios hidrodinamicos calculados como el promedio de las medias de cada
poblacidn, seguidos de la desviacion estandar. D) SDS-PAGE no reductor de la ectoS-ST purificada por cromatografia de afinidad
(AC) y multiples fracciones de SEC correspondientes a multimeros y monémeros. E) Analisis de termoestabilidad por nanoDSF
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con las versiones de ectoS previo a la remocion proteolitica del tag y después del tratamiento con enteroquinasa (ectoS-ST y
ectoS?", respectivamente). Las curvas de fluorescencia se presentan en funcién de la temperatura (arriba) acompafiado de su
primera derivada (abajo) junto con los valores de Tm calculados a partir de las transiciones térmicas correspondientes.

La proteina monomérica fue detectada por western blot en el sobrenadante de cultivo a las 24 horas post
induccidn, no obstante la proteina trimérica no pudo ser detectada incluso luego de 3 dias, sugiriendo que
su expresion soluble en el sobrenadante de cultivo se ve comprometida (Figura 35.B). De este modo, se
decidié continuar con la version monomérica de ectoS, obteniendo una proteina purificada por
cromatografia de afinidad que en SDS-PAGE (en condiciones reductoras) migra como una banda Unica 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 proteina completa que mantiene ambas subunidades S1 y S2.

En cuanto a los rendimientos de produccidn, 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.

El ectodominio de Spike ha sido producido en células de insecto con rendimientos modestos a moderados.
Amanat y colaboradores utilizaron una construccién similar a la que disefiamos aqui para expresar el
ectodominio de Spike trimérico en el sistema de baculovirus, con rendimientos de 0,5 mg L. 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 y el ectodominio
trimérico con rendimientos entre 1,2 y 4,4 mg L. Cabe destacar que la construccion utilizada por estos
autores fue estabilizada con multiples sustituciones por prolinas de acuerdo con Hsieh y colaboradores
(Hsieh et al., 2020). Esta versién de Spike identificada como HexaPro posee seis sustituciones por prolinas
gue estabilizan la conformacién prefusion de Spike. La versidon HexaPro de Spike ha sido ampliamente
utilizada y podria ser un gran insumo para producir una version trimérica de ectoS en células S2. Asimismo,
la introduccidn de residuos adicionales entre el extremo C-terminal de ectoS y el dominio foldon podria
favorecer la formacién de contactos moleculares entre las interfaces de trimerizacion de ectoS y dicho

dominio, beneficiando su conformacidon trimérica.

El peso molecular estimado a partir de la secuencia primaria de ectoS fusionada a Strep-tag es de 139
KDa, sin embargo el tamafio esperado deberia ser superior por tratarse de una proteina altamente
glicosilada. El ectodominio de Spike producido en células de mamifero posee 23 sitios de N-glicosilaciéon
con alta ocupancia (Gong et al., 2021). Si tenemos en cuenta el peso molecular y la frecuencia de aparicion
de los glicanos identificados en proteinas producidas en S2, como el RBD de SARS-CoV-2 (capitulo 2) o el
ectodominio de la glicoproteina Env de BLV (Tomé-Poderti et al., 2024), esperariamos obtener un

incremento de peso molecular cercano al 20%, que se aproxima al observado por SDS-PAGE. El analisis de
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tamafios de ectoS por DLS revela la presencia de una poblacidon mayoritaria con radio hidrodinamico de
8,47+0,25 nm, acompainada de una poblacion minoritaria con radio hidrodindmico de 72,9+15,28nm
(Figura 35.C). La distribucion polidispersa de la poblacion principal sugiere que podria incluir varios
estados de oligomerizacién discretos o tratarse de proteinas con un plegamiento poco compacto que
aumenta su radio hidrodindmico. La ectoS fue purificada por SEC semipreparativa utilizando una columna
Superdex 200 (10-300), obteniéndose un pico minoritario correspondiente a multimeros que eluye en un
volumen de exclusion de 8,76 mL, seguido de un pico principal correspondiente al mondmero que eluye
alos 10,69 mL (no mostrado). Todos los picos de SEC mantuvieron su volumen de exclusién cuando fueron
re-inyectados en las mismas condiciones, demostrando que las distintas especies oligoméricas no se
encuentran en equilibrio. Ademds, cuando dichas fracciones fueron analizadas por SDS-PAGE en
condiciones no reductoras, se evidenciaron bandas con igual migracion electroforética, sugiriendo que se
trata de la misma proteina y que dichos multimeros no se encuentran estabilizados por enlaces disulfuro
(Figura 35.D). Por tales motivos, se decidié utilizar el total de la proteina purificada por cromatografia de
afinidad para inmunizar vacas, introduciendo un paso extra de remocién del Strep-tag, de manera similar
gue con RBD y shACE2 (capitulo 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 cromatografia de afinidad para colectar
la proteina clivada (ectoS®") en la fraccién no unida. El andlisis de termoestabilidad por nanoDSF con las
proteinas ectoS-ST y ectoS™M 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. INMUNIZACION DE VACAS CON EL ECTODOMINIO DE SPIKE Y
ANALISIS DE LA RESPUESTA HUMORAL.

La proteina ectoSV fue alicuotada a 78 pg/mL, esterilizada por filtraciéon y emulsionada con adyuvante
previo a cada inmunizacidn. Estas se realizaron de acuerdo con dos protocolos diferentes (protocolos #1 y
#2), utilizando la misma cantidad de proteina y condiciones de inmunizaciéon (350 pg de ectoS® en 5 mL
de Luminagel 10% en PBS), con diferente nimero de boosters y dias de separacion entre estos (Figura

36.A).

Los titulos de 1gG de animales inmunizados con el adyuvante (control) y con ectoS, se analizaron con un
ELISA basado en el antigeno W'ha"RBD" que fue optimizado y adaptado para detectar anticuerpos bovinos.

A diferencia del grupo control, los niveles de IgG especificas contra RBD fueron aumentando con los
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sucesivos boosters, demostrando que la inmunizacién 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 neutralizacion de SARS-CoV-2 desarrollados en el
capitulo anterior no presentan especificidad de especie, decidimos utilizarlos para evaluar la capacidad de
los sueros bovinos para bloquear la interaccién de W'"a"RBD-ST con el receptor ACE2 (Figura 36.C). Los
resultados obtenidos demuestran que el test desarrollado en el capitulo anterior es efectivo para
evidenciar la capacidad de competicién de sueros de origen bovino y demostrar que las inmunizaciones
con ectoS permitieron generar una respuesta de anticuerpos capaz de bloquear la interaccién in vitro entre
WuhanpBD:ACE2, con niveles similares a los observados con sueros humanos tras la administracién de la
tercera dosis de vacunas heterélogas. Aunque los niveles de seroconversion frente a RBD y la capacidad
de bloguear la interaccién con el receptor ACE2 son promisorios, nuestro andlisis no pretende establecer
una comparacion entre las vacunas administradas en humanos y nuestra formulacién con ectoS para
inmunizar vacas, sino demostrar que los anticuerpos generados en vacas son especificos y capaces de
bloquear dicha interaccién. De manera complementaria, el andlisis alternativo de neutralizacion
demuestra que, independientemente del protocolo de inmunizacidon aplicado, dicha capacidad
bloqueante es drasticamente disminuida después de tres meses de la administracién del ultimo booster,

al igual que ocurre con las vacunas administradas en humanos.

Dado que se obtuvieron PBMCs de cada extraccién con el propdsito de seleccionar células B especificas
para conformar una libreria de genes de anticuerpos que incluyeran UL-CDRH3, los resultados de
seroconversidn y neutralizacion alternativa son de gran utilidad para definir cuales colecciones de PBMCs

utilizar para confeccionar dichas librerias.
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Figura 36: Inmunizacion de vacas con el ectodominio monomeérico de la Spike de SARS-CoV-2 (ectoS) y analisis 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 dias que separan cada inmunizacidén sefializados con flechas horizontales
discontinuas). Los sangrados para obtener suero y PBMCs se representan en rojo (numerados de 0 a 4). B) ELISA de titulacion
(con WuhanRBD como antigeno) a partir de muestras de suero de vacas sometidas al protocolo de inmunizacién #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 neutralizacion (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 capitulo 4, utilizando W''"RBD-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 dias
transcurridos desde el inicio de la inmunizacidn, y los boosters se indican mediante flechas de color verde.
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5.3.4. PRUEBA DE CONCEPTO: PRODUCCION Y CARACTERIZACION DE
UN DOMINIO DE ANTICUERPO CON UL-CDRH3 EN CELULAS S2

Un trabajo publicado a finales de 2023 presenta la inmunizacién de vacas con la proteina Spike de SARS-
CoV-2 y la obtencién de anticuerpos bovinos con CDR3 de cadena pesada ultra-largos, caracterizando
numerosos clones que fueron producidos en células de mamifero como dominios Fab (R. Huang et al.,
2023). Estos autores, ademas de caracterizar la interaccion con Spike y demostrar su capacidad de
neutralizaciéon frente a diversas variantes de SARS-CoV-2, fueron capaces de resolver las estructuras de
diversos dominios Fab con UL-CDRH3 por cristalografia de rayos X. En particular, obtuvieron el complejo
cristalogréfico de un clon (identificado como SKD) unido al W'ha"RBD de SARS-CoV-2, resolviendo su
estructura a una resolucion de 3,4 A, convirtiéndose junto con los UL-CDRH3 especificos contra la Env de
VIH (Stanfield et al., 2020), en las Unicas estructuras de complejos de UL-CDRH3s y su antigeno reportadas

hasta el momento.

Dicha obtencion de anticuerpos bovinos con CDR3 ultra-lagos a partir de vacas inmunizadas con Spike
representd un revés a la originalidad de nuestro trabajo. Sin embargo, y a pesar de las diferencias, el
trabajo de Huang y colaboradores va en linea con la factibilidad de obtener anticuerpos bovinos con UL-
CDRH3 a partir de las colecciones de PBMCs de vacas inmunizadas (tal como se describié en la seccion
anterior). La demostracion 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 hipétesis de generar anticuerpos bovinos con una capacidad neutralizante amplia
en base a esta estrategia. Incluso, la resolucién de la estructura del complejo con su antigeno demuestra
qgue la superficie de interaccién 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 hipotesis de generar anticuerpos bovinos capaces de interaccionar con epitopes poco

accesibles de SARS-CoV-2, como los que se encuentran en la glicoproteina de superficie del virus.

En base a estos resultados, decidimos demostrar la factibilidad de producir un UL-CDRH3 especifico contra
SARS-CoV-2 en células S2 de Drosophila. Dado que el comportamiento en solucién del scFc fusionado a un
nanobody presenté algunas dificultades (seccion 5.3.1), decidimos expresar el clon SKD (R. Huang et al.,
2023) en el contexto del propio Vu bovino. Para ello, disefiamos la construccidon de un scFv conteniendo
los dominios Vi (con la secuencia SKD) y Vi de origen bovino, unidos por un linker flexible optimizado para

expresion 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 realizé 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 Vy fue
menor pero igualmente alto, con la base de los CDR3 ubicados en la misma posicidn, a pesar de las grandes
diferencias en su secuencia (y de los dominios Cyl y C. de los Fab que podrian estar imponiendo algun tipo
de restriccién tridimensional a los dominios variables). Este escenario nos alentd 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).
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Figura 37: Produccidn y caracterizacion de un scFv con UL-CDR3 especifico en células S2. A) Disefio de una construccion 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 Vi) de un Fab bovino producido en células de mamifero, 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 antigeno se presentan el RBD (verde) y solo los dominios
variables Vi y VL en cian y anaranjado, respectivamente. El scFv se presenta con sus dominios Vi y Vi en azul y amarillo,
respectivamente. A la derecha se presenta un esquema de la construccion disefiada 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 mondmero eluye a los 10.7 mL y la fraccién colectada se muestra con el drea bajo la curva
coloreado en rojo. C) SDS-PAGE reductor de las fracciones purificadas. El eluato de la cromatografia de afinidad (AC) se cargd
antes (dil) y después de ser concentrado (conc) para su re-purificacion por SEC. D) Analisis de la termoestabilidad del SKDscFv
por nanoDSF. Las curvas de fluorescencia se presentan en funcién de la temperatura (arriba) acompafiado de su primera
derivada (abajo) con el valor de Tm calculado a partir de la transicion térmica (70.3°C). E) Analisis de la interaccion especifica
entre los dominios RBD y scFV por SEC analitica en una Superdex 75 (10-300). Los dominios RBD y scFV fueron inyectados a 1.6
UM en forma individual (cromatogramas azul y rojo) o en forma conjunta (cromatograma violeta) y los volumenes de exclusion
se presentan junto a cada pico principal. F) Analisis de neutralizacion alternativa utilizando el sVNT desarrollado en el capitulo
4. Los experimentos se llevaron a cabo con W''"RBD-ST (1.7 nM) y Streptactin-HRP (1:5000) para definir el 0% de neutralizacién.
Para las pruebas de bloqueo se utilizé SKDscFv 1.7nM (1x) y 3,4nM (2x) ademas de un control con una dilucidn 1:100 de suero
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humano proveniente de un individuo vacunado con tres dosis de vacunas heterdlogas que mostré altos niveles de anticuerpos
especificos y neutralizacion. 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 expresion y purificacion utilizada fue la misma que aplicamos a lo largo de esta tesis,
obteniéndose un eluato de cromatografia 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 tamafio (Figura
37.B). El andlisis por SDS-PAGE de la proteina purificada por afinidad muestra una banda totalmente
inesperada de 100 KDa (tal como vimos con el VHH-V/scFc en la secciéon 5.3.1) (Figura 37.C). Dado que la
purificacién de plasmidos y los sucesivos pasos para obtener lineas estables se realizaron en paralelo, es
probable que se trate de una contaminacion cruzada. De todos modos, la diferencia de peso molecular
entre ambas permite su separacion por tamafios, obteniéndose una proteina pura después de la SEC
semipreparativa. Tanto el eluato de la cromatografia de afinidad como el de la SEC mostraron una doble
banda con tamafnos cercanos a los 40 KDa en SDS-PAGE reductor que coincide con cierto grado de

asimetria 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 Twm
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 “cldsicos” que fueron especialmente ingenierizadas para aumentar su
estabilidad térmica (Boucher et al., 2023). La elevada estabilidad en solucién es una cualidad que podria
ser explotada en un futuro a través de diversas aplicaciones biotecnoldgicas 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 analitica haciendo
inyecciones independientes de WUha"RBD-ST y SKDscFv a concentraciones de 1,6 uM, con volimenes de
exclusion a 10,91 mL (correspondiente a una proteina de 40,2 KDa) y a 10,58 mL (correspondiente a una
proteina de 45,5 KDa). Cuando ambas proteinas fueron co-inyectadas a la misma concentracién, los
volimenes de exclusion se vieron alterados, mostrando un volumen de elucién de 8,99 mL (en
correspondencia con una proteina de 80,74 KDa) y presentando un aumento en la absorbancia total como
resultado de la co-elucion de ambas proteinas (Figura 37.E). Aunque preliminares, estos resultados
demuestran que el SKDscFv es capaz de unirse a WY"a"RBD 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 neutralizacién
desarrollados en el capitulo anterior para evaluar la capacidad bloqueante del SKDscFv. Como control se

utilizé un suero humano proveniente de un individuo vacunado con tres dosis de vacunas heterdlogas y
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gue muestra alta capacidad neutralizante cuando es diluido 1:100 (99,9%). Los niveles de bloqueo
logrados con el SKDscFv fueron muy promisorios, alcanzandose un valor de bloqueo de 96,8% cuando fue
usado a una relacién equimolar respecto de W'ha"RBD-ST y de 98,9% cuando se utilizé el doble (Figura

37.F).

De este modo, demostramos que el sistema de expresidon en S2 es una muy buena alternativa para
expresar scFvs con CDR3 ultra-largos. Considerando el rapido y facil crecimiento de las células S2, los scFv
podrian fusionarse con dominios transmembrana y ser expresados en la superficie de células S2,
adaptandolos 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 expresidn en células S2 para producir una versién
soluble de la proteina Spike de SARS-CoV-2 en el sobrenadante de cultivo, previniendo su procesamiento

proteolitico y manteniendo todos los determinantes antigénicos del ectodominio.

A pesar de no incluir modificaciones para estabilizar los trimeros en su conformacion prefusion, la
solubilidad y termoestabilidad alcanzada fue acorde con la bibliografia, obteniéndose rendimientos de

produccidn aceptables y suficientes para llevar a cabo las inmunizaciones de vacas.

En este sentido, la proteina demostrd ser inmunogénica detectdndose IgGs especificas contra RBD, con
niveles crecientes en funcién de los boosters administrados. Ademads, se observd una capacidad de
neutralizaciéon (evaluada con ensayos alternativos) que se asemeja a la lograda en humanos con tres dosis
de vacunas heterdlogas y que evidencia una drastica caida luego de tres meses de finalizadas las

inmunizaciones.

Por otro lado, este sistema de expresion en S2 resultd 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 capitulo demostraron que los mismos son solubles, estables y

capaces de interactuar con el antigeno RBD.

La capacidad de neutralizacién de los sueros bovinos frente a diferentes variantes virales de SARS-CoV-2
serd evaluada a futuro utilizando los sVNTs desarrollados en esta tesis. Esto permitird determinar qué tan
diversa es la respuesta generada por las inmunizaciones con ectoS frente a variantes de SARS-CoV-2. A su
vez, la informacién obtenida permitird caracterizar mejor la coleccién de PBMCs aisladas de dichos
animales para hacer una seleccion con antigenos especificos y una amplificacidon de secuencias de UL-
CDRH3 que podran ser expresadas en formato scFv, para dar lugar a posibles nuevos péptidos con

actividad neutralizante frente a multiples variantes virales.
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5.5. METODOLOGIA

5.5.1. CONSTRUCCIONES PLASMIDICAS

Todos los genes fueron sintetizados por Genscript luego de optimizar el uso de codones para Drosophila
melanogaster y se clonaron en un vector de expresion pMT/V5-His (Invitrogen) inmediatamente después
de la secuencia BiP para dirigir su secrecién al espacio extracelular y conteniendo un Twin-Strep-tag® (IBA)

y un codén STOP en el extremo C-terminal, tal como se describié previamente (Krey et al., 2010).

Para las construcciones de ectoS-ST monomeérica y trimérica se utilizd la secuencia de ADN que codifica
los aminoacidos 15-1213 de la glicoproteina 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-fusiéon del ectodominio. En el caso del ectoS-ST trimérico se incluyd la
secuencia codificante del dominio de trimerizacion de fibritina del bacteriéfago T4 (foldon) (Meier et al.,

2004) después del residuo 1213 de ectoS.

Para la construccion del VHHV-scFc se clond 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 tdndem 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 Vy bovino conteniendo un UL-CDRH3 especifico por
RBD de SARS-CoV-2 (clon SKD) y el dominio V. bovino, reportadas por (R. Huang et al., 2023), fueron
clonadas en el plasmido disefiado por (Gilmartin et al., 2012) (basado en el pMT/V5-His), sustituyendo los

respectivos Vi y VL humanos especificos por la proteina E2 en la construccion original

Las construcciones sintetizadas en este capitulo se presentan de forma esquematica en las Figura 34. A,

Figura 35.A y Figura 37.A.

5.5.2. PRODUCCION DE PROTEINAS RECOMBINANTES

Al igual que en capitulos anteriores, se obtuvieron lineas celulares S2 estables que expresan y secretan las
respectivas proteinas fusionadas a Strep-tag, mediante co-transfeccién con el respectivo vector de
expresion y un plasmido de seleccién a puromicina (pCoPuro). Para ello se utilizé un electroporador de
alta eficiencia Maxcyte STx, con 200 pg/mL plasmido de expresion y 100 pg/mL de plasmido de seleccién
en cubetas OC-400. Las células transfectadas se seleccionaron a 28°C en medio Insect Xpress (LONZA)

complementado con 6 pg/mL de puromicina y las lineas celulares S2 estables se cultivaron en matraces
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de vidrio a 28°C con agitacion a 110 rpm en un agitador orbital estdndar y se indujeron a 5x10° células/mL
con 5 uM Cq4Cl,. Tras cuatro dias de induccion, las células se cosecharon por centrifugacion a 150 g durante
5 minutos, y las proteinas se purificaron desde el sobrenadante del cultivo por cromatografia de afinidad
(AC). Para ello, los sobrenadantes de cultivo se centrifugaron a 6.000 g, se filtraron a través de 0,22 um 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 cromatografia de exclusion 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 elimind mediante
incubacién overnight a 25°C con enteroquinasa-His (Genscript) (a 200 U mg™), seguido de didlisis extensiva
en 0,1 M Tris-Cl pH 8,0, 0,15 M NaCl e incubaciéon con Ni-Sepharose® (Cytiva) durante 2 horas. Finalmente,
la muestra filtrada por 0,22 um se sometio a un segundo paso de purificaciéon por AC en 0,1 M Tris-Cl pH
8,0, 0,15 M NaCl, 1mM EDTA (buffer de almacenamiento) colectando la fraccién no unida. La ectoS®" fue

cuantificada, diluida en PBS a una concentracion final de 78 pg/mL y esterilizada por filtracién a 0,22 um.

5.5.3. ANALISIS DE PUREZA Y TAMANO

5.5.3.1. ELECTROFORESIS Y WESTERN BLOT

Las proteinas purificadas se sometieron a SDS-PAGE al 12% (con DTT 0,1M cuando fue necesario) y se
analizaron posteriormente mediante tincién con Coomassie. En el caso de los sobrenadantes de cultivo
inducidos, se analizé la presencia de las proteinas correspondientes mediante western blot utilizando

Streptactin-HRP (IBA) seguin las recomendaciones del fabricante.

5.5.3.2. DISPERSION DINAMICA DE LUZ

El radio hidrodinamico (Ru) se analizé por dispersion dindmica de luz (DLS) utilizando un Zetasizer Nano S
(Malvern). Las mediciones se realizaron por triplicado utilizando cubetas de plastico descartables UVette

(Eppendorf) a 25°C.

5.5.4. ANALISIS DE TERMOESTABILIDAD

La termoestabilidad de las proteinas recombinantes se evalué mediante fluorimetria diferencial de barrido
en nanoescala (nanoDSF) en un Prometheus NT.48 (Nanotemper) y los valores de Twm para los procesos de

desnaturalizacién se obtuvieron mediante calentamiento de las muestras a 1°C/min entre 25-90 °C.
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5.5.5. ANALISIS CUALITATIVO DE INTERACCION ENTRE PROTEINAS

5.5.5.1. RESONANCIA DE PLASMONICA 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 pL/min. Como buffer de corrida se utilizé6 10 mM HEPES

pH 7,4, 150 mM NacCl, 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 oligomerizacién de VHHV/scFc) se
diluyeron entre 10 y 50 veces en buffer de corrida y se inyectaron durante 1 minuto sobre las superficies
2,3y 4 para capturar densidades de 188, 397 y 385 RUs, respectivamente. Cuando fue necesario se realizd
mas de una inyeccién de ligando con el propdsito de aumentar la densidad de ligando capturado y la
superficie 1 se dejé como referencia en linea (sin VHHV/scFc). A continuacidn, se inyecté WUha"RBD-ST
(purificado de acuerdo con la seccion 2.3.1) durante tres minutos sobre todas las superficies, registrandose
la disociacidn durante 9 minutos. También se hicieron inyecciones idénticas con buffer y los sensorgramas
resultantes se obtuvieron mediante doble referenciamiento. El analisis de los resultados se hizo con el

software Biacore Insight Evaluation (Cytiva).

5.5.5.2. CROMATOGRAFIA DE EXCLUSION MOLECULAR ANALITICA

Para evidenciar la formacién de complejos moleculares entre W'ha"RBD-ST (purificado de acuerdo con la
seccion 2.3.1) y SKDscFv, se hicieron corridas de SEC analitica, inyectando de ambas proteinas 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 uL conteniendo 160
pmoles de cada especie. El peso molecular fue estimado utilizando kits de calibracién para alto peso

molecular (HMW) y bajo peso molecular (LMW) (Cytiva), que fueron inyectados en iguales condiciones.

5.5.6. INMUNIZACION DE VACAS

Para las inmunizaciones de vacas se contd con la colaboracion de la empresa Laboratorios Microsules
Uruguay S.A, quienes proporcionaron los animales y las instalaciones para llevar a cabo los experimentos
de vacunacion y extraccion 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 ectoS®" + 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
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mL de ectoS a 78 pg/mL y 0,6 mL de Luminagel. Cada animal se inmunizd6 mediante inyeccion
intramuscular con 5 mL de emulsién (10% de adyuvante o 350 g totales de antigeno + 10% de adyuvante).
Luego de cada inmunizacién primaria, los esquemas de inmunizacion 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 antigeno y
adyuvante, a los dias 30 y 50 dias del inicio del protocolo #1 (2 boosters; vaca #2060 control y vaca #2032
ectoS) o a los 47, 77 y 108 dias 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 inmunizacién (sangrado pre-inmune)
y luego de 30, 50 y 69 dias del inicio del protocolo #1 o a los 53, 77 y 108 dias del inicio del protocolo #2.

Ademas se hizo un sangrado final al dia 159 y 201 del inicio de los respectivos protocolos.

Los sangrados se llevaron a cabo mediante puncién de la vena yugular y las muestras de sangre se
colectaran en simultdneo para cada animal, en tubos con anticoagulante (para extraccion de sangre total)

y sin anticoagulante (para extraccién de suero).

El aislamiento de PBMC se realizé a partir de las muestras de sangre total mediante centrifugacion en
gradiente de densidad utilizando Ficoll (Histopaque, densidad 1.077 g/mL). Luego de separadas, las PBMC
se contaron y se almacenaron en N; liquido. Por su parte, las muestras de suero fueron congeladas en -

20°C para analizar los niveles de anticuerpos especificos y la capacidad neutralizante.

5.5.7. TITULACION DE ANTICUERPOS IgG BOVINOS ESPECIFICOS
POR ELISA

Los titulos de IgG especificos contra RBD de SARS-CoV-2 fueron analizados por ELISA en muestras de suero
de las vacas sometidas al protocolo de inmunizacidn #1. Para ello se sensibilizaron placas NUNC Maxisorp
(Thermo) con 0,1 pg de WuhanRBDY por pocillo (purificado de acuerdo con la seccién 2.3.1 y diluido en
PBS). La sensibilizacién se hizo overnight a 4°C y luego de 5 lavados con PBS-Tween 0.2%, se bloqued 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 dilucion inicial 1:10 en PBS-leche en polvo 3%-Tween 0.2%). Luego de repetir los lavados se
agregaron 100 plL de una dilucién 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 liquido TMB (Sigma) durante 15 minutos y la reaccidn

colorimétrica se frené con 50 L de acido sulfurico 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 sustraccidon de las medidas

realizadas a ambas longitudes de onda.

5.5.8. ENSAY0S ALTERNATIVOS DE NEUTRALIZACION VIRAL (sVNT)

Los sVNTs desarrollados en el capitulo anterior fueron utilizados para evaluar la capacidad bloqueante de
la interaccion 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 pg/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 Wha"RBD-ST a una concentracién final de
0,1ug/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 periodo, los complejos se incorporaron a los pocillos con hACE2-Fc y se incubaron
otros 30 minutos, para lavar y revelar con sustrato liquido TMB (Sigma) durante 15 minutos. La reaccidn
colorimétrica se frend con 50 pL de acido sulfurico 11% y las absorbancias a 450nm y 620nm se midieron
en un lector de placas (Thermo) expresando los resultados como la sustraccién de las medidas realizadas

a ambas longitudes de onda.
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1. TABLAS SUPLEMENTARIAS

Tabla Suplementaria 1

chv

Supplementary Table 1: LC-MS/MS analysis of RBD™"-IEX fractions. Summary of sequence coverage achieved

with reduced/alkylated RBD™-IEX fractions. Modifications allowed in this search were cysteing
carbamidomethylation [+57.02146 Da] as fixed parameter and methionine oxidation [+15.9949 Da] as variabldg
parameters. ldentified amino acids are depicted in blue and those that remained non-identified are represented
in red. Each fraction is accompanied by the percentage of sequence coverage and the number of spectrd
obtained with each sample. A summary of search parameters is depicted below the table.

IEXa  92.3% (216/234) 3963 spectra

317 RSRVQPTESI VRFFNITNLC PFGEVFNATE FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 3°
377 FKCYGVSPTK LNDLCEFTHNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDFTGCVIAW 43
137 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGF NCYFPLQSYG 4596
197 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PEKSTNLVEN KCVNFGPFED DDDK 5

6
6

IEXb  91.0% (213/234) 3405 spectra

317 RSRVQPTESI VRFFNITNLC PFGEVF! F FASVYAWNRK RISHCVADYS VLYNSASFST 376
377 FKCYGVSPTK LNDLCFTNVY ADSEVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDFTGCVIAW 436
437 NSHNNLDSKVG GNYNYLYRLF RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGF NCYFPLQSYG 490
497 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVEN KCVNFGPFED DDDK 550

IEXc  91.0% (213/234)3910 spectra

317 RSRVQPTESI VR C PE IF FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 3
377 FKCYGVSPTK LNDLCETNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDFTGCVIAW 4
7 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF FKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGF NCYFPLQOSYG 496
497 FQPTNGVGY(Q PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVKN KCVNFGPFED DDDK 550

IEXd  91.0% (213/234) 5227 spectra

317 RSRVQPTESI VR THNLC PFGEVFNATE FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST >
377 FKCYGVSPTK LNDLCETNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDFTGCVIAW 4
437 NSNNLDSKVG GNYNYLYRL.F RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGEF NCYFPLQSYG 496
497 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVEN KCVNFGPFED DDDK 550

IEXe 90.6% (212/234) 2919 spectra

317 RSRVQPTESI VRFFNITNLC PFGEVFMATE FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 376
FKCYGVSPTK LNDLCFTNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDFTGCVIAW 436
37 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGF NCYFPLQSYG 496
97 FQPTHNGVGY(Q PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVKN KCVNFGPFED DDDK 550

317 RSRVQPTESI VRFF! I FGEVF1 F FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 376
7/ FKCYGVSPTK LNDLCETHVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDEFTGCVIAW 426
437 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGF NCYFPLQSYG 496

197 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVKN KCVNFGPFED DDDK 5

# comet_version 2021.01 rev. 0

Search Parameters:

Peptide_mass_tolerancefor search = 35 ppm

Peptide mass toleance (after fiitering): 10 pm
Mass_type_porent = monoisotopic masses

Enzyme: trypsin (full specific)

Allowed_missed_cleavage = 2

Variable madifications: Met oxidation (+ 15.9949 )

Fix madifications: Cys carbamidomethylation (+57.0215)
Database: Drosophila melanogasters sequences downloaded from Uniprot (june 2020) +RDB * sequence + common
proteomics contaminants (target -reverse)

PTMs filtered FDR<1% at the protein level
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Tabla Suplementaria 2

Supplementary Table 2: LC-MS/MS analysis of 45RBD"-IEX fractions. Summary of sequence coverage achieved with
reduced/alkylated “ERRDelv-IEX fractions. Modifications allowed in this search were cysteine carbamidomethylation
[+57.02146 Da] and asparagine deamidation [+0.9840 Da] as variable madifications. Identified amino acids are depicted in
blue and those non-identified are depicted in red. Each fraction is accompanied by the percentage of sequence coverage
and the number of spectra obtained with each sample. Numbers in brackets correspond to the modification associated
additional mass (in Daltons). A summary of search parameters is depicted below the table.

IEX a 98.3% (230/234) 3560 spectra

317 RSRVQPTESI VRFENITNLC PEFGEVENATR FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASEFST 3706
377 FKCYGVSPTK LNDLCFTNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDEFTGCVIAW 4306
437 NSNMNLDSKVG GNYNYLYRLF RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGE NCYFPLQSYG 496
497 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PRKKSTNLVEKN KCVNFGPFED DDDK 550

IEX b 98.7% (231/234 ) 4902 spectra

317 RSRVQPTESI VREPNITNLC PFGEVENATR FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 376
377 FKCYGVSPTK LNDLCEFTNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDFTGCVIAW 436
437 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGF NCYFPLQSYG 4906
4197 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVKEN KCVNFGPFED DDDK 550

IEX ¢ 98.7% (231/234) 5638 spectra

317 RSRVQPTESI VREPNITNLC PFGEVENATR FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 3276
377 FRCYGVSPTK LNDLCETNVY ADSEFVIRGDE VRQIAPGQOTG KIADYNYKLP DDETGCVIAW 436
437 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF REKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGF NCYFPLQSYG 4906
497 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PEKKSTNLVKN KCVNFGPFED DDDK 550

IEX d 98.7% (231/234) 5483 spectra

217 RSRVQPTESI VRFPNITNLC PFGEVFNATR FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 276
377 FRCYGVSPTK LNDLCETNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDETGCVIAW 4306
437 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF REKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGEF NCYFPLQSYG 496
497 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PEKKSTNLVKN KCVNFGPFED DDDK 550

IEX e 98.3% (230/234 ) 3497 spectra

217 RSRVQPTESI VRFPNITNLC PFGEVFNATR FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 23706
377 FRCYGVSPTK LNDLCEFTNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDETGCVIAW 4306
437 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF RKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGE NCYFPLQSYG 496
197 FQPTNGVGYQ PYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVKN KCVNFGPFED DDDK 550

IEX f 79.9% (187/234 ) 2103 specira

317 RSRVQPTESI VRFENITNLC PFGEVFNATR FASVYAWNRK RISNCVADYS VLYNSASFST 376
377 FKCYGVSPTK LNDLCETNVY ADSFVIRGDE VRQIAPGQTG KIADYNYKLP DDETGCVIAW 436
437 NSNNLDSKVG GNYNYLYRLF REKSNLKPFER DISTEIYQAG STPCNGVEGE NCYFPLQSYG 496
497 FQPTNGVGY(Q FPYRVVVLSFE LLHAPATVCG PKKSTNLVEN KCVNFGPFED DDDK 550

# comet_version 2021.01 rev. O

Search Parameters:

Peptide_mass_tolerancefor search = 35 ppm

Peptide mass taleance (after filtering): 10 pm
Mass_type_parent = monoisotopic masses

Enzyme: trypsin (fuli specific)

Allowed _missed_cleavage = 2

Variable modification: Asp/Gln deamidation {+ 0.9840 )
Variable modifications: Met oxidation (+ 15.9949 )

Fix modification: Cys carbamidomethylation (+57.0215)
Database: Drosophilo melanogasters sequences downloaded from Uniprot {june 2020) +RDB o sequence + common
proteomics contaminants (target -reverse)

PTMs filtered FDR<1% at the protein level
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Tabla Suplementaria 3

160

Supplementary Table 3: Identification of deamidations on the peptide containing N-glycosylation sequens in “tppp™ by LC-MS/MS. List of scans
identifying the peptide containing N-glycosylation sequons in reduced/alkylated “*2RBD™-IEX fractions. Modifications allowed in this search were
cysteine carbamidomethylation [+57.02146 Da], methionine oxidation [+15.994% Da] and asparagine deamidation [+0.9840 Da], and Tris adducts on
asparagine [+104.0712 Da] as variable modifications. Doubly deamidated peptides represented 91% of total scans (839/922 scans, in green), those
exclusively deamidated in the first asparagine Nis; represented 0.2% of total scans {2/922 scans, in red) and those with a single deamidation on the
second asparagine Ny represented 8.8% {81/922 scans, in yellow). Numbers in brackets correspond to the variable modification associated additional

mass {in Daltons). A summary of search parameters Is depicted below the table.

IEX FRACTION PEPTIDE SCAN COUNTS DEAMIDATION POSITION
a

'FPNITNLC[57.0215]PFGEVEN[0.9840]ATR Nas

FPNITN[0.9840]LC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR Nagz

FPNITNLC[57.0215]PFGEVIN[0.9840]ATR
FPNITN[0.9840]LC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR

VQPTESIVRFPNITN[0.9840]LC[57.0215]PFGEVEN[0.9840]ATR
FPNITNLC[57.0215]PFGEVIN0.9840]ATR
FPNITN[0.9840]LC[57.0215] PFGEVFN[0.9840]ATR

VOPTESIVRFPNITN[0.9840]LC[57.0215]PFGEVEN[0.9840]ATR

FPNITNLC[57.0215]PFGEVIN[0.9840]ATR
FPNITN[0.9840]LC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR

FPNITN[0.9840]LC[57.0215]PFGEVENATR

FPNITNLC[57.0215] PFGEVFN[0.9840]ATR
FPNITN[0.9840]LC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR

R N T T YO T T T O = Y~~~ W -~ S-Sl oS - T SV S S o SN I~ M S~ S S S WS~ -

# comet_version 2021.01 rev. 0

Search Parameters:

Peptide_mass_tolerancefor search =35 ppm

Peptide mass toleance (after fittering): 10 pm
Mass_type_parent = moneisotopic masses

Enzyme: trypsin (fuil specific)

Alfowed_missed_cleavage = 2

Variable modification: Asp/Gln deamidation (+(0.9840 )
Variable modifications: Met oxidation {+ 15.9949 )

Variable modifications: Cys carbamidomethylation (+57.0215)
Variabie modifications: Asp Tris adduct (+ 104.071154)
Database: Drosophila melanogasters sequences downloaded from Uniprot (june 2020) +RDB
reverse}

PTMs filtered FOR<1% at the protein level

civ . .
sequence + common proteomics contaminants (target 5
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Supplementary Table 4: LC-MS/MS analysis of N-glycans on RBD . List of scans identifying the N-glycopeptide of
reduced/alkylated RED"™-IEX fractions, with different glycan moieties. Modifications allowed in this search were
cysteine carbamidomethylation [+57.02146 Da] as fixed modifications and methionine oxidation [+15.9949 Da],
asparagine N-glycosylations: M3 {Hex3HexNAc2, [+892.3173]); FM3 {dHexHex3HexNAc2, [+1038.3751]); M4
{HexdHexNAc2, [+1054.3700]); M5 {Hex5HexNAc2, [+1216.4229]); M6 (Hex6HexNAc2, [+1378.4757]); M7
{Hex7HexMNAcZ, [+1540.5285]); and M8 (Hex8HexNAc2, [+1702.5813]) as variable modifications. Numbers in brackets
correspond to the variable modification associated additional mass {in Daltons) while fixed modifications were not
included for clarity. The structure of each identified N-glycosylation moiety is shown in simplified colored CFG
representation with its Oxford notation name for clarity. A summary of search parameters is depicted below the table.

IEX FRACTION N-GLYCOPEPTIDE SCAN COUNTS GLYCAN
M3

FPNITNLCPFGEVFN[1038.3751]ATR FM3
FPNITNLCPFGEVFN[1038.3751]ATR : o 0
FPNITNLCPFGEVFN[1038.3751]ATR ! -5
FPNITNLCPFGEVFN[1038.3751]ATR

-II—':-‘-C E

o S| Th o Q Tl M T Q- T RO O on

s

# comet version 2021.01 rev. 0

Search Parameters:

Peptide _mass_tolerancefor search = 35 ppm

Peptide mass toleance (after filtering): 10 pm

Muass type parent = monoisotopic masses

Enzyme: trypsin {full specific)

lAllowed missed_cleavage = 2

Variable modifications: Met oxidation {+ 15.9549 )

Variable modifications: Asp: Hex3HexMNAc2 (+892.3173)

Varigble modifications: Asp dHex Hex(3) HexNAc{2) {+1038.3751)
Variable modifications: Asp Hex{4) HexNAc(2) (+1054.3700)
Variable modifications: Asp Hex{5)HexNAc{2] (+1216.4229)
Varigble modifications: Asp Hex(6)HexNAc{2) (+1378.4757)
Variable modifications: Asp Hex(7)HexNAc{2) (+1540.5285)
Variable modifications: Asp Hex(8)HexNAc{2) (+1702.5813)

Fix modifications: Cys carbamidomethylation (+57.0215)
Databuose: Drosophila melanogasters sequences downloaded from Uniprot {jurne 202C) +RDB o sequence + common
[proteomics contaminants (target -reverse)

PTMs filtered FDOR<1% at the protein level
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SupplementaryTable 5: Identification of O-glycans in*RBD
IEX fractions, with Cysteine carbamidomethylation [+57.021 46], Asparagine/Glutamine deamidation [+0.9840], Methionine oxidation [+15.9949 Da] and
SerinefThreonine O-glycosylation (HexNAc [+203.0794]; HexHexNAc, [+365.1321]} as variable modifications. Numbers in brackets correspond to
modification associated additional mass (in Daltons). The structure of each identified O-glycosylation moiety is shown below in simplified colored CFG
format for clarity. A summary of search parameters is depicted below the table.

chr

by LC-MS/MS. List of O-glycosylated peptidesidentified in reduced/alkyl

ated**RBD™"-

IEX FRACTION

[}

aoaaaaAbabbofooo A8 AaAnnnc Ao ASSrSSo o QAT 00 000000 TSR0 To o Sa0oaan o o

0-GLYCAN PEPTIDE

Corel VQ[0.9840]PTESIVRFPNIT[365.1322[NLC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR

Corel V0[0.9840]PT[365.1322]ES[365.1322]IVRFPNIT[365.1322]NLCPFGEVEN[0.9840]ATR
Corel FPNIT[365.1322]NLC[ 57 .0215]PFGEVFN[ 0.9840]ATR

Corel  FPNIT[365.1322]NLC[57.0215]PFGEVFN]0.9840]ATR

Corel VOPT[365.1322]ESIVR
Corel S[365.1322]RVQPTESIVR

R R R RRPRMNMNNMNRRRERWWRRRRRDNDNDRWWWOR R R R RBRBRBRRBRREBREBEUOMNNNMLNNRMLNMLN®GWGWR WG ®

Corel VQPT[365.1322]ESIVR

Corel  VOPT[365.1322]ESIVR
Corel  S[365.1322IRVQPTESIVR
Corel  S[365.1322JRVQPTESIVR
Corel  VQPT[365.1322]ESIVRFPN[0.9840]ITNLC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR

Corel  VQPT[365.1322]ES[365.1322]IVRFPNITN[0.9840]LC[57.0215PFGEVFN[0.9840JATR
Corel  SRVQPT[365.1322]ESIVR

Corel VQPTES[365.1322]IVRFPN[0.9840]ITNLC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR
Corel VOPT[365.1322]ESIVR

Corel VOPT[365.1322]E5[365.1322]IVRFPNITNLC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR
Corel 5[365.1322RVQPTESIVR

Corel ST[365.1322]N[0.9840]LVKN[0.9840]KCVN[0 9840 FGPFEDDDDK

Corel $[365.1322]TN[0.9840]LVKN[0.9840]KCVYN[0 9840 FGPFEDDDDK

Corel  S$T[365.1322]N[0.9840]LVKN[0.9840]K CYN[0.9840]F GPFEDDDDK

Corel  VOPTES[365.1322]IVRFPN[0.9840]ITNLC[57.0215PFGEVFN[0.9840]ATR

Corel  SRVQPT[365.1322]ESIVR

Corel  VO[0.9840]PTES[365.1322|IVRFPNITNLC[57.0215]PFGEVFN[0.9840]ATR

Corel  VOPT[365.1322]FS[365.1322]IVRFPN[0.9840]ITNLC[57.0215]PFGEVFN[0.9840JATR
Corel  VOPTES[365.1322]IVRFPNITN[0.9840]LC[57 021 5]PFGEVFN[0.9840]ATR

Corel  VOPTESIVRFPN[0.9840]IT[365.1322]NLC[57.021 5]PFGEVFN[0.9840JATR

Corel  VOPTES[365.1323]IWVRFPN[0.9840]ITNLC[57.021 5]PFGEVFN[0.9840]ATR

SCAN COUNTS
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Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel
Corel

Corel
Corel
Corel

Corel

Qaaan o Qa-mt aQaT-oaeson® a0 >-ooooQa-mo Qa0 Qaoao Qo0 QoSS ® S o

# comet_version 2021.01 rev. 0

|Search Parameters:

VQPT[365.1322]ES[365.1322]IVRFPNITNLC[57.021 SIPFGEVFN[0.9840]ATR
$[365.1322]RVQ[0.9840]PTESIVRFPNITNLC[57.021 5]PFGEVEN[0.9840]ATR
S[365.1322]RVQPTESIVR

VOPT[365.1322]ESIVR

$[365.1322]RVAQPTESIVR
VQPT[365.1322]ESIVRFPN[0.9840]IT NLC[57.021 5]PFGEVFN[0.9840]ATR
VOPT[365.1322]ES[365.1322]IVRFPNIT[ 365.1322]NLCPFGEVFN[0.9840]ATR
VOPT[365.1322]E5[365.1322]IVRFPNIT[365.1322NLCPFGEVFN[0.9840]ATR
VOPT[365.1322]E5[365.1322]IVRFPNIT[ 365.1322]N[ 0.9840]L CPFGEVFN[0.9840]ATR
VQPT[365.1322]ES[365.1322]IVRFPN[0.9840]IT[ 365.1322]NLCPFGEVFN[0.9840]ATR
VOPT[365.1322]E5[365.1322]IVRFPN[0.9840]IT[ 365.1322]NLCPF GEVFN[0.9840]ATR
VOPT[365.1322]ES[365.1322]IVRFPNIT[ 365.1322]N[ 0.9840 ]LCPFGEVFN[0.9840]ATR
VOPTES[365.1322]IVRFPN[0.9840]IT[365.1322INLC[57.021 5IPFGEVFN[0.9840]ATR
VOPTES[365.1322]IVRFPNIT[365.1322]NLC[57.021 5IPFGEVFN[0.9840]ATR
vQ[0.9840]PT[365.1322]ES[365.1322]IVRFPNIT[365.1322]NLCPFGEVFN[0.9840]ATR

ST[365.1322]N[0.9840]LVKN[0.9840]KCYN[0.9840]FGPFEDDDDK
$[365.1322]TN[0.9840]LVKN[0.9840]KCVYN[0.9840]F GPFEDDDDK
ST[365.1322]N[0.9840]LVKN[0.9840]K CYN[ 0.9840]FGPFEDDDDK

15[365.1322|NCVADY SVLYNSASFSTFK

™ Core 1

Peptide_mass_tolerancefor search = 35 ppm
Peptide moss toleance (after filtering): 10 pm
Mass_type_parent=manaisotopic masses

Fnzyme: trypsin (full specific)
[ Allowed_missed_cleavage =2

Variable modification: Asp/Gin deamidation (+ 0.9840)
Variable modifications: Met oxidation (+ 15.9949)

Variable modifications: Ser/Thr HexNAc (+203.0794 )

Voriable modifications: Ser/Thr Hex(1)HexNAc(1)(+365.1321 )
Variable modification: Cys carbamidomethylation (+57.0215)

Datab Dr hil I

reverse)

ers se

PTMs filtered FDR<1% ot the protein leve!

P RPRRPRPRPRPPRRPRPPRPRPEPEPRPRERRPRPPRPPEPRERRPRPPPRPPEPRPPPRPPRPNNWGWWWAVRNNWWSR

continuacién Tabla Suplementaria 5

es downlooaded from Uniprot (june 2020) +RDB L sequence + commaon prateamics contominants (farget -
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SupplementaryTable 6: Identification of spontaneous deamidationsin RBO™, List of deamidated peptides identified in reduced/alkylated RBLF™-IEX fractions by LC- MS/M

analysis. Modifications allowed in this search were Cysteine carbamidomethylation [+57.02146 Da] as a fixed modification and Methionine oxidation [+15.9949 Da],

Asparagine/Glutamine deamidation [+0.9840 Da] and Tris adducts on Asparagine [#104.0712 Da] as variable modifications. Numbers in brackets correspond to the variable

modification associated additional mass (in Daltons) while fixed modifications were notincluded for dlarity. Peptides are numbered according to Supplementary Figure 8. A

summary of search parametersis depicted below the table.

# PEPTIDE IEX FRACTION PEPTIDE SCAN COUNTS MODIFICATION
1 c 2 DEAMIDATED
& d 1 DEAMIDATED
1 d 275 NON-MODIFIED
1 c 261 NON-MODIFIED
1 b 251 NON-MODIFIED
& e 160 NON-MODIFIED
1 i 148 NON-MODIFIED
1 a 125 NON-MODIFIED
& b 25 NON-MODIFIED
1 a 15 NON-MODIFIED
1 c 11 NON-MODIFIED
1 d 10 NON-MODIFIED
& d 8 NON-MODIFIED
i e 4 NON-MODIFIED
1 b 3 NON-MODIFIED
i Sh 3 NON-MODIFIED
i a 2 NON-MODIFIED
2 a FPN[0.9840]ITNLCPFGEVFN[0.9840]ATR 2 DEAMIDATED
2 b FPN[0.9840]ITNLCPFGEVFN[0.9840]ATR 2 DEAMIDATED
3 d 3 DEAMIDATED
3 c 2 DEAMIDATED
3 b 1 DEAMIDATED
3 d 1 DEAMIDATED
3 d 519 NON-MODIFIED
3 b 451 NON-MODIFIED
3 {3 424 NON-MODIFIED
3 f 397 NON-MODIFIED
3 a 326 NON-MODIFIED
3 e 234 NON-MODIFIED
3 a 18 NON-MODIFIED
3 e 13 NON-MODIFIED
3 d 11 NON-MODIFIED
3 c 6 NON-MODIFIED
3 f 4 NON-MODIFIED
3 b 3 NON-MODIFIED
4 i 71 DEAMIDATED
4 a 45 DEAMIDATED
4 d 37 DEAMIDATED
4 d 37 DEAMIDATED
4 [ 35 DEAMIDATED
4 e 29 DEAMIDATED
4 b 23 DEAMIDATED
4 b 18 DEAMIDATED
4 a 16 DEAMIDATED
4 [ 13 DEAMIDATED
4 e 12 DEAMIDATED
4 f 10 DEAMIDATED
4 a 9 DEAMIDATED
4 d 7 DEAMIDATED
4 c 5 DEAMIDATED
4 b 3 DEAMIDATED
4 e 3 DEAMIDATED
4 f 3 DEAMIDATED
4 b 2 DEAMIDATED
4 e 2 DEAMIDATED
4 F 2 DEAMIDATED
4 c 2 DEAMIDATED
4 b 1 DEAMIDATED
4 d 1 DEAMIDATED
4 d 1 DEAMIDATED
4 d 815 NON-MODIFIED
4 [ 775 NON-MODIFIED
4 b 713 NON-MODIFIED
4 a 632 NON-MODIFIED
4 e 624 NON-MODIFIED
4 F 404 NON-MODIFIED
4 d 262 NON-MODIFIED
4 [ 155 NON-MODIFIED
4 b 100 NON-MODIFIED
4 e 85 NON-MODIFIED
4 a 74 NON-MODIFIED
4 f 11 NON-MODIFIED
4 b 3 NON-MODIFIED
4 d 3 NON-MODIFIED
4 a 2 NON-MODIFIED
4 o 2 NON-MODIFIED
4 c 1 NON-MODIFIED
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WWRP R NAWR

NON-MODIFIED
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT

PRPRPPRPRPNNWWWEAEROOND X

PR NN We
P oo A0
N®WYO DN

103

DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED

B ] Fca T - - - - - - - - - - - - - - - - - A ST BT B BT BT RS B E RS T BT, BT R L BT RN R T T T BV TS AT BT, B L RN BT WS T T I BT BT RS BT RV T T RT, BT B RS TS AT BT, BN BC BN BT [ S S S S S S S NS

O TAS®T 2 AN TN TASO TS0 OSTAOARQN S ®TT O QA0 TT TR TAN QAN AATETAST O AT, TAQAI T sl s 8o

DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED

DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
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DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
NON-MODIFIED
95 NON-MODIFIED
50 NON-MODIFIED
40 NON-MODIFIED
19 NON-MODIFIED
8 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 TRIS ADDUCT
1
1
1
1

R RRPRRERRRERERERERUNNNNGWWWDWE BB S SO0~~~ ~®

B RN W s oy
S N ® G
S o RX®DPO

TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT

13 DEAMIDATED
1 DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
400 NON-MODIFIED
348 NON-MODIFIED
299 NON-MODIFIED
286 NON-MODIFIED
230 NON-MODIFIED
225 NON-MODIFIED
2 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED

L Y R R - e L N L [ B N s I I EEN RN RN RN R R R RN R TR IR IEN RN RN R RN RN RN R RN RN |
WA T Q0T 0 QAT Q2 AT 0 TFHAQAY N0 T AlaaaTsTT oo o0 a0 Qa0o oo™ oaQaQATTaotaATe N eSS0 ®TaaQaca™he - a -

19 DEAMIDATED
12 DEAMIDATED
10 DEAMIDATED
9 DEAMIDATED
9 DEAMIDATED
9 DEAMIDATED
8 DEAMIDATED
8 DEAMIDATED
5 DEAMIDATED
3 DEAMIDATED
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DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
NON-MODIFIED
451 NON-MODIFIED
389 NON-MODIFIED
278 NON-MODIFIED
174 NON-MODIFIED
170 NON-MODIFIED
100 NON-MODIFIED
95 NON-MODIFIED
50 NON-MODIFIED
40 NON-MODIFIED
19 NON-MODIFIED
8 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 TRIS ADDUCT
1
1
1
1

R RR R RRREREOVDMMNNNWGEGWWWWE BB BBV~~~ ~-®

o
[}
=}

TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT
TRIS ADDUCT

13 DEAMIDATED
11 DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
DEAMIDATED
400 NON-MODIFIED
348 NON-MODIFIED
299 NON-MODIFIED
286 NON-MODIFIED
230 NON-MODIFIED
225 NON-MODIFIED
2 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED
1 NON-MODIFIED

L I R e - T B D R B B B L B L B B B B B TR B B B B N B B B e B N N B N R N I IR RSN
T TQ OO0 QAT O OO0 %0 TS A0 %0 T fAlAaArTToeathTea QAo a0 AN o oMaAAATTe oA TeNs® e s T0 Taaana™he sa s

19 DEAMIDATED
12 DEAMIDATED
10 DEAMIDATED
9 DEAMIDATED
9 DEAMIDATED
9 DEAMIDATED
8 DEAMIDATED
8 DEAMIDATED
5 DEAMIDATED
3 DEAMIDATED
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10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

T 2T OAQUDADALAATAO S TETLTAIOO 0T AAAATTL T T TAAAAIAQAAITQAITIAAODILTAASRTSTTITIAOAAAAMAST T SN T

DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLOSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQSY GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLO[0.9840]SY GFOPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]SYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQSYGFOPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLO[0.9840]SY GFOPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLOSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]SYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]SYGFQ[0.9840]PTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]SYGFOPTNGVGY GPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLO[0.9840]SYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLOSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFOPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLQ[0.9840]SY GFOPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLOSY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQSYGFOPTNGVGY OPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQSY GFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFOQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLO[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQSY GFQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]1CYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GYEGFNCYFPLQSY GFOQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR

DISTEIY QAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CY FPLQSY GFO[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLQOSYGFQPT N[ 0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQSY GFQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFQPTN[0 9840]GYGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLOSY GFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN CYFPLQSY GFQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFQPTN[0 9840]GYGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SY GFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIVQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GYGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLQSY GFOPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]SYGFQ[0.9840]PTN[0 9840]GYGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCY FPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SY GFQPTN[0.98 40]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFQPTN[0.9840]GVGY QPYR

DISTEIY QAGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQPTNGYGYQ[0.9840]PYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[104.0712]CYFPLQSY GFQPTNGYGYQPYR

DISTEIY QAGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLQ[0.9840]S¥GFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]1CYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]SY GFQ[0.9840]PTNGYGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CY FPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]1CYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GVYGYQPYR
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DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFQPTNGYGYQPY R
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLOSYGFQPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLQ[0.9840]SY GFOPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLOSY GFQPTN[0.9840]GVGY QP YR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLOSYGFQOPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLOSY GFOPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLQSY GFQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTP CNGVEGFN[0.9840]CY FPLOSYGFQPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFEN[0.9840]CY FPLO[0.9840]SY GFQPTN GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLOJ0.9840]5Y GFOPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLQO[0.9840]SY GFQ[0.9840]PTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQ[0.9840]SYGFO[0.9840]PTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[0.9840]CY FPLOSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQSYGFQ[0.9840]PTNGYGY QPYR
DISTEYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGYGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQ[0.9840]SYGFOPTN[0.9840]GVGYQPY R
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SYGFOPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLOSYGFOPTNGVGY QPYR
DISTEYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQ[0.9840]SYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLOSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLO[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLOSYGFOPTNGVGYQOPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[104.0712]GVEGFN CYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLQSYGFO[0.9840]PTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIY QAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[104.0712]CYFPLQ[0.9840]5YGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[104.071 2]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIY QAGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGY Q[0.9840]PYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[104.071 2]CYFPLQOSYGFQPTN[0.9840]6VGYQ[0.9840]PYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFNCYFPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840lGVGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLQ[0.9840]S¥GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[0.9840]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]SYGFOPTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFNCYFPLQSYGFQPTN[ 0.9840]GVYGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFNCY FPLOSYGFOPTNGVGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFNCY FPLQSYGFQ[0.9840]PTN GVGY OPYR

DISTEIY QAGSTPCN[104.0712]GVE GFNCYFPLQ[0.9840]5YGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SYGFQPTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGYQ[0.9840]PYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFOPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLQSYGFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTNGYGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLQSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVEGFNCYFPLQ[0.9840]SYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTNGVGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQPTNGVGYQPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFN[0.9840]CYFPLOSYGFQPTN[ 0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SYGFOPTNGYGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLQSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEI¥Q[0.9840]AGSTPCNGVEGFNCY FPLOSY GFQPTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[0.9840]CY FPLOJ0.9840]SY GFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[0.9840]CY FPLOSY GFOPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[0.9840]CY FPLQSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFN[0.9840]CY FPLQO[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLOSY GFOPTNGYGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFNCY FPLO[0.9840]SY GFQPTN GVGY QPYR
DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFNCYFPLOSYGFQPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SYGFOPTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFNCY FPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQ[0.9840]sYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFOPTNGVGY QPYR
DISTEYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLOSYGFOPTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGYEGFNCYFPLQSYGFQPTNGYGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFQOPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFNCYFPLQSYGFOPTNGVGY QPYR

DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN CYFPLQSYGFOPTNGVGY QPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]SYGFOPTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[104.071 2]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CYFPLQSYGFQPTNGVGYOQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVYEGFN[104.0712]CYFPLQ[0.9840]SY GFQPTN[0.9840]GVGYQPYR
DISTEYQAGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTNGVGYQPYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFOPTN[ 0.9840]GVGYQPYR

DISTEIY QAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CYFPLOSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GYGYQPYR
DISTEIY QAGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLQ[0.9840]5Y GFQPTN[0.9840]GVGY QFYR
DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLOSYGFOPTNGVGYQ[0.9840]PYR
DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[104.0712]CYFPLOSYGFOPTNGVGYQPYR
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10 d DISTEIQAGSTPCNGVEGFN[104.071 2]CYFPLQ[0.9840]5Y GFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR 2 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CY FPLQSYGFQPTN[0.9840]GYGYQPYR 2 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFN[104.0712]CY FPLQSYGFQPTNGVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFN[104.0712]CY FPLQSYGFQ[0.9840]PT NGYGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIVQ[0.9840]AGSTPCN[104.0712]GYEGFNI0.9840]CYFPLO[0.9840]SY GFQPTNGVGY QPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[104.0712]GVEGFN[0.9840]CYFPLQSY GFQ[0.9840]PTNGVGY QPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GYVGY QPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFNCYFPLQ[0.9840]5YGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[104.0712]CYFPLQ[0.9840]SYGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCNGYEGFN[104.0712]CYFPLQ[0.9840]$YGFQPTN[0.9840]GVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQ[0.9840]AGSTPCN[104.0712]GVEGFNCY FPLQSYGFQPT N[0.9840]GYVGY QPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQPTN[0.9840]GVGYQ[0.9840]PYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCN[0.9840]GVEGFN[104.0712]CY FPLQSYGFQI0.9840]PTNGVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLOSYGFQ[0.9840]PTNGVGY Q[0.9840]PYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCN[104.0712]GVE GFN[0.9840]CY FPLQ[0.9840]SYGFOPTNGVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEI QAGSTPCNGVEGFN[104.0712]CYFPLQSYGFQ[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQ[0.9840]PYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIY QAGSTPCN[104.0712]GVE GFNCYFPLQ[0.9840]5YGFO[0.9840]PTN[0.9840]GVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEI¥QAGSTPCN[104.0712]GYE GFNCYFPLOSYGFQPTN[0.9840]1GVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
10 d DISTEIYQAGSTPCN[104.07121GYE GFNCYFPLOSYGFQ[0.9840]PTN[ 0.9840]GVGYQPYR 1 TRIS ADDUCT
11 T KSTN[O0.9840]LVK 15 DEAMIDATED
11 f KSTNLYKN[0.9840]K 15 DEAMIDATED
11 f STNLVKN[0.9840]K 9 DEAMIDATED
11 a KSTN[0.9840]LVK 7 DEAMIDATED
11 f STN[0.9840]LVK 7 DEAMIDATED
11 d STN[0.9840]LVK 4 DEAMIDATED
11 d KSTN[0.9840]LVK 4 DEAMIDATED
11 a KSTNLVKN[0.9840]K 3 DEAMIDATED
14 a STNLVKN[0.9840]K 3 DEAMIDATED
11 b KSTN[0.9840]LVK 3 DEAMIDATED
11 b STN[0.9840]LVK 2 DEAMIDATED
11 d KSTNLVKN[0.9840]K 2 DEAMIDATED
11 d STNLVKN[0.9840]K 2 DEAMIDATED
11 e KSTN[0.9840]LVK 2 DEAMIDATED
11 e STNLVKN[0.9840]K 2 DEAMIDATED
A5 f STN[0.9840]LVKN[0.9840]K 2 DEAMIDATED
11 e STN[0.9840]LVK 1 DEAMIDATED
11 e KSTNLVKN[0.9840]K 1 DEAMIDATED
11 f KSTN[0.9840]LVKN[0.9840]K 1 DEAMIDATED
11 ‘ STN[0.9840]LVK 1 DEAMIDATED
11 f KSTNLVK 40 NON-MCDIFIED
11 f STNLVK 22 NON-MCDIFIED
11 a KSTNLVK 17 NON-MODIFIED
11 d KSTNLVK 14 NON-MCDIFIED
11 b KSTNLVK 11 NON-MODIFIED
11 a STNLVK 10 NON-MODIFIED
11 5 KSTNLVK 10 NON-MCDIFIED
11 € KSTNLVK 9 NON-MODIFIED
11 b STNLVK 7 NON-MCDIFIED
11 d STNLVK 7 NON-MODIFIED
11 f STNLVKNK 6 NON-MODIFIED
11 f KSTNLVKNK 6 NON-MCDIFIED
11 [ STNLVK 5 NON-MODIFIED
11 e STNLVK 5 NON-MODIFIED
11 b STNLVKNK 3 NON-MCDIFIED
11 a KSTNLVKNK 2 NON-MODIFIED
11 a STNLVKNK 1 NON-MODIFIED
12 e 12 DEAMIDATED
12 d 1 DEAMIDATED
12 c 9 DEAMIDATED
12 b 8 DEAMIDATED
12 d 8 DEAMIDATED
12 d 8 DEAMIDATED
12 b 7 DEAMIDATED
12 e 6 DEAMIDATED
12 € 6 DEAMIDATED
12 a 5 DEAMIDATED
12 a 4 DEAMIDATED
12 d 4 DEAMIDATED
12 b 3 DEAMIDATED
12 e 3 DEAMIDATED
12 i 2 DEAMIDATED
12 c 2 DEAMIDATED
12 d 1 DEAMIDATED
12 e 1 DEAMIDATED
12 if 1 DEAMIDATED
12 f 1 DEAMIDATED
12 d 342 NON-MODIFIED
12 f 306 NON-MCDIFIED
12 ¢ 290 NON-MODIFIED
12 b 283 NON-MCDIFIED
12 a 213 NON-MODIFIED
12 e 198 NON-MCDIFIED
12 d 27 NON-MODIFIED
12 a 25 NON-MODIFIED
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Enzyme: trypsin {full specific)
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Varioble madifications: Met oxidation (+ 15.9949)
Variable madifications: Asp Tris adduct (+ 104.071154)
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PTMs filtered FDR<1% at the protein level

continuacion Tabla Suplementaria 6

24 NON-MODIFIED
24 NON-MODIFIED
22 NON-MODIFIED
20 NON-MODIFIED
2 TRIS ADDUCT
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1 TRIS ADDUCT
1 TRIS ADDUCT
1 TRIS ADDUCT

sequence + common prateamics contaminants (target -reverse)
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Abstract

The interaction between the receptor-binding domain (RBD} of the spike gly-
coprotein  of SARS-CoV-2 and the peptidase domain of the human
angiotensin-converting enzyme 2 (ACE2) allows the first specific contact at the
virus—cell interface making it the main target of neutralizing antibodies. Here,
we show a unique and cost-effective protocol using Drosophila S2 cells to pro-
duce both RBD and soluble human ACE2 peptidase domain (shACE2) as ther-
mostable proteins, purified via Strep-tag with yields >40 mg Lt in a
laboratory scale. Furthermore, we demonstrate its binding with Ky, values in
the lower nanomolar range (independently of Strep-tag removal}) and its capa-
bility to be blocked by serum antibodies in a competition ELISA with Strep-
Tactin-HRP as a proof-of-concept. In addition, we assess the capacity of RBD
to bind native dimeric ACE2 overexpressed in human cells and its antigen
properties with specific serum antibodies. Finally, for completeness, we ana-
lyzed RBD microheterogeneity associated with glycosylation and negative
charges, with negligible effect on binding either with antibodies or shACE2.
Our system represents an accessible and reliable tool for designing in-house
surrogate virus neutralization tests (sVNTs), enabling the rapid characteriza-
tion of neutralizing humoral responses elicited against vaccines or infection,
especially in the absence of facilities to conduct virus neutralization tests.
Moreover, our biophysical and biochemical characterization of RBD and
shACE2 produced in S2 cells lays the groundwork for adapting to different var-
iants of concern (VOCs) to study humoral responses elicited against different
VOCs and vaccine formulations.

KEYWORDS
ACE2, binding, Dresophila, microheterogeneity, neutralization, RBD, 52 cells, SARS-CoV-2,
virus—cell interface
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1 | INTRODUCTION

SARS-CoV-2, identified in Wuhan (China) at the end of
2019, infects humans and causes the coronavirus disease
2019 (COVID-19; Wu et al., 2020), which has led to an
ongoing pandemic.

The SARS-CoV-2 virion displays on its surface a
trimeric glycoprotein called spike, respensible for mem-
brane fusion with the target cells after interacting
through its receptor-binding domain (RBD) with the
cellular receptor: the human angiotensin-converting
enzyme 2 (hACE2; Watanabe et al., 2020; Zhao
et al., 2020). The RBD is stabilized by four internal disul-
fides and contains a beta-stranded core that displays two
N-glycosites and an extended loop spanning the receptor-
binding motif (RBM; Lan et al., 2020). RBD interacts via
the RBM with the peptidase domain of hACE2 (Lan
et al., 2020) and is the main target of neutralizing anti-
bodies (nABs; Goldblatt et al., 2022).

The rapid spread of SARS-CoV-2 in 2020 was fol-
lowed by the fast development of effective vaccines,
which were globally distributed, showing inequalities in
access (Mathieu et al., 2021}, concomitant with the emer-
gence of multiple variants of concern (VOCs) with
increased virulence, transmission, and immune escape
(Mistry et al., 2022). In additicn, different vaccine plat-
forms have been shown to trigger a robust humoral
immune response that wanes after a few months, moti-
vating several countries to implement vaccine booster
immunization that improves the response (Pascuale
et al., 2022; Rammauro et al., 2022).

Vaccines distributed worldwide are based on the
ancestral Wuhan variant, which was superseded by sev-
eral VOCs; to date, the Omicron subvariants capable of
evading antibody neutralization (Hoffimann et al., 2022;
Planas et al., 2022) dominates the scene, and new “vari-
ant-based mRNA booster doses” are being evaluated
(Chalkias et al., 2022} while its benefits remain on discus-
sion (Callaway, 2022). However, as individual countries
move toward approving these booster doses, the risk of
repeating the history of inequity in vaccine access
becomes imminent. Therefore, affordable strategies are
needed to assess the multiple local contexts to minimize
these effects.

In the absence of well-defined correlates of protec-
ticn, measuring nAbs is the best approach to determining
the level of protection against SARS-CoV-2 (Goldblatt
et al., 2022). The best option for determining nAbs are
the plague reduction neutralization tests (PRNTs) and
pseudo-typed virus neutralization tests (PVNTs), which
require high-cost infrastructure and are time-consuming,
further increasing the gap in testing capacity, especially
in low-income countries. Despite limitations, surrogate

virus neutralization tests (sVNTs) have emerged as
affordable and fast alternatives for studying humeoral neu-
tralizing responses (Tan et al., 2020). By its simple design
based on the blockade of RBD-ACE2 binding in multi-
well plates, sVNTs can be produced in-house and
achieved in standard laboratories, giving sovereignty in
vaccine decision-making, notably when lacking PRNTSs
or PVNTSs capabilities.

As spike and hACE2 are membrane glycoproteins,
eukaryotic systems remain the most suitable for recombi-
nant production, and mammal cell systems are the most
frequently used. Insect cells appear as a good alternative,
overcoming some issues associated with production
times, costs, and yields, as well as scalability and risk of
contamination (Tripathi & Shrivastava, 2019} with
baculovirus-based systems being extensively used to pro-
duce soluble SARS-CoV-2 glycoproteins (Li et al., 2020;
Malffei et al., 2021; Struble et al., 2022), virus-like parti-
cles (Sullivan et al., 2022) and protein subunits vaccines
(Li et al., 2022) in Spodoptera frugiperda and Trichoplusia
ni cells. Baculovirus-free insect cell systems have been
shown to overcome some issues in production yield in
T. ni (Korn et al., 2020), while examples using Drosophila
melanogaster cells are scarce (Bagdonaite et al., 2021;
Creutznacher et al., 2022).

Here, we describe a simple pipeline to produce both
the RBD of SARS-CoV-2 and the soluble peptidase
domain of human ACE2 (shACE?2) in Drosophila S2 cells
with minimal technical requirements and high produc-
tion yields. We also characterize its behavior in solution
and demonstrate its binding, revealing strengths and
weaknesses of the system for studying nAB responses eli-
cited against SARS-CoV-2.

2 | RESULTS AND DISCUSSION

21 | RBD and shACE2 proteins are
purified from 52 culture supernatant

The recombinant protein design and their processing
products are summarized in Figure 1a and described in
Section 4. RBD-ST and shACE2-ST were both obtained
in the culture supernatant and further purified by affinity
chromatography (AC) with average yields of 40 and
60mg L™, respectively (Supporting Information
Figure S1), outperforming yields cbtained with similar
constructions in insect cells (Korn et al., 2020; Li
et al., 2020; Maffei et al., 2021). In addition, RBD-ST and
shACE2-ST were purified by size exclusion chromatogra-
phy (SEC)} as monomeric proteins (Figure 1bc), with
exclusion volumes corresponding to 40.2 and 87.7 kDa,
respectively (Supporting Information Figure S2A,B).
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Expression and purification of RBD and shACE?2 recombinant proteins. (a) Scheme showing virus—cell interface with the

spike and ACE2 monomers in red and blue tones, respectively (left) and plasmids constructions with its respective processed recombinant

products using the same color code (right). The names identifying each protein appear alongside each processing product (in black text) and
are the same used throughout this work. (b) Preparative SEC (left) and Coomassie-stained SDS-PAGE (right) of purified RBD-ST and RBD,
(c) Preparative SEC (left) and Coomassie-stained SDS-PAGE analysis (right) of purified shACE2-ST and shACE2%™. SDS-PAGE lanes are
identified as AC (fractions eluted from affinity chromatography), SEC (size exclusion chromatography), and M (molecular weight marker).

2.2 | Strep-tag can be removed without
compromising protein stability

As our strategy involved using the Strep-tag for multiple pur-
poses, not only as a purification tag but also to obtain immo-
bilized or labeled counterparts in in vitro binding assays, it
was imperative to accomplish its removal without
compromising protein stability. Consequently, upon Strep-
tag removal, both RBD™ and shACE2"" showed an expected
average size reduction of ~3 kDa (Figure 1b,c; Supporting
Information Figure S2C,D), while sclubility was not affected
as seen by dynamic light scattering (DLS) (Supporting Infor-
mation Figure §3; Supporting Information Table S1).

Both RBD-ST and RBDY showed similar thermosta-
bility by nano-differential scanning fluorimetry
(nanoDSF), with broad transitions and melting tempera-
tures (Ty) of 50.7 and 51.5°C, respectively, above those
reported with a similar construction using insect cells (Li
et al., 2020) (Figure 2a). Both showed reversible thermal
denaturation with refolding Ty, values slightly below their
unfolding counterparts (50.1 and 50.4°C, respectively).
RBD unfolding transition in the presence of DTT was not
detected, probably due to early denaturation upon disul-
fide reduction (Figure 2b), which is known to have a criti-
cal role on RBD secondary structure (Grishin et al., 2022),
even affecting its binding with ACE2 (Shi et al., 2022).

On the other hand, shACE2-ST and shACE2®V
showed irreversible thermal unfolding with narrower
transitions and slightly higher T, values (54.6 and
54.5°C, respectively), agreeing with previous reports
(Glasgow et al., 2020; Figure 2c). However, as opposed to

RBD, transitions in the presence of DTT are still detected
with both, showing a shift in T, wvalues> 10°C
(Figure 2d), suggesting a less preponderant role of disul-
fides in shACE2 stability as previously seen in human
cells expression systems (Grishin et al., 2022).

23 | RBD and shACE2 binding functions
resembles their natural counterparts

Protein binding was measured by isothermal titration cal-
orimetry (ITC) using two independent experimental
setups (Figure 3a). Both experiments were analyzed inde-
pendently, confirming 1:1 binding stoichiometry and giv-
ing very similar thermodynamic parameters with a
strong enthalpic contribution reminiscent of hydrophilic
molecular contacts (Lan et al., 2020), further confirming
that binding is not affected upon Strep-tag removal
(Supporting Information Table §2). Measured K, values
range between 17.1 and 27.0 nM, in complete agreement
with those obtained in similar conditions using proteins
expressed in human cells (Prévost et al., 2021).

We also evaluated binding by surface performance res-
onance (SPR), injecting RBD? over captured
shACE2-ST. Experimental datasets obtained with variable
levels of immobilized shACE2-ST gave an
average Kp =829 +0.69 nM (Figure 3b; Supporting
Information Table $3), consistent with proteins expressed
in human (Liu et al., 2021) and insect cells (Lan
et al., 2020). Additicnally, we demonstrated that RBD-ST
binds full-length cell-associated hACE2 in a dose-
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FIGURE 2 Thermostability of RBD and shACE2 recombinant proteins. (a,c) Unfolding and refolding scans obtained by nanoDSF with
both RBD-ST/RBD and shACE2-ST/shACE2%, respectively. (b,d) Unfolding scans of reduced RBD-ST/RBD and shACE2-ST/shACE2"",
Unfolding is represented with continuous lines, while refolding is shown with dotted lines using the same color code. Gray-colored traces

correspond to scans done in the presence of DTT. Ty, values are shown next to each transition peak.

dependent way, as seen by flow cytometry (Figure 3c), and
that RBD® is specifically recognized by human sera from
naturally infected individuals (Figure 3d) as seen before
(Amanat et al., 2020; Rammauro et al., 2022). Finally, we
demonstrate with competition ELISA that reactive serum
samples can block the interaction between immobilized
RBD and soluble shACE2-ST, providing proof-of-concept
for its usage in SVNTs developed in-house (Figure 3e).

24 | RBD shows microheterogeneity
related with glycans and negative-charges

MALDI-TOF/TOF analysis of RBD-ST allowed us to
identify three out of four total disulfide bonds
(Figure 4a). The ion corresponding to the intra-peptide
bridge (Cis0-Cass} was detected in MS-spectrum
(m/z = x), while the inter-peptide crosslinked cysteines
(C370-Cass and Cs0,-Csss) were further corroborated by
MS/MS analysis (Supporting Information Figure $4). The
Csag, which forms a disulfide with a spike's domain
absent in our construction, was only detected as a
reduced or cysteinylated residue (Supporting Information
Figure S5). Peptides containing Csss and Csq (which
form a disulfide on the viral spike protein) were only
identified after reduction/alkylation, with the peptide
329-346 containing different combinations of pauciman-
nesidic and high mannose glycans at Njj; and N
(Figure 4b; Supporting Information Figure S6).

We compared RBDY and its N-deglycosylated prod-
uct (“BRBDY) with two-dimensional electrophoresis

(2D-SDS-PAGE), showing several spots with a variable
isoelectric point (pI) below its theoretical value (pI = 8.5)
(Supporting Information Figure 57,A,B). Treatment with
PNGaseF evidenced a size reduction, accompanied by a
relative increase in the intensity of more acidic species
(probably because of asparagine deamidation) but still
showing microheterogeneity due to negative charges.

We confirmed this microheterogeneity using ionic
exchange chromatography (IEX) and obtaining several
fractions of RBD" (hereinafter identified from a to f),
which eluted differentially in a salt concentration gradi-
ent (Figure 4c). In addition, we N-deglycosylated all
RBD-IEX fractions evidencing the same electrophoretic
shift in SDS-PAGE, thus suggesting that N-glycan compo-
sition is hemogeneously distributed along IEX fractions
and not strictly associated with charges micro-
heterogeneity (Supporting Information Figure 87,C,D).

RBD-IEX fractions and their deglycosylated coun-
terparts were sequentially reduced/alkylated and sub-
jected to nano-HPLC MS/MS analysis. As seen with
MALDI-TOF/TOF, the unmodified sequence of the pep-
tide 329-346 was not identified in any case (Supporting
Information Table S4), suggesting that it is heavily medi-
fied. In parallel, we identified this peptide in all
@SRBD-IEX fractions containing deamidated aspara-
gine residues (Supporting Information Table §5). Scans
corresponding to doubly-deamidated peptide 329-346
represented 91%, while deamidation in a single aspara-
gine corresponded to 0.2% and 8.8% for Nii; and Nays,
respectively (Supporting Information Table S6). These
results show that N-glycan occupancy in predicted sites is
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Functional analysis of RBD and shACE2 recombinant proteins. (a) ITC analysis of shACE2-ST titrated with RBD? (left

panel), and shACE2"" titrated with RBD-ST (right panel). Each panel comprises the corrected thermogram upon baseline subtraction
(up) and a schematic representation of the titration setup (inset). The integrated heat values fitting to a hetero-association model in red

(bottom) are accompanied by the thermodynamic signature and K, values (inset). (b) Representative SPR experiment with RBD injected
over captured shACE2-ST, with superimposed sensorgrams (black) and fitting to 1:1 Langmuir interaction model (red) and the average
kinetic parameters obtained in three independent experiments (Supporting Information Table $3). (c) Mean fluorescence intensity (MFI)

measured by flow cytometry in cells over-expressing hACE2 (red) and control cells (green), incubated with increasing amounts of
fluorescent RBD (x-axis). (d) ELISA with a set of human sera identified as negative (pre-pandemic) and positive (confirmed by PCR and a
commercial anti-SARS-CoV-2 ELISA) using RBD® as antigen. (e) Competition ELISA between different concentrations of shACE2-ST (x-
axis) and two serum samples: a negative non-neutralizing serum (pre-pandemic, in green) and a positive neutralizing serum (confirmed with
a commercial sSVNT) to bind increasing amounts of immobilized RBD®Y (represented with gray triangles above each group).

high, with Nis; less occupied than Ni4s, as seen before
with RBD expressed in human and insect cells
(Bagdonaite et al., 2021; Sanda et al., 2021).

Regarding mono-glycosylated peptide 329-346, we
identified paucimannosidic and high-mannose glycans
only on Nyys (Supporting Information Table S7), probably
because of the higher occupancy mentioned above. In
contrast, double glycosylated peptides were not detected,
probably due to their poorer ionization efficiency and
high hydrophilicity, which impedes their binding to
reversed-phase columns (Kozlik et al., 2017). Based on
this, we propose that such mono-glycosylated peptides
constitute an infrequent fraction of glycopeptides, but
one that may help us elucidate which moieties are most

abundant in RBD expressed in S2 cells without ruling out
the existence of motifs with higher content in mannose.
As for O-glycosylation, Tn and Core 1-type glycans
were also identified in “®RBD using nano-HPLC
MS/MS. The most frequent O-glycosites were identified
on threcnine residues belonging to N-glycosylation
sequons (T333 and Tsys), almost exclusively when the pre-
cedent N was not deamidated. This suggests that
O-glycosylation only occurs at these positions in the
absence of N-glycans, supporting the hypothesis that
O-glycans could be masking unusually unoccupied
N-glycosites on RBD expressed in 82 cells (Bagdonaite
et al., 2021). In parallel, Core 1-type glycans were identi-
fied at Ty, and Ssp5 (with twice the frequency of Tn), as
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RBD micro-heterogeneity. (a) The RBD amino acidic sequence is shown with gray numbers indicating the spike position of

N- and C-terminal residues (cleavage and Strep-tag sequences were omitted for clarity). Disulfide bonds are shown as Cysteines (c) linked by
connectors identified with a unique color code for each pair and colored labels showing the Cysteine's positions. Peptides identified by
MALDI-TOF/TOF in non-reducing conditions are identified in light gray, with the identified crosslinked peptides underlined using the same
color code for each disulfide and paired cysteines. Sequences marked with dark gray boxes highlight those peptides exclusively identified in
reduced/alkylated RBD-ST. The disulfide represented with a dashed green line was identified as an intra-peptide bond, those identified with
continuous light blue and orange connectors were identified as crosslinked peptides (Supporting Information Figure $4), and the disulfide
identified with dotted lines (pale magenta) could not be directly identified by MALDI-TOF/TOF analysis. The unpaired Cs5 is shown in red
with an asterisk. Predicted N-glycosylation sites are shown with a yellow Y above the asparagine residues (N33 and Niygs), and the
corresponding glycopeptide (between 329 and 346) is underlined with a light-gray wavy line. (b) Glycopeptide 329-346 was identified by
MALDI-TOF/TOF with N-glycan modifications at N33, and N4, (Supporting Information Figure 86). (c) Preparative ion exchange
chromatography (TEX) of RBD showing differentially charged species named from a-f above each peak.

reported in human (Eldrid et al., 2021; Shajahan
et al., 2020; Watanabe et al., 2020) and insect cells
(Bagdonaite et al., 2021). Other O-glycosites were also
identified with very low frequencies on RBD (Supporting
Information Table S8). Our glycan characterization of
RBD expressed in S2 insect cells is in full agreement with
Bagdonaite et al. (2021), who used its proprietary system
with different accessory sequences.

We looked for post-translational modifications
(PTMs) that could explain negative charge micro-
heterogeneity in RBD. Since sialylation (the most fre-
quent source of negative charge micro-heterogeneity in
glycoproteins) is rare in insect cells (Harrison &
Jarvis, 2006), we excluded it from the analyses. In this
regard, we found spontaneous deamidation of asparagine
residues in all RBD?V-IEX fractions (Supporting Informa-
tion Figure $8A), with peptide #10 (spanning about half
of the RBM sequence) as the most frequently deamidated
peptide (Supporting Information Figure S8B). However,

as deamidation frequency was not correlated with
charges, we could not sclely attribute micro-
heterogeneity to its eccurrence. In addition, Tris adducts
on deamidated asparagine (and glutamine) residues
(which could be further modifying deamidated aspara-
gine residues [Kabadi et al., 2016] and affecting its detec-
tion} remained as a very marginal fraction (0.1%-1.3%)
(Supporting Information Figure S8A; Supporting Infor-
mation Table S§9). Asparagine deamidation to aspartate
(or iso-aspartate)} entails changes in overall charge (and
protein backbone) and has been associated with aging in
betacoronaviruses spike protein, with RBM described as a
deamidation hotspot (Lorenzo et al.,, 2021). Our results
suggest that deamidation in the RBM of RBD expressed
in S2 cells is responsible for the presence of negative
charges; however, despite our efforts, we were unable to
identify a set of modifications that exclusively explain
micro-heterogeneity by negative charges in RBD, and
additional studies are needed to fill this gap.
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2.5 | Micro-heterogeneity does not affect
RBD functionality

Spike glycosylation shields its surface, keeping it away
from the immune system, and even promotes conforma-
tional movements that expose RBM to hACE2 (Casalino
et al., 2020; Zhao et al., 2020). However, this effect is less
noticeable when the RBD is expressed as a single domain
(Gstottner et al., 2021). We used SPR to compare specific
recognition by a set of sera from vaccinated individuals
with RBD-ST and “°®RBD-ST, not evidencing significant
differences in binding (Figure 5a; Supporting Information
Figure 59).

We also evaluated by SPR the effect of glycosylation
on RBD-shACE2 interaction, simultaneously injecting
shACE2"™ (or %%%shACE2?Y) over RBD-ST and %*RBD-
ST, captured in two parallel surfaces. Throughout this
work, we avoided shACE2?Y as an analyte in SPR
experiments since affinity was underestimated, proba-
bly due to non-specific interactions with the sensorchip
surface. However, in this case, it allowed us to detect
differences in binding accurately (if any) using virtually
the same analyte injection, thus aveiding protein quan-
tification biases. Furthermore, despite showing differ-
ences with ITC and SPR (using RBD® as an analyte),
binding affinities remained invariable despite deglyco-
sylation of captured RBD-ST (Figure 5b,c; Supporting
Information Table S10), thus showing that
N-glycosylation does not affect its binding, as previously
shown (Sun et al., 2020).

To complete our RBD characterization, we focused
on the effect of negative charge micro-heterogeneity on
its binding with shACE2 and specific serum
antibodies.

First, we did SPR experiments injecting RBD™-TEX
fractions over captured shACE2-ST, evidencing higher
affinities with respect to control experiments using pre-
IEX RBD®™ (mainly due to higher association rate con-
stants, k,,; Figure 6a-c; Supporting Information
Table 811). Since dissociation rate constant (k) fitting is
independent of the analyte concentration and consider-
ing that IEX implies an extra purification step
(Figure 6d), we suggest slight differences in affinities are
related to protein purification/quantification. Overall,
our results demonstrate that micro-heterogeneity of RBD
due to negative charges has no detrimental effect on its
binding with shACE2.

Finally, we immobilized RBDV-IEX fractions in
multi-well ELISA plates and analyzed their antigenicity
with a variable set of SARS-CoV-2 positive sera. Despite
not ruling out differences in response due to protein sta-
bility upon immobilization, our results demonstrate that
all RBD?W-TEX fractions show antigenicity with compara-
ble results (Figure 6e).
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FIGURE 5 Effect of RBD N-glycosylation on binding with
serum antibodies and shACE2. (a) SPR binding analysis of serum
antibodies from 16 vaccinated individuals (identified with numbers
1-16) with captured RBD-ST (green bars) and “®RBD-ST (orange
bars). SPR response was calculated as the average SPR signal
between 1 and 1.5 min of dissociation. (b) SPR binding analysis
between shACE2" injected on captured RBD-ST (left) and *¥RBD-
ST (right). (c) SPR binding analysis between “*8shACE2 ° injected
on captured RBD-ST (left) and *¥RBD-ST (right). All SPR
experiments were conducted in parallel using the same analyte
injection. Kp, values shown in each panel were obtained after fitting
to a Langmuir 1:1 model (red traces).

3 | CONCLUSIONS

Our work is among the first to describe a cost-effective
single pipeline to produce soluble versions of the SARS-
CoV-2 RBD and the peptidase domain of human ACE2
using Drosophila S2 cells. We show they are produced
with high yields, as stable and functional proteins con-
taining or not Strep-tag. Furthermore, we found that
RBD shows micro-heterogeneity due to glycosylation and
variable negative charges. However, its effect on binding
with ACE2 and specific antibodies is negligible,
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e f
Antigen (RBD® |EX fractions)

Effect of negative charges micro-heterogeneity of RBD on binding with shACE2 and serum antibodies. (a) SPR binding

analysis of captured shACE2-ST with RBDM-IEX fractions and (b) control RBD®™ (pre-IEX). Poorly resolved e and f fractions were pooled
and named e/f. All sensorgrams were fitted to a 1:1 Langmuir model (red traces) with the respective Ky, values in each panel.

(c) Comparison between kinetic parameters obtained by SPR in A and B, with dotted gray lines delimitating iso-affinity zones.

(d) Coomassie-stained SDS-PAGE analysis of RBD-IEX fractions after buffer exchange, protein concentration, and quantification.

(e) Violin-plot of an ELISA achieved with a set of SARS-CoV-2 positive sera from infected individuals, using different RBD®V-IEX fractions
as antigens. For clarity, individual serum samples were arbitrarily stratified and classified with a three-color code, according to absorbance
results obtained with RBD®Y-IEX d fraction (<1.5 are shown in red, between 1.5 and 2.5 are shown in yellow, and >2.5 are shown in green).

positioning our system as a reliable alternative to
approach the virus—cell interface in vitro.

Since our work is restricted to RBD from the ancestral
‘Wuhan variant, additional studies should be done with
other VOCs in the future. Moreover, shACE2 PTMs asso-
ciated with S2 cells should also be studied to characterize
our system fully. Finally, as we cannot thoroughly
explain the origin of charges micro-heterogeneity in
RBD, we encourage researchers to assess other expression

systems and native viral proteins or immunogen formula-
tions, looking for charges micro-heterogeneity and its
effect on RBD function.

Given the results obtained in this paper, we propose
RBD/shACE2 expressed in S2 cells to be used in sVNT,
which can be applied in the context of limited access to
BSL3, granting sovereignty in decisions making on the
administration of new SARS-CoV-2 booster doses, facing
each country's particular situation. Additionally, our
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biophysical and biochemical characterization of proteins
expressed in S2 cells strongly supports their suitability for
the aforementioned applications.

4 | MATERIALS AND METHODS

41 | DNA constructs

DNA sequences coding for amino acids 319-541 of SARS-
CoV-2 (Wuhan) spike glycoprotein (GenBank: MN9089
47.3) and 18-615 of hACE2 (GenBank: BAB40370.1), both
fused to a C-terminal enterckinase cleavage site followed by
a Twin-Strep-tag®™ (IBA) and a STOP codon, were optimized
for Drosophila codon usage and synthesized by Genseript.
Synthetic genes were cloned into a pMT/V5-His expression
vector (Invitrogen) immediately after the BiP sequence as
previously described (Krey et al., 2010; Figure 1a).

4.2 | Protein production

52 stable cell lines expressing RBD-ST and shACE2-8T
were obtained as described before (Rammauro
et al.,, 2022) by co-transfection with the respective expres-
sion vector and pCoPuro selection plasmid using Effec-
tene reagent (QIAGEN). Transfected cells were selected at
28°C in Insect Xpress medium (LONZA) added with 6 pg/
mL puromycin. Stable S2 cell lines were grown in glass
flasks at 28°C with 110 rpm agitation in standard orbital
shaker and induced at 5 x 10° cells/mL with 5 uM CdCL,.
After 4 days of induction, cells were harvested by centrifu-
gation at 150g for 5 min, and both proteins were purified
from the culture supernatant by AC. For this, the super-
natant was centrifuged at 6.000g, filtered through 0.22 pm
and loaded in a 5 mL Strep-Tactin®XT 4Flow® columns
(IBA), following the manufacturer's recommendations.

Strep-tag was removed by incubating overnight with
Enterokinase-His (Genscript) (20 Umg’l), followed by
overnight dialysis in 0.1 M Tris-Cl pH 8.0, 0.15 M Na(l,
incubation with Ni-Sepharose® (Cytiva) for 2h and
finally subjected tc a second AC step in 0.1 M Tris-Cl pH
8.0, 0.15 M NaCl, 1 mM EDTA (storage buffer).

Finally, recombinant proteins were subjected to SEC
in storage buffer, using Superdex 75 and 200 columns
(Cytiva) for RBD-ST/RBD"Y and shACE2-ST/shACE2%,
respectively.

4.3 | Protein analysis in solution

Purified proteins were submitted to 12% SDS-PAGE (with
0.1M DTT when required) and further analyzed by

THE
PROTEIN efilz
@ EEN—WILEY.

standard Coomassie staining or western blot using Strep-
Tactin-HRP (IBA) according to the manufacturer's rec-
ommendations. In addition, two-dimensional electropho-
resis was carried out as before (Lima et al., 2011) using
100 pg of RBD®Y and “ERBDY,

The hydrodynamic radius (Ry} was analyzed by DLS
in a Zetasizer Nano S (Malvern). Measurements were
done in quintuplicate using quartz cuvettes at 25°C.

The thermostability of recombinant proteins was
assessed by nanoDSF in a Prometheus NT.48 (Nanot
emper). Unfolding and refolding T,, values were
obtained upon sequential heating and cooling at 1°C/
min between 20 and 90°C. When required, samples were
incubated in 8000-fold excess of DTT (21-68 mM) for 1 h
at 25°C.

4.4 | N-deglycosylation

N-deglycosylation was achieved under native conditions
by incubating 200 pg of recombinant protein with 1000 U
of PNGaseF (NEB) at 25°C overnight or under denatur-
ant conditions at 37°C for 1 h following the recommenda-
tions of the manufacturer.

4.5 | Ion exchange chromatography
Purified proteins were buffer exchanged to 50 mM Tris
pH 8.0, 10 mM NaCl using PD-10 desalting columns
(Cytiva), loaded onto a Mono Q™ 5/50 column (Cytiva}
equilibrated in the same buffer for ion exchange chroma-
tography (IEX). Then, they eluted with 50 mM Tris
pH 8.0, 500 mM NaCl in a 40 CVs gradient.

4.6 | Mass spectrometry analyses

4.6.1 | Sample preparation

Sample preparation for MS was achieved with soluble
proteins or bands from Coomassie-stained SDS-PAGE.
When required, an initial reduction/alkylation step
was conducted, as previously reported (Rivera
et al., 2020). Sample preparation from SDS-PAGE
bands for MALDI-TOF/TOF was done as before
(Rossello et al., 2017), while for proteins in solution,
tryptic peptides were obtained and desalted using C18
OMIX tips (Agilent). For MALDI-TOF/TOF, elution
was performed on a plate, and for LC-MS/MS, eluates
were vacuum-dried and resuspended in 0.1% formic
acid as  previously described  (Olivero-Deibe
et al., 2021).
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462 | MALDI-TOF/TOF binding was assayed by capturing RBD-ST

Tryptic peptides were analyzed using a 4800 MALDI-
TOF/TOF (Abi Sciex). Spectra were acquired in reflector
mode, and MS/MS analysis was performed for selected
ions. Proteins were identified by database searching
NCBI (20160821) using MASCOT search engine (Matrix
Science http://www.matrixscience.com) and the follow-
ing parameters: monocisotopic mass tolerance, 0.03 Da;
fragment mass tolerance, 0.5 Da; methionine oxidation as
variable modifications, and cysteine carbamidomethyla-
tion as fixed modification (when corresponds). In addi-
tion, unassigned intense signals were fragmented for
manual interpretation of N-glycosylation.

4.6.3 | LC-MS/MS analysis

Tryptic peptides were subjected to LC-MS/MS as before
(Olivero-Deibe et al., 2021) using a gradient from 0% to
35% of mobile phase B over 90 min, and mass analysis
was performed in a data-dependent mode using a top
12 method (Rivera et al., 2020). Database searches were
performed using a D. melanogaster target-decoy database
containing RBD sequence from Uniprot (June 2020}
using PatternLab V (Santos et al, 2022). Searching
parameters are listed in Supporting Information tables,
and peptide spectrum matches were filtered to reach
FDR <1% at the protein level.

464 | Isothermal titration calorimetry

ITC was done on a VP-ITC (Malvern Panalytical) by
titrating 10 pM shACE2-ST or shACE2?Y with 150 pM
RBDY or RBD-ST, respectively, in storage buffer at 25°C.
Data analysis and fitting to a hetero-association model
were done as before (Medeiros et al., 2020).

4.6.5 | Surface plasmon resonance
SPR experiments were done at 25°C and flowrate of
10 uL/min using a Biacore 3000, with 0.01 M HEPES
pH 7.4, 0.15 M NaCl, 3 mM EDTA, 0.005% (v/v} P20 as
running buffer, and CM5 sensorchips (Cytiva} previously
coated with Twin-Strep-tag® Capture Kit (TBA), accord-
ing to recommendations of the manufacturer. All sensor-
grams were double-referenced and analyzed with
BlAevaluation software v4.1.

Binding analyses were done by capturing shACE2-ST
(at densities between 44 and 88 RUs) and injecting
RBDV in triplicates at 2-fold increasing concentrations
from 3 to 192 nM. In addition, the glycosylation effect on

(or “#RBD-ST) at densities of 35 and 25 RUs, respec-
tively, and injecting shACE2"" (or “EshACE2?") at 2-fold
increasing concentrations from 12.5 to 50 nM.

The effect of RBD deglycosylation on binding with
serum antibodies was assessed by SPR analysis as before
(Rammauro et al., 2022), capturing RBD-ST and “RBD-
ST at final densities of 46 and 52 RUs in two parallel sur-
faces and injecting 1:50 dilutions of sera from individuals
who received a three doses heterologous vaccination
scheme (two doses of CoronaVac + booster with
BNT162b).

The effect of RBD negative charges micro-
heterogeneity on binding with shACE2-ST was evaluated
by capturing ligand densities of 50 RUs and injecting
RBD-IEX fractions (b, ¢, d, and e/f) at concentrations
of 5, 10, 25, and 50 nM. Control experiments with pre-
IEX RBD® were done identically with additional
100 and 200 nM injecticns.

4.6.6 | Cell-surface binding assay

Assays were done as previously described (Pallesen
et al., 2017) with adaptations. Briefly, 1 x 10° HEK293T
and HEK293T-hACE2 (NR-52511, BEI Resources,
NIAID, NIH) cells were incubated on ice for 1 h with dif-
ferent amounts of RBD-ST (0.15-100ng) and subse-
quently stained with 1:400 Strep-Tactin-Dye 649 (IBA).
Cells were immediately acquired using an Accuri C6
(BD Biosciences) and analyzed with Flowlo software
(Tree Star Inc.). Unstained cells were used as a control of
the flucrescence background.

4.6.7 | ELISA
ELISA was done as previously described (Rammauro
et al., 2022) using plates coated with 200 ng of RBD® or
RBDY-IEX fractions and incubated with 1:100 dilutions
of negative (pre-pandemic), positive (SARS-CoV-2 infec-
tion confirmed by PCR), or vaccinated (two doses of
CoronaVac + booster with BNT162b) human sera. Com-
petition ELISA was done with plates coated with variable
amounts of RBD®Y (0.0, 0.5, 1.0, and 2.0 micrograms per
well) and incubated for 1 h at RT with a pre-mix of vari-
able concentrations of shACE2-ST (0, 6, 12, and 24 pg/
mL) and human sera diluted 1:20 in PBS. After washing
with PBS + 0.2% Tween 20, plates were incubated with
Strep-Tactin-HRP (IBA) diluted 1:1.000 and developed
with TMB liquid substrate (Sigma).

This study was approved by the ethical institutional
review board (MSP_956220-CEI_001-2021). Informed
consent was obtained from all participants.
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Background: Vaccination against severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has pro-
ven to be a successful strategy for prevent severe infections. CoronaVac and BNT162b2 are the most used
vaccines worldwide, but their use in heterologous vaccination schedules is still subjected to evaluation,
Methods: Fifty healthy individuals who received heterologous prime-boost vaccination with CoronaVac
and BNT162b2 were enrolled in a post-vaccination serological follow-up longitudinal prospective study.
We evaluated specific serum anti-receptor binding domain (RBD) [gG antibody levels, and their capacity
to block RBD-ACE2 interaction with a surrogate neutralization assay. In 20 participants, we assessed anti-
body binding kinetics by surface plasmon resonance, and Fc-mediated functions by ADCC and ADCP
reporter assays.

Results: Our baseline seronegative cohort, displayed seroconversion after two doses of CoronaVac and an
important decrease in serum anti-RBD IgG antibodies levels 80 days post-second dose. These levels
increased significantly early after the third dose with BNT162b2, but 73 days after the booster we found
a new [all. Immunoglobulin functionalities showed a similar behavior.

Conclusions: The heterologous prime-boost vaccination with CoronaVac and BNT162b2 generated an
impressive increase in serum anti-RBD specific antibody levels followed by a drop. Nevertheless, these
titers remained well above those found in individuals only vaccinated with CoronaVac in the same
elapsed time, Serum IgG levels showed high correlation with antibody binding analysis, their capacity
to block RBD-ACE2 interaction, and Fc-effectors mechanisms. Our work sheds light on the humoral
immune response to heterologous vaccination with CoronaVac and BNT162b2, to define a post-
vaccination correlate of protection against SARS-CoV-2 infection and to discuss the scheduling of future
vaccine boosters in general population.
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1. Introduction

The application of effective vaccines against severe acute respi-
ratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has proved to be a
successful strategy for reducing viral transmission and disease bur-
den. The two most used vaccines worldwide are CoronaVac (Sino-
vac Life Sciences, Beijing, China), an inactivated SARS-CoV-2 based
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platform with more than 1.7 billion administered doses, and
BNT162b2 (Pfizer/BioNTech), a mRNA-based vaccine with more
than 1.5 billion doses [1].

In March 2020, the first cases of Coronavirus Disease 2019
(COVID-19) were diagnosed in Uruguay. By February 24, 2022, of
a 3.5 million population more than 830.000 confirmed cases of
SARS-CoV-2 infection have been reported and more than 6.900
persons have died [2]. In February 2021, the Ministry of Public
Health of Uruguay authorized the emergency use of CoronaVac
[3] (600 SU of inactivated virus per dose) and BNT162b2 (4]
(30 pg per dose) vaccines in two doses administrated 28 days
apart. To date, 77% of the Uruguayan population has been vacci-
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nated with two doses of some of these two vaccines (59.9%
received CoronaVac and 38.4% BNT162b2) [2], while only 1.7%
was immunized with AstraZeneca vaccine provided by the COVAX
initiative (https://vacuna.uy).

Both CoronaVac and BNT162b2 have shown great efficacy to
prevent hospitalizations two weeks after second dose (2D) admin-
istration | 5,6], simultaneously with the detection of high levels of
serum specific antibodies against the SARS-CoV-2 Spike protein
[7]. Although immunological parameters required to define a
post-vaccination correlate of protection (CoP) against SARS-CoV-2
infection are still under discussion, antibody-mediated viral neu-
tralization has been considered one of the most important contrib-
utors [8], along with other antibody-mediated functions like Fc-
mediated effector responses [9]. Some studies found that inacti-
vated SARS-CoV-2 vaccines generates lower levels of neutralizing
antibodies [1] and a decline over time in the level of specific anti-
bodies has been reported for both, BNT162b2 [10,11] and Corona-
Vac vaccines [12].

Faced with this reality, the application of booster doses has
become a strategic alternative that must coexist with the demand
for a global equitable distribution of vaccines. In this regard, in
September 2021 the Ministry of Public Health of Uruguay autho-
rized the administration of a booster dose with BNT162b2 for the
subset of the population fully vaccinated with CoronaVac. Nowa-
days, almost 52% of Uruguayan population has already received
this booster.

Here, we analyzed the dynamics of serum IgG antibodies
against the receptor binding domain {RBD) of SARS-Cov-2 Spike
protein at different times, in a longitudinal prospective study on
healthy individuals. We quantified the specific IgG levels in partic-
ipants who received a two-dose plan of CorcnaVac, and after
heterologous BNT162b2 third dose (3D) administration. In addi-
tion, we analyzed the functionality of specific anti-SARS-CoV-2
antibodies by measuring their neutralizing capacity, Fc-mediated
effector functions, and their overall binding kinetics to the RBD.
Regarding the measurement of the neutralizing capacity, we must
point out that we used an in vitro assay that evidences the blockage
of the interaction between the RBD protein and its receptor {(ACE2)
by specific anti-RBD antibodies, as an accessible experimental
approach to address their neutralizing capacity. There is little
information regarding the use of a 3D beoster with BNT162b on
fully vaccinated individuals with 2 doses of CoronaVac [13,14].
Our work provides new data that help to understand the develop-
ment and characterization of the humoral immune response
against this combination of heterologous vaccines.

2. Materials and methods
2.1. Cohort and study design

Fifty individuals, 60% women, median age 40 years (IQR 30-50)
belonging to the staff of the Institut Pasteur de Montevideo, who
underwent voluntary heterologous prime-boost vaccination with
CoronaVac and BNT162b2, were enrolled in a post-vaccination
serological follow-up study. Serum samples were collected at five
times: before vaccination (to); after a median follow-up of 18 days
(IQR 16-23) post-2D(t;); 80 days (IQR 78-82 ) post-2D {t,); 18 days
(IQR 16-20) post-3D with BNT162b2 (t3); and finally, 73 days (IQR
72-81) post-3D (for 41 of 50 participants) (t4). All participants
declared not to have been diagnosed with COVID-19 prior to or
during the development of the study, in two questionnaires per-
formed at tp and at ts. In addition, local and systemic adverse
events within 7 days after 3D were registered. This study was done
in accordance with the Helsinki Declaration of the World Medical
Association and was approved by the ethical institutional review
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board {MSP 956,220 - CEI 001-2021). Informed consent was
obtained from all participants.

2.2. ELISA, neufralization activity, surface plasmon resonance (SPR),
and antibody-dependent cellular cytotoxicity and phagocytosis (ADCC
and ADCP) assays

Anti-RBD {Wuhan variant) IgG serum levels were quantified
using COVID-19 IgG QUANT ELISA Kit {developed by Universidad
de la Repiblica, Institut Pasteur de Montevideo and ATGen SRL),
according to manufacturer’s instructions. Results were expressed
in binding antibody units per milliliter {BAU/mL), by using the First
WHO International Standard for anti-SARS-CoV-2 immunoglobulin
(NIBSC code: 20/136) for assay calibration (https:{fwww.nibsc.
org/documents/fifuf20-136.pdf).

The blockade of RBD-ACE2 interaction by specific anti-SARS-
CoV-2 antibodies was analyzed by using an in vifro surrogate virus
neutralization test (SVNT; cPass™ SARS-CoV-2 Neutralization Anti-
body Detection Kit, GenScript®) in serum from individuals who
received heterologous vaccination at t; and t; {post-2D with Coro-
naVac) and at t3 and t4 {post-3D with BNT162b2), according to
manufacturer’s instructions. Briefly, recombinant RBD conjugated
to HRP was pre incubated with different dilutions of serum sam-
ples and then added to ACE2 coated ELISA microplates to analyze
the capacity of specific serum antibodies to inhibit RBD-ACE2
interaction. A calibrator serum (Cat. No. A02087, GenScript®) of
1.000.000 Arbitrary Units per milliliter { AU/mL) was used accord-
ing to manufacturer’s instructions to generate a standard curve
by serially diluting the calibrator serum from 600 AU/mL to 9.37
AU/mL. The optical densities of serum dilutions measured at
450 nm that fall in the lineal range of the standard curve were used
to interpolate a semiquantitative titer value in AU/mL, which were
corrected with the corresponding dilution factor to calculate the
final value in AUfmL of serum.

SPR assays were conducted with serum samples obtained at
four different times (to, t1, t2, t3) from a sub-group of 20 individuals
who received heterologous CoronaVac/BNT162b2 vaccination, to
evaluate the binding of total specific antibodies against captured
RBD on a SPR sensorchip. A recombinant RBD expressed in 52
insect cells was used for these assays {see Supplementary Material
for details, Fig. S1).

ADCC and ADCP were performed on the same 20 serum samples
at ty and ts, using ADCC and ADCP reporter assays (InvivoGen)
according to manufacturer’s instructions with minor differences.
Jurkat-Lucia™ NFAT cells expressing human FcgRIIA V158 allotype
or human FcgRIIA H131 allotype were used for ADCC and ADCP
reporter assays, respectively {see Supplementary Material for
details).

2.3. Data analysis

By employing GraphPad Prism 9.2.0.332 we carried out compar-
isons between groups using Friedmais test and Duniis multiple
comparison post-hoc test or Wilcoxon test. Although the non-
parametric tests used in the multiple comparisons generally
vielded significant differences in all the contrasts used, in some
cases, the post-hoc comparisons were marginally significant,
essentially because of the low number of observations. To over-
come this difficulty, we used linear mixed models (R packages
“Ime4” and “emmeans”) with Tukey correction on the logarithm
of the concentrations, modeling the individual as a random effect.
Prior to this, we verified the normality and homoscedasticity
assumptions through the Shapiro-Wilks test and the studentized
Breusch-Pagan test, respectively. In all cases, the post-hoc con-
trasts were highly significant {p-value < 1 x 10~%). Results from
reporter bioassays were obtained in relative luminescence unit
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(RLUs) and expressed as endpoint titers. To assess consistency in
the level of specific antibodies measured by ELISA and SPR, we cal-
culated two-tailed Pearson correlation coefficients with a 95% con-
fidence interval.

3. Results

Early after receiving the 3D of BNT162b2, all individuals
reported only mild to moderate adverse events. Injection site pain
was by far the most frequent (90%), followed by fatigue,
malaise, and chills among other local and systemic adverse events
(Table 1).

No specific anti-RBD IgG antibodies were found before vaccina-
tion (to) in the serum samples (baseline seronegative). In contrast,
all participants displayed seroconversion 18 days post-2D of Coro-
naVac (t), with a median of 403 BAU/mL (IQR 249-618) (Fig. 1). At
tp all 50 individuals remained sercpositive, although with an
important decrease in the level of anti-RBD IgG antibodies (median
of 113 BAU/mL, IQR 61-193) (Fig. 1). Interestingly, a significant
increase of serum anti-RBD IgG antibodies was evidenced after
18 days post-3D with BNT162b2 (t3), reaching a median of 8877
BAU/mL (IQR 6076-13081) (Fig. 1). Finally, after a median of
73 days post-3D (t4) the level of specific anti-RBD IgG antibodies
in 41 individuals of our cohort decreased again but towards a med-
ian of 2622 BAU/mL (IQR 1907-5100) {Fig. 1). Despite individual
differences, all participants showed the same trend in terms of
IgG levels (Fig. 2A). In addition, we observed a concomitant evolu-
tion in blocking capacity of RBD-ACE2 interaction in participants
who received a heterologous CoronaVac/BNT162b2 vaccination.
We detected a drop between t; and t; [median of 3413 AU/mL
(IQR 2250-5301) vs. 1064 AU/mL (IQR 554-1968), respectively],
an important improvement early post-3D with BNT162b2 (t3),
and recurrently a reduction between t3 and t; [median of 65,221
AU/mL (IQR 40701-109618) vs. 20480 AU/mL {IQR 12079-
32878), respectively]| (Fig. 2B). According to the sVNT kit specifica-
tions, the neutralization titer can be interpreted as low (<1500AU/
mL), medium (1500-5000AU/mL) and high (>5000). Besides, these
blocking capacities linearly correlates with anti-RBD IgG levels at
each time point (Fig. S2).

To evaluate kinetics of binding that could evidence differences
in the maturation of humoral response, we selected 20 individuals
who received heterologous vaccine scheme and analyzed the
response based on total antibodies by SPR. All individuals sur-
passed the values obtained with pre immunization serum samples
(Figs. 3A and S3) and dissociation proved to be extremely slow,
causing that the level of bound antibodies remained almost con-
stant for more than 10 min. By virtue of this, we could not obtain
kinetics parameters and registered the level of bound antibodies
(in RUs) after 1 min of dissociation, as an arbitrary measurement
of the level of total bound anti-RBD antibodies. The values obtained
at t, exhibited a decline with respect to t;, showing a temporal
drop in the level of total circulating specific antibodies. Results
obtained 18 days post-3D with BNT162b2 (t3) resulted in a sharp
increase in the level of total specific antibodies (Fig. 32A). Again, this
behavior is in concordance with results obtained by ELISA (Fig. 2B)
showing a strong correlation between IgG and total specific anti-
bodies shortly after doses administration (Fig. S4).

Beyond virus recognition and neutralization by antibodies, Fe-
mediated effector functions (like ADCC and ADCP) have been
linked to protection against multiple pathogens [15], including
SARS-CoV-2 vaccination in animal models [16]. To advance our
knowledge on this, we performed in vitro ADCC and ADCP reporter
assays on serum samples from 20 participants collected 18 days
post-2D with CoronaVac (t;) and 18 days post-3D with BNT162b2
(t3). We found that BNT162b2 booster also increased the ADCC
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Table 1
Adverse events after third dose with BNT162b2.

Participants (%)

Local adverse events Pain 45 (90)
Swelling 4(8)
Skin redness 2 (4)
Regional lymphadenopathy 1(2)

Systemic adverse events Fatigue 16 (32)
Malaise 12 (24)
Chills 10 (20)
Headache 8 (16)
Myalgia 8 (16)
Fever 5(10)
Arthralgia 4(8)
Nausea, vomiting, diharrea 4(8)

The questionnaire was conducted concomitantly to the blood extraction early after
3D with BNT162b2 by medical staff, and adverse events are classified as lecal or
systemiic signs or symptoms. All but two participants presented at least one of the
evaluated events, and many of them presented more than one. The table shows the
number of participants with the specific sign or symptom and the respective per-
centage within the cohert (%).
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Fig. 1. Serum anti-RBD IgG levels at different times in the cohort follow-up.
Serum samples of the same 50 individuals that received heterclogeus prime-boest
vaccination with CoronaVac and BNT162b2 were evaluated at different times,
except for ty where 41 of them were studied. Bars and numbers above them
represent the median values of each time peint and numbers in parentheses are the
interquartile ranges. The number of individuals evaluated at each time point is
presented on the base of each bar. Bars corresponding te serum samples obtained
after the third dose are presented in grey. Comparisons between greups were
carried out using Friedman's test and Dunn's multiple comparison pest-hoc test.
"p = 0.01-0.001, ""p < 0.001. BAU, binding antibody units.
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Fig. 2. Comparison between serum anti-RBD IgG levels and their capacity to block RBD-ACE2 interaction at different times in the cohort follow-up. Lines show the
individual evolution over time of the serum anti-RBD IgG levels (A) and their capacity to block RBD-ACE2 interaction (B) for every participant in the cohort {n = 50). Numbers
represents median values with the interquartile range in parentheses. Both datasets show a similar behavior over time in most of the evaluated cases. Coemparisons between
groups were carried out using Friedman’s test and Dunn’s multiple comparison post-hoc test. “p = 0.01-0.001, ™"p < 0.001. BAU, binding antibody units; AU, arbitrary units.
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Fig. 3. Comparison of anti-RBD total antibodies measured by SPR and anti-RBD IgG measured by ELISA, in serum samples of 20 individuals selected from the cohort
and collected at different times. The levels of total specific antibodies measured by SPR after 1 min disseciation are presented at different times with grey lines showing the
individual evolution over time, and the corresponding sensorgrams as stacked insets on the left (A). Sensorgrams are presented after subtracting pre-vaccination data
collected at ty and for clarity, curves are presented with the same color code as in Fig. S5. For comparison, the results obtained by ELISA with the same 20 selected individuals
are presented (B) with the same representation as in Fig. 2. Both in SPR and ELISA, pre-vaccination data (at tp) correspond to zere (not shown due to logarithmic

representation of y-axis). RU, resenance units; BAU, binding antibody units.

titer from a median of 76 (IQR 37-165) to 548 (IQR 331-834)
{Fig. 4A), and ADCP titer from a median of 28 (IQR 16-51) to 308
{IQR 116-436)(Fig. 4B). The same behavior was shown for blocking
capacity of RBD-ACE2 interaction (Fig. 4C) and binding to RBD
{(Fig. 4D) at t; and t3. Considering the relevance of Omicron out-
break in our country, we decided to compare the blocking capacity
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of antibodies developed against SARS-CoV-2 Wuhan and Omicron
variants, by performing sVNT with these same 20 sera. We found
a clear reduced activity against the Omicron variant at both times,
post-2D [median of Wuhan variant, 2371 AU/mL (IQR 1240-4494)
vs. median of Omicron variant, 0 AU/mL (IQR 0-264)] and post-3D
[median of Wuhan variant, 71,908 AU/mL (IQR 43947-108165), vs.
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Fig. 4. Fc-mediated functions and RBD-ACE2 binding inhibition of specific
serum anti-RBD immunoglobulins. Figure shows ADCC (A) and ADCP (B) Fc-
mediated functions of serum anti-RBD immunoglobulin in 20 individuals early after
two doses of Coronavac (t;) and after heterologous booster with BNT162b2 (t3).
Endpoint titers were calculated by interpolating the reciprocal of serum dilutions te
baseline, whose values were determined for each plate as the mean signal in
absence of serum plus three standard deviations. Inhibitien of RBD-ACE2 binding
(C) and serum anti-RBD IgG levels (D) were measured in the same samples, showing
a similar behavior over time. Comparisen of the RBD-ACE2 binding inhibition
activity against SARS-CoV-2 Wuhan and Omicren variants were carried out by sVNT
in these 20 samples (E). Numbers represents median values and the interquartile
range (in parentheses) Cnmpansons hetween groups were carried out using
Wilcoxon test. *p < 0,05, "p = 0.01-0.001, ""p < 0.001. BAU, binding antibody units;
AU, arbitrary units.

median of Omicron variant, 1510 AU/mL (IQR 0-3728)]. However,
the in vitro blocking capacity of RBD-ACE2 interaction showed an
increase after booster for both variants, especially for Wuhan one
(Fig. 4E).
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4. Discussion

Safety and efficacy of BNT162b2 and CorenaVac vaccines have
been previously reported [5,17,18], and some studies have directly
compared CorcnaVac and BNT162b2 vaccines performances
[19,20]. In fact, our group has recently evaluated the humoral
response to these vaccines in solid organ transplant recipients
[21,22]. Moreover, in a small number of individuals immunized
with BNT162b2, we found similar results when comparing both
vaccines over time (Fig. S5). At present, one of the major topics
of discussion is the use of vaccine boosters [23,24], especially
heterologous vaccination approaches. In this regard, noteworthy
results have recently been published which focuses on heterclo-
gous priming with adenoviral-vectored vaccines followed by
boosting with mRNA [25,26] or recombinant protein-based vacci-
nes [27], or viral-vectored vaccine booster after two doses of inac-
tivated vaccine [28]. Information regarding the dynamics of
antibody response induced by heterologous prime-boost vaccina-
tion with inactivated-virus and mRNA vaccines remains scarce,
especially in the medium-term post-booster [13,14,29]. Morecver,
studies which focuses on functional characteristics of antibodies
generated by heterclogous prime-boost vaccination with Corona-
Vac and BNT162b2 are still hard to find.

Our baseline seronegative cohort showed seroconversion
18 days post-2D with CoronaVac, but the level of specific antibod-
ies dropped significantly 80 days post-2D (almost 72%), similarly to
the decay overtime reported following the administration of
BNT162b2 [10,30] or CoronaVac [12,31] vaccines. However, 18 days
post-3D with BNT162b2 vaccine, we found an impressive 22-fold
increase in serum specific antibody levels if compared with the
same period post-2D with CoronaVac. Indeed, the level of antibod-
ies detected in these individuals were almost three times higher
than those reached by individuals fully vaccinated with two doses
of BNT162b2 (Fig. S5). Our results are in agreement with recent
reports analyzing populations that received the prime-bcost vacci-
nation with CoronaVac and BNT162b2 [13,32], as well as with
other 3D schedules, by using either homologous [33] or heterolo-
gous [34] schemes.

To assess the evolution of specific antibody levels after heterol-
ogous hooster we compared results obtained 73 days post-3D (t4)
with those obtained at t; and found a drop of 70% considering
medians values of each time, similarly to that seen in a comparable
span of time post-2D with CoronaVac {between t; and t;). Despite
this, the antibody levels at t, remained 23-fold higher as compared
to levels obtained from participants fully vaccinated with Corona-
Vac at 80 days post-2D. To the best of our knowledge this is the
first study to determine the magnitude of the decline over time
in serum specific antibody levels after heterologous vaccination
with CoronaVac and BNT162b2 in a healthy population. These
results are crucial in the definition of future boosting plans, espe-
cially regarding the time between them.

The dynamics of the capacity to block RBD-ACE2 interaction fol-
lows the same behavior as anti-RBD antibody levels, showing an
important increase early post-3D with BNT162b2 {t3), followed
by a new reduction measured 73 days post-3D (t4). Considering a
similar period post-vaccination, the blocking of RBD-ACE2 interac-
tion post-3D with BNT162b2 remained significantly higher than
those observed post-2D with CoronaVac (t3 vs. t;). Despite the fall
observed 73 days post-3D with BNT162b2, the blocking capacity
remains almost 20-times higher when compared with that
detected 80 days post-2D with CoronaVac (t; vs. t3). Even more,
blocking levels at t, remained 6-times higher than those detected
at t;. sVNT results expressed in AU/mL are very useful for compar-
ing variation between different individuals and over time. If we
interpret the results expressed in AU/mL according to the technical
specifications of the sVNT kit, we can summarize that the median
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values of neutralization titers were medium at t;, low at t,, and
high at t; and t,.

The reported dynamics of humoral response highlights the ben-
efits of this heterologous vaccination scheme, considering that the
level of serum neutralizing antibodies has been proposed as a
highly predictive marker of immune protection for symptomatic
SARS-CoV-2 infected patients [35]. Even more, in the context of
the emergence of SARS-CoV-2 variants of concern, a higher neu-
tralization capacity achieved by a booster vaccination, can gener-
ate an increased protection from severe infection outcomes
[8,36]. However, we found a clear decline in the RBD-ACE2 interac-
tion blocking capacity when we compare the Wuhan variant
against the Omicron one, in agree with previous findings of
Pérez-Then and col. [13]. Anyway, our results could provide valu-
able information regarding the temporal behavior of blocking
capacity since a CoP for SARS-CoV-2 is crucial in the fight against
pandemic [37].

To compare the performance of different vaccine schedules, we
urgently need to define efficient methods that serve as CoP for
COVID-19 vaccines. These CoPs will also allow assessing the indi-
vidual and community levels of protection against SARS-CoV-2
infection. Recent studies have shown that antibody levels against
the Spike protein and its neutralizing capacity strongly correlates
with efficacy across different vaccine platforms [35,38,39]. The
use of the WHO international standard and the expression of
results in BAU/mL, allows its comparison between different labora-
tories. Recent works suggested an antibody level of approximately
260 BAU/mL as a correlate of protection in the general population
[38] and cancer patients [40]. Although this level still needs to be
confirmed by other studies, the possibility of having this type of
information could be useful for future management of vaccination
schedules.

Based on the complexity of the mechanisms associated with the
maturation of the humoral response and the effect that different
vaccines platforms could have on it, we analyzed differences in
the binding kinetics of serum samples by SPR. As opposed to ELISA,
where antibodies reach binding equilibrium, using SPR we
obtained real-time binding data, allowing kinetic binding evalua-
tion at the expense of a reduction in sensitivity. However, poly-
clonality and the unknown concentration of specific antibodies
prevented us from extracting overall kinetics parameters that
could help in elucidating changes associated with longitudinal
maturation of humoral response. Even the “apparent kos" (which
does not depend on free antibody concentration) could not be
properly calculated, probably because of avidity andfor re-
binding events of the different isotypes of antibodies which result
in an extremely slow disscciation. This slow dissociation (whose
differences between doses were inexistent or remained unde-
tectable) is a qualitative feature of anti-RBD antibodies, being com-
patible with the presence of high affinity IgG produced by plasma
cell that underwent the complex process of maturation through
successive rounds of somatic hypermutation and selection. On
the other hand, this feature of specific IgG antibodies likely favors
their ability to trigger effector mechanisms in vivo. Interestingly,
the level of specific IgG or total antibodies, measured respectively
by ELISA and SPR, showed a similar temporal evolution and a
strong correlation early after 2D and 3D (Fig. 54), evidencing the
usefulness of both techniques to analyze the dynamics of humoral
responses nearly vaccination.

While recent data points to the ability of SARS-CoV-2 mRNA
vaccines to evoke robust Fc-effector functions [9], less is known
about inactivated virus vaccines and heterologous vaccination. It
has been reported that some Fc-dependent pathways of anti-
SARS-CoV-2 specific antibodies potentially centribute to COVID-
19 severity [41] andjor could play a role in combatting SARS-
CoV-2 infections [42]. We determined that these Fc-mediated fea-
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tures show strong correlation with IgG serum levels and blocking
capacities, similarly to findings reported in convalescent individu-
als [43]. This suggests that Fc-mediated functions could be playing
an important role in preventing SARS-CoV-2 infections or COVID-
19 severity after vaccination, even against emerging virus variants.
Moreover, according to our findings, binding of specific antibodies
could represent an indirect measurement of Fc-mediated effector
functions.

The findings of this study must be seen considering some limi-
taticns. The first is the sample size; although, we consider it impor-
tant to have a five-point IgG levels follow-up, covering pre- and
post-vaccination. The second limitation concerns the lack of
CorcnaVac-boosted group; however, the Ministry of Public Health
of Uruguay did not use CoronaVac as a booster option but only the
BNT162b2 vaccine. For this reason, there are virtually no people
with a third dose of CoronaVac in our country. Third, Uruguay lacks
local access to biosafety level 3 (BSL3) facilities for achieving pla-
que reduction neutralization tests {PRNT), which is the gold stan-
dard for detecting and quantifying neutralizing antibodies
(NAbs). For this reason, we performed a surrogate neutralization
test which clearly has limitations, such as the absence of biological
membranes and other proteins or protein domains with a known
role in the attachment, binding, and fusion processes of the virus
with the host cell. Finally, data on T-cell responses induced during
vaccination is a relevant issue to be considered.

5. Conclusion

In this work we provide new evidence regarding heterologous
prime-boost vaccination with CoronaVac and BNT162b2 in healthy
individuals, showing the dynamic of the levels of specific antibody
after approximately 2.5 months. A significant correlation between
levels of anti-RBD antibodies, their RBD-ACE2 interaction blocking
capacity, and ADCC or ADCP-effectors activities was found, sup-
porting that inexpensive and easily implemented serological tests
are important tools for monitoring the immune response after vac-
cination and define booster doses.

Inactivated virus-based vaccines are useful teols in the global
fight against COVID-19, although more data are needed on its effi-
cacy against emerging SARS-CoV-2 variants and on the durability
of protection across different age groups, geographical settings
and in the presence of comorbidities [44]. In addition, as mRNA-
based platform vaccines have shown tc be safe and effective over
time [17], the use of a heterologous prime-boost vaccination with
CorcnaVac and BNT162b2 represents a promising and safe
strategy.
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3. INFORMES DEL DLSP PARA LOS KITS SEROLOGICOS
DESRROLLADOS

INFORMES DLSP KIT “COVID-19 IgG ELISA UY 2.0”

Ministerio DIRECCION GENERAL DE LA SALUD
@0 Salue Piblics DIVISION EPIDEMIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA

Montevideo, 05 de enero de 2021

Ha sido evaluado el reactivo “COVID-19 IgG ELISA UY 2.0" para la deteccién
cualitativa de anticuerpos 1gG, dirigidos contra el virus SARS-COV-2 en muestras clinicas
de suero o plasma humano, elaborado y representado por ATGen S.R.L.( Uruguay)

Caracteristicas del Reactivo
Lote estudiado: 922049 (Ref:9544) Fecha de vencimiento: 01/12/2021

El reactivo fue sometido a control mediante el empleo de paneles de sueros (sueros de
casos confirmados y de donantes sanos obtenidos en periodo pre-COVID 19).

RESULTADOS:

Los resultados se analizaron segun intervalo de tiempo entre el inicio de los sintomas y la
obtencién de la muestra de sangre.

19G SENSIBILIDAD (IC95%)
0-7 dias <80% NO CUMPLE
94.12 %
8-14 dias CUMPLE
1C95% : 73.02%-98.95%
97,67%
>14 dias CUMPLE
IC95% : 87.94%-99.59%

ESPECIFICIDAD: 96.15% (87.02%-98.94%)

El reactivo CUMPLE con los requisitos de especificidad y, en cuanto a la sensibilidad
Unicamente con muestras de sueros obtenidas con posterioridad a los 8 dias de inicio de
los sintomas.

Q.F. Ma Teresa Pérez Amaral Dra Ma Cristina Midasy

Encargada Unidad Control de Calidad Directora Departamento de Laboratorios

Av. Alfredo Navarro 3051 Instituto de Higiene acceso norte. CP 11600 Telf.
1934 6240 email:consultasdisp@msp.gub.uy
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Ministerio DIRECCION GENERAL DE LA SALUD
de Salud Publica DIVISION EPIDEMIOLOGIA
DEPARTAMENTO DE LABORATORIOS DE SALUD PUBLICA

NOTA: En el inserto que acompafia el kit, en el apartado “X) ESQUEMA DEL ENSAYO" en la
columna “Volumen”, dénde dice 100ul diluyente + 10 ul muestra/control, debe decir : 100ul
diluyente + 10 ul muestra, ya que los controles vienen prontos para usar, no deben diluirse.

Se sugiere a su vez para evitar errores de interpretacion del texto, afinar la redaccion del punto
“4" del apartado "IX) PROCEDIMIENTO".

ffo B

Av. Alfredo Navarro 3051 Instituto de Higiene acceso norte. CP 11600 Telf.
1934 6240 email:consultasdisp@msp.gub.uy
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INFORME DLSP KIT “COVID-19 IgG QUANT ELISA”

: Direccién General de la Salud
Area de Vigilancia en Salud de la Poblacion
Divisién Epidemiologia
Ministerio Departamento de Laboratorios de Salud Publica
de Salud Plblica
INFORME

Montevideo, junio 2021

Informe de la evaluacion realizada al kit reactivo COVID-19
IgG QUANT ELISA (Instituto Pasteur de Montevideo,
ATGen, Universidad de la Republica Uruguay)

Ha sido evaluado el reactivo COVID-19 IgG QUANT ELISA para la deteccion
cuantitativa de anticuerpos IgG, dirigidos contra el virus SARS-COV-2 en
muestras clinicas de suero o plasma humano, elaborado y representado por
ATGen S.R.L.( Uruguay)

Caracteristicas del Reactivo

Lote estudiado: 292122 Fecha de vencimiento: 04/2022

El reactivo fue sometido a control mediante el empleo de paneles de sueros de
titulos bajos medios y altos de convalecientes de infeccion por SARS CoV 2.

Se evalud la precision analitica intradia e interdia con material de control
positivo (5 replicados).

Las muestras se procesaron de acuerdo a las instrucciones del fabricante.

Los resultados se analizaron segun intervalo de tiempo entre el inicio de los
sintomas y la obtencion de la muestra de sangre.

Sensibilidad:
96,97 %
8-14 dias
1C95% : 84,68%-99,46%
100%
>14 dias
1C95% :87.13%-100%

Av.Alfredo Navarro 3051 InulmodeHwtwm Norte) - CP 11600
Tels. 1934° 6240
Mmtamdvec-URUGUAY
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Direccién General de la Salud
Area de Vigilancia en Salud de la Poblacion
Division Epidemiologia
Ministerio Departamento de Laboratorios de Salud Piblica
de Salud Pdblica

Evaluacion de la precision analitica:

« Coeficiente de Variacion intradia : 5,41%
« Coeficiente de variacion interdia: 18 %.

Observaciones
En relacién al inserto que acomparnia al kit :

En el punto X : Interpretacion de resultados, cuantitativo, no es clara la
redaccién del procedimiento a seguir cuando los valores obtenidos son
inferiores al del calibrador con menor titulo.

En el punto XllI: no se incluye las caracteristicas del funcionamiento
(cuantitativo)

Debido a que existen diferentes reactivos y plataformas para la cuantificacion
de anticuerpos anti SARS-CoV -2 se deberia incorporar el aviso de que los
valores de resultados obtenidos con distintos métodos pueden ser no
comparables.

(e 1IN

i W o
Dr: Rosario San Martin Dra. M. Cristina Mogdasy
Directora Adjunta Directora

Av.Alfredo Navarro 3051 Instituto de Higiene (entrada Norte) - CP 11600
Tels. 1934" 6240 mail: J
Montevideo-URUGUAY
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REGISTRO Y AUTORIZACION DE VENTA DE KITS SEROLOGICOS
POR PARTE DEL MINISTERIO DE SALUD PUBLICA

REGISTRO Y AUTORIZACION DEL KIT “COVID-19 IgG ELISA UY 2.0”

MsSP

eA 326942

DIRECCION GENERAL DE LA SALUD
DEPARTAMENTO DE EVALUACION DE TECNOLOGIA

CERTIFICADO DE REGISTRO Y AUTORIZACION DE VENTA DE PRODUCTOS MEDICOS
Certificado: 34569

Validez: 12/03/2026

Empresa: ATGENSRL.
Director Técnico: JUAN ANDRES ABIN CARRIQUIRY
Familia: A3.1

PRODUCTOS

N° Registro: 76870

Nombre Comercial: ATGEN, COVID-19 IgG ELISA UY 2.0
Fabricante: ~ATGEN SRL

Marca: ATGEN

Modelo:

C6d. prod./N® Serie: 9544
Condicién de Venta: SOLO para laboratorios clinicos.
Para su comercializacién el inserto en fiol debe estar acompanado por el inferme

emitido por el Departamento de Laboratorio de Salud Publica

Nomenclator: Reactivos

: //7
Clase de riesgo: Clase Il ,‘
v " (s)
Paises de Origen: Uruguay M /
Paises de Procedencia: Urugua {
guay R 4o\
v Q\“i 105"
= R
)

]
f
¢4§t al Montevideo, 12/03/2021

\
W

9

Certificado: 34569 Pagina: 1 de 1

“LA-LECHE MATERNA ES LA MEJOR PARA ECIEN NACIDO Y LACTANTE". LEY N° 17.803
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