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RESUMEN

Numerosos estudios han demostrado que la deteccién cuantitativa de la
proteina N sérica del SARS-CoV-2 en pacientes positivos para COVID-19 tiene un
alto valor diagnéstico antes de que aparezcan los anticuerpos y luego de la
migracion temprana del virus desde la cavidad nasofaringea, acortando asi el
periodo ventana de la enfermedad. En este estudio se desarrollé6 una prueba
ELISA tipo sandwich basada en anticuerpos policlonales contra los dominios N1y
N2 de la proteina de la nucleocépside. Las proteinas recombinantes producidas en
E. coli, fueron usadas en la produccién de anticuerpos de captura y deteccion en
cabra y conejo. El pretratamiento fisicoquimico de las muestras séricas con SDS-
Tween 20 a 56°C durante 5 minutos permitié incrementar la sensibilidad analitica
del ELISA siendo los parametros de sensibilidad y especificidad, asi como el valor
de cut-off mas alto calculados mediante andlisis de curva ROC. Los porcentajes
de especificidad . sensihilidad-delsistema ELISA-az:N2/N/a-N obtenidos luego de
someter a prueba 36 sueros negativos y 21 sueros positivos previamente
clasificados por la prueba estandar de oro RT-PCR en tiempo real, asi como por
ELISA indirecto para la deteccién de anticuerpos (DIAGEN) fueron de 97,37% y
59,09% respectivamente. No obstante, el 14% de los sueros negativos (no
prepandémicos) evaluados fueron detectados como positivos sugiriendo la
capacidad que tiene el sistema de detectar pacientes durante las primeras horas
de la infeccién, con una sensibilidad diagndstica similar a aquellos que emplean
anticuerpos monoclonales, ademas de su produccién sencilla y econdmica

también es menos vulnerable a las mutaciones puntuales en el antigeno N.



ABREVIATURAS

ACEZ2: Enzima convertidora de angiotensina 2

Ala: Alanina

AMP: Adenosin monofosfato ciclico

Arg: Arginina

ARN: Acido ribonucleico

ARN+: ARN monocatenario de sentido positivo
ARNdDb: ARN doble banda

ARNg: Acido ribonucleico genémico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

ARNm-sg: Acido ribonucleico mensajero subgenémico
ARNsDb: ARN simple banda

Asn: Asparagina

AUC: Area bajo la curva

BSA: Albumina de suero bovino

CaCl;: Clorurordeycaleio

CLIA: Ensayo de quimioluminiscencia

CoV: Coronavirus

COVID-19: Coronavirus 2019

CTSB: Cistein proteasa catepsina B

CTSL: Cistein proteasa catepsina L

DEAE: Dietilaminoetil-celulosa

DIAGEN: Diagnostico y Genética

DO: Densidad 6ptica

ELISA: Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
EUA: Autorizacion de uso de Emergencia

FA: Fosfatasa alcalina

FDA: Federacion de Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos

FN: Falso negativo

FP: Falso positivo



Gly: Glicina

H.O,: Perdxido de hidrogeno

HCI: Acido clorhidrico

HE: Hemaglutinina esterasa

HRP: Peroxidasa de rdbano picante

HVR: Region hipervariable

IAHULA: Instituto Autonomo Hospital Universitario de los Andes
IDR: Regiones intrinsecamente desordenadas

iIFLASH: Analizador de inmunoquimioluminiscencia

IgG: Inmunoglobulina del isotipo G

IgM: Inmunoglobulina del isotipo M

IMAC: Cromatografia de afinidad a metales

INHRR: Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel
IPTG: Isopropil B-D-1- tiogalactosilpiranosido

IRF3: Factor regulador de interferon 3

IVIC: Institute Yenezolano de Inyestigaciones Cientificas
K,HPO,: Fosfato de potasio dibasico

Kb: Kilobases

KH,PO,: Fosfato de potasio monobasico

kV: Kilovoltios

LB: Medio Luria Bertani

LEP: Laboratorio de Enzimologia de Parasitos
LF-CGIA: Inmunocromatografia de flujo lateral

LKR: Region enlazadora flexible

Lys: Lisina

M: Molar

m7GpppA: 7 metil-guanosina-adenosinatrifosfato
masp2: Serin proteasa 2

MBL: Lectina de union a manano

MERS-CoV: Coronavirus del Sindrome Respiratorio de Oriente Medio

MF-IFA: Inmunofluorescencia de microfluidos



MgCl,: Cloruro de Magnesio

mM: Milimolar

Mg: Microgramo

N: Normal

NaCl: Cloruro de sodio

N-CTD: Dominio C terminal

ng: Nanogramos

nm: Nanémetro

N-NTD: Dominio N terminal

Nsp: Nucleoproteina

NSP: Proteina no estructural

nts: Nucleotidos

OMS: Organizacion Mundial de la Salud
OPS: Organizacion Panamericana de la Salud
OR: Organulos de replicaciéon

ORF: Marco abiertoyde lectura

p/v: Peso/volumen

PBS: tampon fosfato salino

PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa
pg: Picogramos

pH: Potencial hidrogeno

PMSF: Fluoruro de fenilmetilsulfonilo

PSA: Persulfato de amonio

RE: Reticulo endoplasmético

RIG-I: Gen | inducido por acido retinoico
RMN: Resonancia Magnética Nuclear
RNP: Ribonucleoproteina

ROC: Caracteristica operativa del receptor
rpm: Revoluciones por minuto

RTC: Complejo de replicacion y transcripcion



RT-PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa en

tiempo real

SARS: Sindrome Respiratorio Agudo Severo

SARS-CoV: Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo

SARS-CoV-2: Coronavirus 2 del Sindrome Respiratorio Agudo Severo

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de
desnaturalizantes

TEMED: Tetrametiletilenodamina

Thr: Treonina

TMB: 3,3'5,5" Tetrametilbencidina
TMPRSS2: Serin proteasa transmembranal 2
TRIM25: Proteina 25 de motivo tripartito
TRS: Secuencia reguladora de la transcripcion
Tyr: Tirosina

UTR: Region no traducida

VN: Verdaderoynegativo

VP: Verdadero positivo

VPN: Valor predictivo negativo

VPP: Valor predictivo positivo

ZAP: Dedos de zinc

poliacrilamida

en

condiciones



1.

w

CONTENIDO

MARCO TEORICO ... uuuuuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieesae s s s ssssssssssssssssssssssssennnes 16
O R S Y 8 0o )Y PP 19
1.2.  Organizacion del gENOMA . .........cceiiiiiiiiii e 22
1.3. Ciclo replicativo del SARS-COV-2......coooiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 25
1.4. Proteina de la nucleocapside del SARS-COV-2 .........ccccuiiiiiiiiieiiiiiiiiieeee e 30

Ot S L (U (o U] = WSO UPPPTT 31

1.4.2. Funcion de la Proteina N en el ciclo replicativo del SARS-CoV-2............... 40
1.5. Pruebas diagndsticas para la deteccién de COVID-19 .......ccccoeviiieviiiiiiiiieene e, 41

1.5.1. Pruebas diagnostico basadas en la proteina N..........cccoooiiiiiiiiiiieinniniinne, 44

JUSTIFICACION ..ottt ettt ete et et et eeteereeneenes 48

L0 I =] S 50

OBUIETIVOS ... 51
4.1, ODJEVO GENETAL.......uuuiiiiiiiiiii bbb e 51
4.2, ODbjetivOS ESPECITICOS ....ociuiiiiiiiiiiee et 51

MATERIALES Y METODOS ..ottt ete ettt eee e ane e 53
5.1.  Material BiOlOQICO ......cooeiiiiiii e 53
5.2.  Prediccion de epitopes lineales y estructurales de los dominios de la proteina N

53
5.3. Clonaje'de'las secuencias que cadifican para los dominios NL'yN2 de la
proteina N del SARS-COV-2......oue e 54

5.3.1. Disefio de Oligonucleétidos para la amplificacion de los fragmentos génicos

N1y N2 54

5.3.2.  Condiciones de amplificacion de los fragmentos génicos N1y N2.............. 55

5.3.3.  Clonamiento de los fragmentos génicos amplificados de N1y N2 en el vector

PG EM-T BASY .eiuiiiiiiiiii ettt ettt et e e e et e et e e e et e e e e e aaaaaas 55

5.3.4. Obtencion de transformantes pGEM®-T Easy-N1y pGEM®-T Easy-N2.... 56
5.3.5. Seleccion de Transformantes pGEM®-T Easy-N1y pGEM®-T Easy-N2:
08 = 0 LI @0 (0] = 13 58
5.3.6. Secuenciamiento de las construcciones pGEM®-T Easy-N1y pGEM®-T
Easy-N258

5.3.7.  Subclonamiento de los fragmentos N1 y N2 en el Vector de expresion
pET28a 59

5.4. Expresiony purificacion de los dominios NTD- N1y CTD -N2..........cvvvvvvvinnnns 61
5.4.1.  Verificacion de la expresion de los antigenos recombinantes N1y N2 ....... 61
5.4.2.  Cultivo de bacterias y ruptura celular.............ooiiiii e 61
5.4.3.  Purificacion del dominio N1 ..., 62
5.4.4. Purificacion del dominio N2 ... 62
5.4.5. Electroforesis en geles de poliacrilamida en condiciones desnaturalizantes63
5.4.6. Determinacion de la Concentracion de Proteinas..........cccccceeeeviiiiiinennneenn. 64

10



5.5. Produccion y purificacion de anticuerpos policlonales contra los antigenos

FECOMDINANTES. ...eiiiiiiiiiiiie ettt ettt et e e e e eeeees 64
5.5.1.  Produccién y titulacién de anticuerpos policlonales a-N1.................cc......... 64
5.5.2. Produccién de anticuerpos policlonales a-N2 ............ccceeveiiiiiiiieeeeeeiiiinnn. 65
5.5.3.  Purificacion de ANLICUEIPOS ........cueiiiiiiiiiiiiiiiiee e 66

5.6 ENSAy0S de ELISA. ... 66
B.B. 1. SUBIOS ... ittt a e e e e e eaan s 66
5.6.2. Deteccion de IgG e IgM a-N, en sueros de pacientes positivos y negativos
PAra COVID-19 ...t e et e e e e e e e e e e e e e e ennne 68

5.7. Determinacion de la combinacion de anticuerpos a ser empleada en el desarrollo
de un sistema de inmunocaptura de la proteina N sérica basado en ELISA sandwich

INAIFECIO (DIAGEN)....cciiie e e e e e e et e e 73
5.8. Curva de calibracién para la cuantificacion de la proteina N con el sistema de
inmunocaptura de antigeno ELISA sandwich indirecto a-N2/N/a-N...........ccccccoeeeennn. 74
5.9. Determinacion del efecto opsonizante de los anticuerpos IgG a-N de pacientes
COVID-19 positivos sobre la proteina N recombinante .............ccccvvvvvivemvmeiieinininnnn. 75
5.10. Determinacién de la concentracion de N en muestras de sueros de pacientes
IgG, IgM e IgM/IgG positivas para SARS-COV-2 ..., 75
5.11. Evaluacién de la sensibilidad y la especificidad del sistema de inmunocaptura
de la proteina de N en sueros basado en ELISA sandwich indirecto (DIAGEN)........... 76

5.12. Evaluacion de la sensibilidadyespecificidad del sistema de inmunocaptura de
proteina de N en los‘sueros en-base’al ELISA 'sandwichuindirecto (DIAGEN)

modificando la composicion del diluyente de MUeSstra. ...........cc.oovviiiiiieeeeieiiiiicee e, 76
RESULTADOS ... .ttt e ettt e e e e et e e e e e e e e s st eaeaeeeaaansnatneeeaaeeeeannnnnnenes 77

6.1. Prediccion de epitopes lineales y estructurales de los dominios de la proteina N

77

6.2. Clonaje de las secuencias que codifican para los dominios N1 y N2 de la

Proteina N del SARS-COV-2......coiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e e e aae 78

6.3. Expresion y purificacion de los dominios NTD-N1y CTD-N2............cvvvvvivennnnnnns 81
6.3.1. Sobreexpresion de los fragmentos polipeptidicos N1y N2 ...........cccceeeeeeen. 81
6.3.2.  Purificacion del fragmento NL Y N2.......ccooooiiiiiiiiiiii e, 82
6.3.3.  Purificacion del fragmento N2..........coooiiiiiiiiiiiieeiie e 83
6.3.4. Purificacion de anticuerpos a-N1 Yy 0-N2..........coeiiiiiiiiiiiiiieeeiiieeeenn 84

6.4. Determinacion de la inmunoreactividad de los polipéptidos N, N1y N2 frente a
sueros de pacientes IgG o IgM positivos para SARS-COV-2 ......ccooiievviiieiiiiiiinieeeeeeiiinns 87

6.4.1. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de los polipéptidos N, N1y N2
mediante analisis de CUurvas ROC ..........coiiiiiiiiiiiiiie et 88

6.5. Obtencion de la combinacién de anticuerpos a ser empleada para el desarrollo
de un sistema de inmunocaptura de la proteina N en muestras de suero basado en
ELISA sandwich indirecto (DIAGEN) ..........oouiiiii i 90

11



7.
8.
9.

6.6. Curva de calibracion de captura de la proteina N por el sistema de ELISA

sandwich indirecto a-N2/proteina N/O-N..........cooiriiiiiii e 92
6.7. Determinacion del efecto opsonizante de los anticuerpos IgG a-N de pacientes

COVID-19 positivos sobre la proteina N recombinante ..o, 94
6.8. Determinacion de la concentracion de N en muestras de suero de pacientes IgG,
IgM e IgM/IgG positivas para SARS-COV-2........ceiiiiiiiiieeiiis e 95
6.9. Evaluacioén de la sensibilidad y especificidad del sistema de inmunocaptura de

proteina de N sérica basado en ELISA sandwich indirecto (DIAGEN)..........cccccceee. 97

6.10. Evaluacién de la sensibilidad y especificidad del sistema de inmunocaptura de
proteina de N en muestras de sueros basado en ELISA sandwich indirecto (DIAGEN)

modificando la composicion del diluyente de muestra. ............cccueveeeieeeiiiiiiiiiiinieeeeee 99
DISCUSION ..ottt ettt ettt ettt ettt se et et et e b e ssebesbe et et ensereabe e, 101
PERSPECTIVAS ...ttt et e e e e e e et r e e e e e e e e aans 119
BIBLIOGRAFIA ...ttt ae e e, 121

12



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Andlisis filogenético del SARS-COV-2. ......cccviriririninenieeneeesieesee et 21
Figura 2. Organizacion estructural del genoma del SARS-COV-2........ccovvevevveeeveseenenn, 24
Figura 3. Ciclo de Infeccion por SARS-COV-2.......cccoeireiriiniiirenieeseeesiee ettt 27
Figura 4. Organizacion estructural de la proteina N del SARS-COV-2.. ......ccccoceveveereennene. 32
Figura 5. Descripcion estructural del N-NTD del SARS-COV-2.. ....ccooveeeveeeeiieeeeseeeee 34
Figura 6. Comparacion del N-NTD del SARS-CoV-2 con las estructuras del N-NTD de
tres COroNaVirus relaCioNAdOS. .........couviriririerieieieeee ettt st st sttt eseeaeas 36
Figura 7. Estructura del N-CTD del SARS -COV-2 N....ooooiiiieieiiceeeceeese e 38
Figura 8. Comparacion estructural entre el N-CTD del SARS-CoV-2 y el N-CTD de otros
COTONAVITUS. . vttt sttt ettt ettt ettt s bt e st et e st e st e st e bt s bt st e b et e e et eneeseebesbesaebeneenteneeneeseenis 39

Figura 9. Representacion esquematica del nivel analitico que ofrecen las pruebas de
deteccion de ARN viral, anticuerpos IgM e IgG, antigeno N nasofaringeo y serico en el

diagnostico COVID-19 a lo largo de la cinética de infeccion por SARS-CoV 2.................... 43
Figura 10. Mapa genético del vector pPGEM®-T EASY ......c.ccceevevreeeeviieeeseeeere e 56
Figura 11. Mapa genético del vector de expresion pET28a .........cccccveereeneenenenieneneneniene 60
Figura 12. Diagrama del ordenamiento de los datos obtenidos de la evaluacién con el test
de referencia y el test de Prueba............oooiiiiiiiiiic s 70
Figura 13. Representacion gréafica de tres curvas ROC...........ccocevrinrennineeneeneeseeenes 72
Figura 14. Representacion esquematicade las regiones polipeptidicas N1y N2 de la
proteina de la nucleocapside del SARS-CQV2..... 4 i eeseet e e irras e 78
Figura 15. Evaluacién por PCR de colonias de los transformantes positivos para las
construcciones pGEM®-T Easy-N1 y pGEM®-T EaSY-N2.......cccccovvvreereneerieneeeeseseeaeees 79
Figura 16. Digestion doble de las construcciones pGEM®-T Easy-N1, pGEM®-T Easy-N2
y el vector de exXpreSiOn PET28A. .......cccivivieiieieieeeieee ettt a e seeneas 80
Figura 17. Evaluacién por PCR de colonias de los transformantes positivos para las
construcciones pET28a-N1 Y PET28a-N2.......c.ccooeiiiieiiieereseee ettt 80
Figura 18. Cinética de induccién con IPTG de las proteinas recombinantes N1 y N2 en
cultivos de colonias BL21(DE3)-pET28a-N1y BL21(DE3)-pET28a-N2........ccccceeevvvvrvenenne. 82
Figura 19. Purificacién del antigeno N1 mediante cromatografia de afinidad a metales
(IMAC) empleando un gradiente lineal de imidazol entre 250 y 500 MM........ccccocevvevevnnenne. 83
Figura 20. Purificacién del antigeno N2 mediante cromatografia de afinidad a metales
(IMAC) empleando un gradiente lineal de imidazol entre 250 y 500 MM........ccccocevveveernenne. 84
Figura 21. Purificacién de IgG a-N1 a partir de suero inmune de conejo empleando el
sistema Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad) ........ccccceveveecienineeceneceese e 85
Figura 22. Purificacién de IgG a-N2 a partir de suero inmune de cabra empleando el
sistema Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad).. ......ccccccevevieceeneneeceseeiese e 87

Figura 23. Determinacion de la inmunoreactividad de los polipéptidos N, N1 y N2 frente a
sueros IgG e IgM positivos y negativos para COVID-19 mediante ELISA indirecto
(GAMZEIlisa® de DIAGEN). S+ : sueros positivos, S-: sueros negativos. .........cocceeceveenenee. 88

13



Figura 24. Curvas ROC para los antigenos N, N1 y N2 frente a sueros IgG e IgM positivos
y hegativos para SARS-CoV-2 evaluados con la herramienta de diagnéstico GAM/lisa®
(o L= N ] 1 N SRS 90
Figura 25. Inmunocaptura de N libre en sueros IgM positivos y negativos para COVID-19
a través de ELISA sandwich indirecto empleando diferentes combinaciones de anticuerpo
de captura/antiCuerpPO PrIMATIO........cccvieeciereeeecrese ettt este e e e stesreesse s e sreebesteessessessaesesreesaesees 92
Figura 26. Representacion esquematica del sistema ELISA tipo sandwich a-N2/N/a-N... 92
Figura 27. Curva de calibracion de N para el sistema de inmunocaptura de antigeno N del
SARS-CoV-2 ELISA Sandwich indirecto a-N2/N/Q-N...........ccccerirererieiieieiseseseseeeeeenes 93
Figura 28. Curva estandar de la funcién opsonizante de los IgG a-N presentes en sueros
COVID-19 positivos (linea negra) y negativos (linea azul) sobre la proteina N................... 95
Figura 29. Determinacion de la Concentracion de N libre (no opsonizada) en el suero de
pacientes IgG, IgM e IgM/IgG positivos (A) y negativos para SARS-CoV-2 (B)........cc........ 96
Figura 30. Evaluacién de la sensibilidad y especificidad del sistema de inmunocaptura de
proteina de N sérica basado en ELISA sandwich indirecto (DIAGEN) mediante analisis de
curvas ROC. S-: sueros negativos y S+: sueros positivos para IgG, IgM e 1gG
FESPECTIVAIMIE ...ttt h ettt ettt et h bt b e sttt e b e et e st ebe e bt et e st e se s et eneenenaeas 98
Figura 31. Analisis de curva ROC para la captura de la proteina N en muestras de suero
de pacientes con SARS-COV-2, IgM/IgG positivas empleando dos combinaciones de
SUITACTANTIES. ...eiiiieiieiieieese ettt st te st et et et e st e st e b e s bestesbe s e st eneeneeneenes 100

14



INDICE DE TABLAS

Tabla I. NUmero de sueros positivos y negativos para SARS-CoV-2 empleados por
=T 0172 |0 J TP 67
Tabla Il. Tabla de purificacién de de IgG a-N1 a partir de suero inmune de conejo
empleando el sistema Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad)................ 86
Tabla Ill. Tabla de purificacion de de IgG a-N2 a partir de suero inmune de cabra
empleando el sistema Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad)................ 86
Tabla IV. Parametros diagnéstico obtenidos del andlisis de curvas ROC para los
antigenos N, N1 y N2 frente a sueros IgG e IgM positivos y negativos para SARS-
(©0 )Y SRR 90
Tabla V. Parametros diagndstico obtenidos del analisis de curvas ROC para el
sistema de inmunocaptura de antigeno N en sueros positivos para SARS-CoV-2
con el ELISA Sandwich indirecto a-N2/N/a-N, empleando sueros IgM, IgG e
IgM/1IgG como fuente de antigeno N. ... 99
Tabla VI. Pardmetros diagnostico obtenidos del analisis de curvas ROC para el
sistema de inmunocaptura de antigeno N del SARS-CoV-2 ELISA Sandwich
indirecto a-N2/N/a-N empleando sueros IgM/IgG como fuente de antigeno N. .. 101

15



1. MARCO TEORICO
A principios de diciembre de 2019 en la ciudad central de China, Wuhan

(capital de la provincia de Hubei), fue notificado un caso de un paciente adulto con
un cuadro de neumonia atipica de etiologia desconocida vinculado al mercado de
mariscos de Huanan, la cual mostraba similitudes con la neumonia asociada al
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS). No obstante, dias después fue
reportado el primer paciente con sintomatologia asociada, que no poseia ningun
vinculo epidemiolégico con el mercado de mariscos. Ya para el 2 de enero de
2020 se habia informado de un grupo de casos de neumonia familiar
correspondientes a 41 pacientes admitidos en hospitales, de los cuales seis
fallecieron el 22 de enero (Huang y col., 2020; Wang y col., 2020; Wu y col., 2023).

Ya para el 5 de enero del 2020, gracias a los andlisis de secuenciacion
masiva de muestras liquidas del tracto respiratorio inferior, provenientes del lavado
bronquio alveolar de los pacientes hospitalizados, el Instituto de Virologia de
Wuhan, los Centros Chinos para el Control y la Prevencion de Enfermedades vy el
Centro Clinico de Salud Publica de Shanghai de la Universidad de Fudan, lograron
completar y depositar en‘la“base de ‘datos de-GenBank' la“secuencia del genoma
del agente causante de la neumonia asiatica, la cual presentdé mas del 75 % de
homologia con el Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-
CoV) (Wuy col, 2020).

El 7 de enero del 2020 se dio a conocer que el nuevo coronavirus causante
de esta misteriosa neumonia infecta a las células humanas a través del receptor
de la enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) y fue denominado por el
Comité internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) como Coronavirus 2 del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-CoV-2) (Zhou y col., 2020; Wu y col.,
2020; ICTV, 2020); posteriormente, la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) la
designo enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) (Wu y col., 2020).

Debido al movimiento de personas entre provincias cercanas los centros
clinicos de Wuhan recibieron centenares de casos de COVID-19, motivo por el
cual el 23 de enero de 2020 fue decretada en cuarentena a fin de detener la

cadena de transmisién persona a persona. Sin embargo, la rapida diseminacion de
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la infeccion por SARS-CoV-2 hacia otras ciudades y paises vecinos provoco una
pandemia mundial (Huang y col., 2020; Khan y col., 2020).

En Venezuela, fue publicado en Gaceta Oficial Extraordinaria N° 6519, en el
Decreto N° 4.160 de la Presidencia de la Republica, un estado de alarma dirigido a
todo el pais sobre el manejo y prevencion del COVID-19, con la finalidad de
atenuar y erradicar los riesgos de epidemia asociados a la infeccibn a manera de
garantizar la pertinente y eficaz atenciobn de los casos que se presentaran.
Adicionalmente, se cred la Comision Presidencial para la Prevencion y Control de
la enfermedad (INAC, 2020). Dichas medidas, fueron adoptadas por el gobierno
nacional antes de que se detectara y anunciara el primer caso en el pais
mostrando asi, una preparacion previa debido a la veloz propagacion de la
infeccion. El 13 de marzo de 2020, la vicepresidenta de la Republica confirmé dos
casos de COVID-19 en Venezuela e inform6 la suspension de actividades
académicas a nivel nacional a partir del 16 de marzo de 2020 (Hernandez y col,
2020).

Durantenlos meses/siguientes alyinicio~de lay pandemia, en~Venezuela las
cifras de infectados y fallecidos continuaban incrementandose, asi como los casos
de pacientes recuperados. El Gobierno implementé un esquema conocido como el
método 7+7, que consistio en 7 dias de trabajo continuos en la semana de
flexibilizacién y 7 dias de cuarentena radical. En ambas semanas se clasifico la
apertura de diversos sectores econdmicos del pais que funcionaron bajo un
horario estricto y medidas epidemioldgicas de seguridad.

Hasta el 2 de mayo de 2021, el sitio web de referencia Worldometer
proporcion6 estimaciones de mas de 153,37 millones de infecciones por COVID-
19, con 3,21 millones de muertes en 219 paises y territorios (Brant y col., 2021)
gue incrementaron exponencialmente hasta el 2022 y disminuyeron
paulatinamente hacia el 2023, siendo reportados a comienzos de abril del mismo
afno un numero aproximado de 2,8 millones de casos nuevos y 17.000 muertes
correspondientes a una disminucion del 30% en comparacion con 28 dias

anteriores. Para el 30 de abril de 2023 se habian reducido hasta 765 millones de
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casos confirmados y 6,9 millones de muertes en todo el mundo (Schkolkmann y
May, 2023).

En vista de la significativa reduccién de casos, el 5 de mayo de 2023, el
director general de la OMS, Dr. Tedros Adhanom Gebreyesus, declaro el fin de la
emergencia de salud publica por COVID-19 durante la celebracion de la
decimoquinta reunion del Comité de Emergencias sobre el COVID-19, advirtiendo
de manera imperativa que el alza de la cuarentena mundial no significa que el
COVID-19 haya dejado de ser considerado una amenaza para la salud mundial,
manteniéndose como una prioridad de salud publica global (OPS, 2023).
Considerando que debido a la reduccion en la realizacién de pruebas diagndstico
y a la demora en la notificaciéon de casos de muchos paises, los reportes actuales
son subestimaciones del verdadero numero de infecciones y reinfecciones a nivel
mundial, tal y como demuestran las encuestas de prevalencia que suman 772
millones de casos confirmados que incluyen 7 millones de muertes para el 8 de
noviembre del 2023 (OPS, 2023; WHO, 2023). Hasta el 7 de mayo de 2023 en
Venezuela se registrgia cifra-de552.695 casos confirmadoes, 1302-casos activos,
5.856 fallecidos y 546.537 pacientes—recuperados (Worldometers, 2023). Con
estos datos el gobierno nacional anuncié el cierre del balance estadistico de
COVID-19.

El rapido desarrollo y la autorizacién de uso de emergencia (EUA) por parte
de la Federacion de Administracion de Alimentos y Medicamentos de los Estados
Unidos (FDA) de varias vacunas de plataformas novedosas permitié disminuir
considerablemente las tasas globales de morbilidad y mortalidad. Desde entonces
y hasta el 8 de noviembre del 2023 se han administrado mas de 13.534 millones
de dosis de vacunas, equivalentes al 70,8 % de la poblacibn mundial, de las
cuales 5.500 millones se encuentran distribuidas entre personas que han recibido
una sola dosis y 8.000 millones en aquellas que han recibido las dosis completas
(WHO, 2023; Schkolkmann y May, 2023).

Los esquemas de vacunacion han brindado proteccion a las personas
infectadas del desarrollo de un cuadro clinico severo que pudiese requerir de

manejo hospitalario y progresar hacia la muerte. En este sentido, diversos
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estudios han demostrado que las vacunas lograron prevenir entre el 40% y el 65%
de casos sintomaticos. Sin embargo, la efectividad de las vacunas se redujo
debido a las mutaciones en la proteina de la espiga (S), lo cual genero variantes
del SARS-CoV-2 més virulentas (cepa Delta) y més transmisibles (cepa Omicron)
(Andrews y col, 2022; Accorsi y col, 2022). Por otra parte, la implementacion de
programas de vacunacion con refuerzos distanciados por periodos de tiempo
relativamente cortos, ha planteado interrogantes acerca de sus implicaciones
inmunoldégicas a largo plazo y ha promovido esfuerzos en cuanto al desarrollo de
vacunas con efectos protectores mas potentes y duraderos (El-Menyar y col, 2022;
Fiolet y col, 2022).

El impacto social y econémico global causado por la pandemia del SARS-
CoV-2, ha marcado la tercera introduccion zoonotica de un coronavirus altamente
patégeno en la poblacion humana. A pesar que las epidemias preliminares por
coronavirus SARS-CoV y MERS-CoV (Coronavirus del Sindrome Respiratorio de
Oriente Medio), crearon conciencia sobre la necesidad de contar con protocolos
de intervencionesiterapéuticas-y preventivas.-Hasta eli/momento ne-se dispone de
tratamientos con eficacia probada (Lim, 2023) y la adquisicion de pruebas de
diagndstico es nuestro pais es limitada. El desarrollo de pruebas para diagnosticar
la enfermedad, se basa en la comprensién de los mecanismos celulares y
moleculares que operan durante las infecciones por coronavirus, lo cual
demuestra la importancia de estudiar e identificar blancos virales y del huésped
gue son esenciales para el establecimiento y progresion de la enfermedad. El
esclarecimiento de las similitudes y diferencias entre otros coronavirus y el SARS-
CoV-2 brindard la preparacion para impulsar estrategias que permitan combatir

infecciones futuras por coronavirus.

1.1. SARS-CoV-2
Andlisis filogenéticos basados en la secuenciaciéon del genoma posicionan

al nuevo coronavirus SARSCoV-2 como un miembro del orden Nidovirales, familia
Coronaviridae 'y subfamilia Orthocoronavirinae, genero Betacoronavirus,

subgénero Sarbecovirus dentro del reino Riboviria (Cui y col., 2019) (Figura 1).

19



En general, los coronavirus (CoV) son virus de ARN monocatenario de
sentido positivo (ARN+), envueltos y no segmentados, que adquieren una
morfologia esférica, ovalada o pleomérfica, cuyo didmetro oscila entre 60 y 140
nm y su superficie recrea la apariencia de una corona solar, gracias a la forma en
la que se disponen las regiones extra membranales de la proteina espiga del virion
(S), siendo esta -caracteristica la responsable del nombre de la familia
Coronaviridae. Adicionalmente, se caracterizan por mostrar una alta
susceptibilidad a la mutacion y a la recombinacion genética lo cual se traduce en
su amplia diversidad ecoldgica, lograndose adaptar a una amplia gama de
huéspedes desde aves hasta mamiferos (Cui y col., 2019; Shreen y col., 2020,
Kadam y col., 2021).

La mayoria de los coronavirus descritos hasta la fecha son responsables de
producir enfermedades respiratorias y entéricas leves en animales domésticos. Sin
embargo, desde principios del siglo XXI han encontrado un lugar importante en el
listado de patdgenos que amenazan gravemente a la poblacion humana, por lo
que han side fuente dejarduas investigaciones (Corman~y cal.; 2019). Hasta la
fecha se han descrito siete coronavirus que infectan humanos, cuatro de ellos
(229E, OC43, NL63 y HKU1) responsables de ocasionar al afio al menos 30% de
las infecciones leves asociadas al tracto respiratorio superior, tales como la gripe
comun (Fung y Liu, 2019). Mientras que, los coronavirus SARS-CoV, MERS-CoV y
SARS-CoV-2 pueden causar en muchos de los casos enfermedades respiratorias
graves, derivando en tasas de mortalidad bastante altas. Por ejemplo, entre 2002
y 2003 fueron notificados 8.906 casos en todo el mundo de SARS-CoV de los
cuales 774 habrian muerto, con una tasa de letalidad de aproximadamente el
10%. Por otra parte, 17 afios mas tarde (finales 2012), 2500 casos y mas de 800
muertes asociadas con el MERS-CoV fueron informados en todo el mundo, siendo
estas cifras asociadas a una tasa de letalidad del 34% (WHO, 2020). Y,
recientemente a finales de diciembre de 2019 el SARS-CoV-2 fue el responsable
del estado de pandemia mundial que ocasiond6 mas de 6 millones de muertes y

mas de 676 millones de casos confirmados (JHU, 2024).
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El SARS-CoV-2, comparte una organizacion gendmica bastante conservada
con los miembros pertenecientes al género Betacoronavirus, con genes que
codifican para proteinas replicasas que anteceden a los genes involucrados en la
expresion de proteinas estructurales y accesorias respectivamente, con estos
altimos intercalados entre los genes estructurales. Ademas, de que la expresion
genética es llevada a cabo por una combinacion de mecanismos bastante
distintiva, el cambio de marco ribosomico y expresion mediada por la sintesis
previa de un subconjunto de ARNs mensajeros subgenomicos anidados (una
sinapomorfia de todos los miembros del orden Nidovirales) (Fehr y Perlman, 2015;
Wu y col., 2020, Kadam y col., 2021; Brant y col., 2021; Kelly y Woodside, 2021).
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Figura 1. Analisis filogenético del SARS-CoV-2. El &rbol fue realizado mediante el método de
neighbour joining empleando el programa MEGA 6 con valores Bootstrap de 1000 arboles. Tomado
de Hu y col., (2021).
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Por otra parte, el posicionamiento del SARS-CoV-2 dentro del subgénero
Sarbecovirus del género Betacoronavirus, lo relaciona con los coronavirus de
murciélago ZXC,;, ZC45, RmyNO, y RATG;3 con quien comparte un gran
porcentaje de homologia de secuencia, asi como con el coronavirus del pangolin
de Guandong con quien comparte un dominio conservado de union al receptor de
la proteina S. Esta proximidad genética que exhibe el nuevo coronavirus humano
con el coronavirus de murciélago plantea un origen en murciélago y la
subsecuente transmision zoonética a los humanos, empleando como huésped
intermediario al pangolin malayo. Pese a las similitudes con estos y otros CoV, la
presencia de un sitio polibasico de escisidbn para furina en el limite de las
subunidades S1 Y S2 de la proteina S, ausente en coronavirus de murciélago y
pangolines, parece sugerir que esta nueva adquisicion se debe a eventos de
seleccion natural que pudieron operar en otro huésped intermediario diferente al
pangolin o incluso luego de la transferencia zoonoética en humanos (Hu y col,
2021). Otra hipotesis es que quiza sea el producto de modificaciones realizadas
mediante ingenieria;genética sabre la secuencia del SARS:CoV en-un laboratorio
de bioseguridad P4 para ser usado-Como agente infeccioso en una guerra
bioldgica premeditada ya que, el huésped intermediario ain no ha sido encontrado
y probablemente no se llegue a encontrar puesto que, en la adquisicion de este
tipo de cambios operan mecanismos de seleccion natural que involucran periodos

de tiempo prolongados.

1.2. Organizacion del genoma
Al igual que otros Coronavirus que infectan humanos (HCoV), el SARS-

CoV-2 posee un genoma de ARN monocatenario de sentido positivo (ARN+) con
una longitud aproximada de 30 kilobases (Kb), que lo posiciona como el virus de
ARN con el genoma mas grande descrito hasta la fecha (Wu y col., 2020; Kelly y
Woodside, 2021; Brant y col., 2021).

Su estructura topoldgica es similar al del ARN mensajero (ARNm) de los
eucariotas que se caracteriza por poseer en el extremo terminal 5 una estructura
de caperuza m7GpppA (7-metil-guanosina-adenosinatrifosfato) seguida de una

secuencia lider de 70 nucledtidos (Viswanathan y col., 2020) y una cola poli-A de
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aproximadamente 60 nucledtidos (nts) en el extremo 3°. Esta conformacion le
confiere un alto grado de estabilidad y le permite inicialmente evadir su digestion
por exoribonucleasa (Haniff y col., 2020). Adicionalmente, las regiones
codificantes se encuentran flanqueadas por regiones no traducidas (UTR) 5'y 3'
de 265 y 337 nucledtidos respectivamente (Huston y col., 2020).

La UTR 5" que presenta una longitud intermedia en comparacion a la de
otros coronavirus que infectan humanos como el hCoV-OC43 (209 nts) y hCoV-
NL63 (286 nts) contiene varios elementos reguladores en cis de la traduccion viral,
la sintesis del subgenoma y su empaquetado final en particulas virales, de los
cuales el mas importante es la secuencia lider (Figura 2). Dicha secuencia posee
una arquitectura bastante peculiar en los Coronaviridae, albergando en su interior
un fragmento integrado por 7 a 10 bases que actia como una secuencia
reguladora central de la transcripcion, denominado TRS-L. Esta secuencia
particular, junto a otro conjunto de secuencias complementarias a la suya (TRS-B),
gue se encuentran flanqueando el extremo 5°de cada uno de los ORF actluan
regulando el procesoyde stranscripcionydiscontinuar de las plantilfas de sentido
negativo de los ARNm-sg (Digard y cok+2020; Simmonds, 2020).

Por otro lado, la UTR 3" alberga al sitio de unién del complejo de replicacion
y transcripcion (RTC) involucrado en los procesos de replicacion y transcripcion
del ARN (-) que sirve como plantilla para la sintesis del genoma viral de sentido
positivo. De manera similar que la UTR 5, esta region no traducida contiene
elementos reguladores que actdan en cis, un bucle de tallo abultado (BSL) y un
pseudonudo, esenciales también para la transcripcion y replicacion del genoma
viral, asi como una secuencia de octanucle6tidos 5-GGAAGAGC-3' con funcion
desconocida en la ubicacion de ~ 70 a 80 nts del extremo 3' presente en todos los
miembros de la familia y una region hipervariable (HVR). Al igual que otros
coronavirus, no posee una secuencia sefial de poliadenilacion candnica AAUAAA
(Digard y col., 2020; Simmonds, 2020).

En la arquitectura de la secuencia del ARN gendémico (ARNg) del SARS-
CoV-2 se distinguen 14 marcos abiertos de lectura (ORF) que codifican para un

namero total de 29 proteinas virales que no incluyen la hemaglutinina esterasa

23



(HE) presente en los coronavirus humanos hCoV-OC43 y hCoV-HKU1 (Huston y
col., 2020).

Aproximadamente los dos primeros tercios 5° del genoma lo abarcan los
ORFla y ORF1b que se encuentran superpuestos y se traducen en dos grandes
poliproteinas, ppla y pplb, de 4.405 y 7.096 aminoacidos respectivamente que
son escindidas en 16 proteinas no estructurales (NSP) por las proteasas virales
NSP3y NSP5.

SARS-CoV-2 Proteinas no estructurales Proteinas estructurales
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Figura 2. Organizacion estructural del genoma del SARS-CoV-2. Los dominios funcionales se
encuentran mostrados en rectangulos. Los primeros dos ORF se traducen en las poliproteinas
ppla y pplab que son escindidas_luego de su traduccion por las proteasas virales (PL P°) vy
(3CL "), dando lugar a las 16sproteinas.ne estructurales del virus, que forman-la maquinaria de
replicacion y transcripcion (nsp). La traduccion. de pplab.depende defun cambio,de marco -1 entre
el ORFla y el ORF1b. El ultimo tercio del genoma se transcribe en un conjunto de ARNm-sg
anidados que se traducen para dar lugar a las cuatro proteinas estructurales: la proteina de pico
(S), la proteina de membrana (M), la proteina de envoltura (E) y la proteina de la nucleocapside
(N). ORFs intercalados en esta region codifican para proteinas accesorias. Tomado y modificado
de Yang y Rao (2021).

Por otra parte, en el tercio 3" restante del genoma, 4 de los 12 ORF
sobrantes codifican un conjunto canénico de proteinas estructurales que incluyen
la proteina de la nucleocépside (N), la proteina espiga (S), la proteina de
membrana (M) y la proteina de la envoltura (E), responsables de la encapsulacion
del ARN viral, del ensamblaje y liberacion del viriobn al medio extracelular, asi
como de la intercepcion y modulacién de la respuesta inmune del huésped (Figura
2). Mientras que, entre ellos se encuentran intercalados otros 8 ORFs (ORF 3a,
ORF 3b, ORF6, ORF7a, ORF7b, ORF9 y ORF14) codificantes para un conjunto de
proteinas accesorias, cuyas funciones han sido principalmente asociadas a la
regulacion de la infeccién viral (Bojkova y col., 2020; Huston y col., 2020; Jungreis
y col., 2021; Kadam y col., 2021; Malone y col., 2022).
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La traduccién de la poli proteina pplb a partir del ORF1b es llevada a cabo
mediante un cambio de marco mediante el retroceso del ribosoma un nucleétido
aguas arriba del codén de parada del ORFla, lo cual permite que el proceso de
traduccion continle aguas abajo de dicho triplete. Por otro lado, el bloque de
proteinas estructurales y accesorias se expresan a partir de un conjunto anidado
de ARNs mensajeros subgenomicos (ARNm-sg) de longitud variable que
contienen una secuencia lider 5 de 72 nucleétidos de largo derivada del extremo
5" del genoma viral. Los ARNm-sg se originan a través de un escaneo de fugas
ribosomal, un mecanismo que consiste en el desplazamiento del ribosoma sobre
la secuencia del ARNm en direccion 5' — 3' mas alla del codén de iniciacion AUG
localizado aguas debajo de la UTR 5, comenzando la traduccion en otro codon
AUG que deberia codificar para una metionina dentro de la proteina por lo que el
polipéptido resultante es mas pequefio que si se iniciara en el coddn de inicio
original (Solay col., 2015, Malone y col., 2022).

Por otro lado, el genoma del SARS-CoV-2 exhibe una marcada represion
de las islas €pGrdisponibles en su secuencia-Estorepresenta un-mecanismo de
evasion esencial que evita el reconocimiento del ARN viral por parte del huésped
vertebrado, quien posee proteinas antivirales provistas de dedos de zinc (ZAP)
gue median la identificacién de los motivos CpG en el genoma viral y los procesa
para su degradacion. Ademas, el porcentaje de enriquecimiento del genoma con
guaninas y citocinas es bastante bajo en comparacién con otros coronavirus
(38%), por lo que resulta bastante inestable a altas temperaturas (Digard y col.,
2020).

1.3. Ciclo replicativo del SARS-CoV-2
El inicio de la infecciéon viral del SARS-CoV-2 en células humanas comienza

con la inyeccion del genoma viral al citoplasma. Este evento puede involucrar una
de dos vias de acceso, la entrada a través de endosomas o la fusion directa de la
envoltura viral con la membrana de la célula huésped, ambas mediadas por la
interaccién fisica entre la proteina espiga (S) y un receptor celular desplegado

sobre la membrana plasmatica que resulta ser principalmente el receptor para la
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enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) (Hoffmann y col., 2020a; Xu y col.,
2020; Yang y Rao, 2021; V’kovski y col., 2021; Whittaker y col., 2021) (Figura 3).

La proteina espiga, es una glicoproteina de fusion homotrimérica
perteneciente a la subfamilia de proteinas membranales de clase |, que consta de
dos subunidades, S1 y S2, a las cuales les han sido atribuidas diferentes
funciones. La subunidad S1 (RBD) constituye el dominio de union al receptor de la
célula mientras que, la subunidad S2 se encuentra representada por la region
transmembrana de la proteina caracterizada por albergar regiones repetidas de
heptapéptidos y al péptido de fusién que en dltima instancia media la fusion de la
membrana viral con la membrana de la célula huésped (Walls y col., 2020; Shang
y col., 2020; Letko y col., 2020).

Cualquiera de estas dos vias precisa la escision inicial de la proteina S en
sus subunidades S1 y S2, lo que conduce a un amplio reordenamiento
conformacional de su estructura desde un estado de prefusion a un estado de
postfusién (Shang y col., 2020; Trougakos y col.,, 2021). Este evento se ve
facilitado ponla acciomde las proteasas-celulares: serin proteasa transmembranal
2 (TMPRSS2) en la superficie celular-( Hoffmann y col., 2020a ; Shang y col.,
2020; Ou y col., 2020; Lan y col., 2020; Trougakos y col., 2021), las cistein
proteasas Catepsina B (CTSB) y Catepsina L (CTSL) en el endosoma (Gierer y
col., 2013; Hoffman y col., 2020a; Ou y col., 2021; V'Kovski y col., 2021) y la
furina proteasa para la cual la proteina S del SARS-CoV-2 presenta un sitio
inusual de escision multialcali (PRRAR) en el limite de S1y S2 no presente en las
proteinas S de otros coronavirus (Hoffman y col., 2020b; Menachery y col., 2020;
Shang y col., 2020). La susceptibilidad de S a ser clivada por la furina proteasa se
relaciona con un incremento de la infectividad y podria explicar la capacidad que
tiene este virus de infectar células del sistema nervioso central, empleando como
receptor al Receptor Celular de Neuropilina-1 el cual se une a sustratos proteicos

escindidos por furina (Cantuti-Castelvetri y col., 2020).
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Figura 3. Ciclo de Infeccion por SARS-CoV-2. Las cajas azules remarcan los diferentes eventos
moleculares que ocurren en la célula huésped durante el proceso de infeccién viral y las flechas
negras indican el orden en que estos tienen lugar. Para ingresar a la célula huésped, la proteina S
del virus interactia con el receptor ACE2, siendo al mismo tiempo escindida por proteasas
celulares, activandose asi su capacidad de fusionarse con la membrana facilitando el ingreso del
genoma viral (ARNg) al citoplasma celular. Una vez alli el ARNg es traducido por los ribosomas en
dos poliproteinas replicasas, ppla y pplab que son rapidamente escindidas por Nsp3 y Nsp5 en
16 proteinas no estructurales, que se ensamblan en los complejos de replicacién y transcripcién
(RTC). La sintesis posterior del ARNg y ARN-sg que codifican las proteinas estructurales y
accesorias ocurre dentro de vesiculas de doble membrana que forman parte de los organulos
membranosos de replicacion inducidos por virus. Los ARNg sintetizados se pueden traducirse en
Nsps adicionales, servir como plantilla para una mayor sintesis de ARN o para empaqguetarse en
nuevos viriones. El ensamblaje del SARS-CoV-2 comienza con el recubrimiento de los ARNg con
proteinas de la nucleocapside, lo que genera estructuras de nucleocapside que brotan del ERGIC,
adquiriendo asi una bicapa lipidica que contiene las proteinas S, M y E. Tomado y modificado de
Malone y col., (2021).
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Los genomas de los virus de ARN monocatenario de sentido positivo (ARN
+) como el SARS-CoV2 funcionan directamente como ARN mensajero,
traduciéndose por los ribosomas citoplasméaticos en poliproteinas, de las cuales se
derivan diversas proteinas virales que ejerceran funciones de replicacion. Siendo
sin duda alguna una de las mas importantes la ARN polimerasa dependiente de
ARN. La cual participa en la copia del genoma generando plantillas replicativas de
ARN doble banda (ARNdb) que son utilizadas para generar més plantillas de ARN
+ que serviran como molde para la sintesis de mas proteinas virales y como
genomas de nuevos viriones. Este proceso de replicacion viral tiene lugar en el
citoplasma, por lo que, tanto el ARN viral infectivo, asi como los intermediarios
ARNdb se ven expuestos a los mecanismos de inmunidad antiviral de la célula
huésped. No obstante, estos virus han logrado desarrollar y perfeccionar
poderosas estrategias de evasion inmunoldgica (Baggen y col., 2021; Mu y col,
2020).

En este sentido, una vez que el SARS-CoV-2 alcanza el citoplasma de la
célula huésped, la proteina N-sedisocia;del ARN viralk y rapidamente actia como
inhibidor del ARN de interferencia celular, un sistema de defensa inmune antiviral
del cual se valen las células para promover la rapida degradacion del genoma
viral, inhibiendo asi su replicacion y deteniendo el progreso de la infecciéon (Mu y
col., 2020).

Simultaneamente, se da inicio a un complejo programa de expresion y
replicacion viral altamente regulado que comienza con la traduccion de los ORFla
y ORF1b en dos grandes poliproteinas replicasas, ppla y pplab respectivamente.
Luego de su sintesis, estas poliproteinas son escindidas en 16 proteinas no
estructurales que se ensamblan en complejos de replicacién-transcripcion (RTC)
por las cisteinas proteasas de autoescision temprana, Nsp3 una proteasa similar a
la proteina (PLP°) y Nsp5 una proteasa similar a la quimiotripsina (3CL P)
también conocida como enzima proteolitica principal (M ). Una de las primeras
Nsp en ser escindida, Nspl; actua inhibiendo la traduccion del ARNm del huésped

al mismo tiempo que acelera su degradacion, garantizando que toda la maquinaria
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de sintesis se concentre exclusivamente en la sintesis viral (Baggen y col., 2021,
V'Kovski y col., 2021; Wu y col., 2023).

Por otro lado, las Nsp 2-11 regulan el medio intracelular, preparandolo para
la replicacion viral, mientras que las Nsp 12-16 representan un pool de enzimas
con una funcidn clave en la sintesis de ARN incluyendo la ARN polimerasa
dependiente de ARN (Nspl12). EI RTC formado por Nsp 2-16 y la proteina N,
participan previamente remodelando las membranas celulares para formar
compartimientos subcelulares cerrados de doble membrana (DMV) conectados al
reticulo endoplasmatico en donde posteriormente tendran lugar los eventos
moleculares de replicacion (Baggen y col., 2021; Khan y col., 2021; Ugurel y col.,
2020; Wu y col.,, 2023; V'Kovski y col, 2021). A estos compartimientos
subcelulares inducidos por virus se les ha sido designado el nombre de organulos
de replicacion (OR) y son también otra de las estrategias de evasion inmune que
usan los coronavirus para concentrar las replicasas virales y algunos otros
factores del huésped esenciales para la replicacion viral en un mismo
compartimiento, al mismo tiemposque aislan-componentes-del citoplasma capaces
de promover la deteccién y la degradacion del ARN viral (Baggen y col., 2021,
Roingeard y col., 2022). Por tanto, en los OR DMV también se recluta desde el
citoplasma el ARN gendmico viral que sera usado como plantilla para la
produccion de ARN (-) de longitud completa y de un conjunto de ARN
subgendémicos de sentido negativo que se originan a partir de la region de ARNg
localizada aguas abajo de los ORFla y ORF1b. A diferencia de los ARN (-) que
sirven como plantilla para producir ARNg, estos ultimos dirigen la sintesis de un
grupo anidado de ARNm subgendmicos (ARNmsg) a partir de los cuales seran
sintetizadas las cuatro proteinas estructurales del virus, necesarias para el
ensamblaje y la salida del virion al medio extracelular y las nueve proteinas
accesorias, muchas de ellas con funciones asociadas a la modulacion de las
respuestas innatas celulares (Finkel y col., 2021; Malone y col., 2022).

A continuacion, tanto el ARNg como los ARNsg recién sintetizados
abandonan el interior del DMV a través de poros transmembrana para alcanzar los

sitios de traduccién, encapsidacion y ensamblaje de nuevos viriones localizados
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entre el reticulo endoplasmatico (RE) y el compartimiento intermediario RE-Golgi,
desde donde finalmente brotan para ser liberados de la célula huésped mediante
exocitosis y transporte lisosomal (Ghosh y col.,, 2020; Baggen y col.,, 2021,
V'Kovski y col., 2021; Malone y col., 2022; Wu y col., 2023) (Figura 3).

1.4. Proteina de la nucleocapside del SARS-CoV-2

De las 4 proteinas estructurales, las 16 Nsp y las 9 proteinas accesorias
codificadas por el genoma del SARS-CoV-2, la proteina S se convirtié inicialmente
en el centro de estudio de la mayoria de las investigaciones relacionadas con el
diagndstico, el desarrollo de vacunas y de nuevos farmacos, asi como en la
prediccion del origen de nuevas variantes (Zinzula y col., 2021; Ahammad vy Lira,
2020; Cubuk y col., 2021). Sin embargo, muchas otras de estas 29 proteinas
desempefian papeles biolégicos igualmente criticos en el establecimiento de la
infeccion, entre las cuales; la proteina N destaca como uno de los componentes
estructurales,mas, impertantes-del-SARS-CaV-2 asi como.de muches otros HCoV,
por lo que se ha convertido en-un blanco antiviral particularmente atractivo, ya que
ademas de dirigir el empaquetado del ARN viral, es la proteina mas abundante en
los viriones, actia como determinante de la virulencia y la patogénesis y es un
antigeno de alta inmunogenicidad (Chang y col,. 2014; Yasui y col., 2008; Zinzula
y col., 2021). Por estas razones, la proteina N ha sido considerada en los ultimos
afios como un blanco potencial para el desarrollo de vacunas y terapias, asi como
también un importante marcador para el diagnéstico del COVID-19 (lhling y col.,
2020; Gouveia y col., 2020; Supekar y col., 2021).

A continuacién, se procedera a realizar una detallada descripcion de la
proteina N: secuencia, propiedades fisicoquimicas, estructura, funcion en el ciclo
de infeccion del SARS-CoV-2 y su valor diagnostico en la deteccion temprana de
la enfermedad.
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1.4.1. Estructura

El gen de la proteina N correspondiente al noveno ORF del genoma viral
posee una secuencia nucleotidica de 1260 nts, que codifica para un polipéptido de
419 aminoacidos el cual comparte una identidad de secuencia del 90,52% con la
secuencia codificante para la proteina N del SARS-CoV, mientras que con las de
MERS-CoV y HCoV-OC43 solo un 49 % y 36% respectivamente (Chang y col.,
2006; Kang y col., 2020; Bai y col., 2021; Gao y col., 2021), lo que demuestra su
importancia funcional.

Esta proteina presenta una organizacion modular que comprende 2
regiones estructurales y tres regiones intrinsecamente desordenadas (IDR) (Peng
y col., 2020). Las regiones estructurales se encuentran representadas por dos
dominios conservados y plegados independientemente, el dominio N-terminal (N-
NTD) y dominio C-terminal (N-CTD) (Chang y col., 2014) y las IDR por el brazo-N,
la region enlazadora flexible (LKR) y la cola-C. En este sentido en la estructura
primaria de la proteina el N-NTD se,encuentra flanqueado en su regién N-ter por el
brazo N y conectado a/través de la LKR al N=-CTD (Figura 4), 'que_a su vez esta
flanqueado en su extremo C-ter por la cola C (Cubuk y col., 2021).

Cada una de estas regiones estructurales es responsable de llevar a cabo
funciones muy particulares. El NTD media la captura y union del ARN viral recién
sintetizado en el entorno celular mientras que el CTD tiene como funcion principal
mediar la interaccion proteina-proteina entre monémeros de N, facilitando asi su
dimerizacion y/o oligomerizacion, ademas de tener una contribucién minoritaria en
la union de ARN viral. Estos mecanismos de oligomerizacién y de interaccién con
acidos nucleicos son regulados por las IDR (Chang y col., 2014, Peng y col., 2020;
Cubuk y col., 2021; Wu y col., 2023).
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Figura 4. Organizacion estructural de la proteina N del SARS-CoV-2. (A) Representacion
esquematica de la estructura primaria N del SARS-CoV-2. El intervalo de aminoéacidos que
corresponde a cada dominio se muestra en la parte superior y cada dominio se represent6 con un
color diferente. (B) Estructura predicha de la Proteina N del SARS-CoV. EI NTD y el CTD se
resaltaron en rojo y azul respectivamente. Tomadorymodificado de Zeng y col. (2020).

Hasta la fecha, la resolucién de las estructuras de los dominios N-NTD y N-
CTD de varios coronavirus que infectan humanos incluyendo el SARS-CoV-2 han
permitido no solo comprender muchas de las funciones que juega la proteina N en
el establecimiento y progreso de la infeccion causada por este tipo de virus, sino
ademas; conocer las relaciones filogenéticas existentes entre los miembros del
grupo (Yu y col., 2006; Chen y col., 2007; Saikatendu y col., 2007; Lin y col., 2014,
Papageorgiou y col., 2016; Peng y col., 2020). Sin embargo, la estructura terciaria
gue adopta la proteina completa continda siendo un misterio dado el grado de
desorden aportado por las IDR y la facilidad que tiene esta proteina para formar
una amplia variedad de estados oligobmericos, lo cual constituye una importante
barrera para la caracterizacion estructural convencional (Peng y Col., 2020; Cubuk
y col., 2021).
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1.4.1.1. Estructuray Funcion del N-NTD del SARS-CoV 2

La estructura del N-NTD del SARS-CoV-2 ha sido determinada con éxito
por varios grupos de investigacion y los resultados obtenidos han sido
consistentes con que su organizacion exhibe un alto grado de similitud con el de
las proteinas N de muchos otros coronavirus estudiados hasta la fecha (Dinesh y
col., 2020., Kang y col., 2020; Peng y col., 2020; Bai y col., 2021).

Su configuracion tridimensional adopta la forma de un pufio derecho en el
que sobresale el dedo pulgar desde el centro de la palma de la mano, que se
extiende hasta el comienzo de la mufieca. El centro de la palma, representa un
subdominio central constituido por 4 hojas B antiparalelas (Figura 5), localizado
entre una hélice anular corta 310y una regién prominente de horquilla B formada
por las hebras 32 y 3. Estas dos hebras se encuentran interconectadas por una
prominente horquilla B que representa el dedo pulgar que sobresale del pufio y
gue se caracteriza por poseer un formidable grado de flexibilidad, (Kang y col.,
2020; Peng y col., 2020; Bai vy, col., .2021),asi como por estar casi que
exclusivamente\/constituida .por residuos de@aminoacidos_basicos_y aromaticos.
Estas caracteristicas le proporcionan una alta densidad de carga positiva que se
correlaciona con la participacién de esta region en la capacidad que tiene la
proteina N de atraer y unir de manera eficiente al ARN viral (Bai y col., 2021; Peng
y col., 2020).

En la region de interseccion del dedo y la palma, se recrea una hendidura
con un elevado potencial electrostatico positivo, que se corresponde con el sitio de
union para ARN presente en las estructuras de N-NTD previamente resueltas de
otros coronavirus que infectan humanos (Huang y col., 2004; Fan y col., 2005; Lin
y col., 2014; Dinesh y col., 2020., Peng y col., 2020). De hecho, los estudios de
modelado atémico llevados a cabo por Dinesh y col (2020), demostraron que este
bolsillo une ARNdb y ARNsb (ARN doble banda y simple banda) de manera similar
a través de los residuos Arg92, Arg107 y Arg149.
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Figura 5. Descripcién estructural del N-NTD del SARS-CoV-2. (A) Representacion en cinta de
un tetraméro de N-NTD en una unidad asimétrica. Los cuatro monomeros se encuentran resaltados
en gris, verde, violeta y cian. (B) Superpocision de la estructura obtenida de los cuatro monomeros
en una unidad asimétrica. Los circulos discontinuos indican la estructura intercalada de las
diferentes regiones estructurales de cada monoméro: el bucle 1, el nucleo de hoja By el bucle 2.
Las hojas B se encuentran enumeradas desde el 1 hasta el 7, y la hélice 3 1 se encuentra
representada como n1. (C) Estructura topoldgica del N-NTD del SARS-CoV-2. (D) Potencial
electrostatico de la superficie de la estructura del N-NTD del SARS-CoV-2. En azul indica el
potencial electrostético positivo, miestras que el rojo representa el potencial electrostético negativo.
Tomado y modificado de Kang y col., (2020).

1.4.1.1.1. Diferencias estructurales entre el N-NTD del SARS-
CoV-2y el N-NTD de otros Coronavirus

Hasta ahora se han descrito las semejanzas estructurales que existen entre
el N-NTD del SARS-CoV-2 y otros miembros de la familia Coronaviridae, no

obstante, se han evidenciado diferencias estructurales significativas en varios de
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sus modulos en modelos computarizados de superposicibn con estructuras
relacionadas.

Un modelo comparado de las estructuras del N-NTD del SARS-CoV-2,
SARS-CoV, MERS-CoV y HCoV-0OC43 realizado por Kang y col (2020), revelé que
existen diferencias marcadas en la distribucion de cargas en la superficie entre las
tres estructuras, especialmente en las regiones correspondientes a la zona inferior
del subdominio central, el anillo N-terminal y el extremo superior de la regién
sobresaliente. Siendo la distribucion de cargas referida para el N-NTD del SARS-
COV (Huang y col., 2004) la que mas se asemeja a la del SARS-CoV-2, lo cual es
consistente con el alto porcentaje de identidad de secuencia que comparten
(90,52%), con los residuos mas conservados en la region basica de la palma que
se corresponde con el bolsillo de union a ARN y los menos conservados en el
dedo béasico y en la region acida correspondiente a la mufieca.

Por otra parte, la superposicién de estructuras entre los dominios de estos
tres representantes de coronavirus revela que existen diferencias en la flexibilidad
y disposicion sespacial pde la~ horquilla 18- /Encontrandese esta~fegion 2,1 A
desplazada hacia el sitio de unién a nucledtidos respecto al SARS-CoV N-NTD,
menos extendida que en el MERS-CoV N-NTD y desplazada 2 A hacia el sentido
opuesto del sitio de union a nucledtidos cuando se compara la estructura con
HCoV-OC43 N- NTD (Kang y col., 2020).

La resolucion de la estructura por Resonancia Magnética Nuclear (RMN),
revelé que este dedo basico prominente presenta un alto grado de flexibilidad en
comparacion con las estructuras de la misma regién en el N-NTD del HCoV-OC43
y del HCoV-NL63 (Dinesh y col., 2020; Kang y col., 2020). Adicionalmente, los
residuos implicados en la unién del AMP, en la cola N terminal del NTD son
diferentes en la proteina N del SARS-CoV-2, aun cuando esta Ultima es bastante
similar a sus homologas en el SARS-CoV, el MERS-CoV y el HCoV-OC43 (Figura
6). El grupo hidroxilo fendlico de Tyrl24 interactia a través un puente de
hidrogeno con el anillo de adenina del AMP, mientras que la Gly68 lo hace con el
grupo monofosfato de este nucleétido también mediante la formacién de un enlace

de hidrégeno (Peng y col., 2020; Dinesh y col., 2020; Bai y col., 2021; Wu y col.,
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2023). En esta misma region estructural, los residuos Asn48, Asn49, Thr50 y
Ala51 implicados en la union de ARN viral se exponen hacia afuera con un mayor
grado de libertad que los residuos equivalentes en el N-NTD del HCoV-OC43,
gracias a la gran flexibilidad que exhibe esta zona, lo cual facilita una apertura mas
plastica del sitio de unién para acoplarse a la estructura de grado superior del
genoma viral (Kang y col., 2020).
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Figura 6. Comparacion del N-NTD del SARS-CoV-2 con las estructuras del N-NTD de tres
coronavirus relacionados. (A) Mapeo de las regiones conservadas en la superficie entre el N-
NTD del SARS-CoV-2 y el de otros cuatro coronavirus. El azul denota los residuos conservados, el
verde representa una Unica variacién; el rosa dos variaciones y el rojo tres variaciones. (B)
Potencial electrostatico de la superficie del NTD de los coronavirus SARS-COV-2, SARS-CoV,
MERS-CoV y HCoV-OC43. (C) Representacion en cinta de la superposicion del N-NTD del SARS-
CoV-2 con el NTD de los coronavirus SARS-CoV, MERS-CoV y HCoV-OC43. Tomado y
modificado de Kang y col., (2020).
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1.4.1.2. Estructuray Funcién del N-CTD del SARS-CoV 2

La estructura cristalina del dominio C-terminal de la Proteina N (N-CTD) del
SARS-CoV-2, también ha sido determinada por numerosos equipos de
investigacion, dada la importancia que tiene este dominio en la oligomerizacién de
la proteina in vivo (Peng y col., 2020; Zhou y col., 2020; Zinzula y col., 2021).

Los resultados de la estructura cristalina obtenidas concuerdan en que dos
monomeros de N-CTD se combinan, dando lugar a un homodimero (estructura
cuaternaria mas estable de N) bastante compacto que adquiere la forma de una
teja rectangular. Cada uno de los protémeros exhibe una estructura topoldgica
céncava que se asemeja a una letra C y se encuentra compuesto por 5 a hélices,
dos hélices 310 y dos hebras 3, que dan lugar a la formacién de una horquilla 8
(Zhou y col., 2020; Zinzula y col., 2021).

La insercion de la horquilla B de uno de los protdbmeros en la cavidad del
otro protdmero, resulta en la formacion de una lamina B antiparalela de cuatro
hebras posicionada‘'en la/interfaz del'’homodimero y que-a su yez-se constituye
como una de sus caras, mientras que la cara opuesta la conforman el grupo de
hélices a y bucles (Peng y col., 2020). La interaccion mediada por numerosos
puentes de hidroégeno entre las horquillas B de ambos mondémeros, asi como; la
fuerte interaccion entre los residuos hidrofébicos dispuestos sobre la lamina B y las
a hélices hacen posible que el evento de dimerizacion proporcione una estructura
altamente estable (Peng y col., 2020; Zinzula y col., 2021) (Figura 7).

La superficie de la cara helicoidal del dimero N-CTD del SARS-CoV-2,
presenta un alto potencial electrostatico positivo, en el que los residuos Arg319,
Thr334 y Ala336 han sido identificados como claves en la interaccion de este
dominio con el ARN viral (Wu y col., 2023), lo cual es consistente con la idea de
que la proteina N promueve el empaquetamiento del ARN viral a lo largo de toda
su extension (Takeda y col., 2008). En este sentido, el analisis del potencial
electrostatico muestra que los residuos cargados positivamente (Lys256, Lys257,
Lys261 y Arg262) en estas posiciones se disponen juntos en el borde del surco

basico, extendiéndose lateralmente con respecto a la interfaz del dimero (Figura
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7). Ademas, segun el modelo del complejo de ribonucleoproteina propuesto para
el coronavirus, presenta un nucleo en espiral a través del cual el ARNsb del
genoma forma un canal integrado por siete bases que se encuentra rodeado por
los surcos basicos del CTD (Peng y col., 2020; Bai y col., 2021; Zinzula y col.,

2021).
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Figura 7. Estructura del N-CTD del SARS -CoV-2 N. (A) Representacion en cintas de la
estructura del monémero (lzquierda) y del dimero (derecha) del N-CTD. En el dimero uno de los
mondmeros esta coloreado en rosa y el otro en amarillo. (B) Vista superior del monémero vy el
dimero mediante rotaciéon en 90° de la estructura a lo largo del eje. (C) Diagrama topoldgico de la
estructura del N-CTD del SARS-CoV-2. Las hélices a se encuentran sefialadas por las letras A, B y
C, n representa la hélice 3 1oy B representa la hoja B, de acuerdo con la regla de numeracion de
elementos estructurales N-CTD del SARS propuesta por Yu y col., (2006). Tomado de Peng y col.,
(2020).

Se ha demostrado adicionalmente, que si bien, en solucion el CTD existe
como un dimero, dependiendo de la concentracion de proteinas en la misma
puede experimentar eventos de interaccion proteina-proteina que generan
dimeros, trimeros, tetrameros y octameros y que a su vez los dimeros pueden
interactuar entre si formando oligdmeros de orden superior (Bai y col., 2021,
Zinzula y col., 2021). En este sentido, los analisis de dispersion de la luz estatica y
reticulacion quimica del CTD del SARS-CoV-2 han mostrado que el dimero

presenta una alta estabilidad en solucion y que por ende el autoensamblaje de
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este dominio cumple un papel fundamental en la estabilidad general de la proteina
N (Zeng y col., 2020).

1.4.1.2.1. Diferencias estructurales entre el N-CTD del SARS-
CoV-2y el N-CTD de otros Coronavirus

Al comparar la estructura del N-CTD del SARS-CoV-2 con las estructuras
previamente reportadas para el mismo dominio de las proteinas de la
nucleocapside del SARS-CoV, MERS-CoV y HCoV-NL63, se encontré6 que todas
ellas exhiben una arquitectura estructural bastante similar, con un surco
conservado cargado positivamente en la cara helicoidal de la estructura dimérica,
por lo que se presume que esta region participa activamente en la unién del acido
nucleico viral. Sin embargo, la cara constituida por la lamina  presenta patrones

de potencial electrostatico distintos (Figura 8).

SARS-CoV-2

SARS-CoV

MERS-CoV

Figura 8. Comparaciéon estructural entre el N-CTD del SARS-CoV-2 y el N-CTD de otros
Coronavirus. (A) Representacion en cinta de las estructuras superpuestas de coronavirus SARS-
CoV-2 (Rosa), SARS-CoV (Cian), MERS-CoV (naranja) y HCoV-NL63 (azul). (B) Vistas del
potencial electrostatico superficial del N-CTD de los coronavirus SARS-CoV-2, SARS-CoV, MERS-
CoV y HCoV-NLG63. Los colores rojo y azul representan las zonas donde el potencial electrostatico
es negativo y positivo respectivamente. Tomado de Peng y col., (2020).
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En el SARS-CoV-2 N-CTD esta region presenta una alta carga negativa, que
coincide con la misma distribucion e intensidad en el SARS-CoV y en el HCoV-
NL63 mientras que, en el MERS-CoV se encuentra cargada positivamente. Estos
patrones de distribucion diferencial de las cargas en esta zona pueden afectar en
gran medida la forma en la que se une el ARN (Chen y col., 2007; Takeda y col.,
2008; Nguyen y col, 2019; Peng y col., 2020; Zinzula y col., 2021; Bai y col., 2021).

1.4.2. Funcidn de la Proteina N en el ciclo replicativo del SARS-CoV-2

La proteina N, identifica y envuelve el ARN del virus en una estructura
simétrica helicoidal y se une al ARN gendémico del virus para formar un complejo
de ribonucleoproteina (RNP). Esta proteina desempefia un papel multifuncional en
el ciclo de vida del SARS-CoV2, ya que ademas del ensamblaje participa en la
transcripcion y replicacion del ARNm viral, el tejido citoesquelético y la regulacion
inmune (Chang y col, 2014; Peng y col, 2020; Cong y col, 2020). Se ha
determinado que, N interactiua.con-la,proteina-de membrana (M) para promover la
formacion de " agregados” 'de proteina "N, ‘la fijaciébn = de “particulas de
ribonucleoproteina en la membrana del virus y el reconocimiento del ARN viral (Lu
y col, 2021). Adicionalmente, se ha establecido que la proteina N neutraliza las
respuestas antivirales mediadas por ARNi (ARN de interferencia) del huésped a
través de su actividad de unién al ARN, actuando como un inhibidor viral del
silenciamiento del ARN (Mu y col, 2020).

Khan y col, 2021; encontraron que la proteina N del SARS-CoV-2 se une a
la serin proteasa 2 (masp2) asociada a la lectina de unién a manosa (MBL) y
conduce a la sobreactivacion del complemento y al agravamiento de la lesion
pulmonar inflamatoria. La sobreexpresion de la proteina N estimula la produccion
de interferon mediada por el receptor similar al gen | inducido por el acido retinoico
(RIG-I) y genera una reduccion en la expresion génica inducida por el interferon.
La proteina N inhibe la interaccién entre la proteina 25 de motivo tripartito TRIM25
y RIG-l. Ademas, inhibe la transduccion de sefiales de interferon mediada por

poliinosinicos: policitidilicos al nivel de la proteina de unidén a tirosina quinasa
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TnK1 (quinasa de union a Tankl, TBK1), que interfiere con la unién de TnK1 al
factor regulador de interferén 3 (IRF3), evitando asi la translocacién nuclear de
IRF3 (Oh y Shin., 2021). Otro estudio demostré que el activador del proteosoma
11s (PA28y) puede regular la abundancia intracelular de la proteina N (V'Kovski y
col.,, 2021). La inmunoprecipitacion se ha empleado para demostrar que el
activador del proteosoma PA28y es una proteina de unién a la nucleocapside, por
lo que la union de PA28y juega un papel importante en la regulacion de la
actividad del proteosoma 20s, que a su vez regula el nivel de la proteina de la
nucleocapside clave del SARS-CoV-2 (Zhang y col, 2020).

Por otra parte, la proteina N ademas de dirigir el empaquetado del ARN
viral y de actuar como modulador de las respuestas inmunitarias innatas es la
proteina mas abundante en los viriones, actia como determinante de la virulencia
y la patogénesis y es un antigeno de alta inmunogenicidad capaz de inducir una
fuerte respuesta humoral y celular tras la infeccion (Chang y col,. 2014; Yasui y
col., 2014; Peng y col, 2020, Zinzula y col., 2021, Xiang y col, 2021; Wu y col,
2023).Por estas jrazones, la proteina Nvha side considerada en/les,ltimos afos
como un blanco potencial para el desarrollo de vacunas y terapias, asi como
también un importante biomarcador para el diagnostico del COVID-19 (lhling y
col., 2020; Gouveia y col., 2020 Supekar y col., 2021).

1.5. Pruebas diagndsticas para la deteccién de COVID-19

Actualmente en la practica clinica el diagnostico de la infeccion por SARS-
CoV2 se basa en la detecciébn de acido nucleico del virus (en hisopados
nasofaringeos o esputo), de anticuerpos séricos y de captura de proteinas virales
(Yice y col, 2021). La reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa
inversa en tiempo real (RT-PCR), posee una alta sensibilidad y especificidad y es
la prueba gold standard (estandar de oro para la deteccion). Sin embargo, es una
prueba de muy alto costo (hasta para los paises desarrollados) por la
infraestructura utilizada y por el personal especializado que se requiere. Ademas,
las muestras (hisopados) se colectan y envian a los centros especializados para el

diagnostico, acumulandose antes de ser evaluadas mientras el paciente
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evoluciona con la enfermedad y hasta fallece sin que haya recibido un diagndstico
oportuno (Li y col, 2020). La sensibilidad de este método suele depender de la
carga viral (cantidad de ARN en cada muestra), de manera que los pacientes que
se encuentran en los primeros dias de la infeccion pueden no ser clasificados
como positivos (falso negativo) debido a la baja carga viral presente en el
hisopado. También pueden darse los casos en los que al tomar la muestra el virus,
ya no se encuentra en las vias aéreas altas (nasofaringe) sino que ha migrado a
organos provocando una infeccion sistémica. De manera que el numero de
resultados positivos y negativos inconsistentes es alto, o que causa una gran
confusién durante el diagndstico clinico (Cheng y col, 2020; Abduljalil y col, 2020).

Diversos estudios han demostrado que la proteina S recombinante es Util
como antigeno para la deteccion de 1gG e IgM anti-SARS-CoV-2 en muestras de
suero (Zhang y col, 2020; Li y col, 2020), sin embargo; S es una proteina
altamente glicosilada, su plegamiento requiere de la formacion de puentes
disulfuro (Li y col, 2020) y la tasa de expresion en células de mamiferos es muy
limitada para, serusadascomo-antigenoyde forma masivaen losskits, ademas de
que los precios serian muy elevados+por las razones mencionadas y porque la
sobreexpresion en células eucariota es sumamente costosa. En cambio, la
proteina N es la mas abundante del virus, es la mas inmunogénica, puede ser
facilmente sobreexpresada en E. coli, esthd altamente conservada entre las
diferentes variantes del virus dada su baja suceptibilidad a acumular mutaciones
(no existiendo proteinas homologas en el humano) y adicionalmente, es una
proteina de expresion temprana, lo que la convierte en un biomarcador ideal para
el diagnostico seroldgico precoz del SARS-CoV-2 (Liy col, 2022).

El periodo de incubacion del SARS-CoV-2 suele ser de 3 a 7 dias y los
anticuerpos IgM se producen en el plazo de una semana, lo que sugiere una
infeccidn reciente, mientras que los anticuerpos IgG aparecen una o dos semanas
mas tarde. Debido a que los anticuerpos IgG pueden permanecer en el organismo
durante mucho tiempo, su deteccion puede distinguir las infecciones agudas de las
previas (Paces, 2020; Anka y col, 2021). Una vez que el paciente genera

anticuerpos, se pueden utilizar métodos de deteccién inmunoldgica, por ejemplo;
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en el mercado se encuentran kits de deteccion de anticuerpos IgM e 1gG basados
en el ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA) y también de pruebas
rapidas (cromatografias de flujo lateral).

No obstante, debido al tiempo que tardan en generarse los anticuerpos (7
dias después de la infeccion) y que los mismos puedan ser detectados, resulta
complicado diagnosticar la infeccidon en una etapa temprana, lo que a su vez
dificulta la posibilidad de prevenir y controlar la propagacién de la enfermedad
(Sun y col, 2022). Ante este panorama, se han desarrollado nuevos kits que han
sido aprobados para su comercializacion y que se basan principalmente en la
deteccién de la proteina N (Martin y col, 2021; Sun y col, 2022), permitiendo que
durante el periodo ventana; en el cual el paciente no ha desarrollado sintomas
asociados a la infeccién y donde su sistema inmune no ha generado anticuerpos o
los titulos son considerablemente bajos (generando falso negativo), la proteina N
puede ser detectada (en un verdadero positivo) lo que permite aislar al paciente y

evitar asi la propagacion de la infeccién en la poblacion.

Periodo

Positivo Rechazo. Convalecencia  Positivo
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Figura 9. Representacién esquematica del nivel analitico que ofrecen las pruebas de
deteccion de ARN viral, anticuerpos IgM e IgG, antigeno N nasofaringeo y serico en el
diagnostico COVID-19 a lo largo de la cinética de infeccion por SARS-CoV 2
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1.5.1. Pruebas diagndstico basadas en la proteina N

El desarrollo de kit's para el diagnostico que no requieran de personal
especializado, ni de laboratorios con infraestructuras de alto costo es de gran
importancia, en especial en los paises subdesarrollados. Las pruebas de captura
de antigenos son utiles y necesarias, ademas son un complemento confiable para
los sistemas actuales basados en RT-PCR, contribuyendo con un mayor niumero
de procesamiento de muestras en tiempo real. Hasta finales de marzo de 2022,
mas de 48 kits de pruebas diagndstico para la deteccion del antigeno N han sido
desarrolladas y aprobadas por la FDA para su uso de emergencia (Li y col, 2022).
Los métodos mas empleados en los kit's aprobados y en los cuales se detecta en
antigeno N del SARS-CoV2 son los de inmunocromatografia de flujo lateral (LF-
CGIA), la inmunofluorescencia de flujo lateral (LF-IFA), el ensayo de
quimioluminiscencia (CLIA) y el Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
(ELISA).

1.5:11. " Inmunocromatografia de-flujo lateral-(LF-CGIA)

La LF-CGIA es un método cualitativo basado en la deteccién de la proteina
N del SARS-CoV-2 en muestras de hisopado nasofaringeo. El casette de prueba
emplea anticuerpos monoclonales anti-SARS-CoV-2 en la linea test (T); y
anticuerpos monoclonales de raton anti-lgY de pollo en la linea control (C) los
cuales se inmovilizan sobre una membrana de nitrocelulosa. Sobre una
almohadilla (pocillo de ensayo) se encuentra el anticuerpo monoclonal anti-
SARSCoV-2 conjugado a oro coloidal y la IgY de pollo conjugada a oro coloidal.
Cuando se agrega la muestra y una solucién tampén al pocillo de ensayo, el
antigeno SARSCoV-2 (si esta presente), se unira al anticuerpo monoclonal anti-
SARS-CoV-2 conjugado a oro coloidal y se formard el complejo antigeno-
anticuerpo; este complejo migra a través de la membrana de nitrocelulosa hacia la
linea T, donde es capturado por el anticuerpo inmovilizado (anti-SARS-CoV-2)
este complejo quedara atrapado formando una linea de color purpura el cual

evidencia un resultado reactivo de la prueba. Independientemente de la presencia
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del antigeno N en la muestra, se debera formar una linea purpura en el area de
control (C), lo cual permite validar la prueba realizada (Martin y col, 2021).

El LF-CGIA tiene una sensibilidad del 64,2% para las muestras
provenientes de personas sintométicas y del 35,8% en el caso de las
asintomaticas, con un 100% de especificidad en muestras de ambos grupos
(Prince-Guerra y col, 2020). Las desventajas de esta prueba rapida es que al ser
cualitativa no puede determinarse la concentracibn de N en la muestra, no
pudiéndose asi establecer una correlacion entre esta ultima, con la carga viral del
paciente durante la toma de la muestra asi como, con la sintomatologia que
podria experimentar dada su participacion en el establecimiento de respuestas
inflamatorias exacerbadas asociadas con cuadros clinicos severos, dificultando asi
el manejo clinico apropiado. También, puede producirse un resultado falso
negativo si la concentracion del antigeno esta por debajo del limite de deteccion
de la prueba o si se ha obtenido una muestra de mala calidad. Adicionalmente,
pueden producirse resultados falsos negativos si el hisopado se toma en un
tiempo mayor a /7 dias,ya que, la~carga viral~disminuye sensiblemente debido a
que migra a otros organos y sistemas:-En este caso o mas recomendable no es
repetir la evaluacion del paciente haciendo uso de una prueba mas sensible como
la RT-PCR (ya que la carga viral ha disminuido en la region nasofaringea) sino la

deteccion de IgM o IgG anti-N de SARS-CoV-2 en muestras de suero o plasma.

1.5.1.2. Inmunoflurescencia de flujo lateral (LF-IFA)

El fundamento de la LF-IFA es similar al de LF-CGIA a excepcion de los
anticuerpos anti-proteina N los cuales estan marcados con fluoresceina en lugar
de oro coloidal. En este caso, los resultados son procesados por un dispositivo
analizador de intensidad de fluorescencia. Los métodos mejorados de LF-IFA,
como el ensayo de inmunofluorescencia de microfluidos (MF-IFA), utilizan un
biochip que puede controlar con precision el flujo uniforme y ordenado del
microfluido. Un resultado positivo 0 negativo se indica mediante una sefal
fluorescente en la zona de prueba (Beck y col., 2021).

LF-IFA tiene una sensibilidad del 41,2% y una especificidad del 98,4% en

hisopados de pacientes asintomaticos, mientras que en los sintomaticos la
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sensibilidad y la especificidad de la prueba mejoran a un 80,0% y 98,9%

respectivamente (Pray y col, 2021).

1.5.1.3. Ensayo de quimioluminiscencia (CLIA)

CLIA es un método que permite la determinacion cualitativa o cuantitativa
de la proteina N del SARS-CoV-2. En ella, se utilizan anticuerpos
policlonales/monoclonales especificos contra la proteina N, enlazados a
nanoparticulas paramagnéticas. Durante la primera incubacion, la proteina N
presente en las muestras nasofaringeas se une al anticuerpo anti-N en las
particulas paramagnéticas y en la segunda incubacién, el anticuerpo conjugado a
una enzima como HRP (peroxidasa de rabano picante) o FA (fosfatasa alcalina)
reacciona con la proteina N, ya unido a las particulas paramagnéticas como fase
sélida. Después de la segunda incubacion, el material no unido se elimina
mediante lavado. Posteriormente, se afladen los reactivos iniciadores y de este
modo, se induce una reaccién de quimioluminiscencia instantdnea. La sefial
luminosa que refleja la cantidad- de- proteina Nj;se mide mediante un
fotomultiplicador en ‘unidades relativas-de luz-la’ sensibilidad- de la-prueba es de
93.8% y la especificidad del 93.7% (Salvagno y col, 2021), aunque la sensibilidad
en estos casos depende en que dias fueron tomadas las muestras post-infeccion.

1.5.1.4. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

El ELISA es un método cuantitativo para la determinacién de la proteina N
del SARS-CoV-2 en muestras de suero o plasma. Por lo general, el anticuerpo de
captura anti-proteina N recubre la superficie de los micropocillos, luego la muestra
se incuba durante un tiempo que puede variar entre 30 y 60 min, posteriormente
luego de lavar los pocillos se adiciona el anticuerpo de deteccién (dirigido contra
una region del antigeno diferente a la reconocida por el anticuerpo de captura) y
finalmente se incuba con un anticuerpo conjugado a una enzima que en presencia
de un sustrato/cromoégeno genera color producto de una reaccién de
oxidoreduccion que puede ser detectado y cuantificado
espectrofotomometricamente. La concentracion de proteina N se correlaciona

positivamente con la intensidad del color (absorbancia), haciendo uso de una
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curva de calibracion. Diversos estudios han demostrado que el limite de deteccion
del ELISA sandwich alcanza niveles que van desde nanogramos (ng) hasta
picogramos (pg), donde la deteccién depende mucho del sistema que usen los
kit's; dando como resultado una alta sensibilidad (Martin y col, 2021; Sun y col,
2022). Por otro lado, los ensayos son faciles de ejecutar y se obtienen resultados

en un corto tiempo, por lo que puede ser aplicado a gran escala.
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2. JUSTIFICACION

La pandemia por coronavirus 2019 (COVID-19) establecié una emergencia
de salud publica sin precedentes, por lo que la deteccion temprana de una
persona infectada y la interrupcion de la via de transmision son claves para
controlar esta importante amenaza en todo el mundo. El método de deteccion mas
confiable es una prueba de RT-PCR en tiempo real, la cual se realiza con una
muestra de hisopado nasofaringeo en los laboratorios autorizados (Centros de
Diagnéstico, Tipo P3). No obstante, los RT-PCR pueden dar falsos negativos, si
hay un mal procesamiento de las muestras y también si las muestras fueron
tomadas en tiempos post-infeccion > a 7 dias, ya que la sensibilidad va
disminuyendo con el tiempo. Esta contradiccion entre la historia clinica y el
diagndstico molecular genera confusién en los centros de salud. Por otra parte, la
prueba de anticuerpos séricos especificos contra el SARS-COV-2 que ha sido
ampliamente usada como evidencia seroldgica de diagnostico de COVID-19, no es
atii para el, diagnéstico | temprano., de .Jlal infeccion (perioado ventana,
aproximadamente '5"a 7 "dias); debido”a que~los “anticuerpos IgM~anti-N en los
pacientes infectados con SARS-CoV-2 comienzan a tener titulos detectables en
los sueros post-infeccién a tiempos > 5 dias (“el periodo ventana”).

El no poder detectar con facilidad la infeccion en una etapa temprana,
puede tener consecuencias e implicaciones graves para los pacientes y para las
personas que entran en contacto directo con el contagiado, ya que; al no tener una
prueba diagndstica certera al inicio de la infeccion, implica que las personas no
reciben los tratamientos adecuados y su cuadro clinico dependera de la evolucion
de la enfermedad. Ademas, si las personas con COVID-19 son remitidas a sus
casas con un diagnéstico negativo, suponen un riego de contagio para toda su
familia y contactos cotidianos. En vista de esta situacion y de que la proteina de la
nucleocapside ademas de ser la mas abundante del SARS-CoV-2 con alto valor
inmunogénico, se secreta abundantemente por células infectadas enriqueciendo

sus niveles libres en los sueros de los pacientes una vez que se contrae la
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infeccion, su deteccion serolégica ha proporcionado un nuevo y alentador
biomarcador para la deteccion temprana del COVID-19.

Si bien, previamente han sido desarrollados sistemas de diagnéstico
basados en ELISA sandwich para la captura del antigeno N en suero disponibles
comercialmente, la situacion pais entre ellos la econdmica reduce la capacidad de
importacion a corto plazo para lograr un diagndstico oportuno. Es por ello, que en
este estudio se pretende evaluar el valor diagnéstico de un ensayo de
inmunoabsorcién ligado a enzimas con dos anticuerpos (sandwich) en la deteccion
de la proteina N en sueros de pacientes a diferentes tiempos de la infeccion,
incluyendo las primeras etapas, con el fin de proporcionar un nuevo indicador

diagndstico para su posterior desarrollo en el pais.
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3. HIPOTESIS

Los dominios C-terminal y N-terminal de la proteina N del SARS-CoV-2 son
inmunogénicos, por lo tanto; la produccién de anticuerpos policlonales contra
ambos dominios recombinantes permitira desarrollar un sistema de inmunocaptura
para la proteina N viral en muestras de suero y/o plasma de los pacientes con

COVID-19 en la etapa temprana de la infeccion.
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4. OBJETIVOS

4.1. Objetivo General

Desarrollar un sistema de ELISA Sandwich para la captura de la proteina N en
muestras de suero y/o plasma como un biomarcador cuantitativo para el
diagnostico de SARS-CoV-2 en pacientes que cursan la fase temprana de la

enfermedad (periodo ventana).

4.2. Objetivos Especificos

1. Predecir teGricamente la localizacion de epitopes estructurales y lineales de
mayor inmunogenicidad sobre la secuencia polipeptidica de la proteina de
la nucleocapside del SARS-CoV-2.

2. Clonar y sobre-expresar en E. coli las secuencias correspondientes a los
dominios N-terminal (N1) y C-terminal (N2) de la proteina de la
nucleacépside (N) del SARS#CoV-2;

3. Purificar a homogeneidad los polipéptides recombinantes'N1-y N2 mediante
cromatografia de afinidad a metales.

4. Producir y purificar a homogeneidad anticuerpos policlonales contra los
antigenos recombinantes (a-N1y a-N2).

5. Calcular el rendimiento en la purificacion de anticuerpos para ser aplicados
a la produccion de placas de ELISA para el diagnéstico de SARS-CoV-2.

6. Comprobar el valor diagndéstico de los antigenos N1 Y N2 en la deteccion
de anticuerpos séricos IgM e IgG en suero de pacientes positivos para
COVID-19 mediante ELISA indirecto y analisis de curvas ROC.

7. Determinar la combinacién de anticuerpos a ser empleada en el desarrollo
del sistema de inmunocaptura del antigeno N basado en ELISA sandwich
indirecto desde suero de pacientes positivos para COVID-19.

8. Comprobar el efecto opsonizante de los anticuerpos IgG a-N de pacientes
COVID-19 positivos proteina N recombinante .
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9. Determinar la concentracion de la proteina N en muestras seéricas de
pacientes IgM, 1gG, IgM/IgG positivas para SARS-CoV-2.

10.Evaluar el desempefio de la prueba diagnéstico disefiada mediante analisis
de Curvas ROC.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Material Bioldgico

Para la clonacion y expresion de los fragmentos antigénicos N-terminal (N1)
y C-terminal (N2) de la proteina de la nucleocapside (N) del SARS-CoV- 2, cepas
de Escherichia coli XL1-Blue (endAl gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac ginv44
F'[::Tn10 proAB+/aclq A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+)), BL21 (DE3)( F- ompT gal
dcm lon hsdSB (rB- mB-) A (DE3 [lacl lacUV5-T7 genel ind1 sam7 nin5])) y BL21-

Gold(DE3)( F- dcm+ Hte ompT hsdS(rB- mB-) gal A (DE3) endA Tet!) fueron
cultivadas axenicamente a 37°C con agitacion constante en medios Luria Bertani
(LBM) (NaCl 1% (p/v); extracto de levadura 0,5% (p/v) y peptona 1% (p/v)) y
Terrific Broth (TB) (Triptona 2%, extracto de levadura 2,4%, glicerol 0,4%, KH,PO,

1,13mM, K;HPO, 3,6 mM) y colectadas para su uso una vez alcanzada la fase

estacionaria a una densidad optica a 600 nm de 1,2 y 4 respectivamente.

5.2. Prediccidn| /de epitopes lineales y estructurales/de-fos dominios
de la proteina N

Para este fin se utilizé el predictor ElliPro, el cual utiliza un método de
prediccidon de epitopes lineales y conicos basado en la estructura tridimensional de
la proteina. También se utilizaron varios trabajos publicados recientemente que
determinaron experimentalmente los epitopes mas antigénicos en el progreso
temporal de la respuesta humoral desencadenada, asi como el nivel de ruido de
fondo (reacciones cruzadas) de las diferentes regiones estructurales de la
superficie de la proteina N.

El andlisis de bioinformatica permite determinar las secuencias mas
antigénicas (lineales como estructurales) sobre la conservacion y especificidad de
la proteina N del SARS-CoV-2 respecto a otros coronavirus, asi como la
prediccion de epitopes dominantes de N en células B y las diferencias en los
niveles de anticuerpos especificos IgM e IgG para estos epitopes (Shen y col,
2021).
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5.3. Clonaje de las secuencias que codifican para los dominios N1y

N2 de la proteina N del SARS-CoV-2

Con base en los andlisis previos de la estructura y antigenicidad de la
proteina N del SARS-CoV-2 (aislado Wuhan), dos regiones del gen N que se
extiende 1200 pares de bases (GenBank: YP_009724397.2) fueron delimitadas
para llevar a cabo eventos de clonaje y expresion independientes. Estas regiones
comprenden los primeros 522 y los ultimos 867 pares de bases de nucleétidos del
gen con un area de solapamiento entre ellas de 123 pb, las cuales codifican para
los dominios NTD y CTD y parte de la region intrinsecamente desordenada LKR
de la proteina, a quienes por razones practicas les fue designada la nomenclatura

de N1y N2 respectivamente.

5.3.1. Diseiio de Oligonucleétidos para la amplificacion de los
fragmentos génicos N1y N2
Para la amplificacion por separado de ambos dominios (N1 y N2), fueron
disefiados dos| pares indépendientes/de| aligonucledtidoS isentido_y antisentido,
cuyas secuencias se muestran a continuacion:
Dominio N1:
Sentido 5- GGCTTATCACCGATTATGGCGCGCA-3’

Antisentido 5- GGGCATGCTAAGGCTTCCGCATAATTGCCTT-3’

Dominio N2:
Sentido 5"-GGCATAAG CCAACGGTAGGTGGATTGAA-3’

Antisentido 5°- GG GGATGCTAAGTCGTGTGGCTGCGTAC-3’
Cada oligonucleétido fue disefiado afiadiendo un sitio de corte para una
endonuclesa, que precede a la secuencia de alineamiento. Los cebadores sentido

incluyen un sitio de corte para Ndel, mientras que los antisentido lo poseen para

BamHI. Estos sitios de corte se muestran subrayados y resaltados en negrita. La
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sintesis de ambos pares de cebadores fue llevada a cabo por Macrogen en Corea
del Sur.

5.3.2. Condiciones de amplificacion de los fragmentos génicos N1y
N2

Ambos fragmentos génicos fueron amplificados mediante reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR) (Mullis, 1986). La reaccion fue llevada a cabo en
una mezcla de 100 pL de volumen total que contenia: oligonucledtidos (sentido y
antisentido) 0,2 pM, una mezcla en proporciones iguales de deoxinucledtidos
trifosfato a una concentracion de 0,2 mM, 2,5 U de GoTaq ADN polimerasa, MgCl,
2.5 mM, tampdn 5X Green GoTaqg 1X y 1ug de ADN molde pET28-Proteina N de
SARS-CoV-2, una construccion previamente sintetizada en DIAGEN para el
disefio de un kit de diagnéstico basado en la deteccion de anticuerpos especificos
para la proteina N mediante ELISA indirecto en pacientes COVID-19 positivos.
Controles negativos también fueron llevados a cabo siguiendo el mismo protocolo
de reaccién en ausencia de ADN molde. Los ciclos de temperaturas mantenido y
tiempos utilizados' \para/ la| amplificacion consistieron—~en ‘30 ~segundos de
desnaturalizacion a 95°C, seguido de 1 minuto de alineamiento a 62°C, 1 minuto
de elongacién a 72°C, finalizando con 15 minutos a 72 °C, empleando un
termociclador 2720 thermal cycler, Applied Biosystems. Finalmente, los
amplificados fueron visualizados en geles de agarosa al 0,8% (p/v) y purificados
de los mismos con el Kit Wizard SV gel and PCR clean-up System (Promega™)

siguiendo las especificaciones de la casa comercial.

5.3.3. Clonamiento de los fragmentos génicos amplificados de N1y N2
en el vector pGEM-T easy
Los amplificados purificados fueron ligados al vector de clonaje pGEM-T
easy vector (Promega™) (Figura 10), siguiendo el protocolo de la casa comercial.
La mezcla de ligacibn vector-inserto fue preparada con las siguientes
proporciones: 10 pL 1X de 2X Rapid Ligation Buffer T4 DNA Ligase, 50 ng de
PGEM®-T Easy Vector, 150 ng del producto de PCR purificado (N1 o N2) y 3U de
T4 DNA Ligase y subsecuentemente incubada 12 horas a 4°C para incrementar la
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probabilidad de obtener un gran numero de colonias portadoras de plasmidos

recombinantes después de la transformacion.
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Figura 10. Mapa genético del vector pGEM®-T Easy

El vector pGEM®-T Easy ,brinda. un sistema  conveniente para clonar
productos de PCR portadores de'un residuo de’deoxiadenosina‘en los extremos 3’
mediante el apareamiento complementario entre estas Ultimas y los residuos
deoxitimina libres en los extremos 3" del vector prelinearizado. El sitio de cloneo
multiple de este vector enmarcado en el interior de la region codificante para el
péptido a de la enzima [-galactosidasa se encuentra flanqueado por los
promotores T7 de la ARN polimerasa y SP6. La interrupcién del marco abierto de
lectura del péptido a mediada por la insercion de los amplificados de PCR a clonar
facilita la identificacion de los clones recombinantes de aquellos portadores de
plasmidos vacios, mediante la variacion de la coloracion azul blanca
respectivamente en colonias crecidas en placas suplementadas con IPTG y X-
GAL.

5.3.4. Obtencién de transformantes pGEM®-T Easy-N1 y pGEM®-T
Easy-N2

Con el objetivo de obtener colonias bacterianas portadoras de ambas

construcciones, las mezclas de ligacion preparadas para ambos fragmentos (N1 y

56



N2) se usaron para transformar la cepa XL1-Blue de Escherichia coli mediante dos

meétodos: Quimico de competencia y fisico de electroporacion.

5.3.4.1. Transformacion en células competentes de E. coli.

Para la obtencion de transformantes portadores del constructo pGEM®-T
Easy-N1 se emple6 el método de cloruro de calcio descrito por Cohen y col,
(1972). Células de E. coli XL1-Blue provenientes de un cultivo de 50 mL en fase
exponencial e incubado durante media hora a 4°C, fueron transferidas a tubos de
propileno de 50 pL previamente esterilizados y enfriados y colectadas por
centrifugacion a 3000 xg durante 5 minutos y a 4°C. Seguidamente el sedimento
celular fue resuspendido cuidadosamente en 10 mL de solucién fria de CaCl,
(CaCl, 60 mM; glicerol 15% (v/v) en buffer PIPES 10 mM pH: 7) y lavado por
centrifugacion a 3000 xg por diez minutos a 4°C. Transcurrido esto, el sedimento
resultante fue suspendido en 4mL de la misma solucién y posteriormente
alicuotado en volumenes de 400 uL para su posterior uso en los ensayos de
transformacioén siguiendo el protocolo de Sambrook y Russell, (2001) con algunas
modificaciones.

En este sentido, 100 pL de células competentes fueron cuidadosamente
mezcladas con 10 pL del producto de ligacion pGEM®-T Easy-N1 e incubadas
sobre hielo por 30 minutos. Transcurrido este tiempo la mezcla de transformacién
fue sometida a un choque térmico de 1 minuto a 42°C, seguido de un minuto sobre
hielo y ulteriormente resuspendida en 900 uL de medio LB e incubada por 1 hora a
37°C con agitacion. Culminada esta fase de recuperacion, las células fueron
colectadas por centrifugacion, resuspendidas en 100 puL de medio LB y rastrilladas
sobre placas de medio LB agarizado suplementado con 0,1mg/mL de X-Gal, 40
pHg/mL de IPTG, 100 pg/mL de ampicilina 'y 12,5 ug/mL de tetraciclina.

5.3.4.2. Transformacién Bacteriana por Electroporacién

Para la obtencion de transformantes portadores de la construccion pGEM®-
T Easy-N2 fue empleado el método fisico de electroporacion. Células de E. coli
XL1-Blue provenientes de un cultivo de 50 mL en fase exponencial fueron
incubadas durante media hora sobre hielo y posteriormente colectadas por

centrifugacion a 3000xg por 20 minutos a 4°C. El sedimento resultante fue lavado
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por centrifugacion con 50 mL de agua mQ fria tres veces en esquemas de 20
minutos. El sedimento celular resuspendido en 2 mL en agua mQ se utilizé para
preparar reacciones de electroporacion en una relacion de 390 uL de células por
cada 10 pL de mezcla de ligacion pGEM®-T Easy-N2 que subsiguientemente
fueron electroporadas aplicando pulsos de 2,5 KV en un electroporador Eppendorf
electroporator 2510. Una vez culminado el choque eléctrico las células fueron
rapidamente transferidas a tubos falcon contenientes de 1 mL de de medio LB e
incubadas durante 1 hora a 37°C y agitacion constante a 180 rpm a fin de
favorecer su recuperacion. Finalmente, las células fueron colectadas por
centrifugacion, resuspendidas en 100 uL de medio LB vy rastrilladas sobre placas
de medio LB agarizado suplementado con 0,1mg/mL de X-Gal, 40 ug/ml de IPTG,
100 pg/mL de ampicilinay 12,5 pg/mL de tetraciclina.

5.3.5. Seleccion de Transformantes pGEM®-T Easy-N1 y pGEM®-T
Easy-N2: PCR de Colonias

La evaluacion de colonias transformantes positivas para pPGEM®-T Easy-N1
y pPGEM®-T Easy:N2 (blancas) fuellevada a cabo medianteé)\PCR/de colonias. Una
pequefia cantidad de las colonias a ser-evaluadas fue resuspendida por separado
en 20 uL de agua mQ estéril y posteriormente sometidas a calentamiento durante
5 minutos a 100°C a fin de favorecer la liberacion del ADN. Transcurrido este
tiempo las muestras fueron enfriadas sobre hielo durante 5 minutos y
posteriormente centrifugadas a 13000 rpm durante 5 minutos y el sobrenadante
(portador de ADN plasmidico) usado como ADN molde para las reacciones de
amplificacion por PCR. Los amplificados fueron visualizados en gel de agarosa al
0,8% (p/v) y las colonias con mayor intensidad de sefial fueron seleccionadas
como punto de partida para realizar los ulteriores ensayos de subclonamiento en

el vector de expresion.

5.3.6. Secuenciamiento de las construcciones pGEM®-T Easy-N1 y
PpGEM®-T Easy-N2

A fin de verificar la longitud y secuencia correcta de los fragmentos
clonados, ADN plasmidico purificado a partir de las colonias posititivas

seleccionadas mediante PCR de colonias usando el kit de purificacion “Wizard®
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Plus SV Minipreps DNA Purification System” (Promega) fueron enviadas a
secuenciar en los laboratorios de Macrogen Korea. Para ello, la concentracion de
ADN plasmidico en ambos casos fue determinada espectrofotométricamente y el
volumen correspondiente a 2 pg de cada constructo fue alicuotado en tubos
eppendorff y posteriormente sometidos a deshidratacion en un rotaevaporador

Concentrator 5301 (Eppendorf).

5.3.7. Subclonamiento de los fragmentos N1 y N2 en el Vector de

expresion pET28a

Las colonias positivas para las construcciones para pGEM®-T Easy-N1 y
PpGEM®-T Easy-N2 fueron crecidas en medio LB suplementado con los
antibioticos de seleccion, ampicilina (100 pg/mL) y tetraciclina (12,5 pg/mL) vy el
ADN plasmidico fue purificado con el Kit Wizard plus SV miniprep de Promega™
siguiendo las indicaciones de la casa comercial y subsecuentemente cuantificado
por medicion espectrofotométrica. Conocida la concentracion de los plasmidos
purificados, se/procedi¢ a realizarel sub¢lonamientolde los fragmentos génicos N1
y N2 en el vector de expresion pET28a-de Novagen. Para ello, ambos fragmentos
fueron liberados del vector pGEM®-T Easy a través de digestion enzimatica de 1
pg total de plasmido con las enzimas de restriccion Ndel y BamHI de Promega,
siguiendo las indicaciones de la casa comercial. A la par, el vector de expresién
fue linearizado empleando las mismas enzimas de restriccion y finalmente
purificado junto con los fragmentos previamente digeridos a partir de un gel
preparativo de agarosa al 0,8% (p/v) con el kit Wizard SV gel and PCR clean- up
System (Promega™).

Una vez purificados vector de expresion y fragmentos génicos, las mezclas
de ligacion inserto-vector fueron preparadas para un volumen final de 10 yL bajo
las mismas condiciones arriba descritas para la ligacion de los fragmentos en el
vector de clonamiento pGEM®-T Easy. Las mezclas de ligacion resultantes fueron
empleadas para transformar células competentes de la cepa XL1-Blue de E. coli,
como fue descrito anteriormente y las colonias transformantes fueron evaluadas

por PCR de colonias, a fin de seleccionar aquellas portadoras de las
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construcciones pET28-N1 y pET28-N2. Las colonias positivas para ambos
constructos fueron crecidas en 5 mL de medio LB suplementado con 12,5 pug/mL
de Tetraciclina y 33 pg/mL de Kanamicina como antibioticos de selecciéon y
colectadas por centrifugaciéon como material de partida para la purificacion de ADN

plasmidico que fue finalmente usado para transformar células de la cepa de
expresion BL21 DE3 de E. coli.
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Figura 11. Mapa genético del vector de expresiéon pET28a

El vector pET28a (Figura 11), es uno de los plasmidos ampliamente usados
en la expresion de proteinas recombinantes en E. coli, que utiliza el promotor del
fago T7 regulado por la region operadora del operén lac para promover una
expresion génica controlada e inducida por lactosa o IPTG. Adicionalmente este
sistema permite expresar proteinas con una etiqueta de polihistidinas N-terminal,
lo cual facilita su purificacion a través de cromatografia de afinidad a metales
(IMAC). La seleccion de transformantes es facilitada por la presencia en este

vector de un gen de resistencia a kanamicina.
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5.4. Expresion y purificacion de los dominios NTD- N1y CTD -N2

5.4.1. Verificacion de la expresion de los antigenos recombinantes N1
y N2

A fin de verificar la correcta expresion de ambos antigenos recombinantes,
NTD-N1 y CTD-N2, una cinética de induccion fue realizada como se describe a
continuacion. Inéculos de 10 mL de las cepas BL21(DE3)-pET28a-N1 vy
BL21(DE3)-pET28a-N2 fueron preparados en medio LB suplementado con 33
pug/mL de kanamicina respetando una dilucion 1/100 pre-inéculo/medio e
incubados a 37°C con agitacion contante (180rpm) hasta alcanzar una DO
(600nm) de 0,6 correspondiente a la fase exponencial. En este punto, la induccion
de la expresibn fue llevada a cabo mediante la adicibn de isopropil-d-
tiogalactopiranésido (IPTG) a una concentracién final de 200 uM. Una vez
realizada la induccion, la cinética fue llevada a cabo tomando alicuotas de 1mL del
cultivo cada hora durante 3 horas. Posteriormente, sedimentos celulares de ambos
cultivos fueron obtenidos por centrifugacion a 13400 rpm durante 5 minutos y
subsecuentemente resuspendidos.en 100'uL‘de Buffer Sampler. ELLADN de todas
las muestras fue fragmentado mecanicamente y la induccién se verific6 mediante
electroforesis en geles de poliacrilamida al 12,5% (p/v) bajo condiciones

desnaturalizantes.

5.4.2. Cultivo de bacterias y ruptura celular

Un in6culo de 250 mL BL21(DE3)-pET28a-N1 y/o BL21(DE3)-pET28a-N2
preparado a partir de una dilucién 1/100 de un preindculo realizado con una
colonia en medio LB suplementado con 33 pg de kanamicina y crecido hasta una
DO a 600nm de 0,8 fue inducido con IPTG a una concentracién final de 200 ug e
incubado por 16 horas a temperatura ambiente. Finalizado el tiempo de induccion,
el cultivo fue dividido en volimenes de 50 L y posteriormente las células fueron
cosechadas por centrifugacion durante 15 minutos a 7500 rpm.

El sedimento celular resultante fue lavado 2 veces con un volumen de 30
mL de tampéon PBS 20 mM pH 7,6, resuspendido en 40 mL de tampén de
lisis/lavado-N1 (Tris-HCI 25 mM pH 8, 200 mM de NaCl, 5 mM de Imidazol) o
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tampon de lisis-N2 (Tris-HCI 25 mM pH 8, 200 mM de NaCl, 5 mM de Imidazol),
segun fuera el caso, suplementado con 1 uM de inhibidores de proteasas, 1 mM
de PMSF y 20 mg totales de lisozima y almacenado a -20 °C durante toda la
noche. Transcurrido este tiempo la mezcla de lisis fue descongelada,
suplementada con 2,4 ug totales de DNasa y RNasa e incubada 30 minutos sobre
hielo. La ruptura celular fue culminada por sonicacion en frio empleando 8 pulsos
de 20 segundos espaciados entre ellos por un tiempo de 2 minutos.
Subsecuentemente, el lisado resultante fue clarificado por centrifugacion durante
15 minutos a 7500 xg y el sobrenadante filtrado a través de un filtro de 0,22 um.
Alicuotas del lisado sin clarificar, clarificado (sobrenadante filtrado) y pellet fueron

reservadas para su posterior visualizacién en geles de poliacrilamida al 12,5 %.

5.4.3. Purificacion del dominio N1

La purificacion del dominio N-terminal de la Proteina N1 recombinante se
hizo mediante cromatografiajde afinidad -a. metales columna HiTrap™ IMAC de
ImL (Merk) ‘en un’ equipo "Biologic..Duo. ‘Elow. (BIO-RAD). " El.sobrenadante
clarificado fue cargado en la columna previamente equilibrada con 10 volumenes
de tampon de lisis/incubacion (Tris-HCI 25 mM pH 8, 500 mM de NaCl, 10 mM de
Imidazol. Posteriormente, fueron realizados lavados de la resina con 10
volimenes de tampdn de lisis/incubacion-N1 suplementado con 10 mM de
imidazol, 50 mM de imidazol en tampén de lavado 2 (Tris-HCL 25 mM, pH 7.4), y
250 mM de imidazol en tampén de lavado 3 (Tris-HCL 25 mM, pH 7.4)
respectivamente. Finalmente, la elucion fue llevada a cabo mediante un gradiente
lineal de imidazol entre 250 y 500 mM en tampon de elucion (Tris-HCL 25 Mm, pH
7.4). 20 fracciones de 2mL fueron colectadas y posteriormente visualizadas

mediante electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,5%.

5.4.4. Purificacion del dominio N2

La purificacion del dominio (N2) recombinante fue llevada a cabo también
mediante cromatografia de afinidad a metales IMAC empleando una columna
HiTrap™ IMAC de 5mL (Merk) en un equipo Biologic Duo Flow (Biorad) siguiendo
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las indicaciones de la casa comercial con algunas modificaciones adaptadas a las
caracteristicas fisicoquimicas de este dominio. El lisado clarificado fue cargado en
la columna previamente equilibrada con 10 volimenes de tampdn de unidn-N2
(Tris-HCI 25 mM pH 8, 200 mM de NaCl, 20 mM de Imidazol) y re-circularizado a
través de ella dos veces mas a fin de favorecer la uniébn de la proteina
recombinante a la resina. Culminada esta fase de interaccion un lavado con 10
volumenes de tampon de lavado-N2 (Tris-HCI 25 mM pH 8, 200 mM de NacCl) fue
realizado. Culminado el lavado, la elucién del fragmento peptidico fue llevada a
cabo con tampon de elucion-N2 (Tris-HCI 25 mM pH 8, 200 mM de NaCl) a traveés
de un gradiente lineal de imidazol entre 200 y 500 mM en un Duo-flow (BioRad) a
una velocidad de corrida de 4mL/minuto. 75 fracciones de 2mL fueron colectadas
y posteriormente visualizadas por electroforesis en gel de poliacrilamida al 12,5%.
Todos los tampones utilizados en la purificacion fueron suplementados en frio con
1mM de R-Me y PMSF.

5.4.5.Electroforesis 'en/ géeles [de” _poliacrilamida’ em_ycondiciones
desnaturalizantes

A fin de verificar la pureza de los antigenos recombinantes las muestras
fueron cargadas y corridas en una electroforesis en geles de poliacrilamida en
condiciones desnaturalizantes (SDS-PAGE) al 12,5 % y/o al 15% siguiendo el
protocolo descrito por Laemmli (1970). El gel concentrador fue preparado a una
concentracion de 5% de acrilamida, a partir de una solucion stock de acrilamida al
30% (p/v) en tampodn para gel concentrador y agua destilada para un volumen final
de 5mL, suplementado con 0,1% (p/v) de persulfato de amonio (PSA). Al mismo
tiempo, El gel de resolucion fue también preparado usando una solucion de
acrilamida preparada al 30% (p/v), respetando una relacion 29:1
(acrilamida:bisacrilamida), en tampon para gel de resolucién y agua destilada
suplementado con 0,1% de PSA para un volumen final de 5mL. En ambos casos
la polimerizacion fue inducida con 0,16% (v/v) de TEMED. Por otra parte, las
muestras a ser analizadas mediante esta técnica fueron previamente mezcladas

con tampon de carga en una relacion 1:2 muestra: tampon de carga,
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desnaturalizadas por calor durante 5 minutos a temperatura de ebullicion y
posteriormente centrifugadas durante 30 segundos a maxima velocidad en una
centrifuga Eppendorf (miniSpin). Culminado este procedimiento las muestras
fueron cargadas en los geles y la separacion electroforética fue subsecuentemente
realizada en tampon de corrida a 20 mAmp/gel y voltaje libre empleando el
sistema para mini geles Hoeffer. Finalmente, los geles fueron tefiidos con solucion
colorante para geles de poliacrilamida durante 10 minutos a temperatura ambiente
con agitacion constante. Los geles fueron decolorados con solucion decolorante
para geles de poliacrilamida durante el tiempo necesario para observar un

resultado nitido.

5.4.6. Determinacion de la Concentracidn de Proteinas

La concentracion de proteinas en los pools de las proteinas purificadas fue
determinada mediante dos métodos diferentes, Lowry (Lowry, 1951) y Bradford
(Bradford, 1976), realizando una curva de calibracion estandar con una solucion

1mg/mL de albumina de suero bovino (BSA).

5.5. Produccion y purificacion de anticuerpos policlonales contra los
antigenos recombinantes

5.5.1. Produccién y titulacion de anticuerpos policlonales a-N1

Anticuerpos policlonales contra el dominio N-terminal (a-N1) fueron
producidos por inmunizacién de un conejo macho de 4 meses con el antigeno N1
recombinante purificado a homogeneidad. El esquema de sensibilizacion consistio
de 11 inoculaciones intradérmicas de 150 ug totales por vez distanciadas una de
otra de 10 a 12 dias. En cada inoculacion fueron mezclados volumenes de
proteina recombinante diluida en tampén fosfato salino (PBS), hasta completar
1mL total, con un volumen igual de adyuvante incompleto de Freund con la ayuda
de dos inyectadoras conectadas por un puente, excepto la primera inoculacion que
fue realizada con adyuvante completo de Freund y la Ultima inoculacién con la

proteina diluida en PBS en ausencia de adyuvante.
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Luego de transcurrida la tercera inmunizacion muestras de sangre fueron
tomadas por escision de la vena del pabellén auditivo del conejo cada 10 o 12 dias
a fin de llevar a cabo la titulacion de los anticuerpos generados por el animal. Las
muestras de sangre se dejaron coagular a temperatura ambiente y posteriormente
fueron centrifugadas a 13000 rpm durante 5 minutos, a fin de obtener los sueros.
En los subsiguientes ensayos de titulacion los sueros preinmune e inmunes fueron
diluidos de forma seriada y evaluados a través de ELISA indirecto en placas
previamente sensibilizadas con 200ng/pozo del antigeno N1. Cuando se obtuvo un
buen titulo, 150 mL de sangre fueron obtenidos por un numero de 4 punciones
cardiacas del conejo y el suero obtenido fue fraccionado y almacenado a -20°C
para su posterior uso en los ensayos de inmunocaptura del antigeno N en suero

humano.

5.5.2. Produccion de anticuerpos policlonales a-N2

La produccion de anticuerpos policlonales contra el dominio C-terminal (a-
N2) fue realizada por inmunizacion de una cabra hembra de 6 meses de edad con
la proteina N2 /purificada a homogeneidad-como antigeno.| En—este caso el
esquema de inmunizacion requiri6 de 5 inoculaciones subcutaneas de 350 ug
totales del antigeno recombinante, realizadas de manera repartida sobre la regiéon
escapular del animal. La preparacion del antigeno a inocular fue realizada tal y
como se describid para el antigeno N1, siendo la primera inoculacion llevada a
cabo en presencia de adyuvante completo de Freund, la segunda, tercera y cuarta
inoculacién con adyuvante incompleto de Freund y la quinta en ausencia de
adyuvante y con PBS. De la misma forma, una vez transcurrida la tercera
inmunizacién se tomaron muestras de sangre de 1mL por escision de las venas
del pabellén auditivo de la cabra para la obtencién de los sueros inmunes tal y
como fue descrito anteriormente. La titulacion de los sueros también fue llevada a
cabo mediante ELISA indirecto en placas sensibilizadas con 200 ng/pozo del
antigeno N2.

Luego de obtener buenos titulos durante la cuarta y quinta sensibilizacion,

se procedieron a realizar 4 extracciones de 60 mL de sangre mediante puncién de
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la yugular, que rindieron un volumen de suero total a-N2 de 180 mL y se fracciono

y almaceno a -20°C para su posterior uso.

5.5.3. Purificaciéon de Anticuerpos

La purificacion de ambos anticuerpos, a-N1 y a-N2 se llevdo a cabo
mediante cromatografia de intercambio i6nico empleando el sistema Econo-
Pac®Serum IgG Purification Kit (BIO-RAD), el cual consiste en una resina PD10
que permite la rapida desalinizacion de las muestras séricas y una columna DEAE
Affi-Gel®blue que permite la purificacion a homogeneidad de IgG de otras
proteinas séricas y plasminogeno.

En ambos casos la preparacion de la muestra fue llevada a cabo utilizando
columnas Econo-Pac 10DG, empleando como material de partida 2,5y 3,5 mL de
suero policlonal de a-N1 y a-N2 respectivamente, previamente descongelados en
frio y centrifugados durante 5 minutos a 13400 rpm. Posteriormente las muestras
fueron cargadas en las columnas previamente equilibradas con 80 mL de tampdn
de aplicaciéon (Tris-HCI pH 8, NaCl 0,028 M), el volumen muerto colectado y la
elucion del suero 'desalinizado fue realizada eon 3,5 mL - 4mL/del-mismo buffer
respectivamente.

Al culminar el proceso de desalinizacion, se procedié a cargar las muestras
en la columna DEAE Affi-Gel®blue previamente equilibrada con tampon de
aplicacion (Tris-HCI pH 8, NaCl 0,028 M). Una vez colectado el volumen muerto 18
y 22 fracciones de 2 mL cada una fueron colectadas empleando para la elucion el
mismo tampon. Posteriormente las muestras purificadas fueron visualizadas
mediante SDS-PAGE al 12,5% y la concentracion de proteinas determinada por el

método de Lowry.

5.6. Ensayos de ELISA

5.6.1. Sueros

La tabla I, muestra un resumen de la naturaleza y el numero de sueros
empleados en cada uno de los ensayos llevados a cabo en este trabajo. Para

llevar a cabo los ensayos de caracterizacion antigénica de los dominios N1 y N2,
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asi como aquellos correspondientes al disefio del ensayo de inmunocaptura de
proteina N sérica basado en la técnica de ELISA Sandwich indirecto, fueron

empleadas muestras de suero negativas y positivas para SARS-CoV-2.

Tabla I. Namero de sueros positivos y negativos para SARS-CoV-2 empleados por ensayo.

N°. Sueros
N°. Sueros POSITIVOS® para o
NEGATIVOS
SARS-CoV-2
para SARS-CoV-2
igM** IgM e IgG** IgG™ IgM e IgG
Sensibilidad y Especificidad de N, N1y N2, - - 23 17
frente a sueros (+) 23 - - 17
y (-) para SARS-CoV-2 - 23 - 17
Deteccion de 1gG anti (N, N1y N2) - - 41 43
Deteccion de IgM anti (N, N1y N2) 23 - - 17
Captura de en N en sueros (+) para IgM 21 - - 36
Captura de en N en sueros (+) para IgM e
p (+)p g i 21 i 36
19G
Captura de en N en sueros (+) para IgG - - 21 36
Captura de N en presencia deT20,/SDSy G 36
CHAPS

* Sueros positivos para SARS-CoV-2 previamente evaluados mediante RT-PCR en tiempo real en el Insituto
Nacional de Higiene Rafael Rangel (INHRR).

** Sueros positivos por RT-PCR en tiempo real, posteriormente evaluados IgM, 1gG e IgG/IgM con los Kit's
COVID-19 iFlash y GAMA-ELISA IgM e IgG.

*+* L0s sueros evaluados con los Kit's COVID-19 iFlash y GAMA-ELISA IgM e 1gG.

Las muestras de suero negativo incluyeron muestras prepandémicas disponibles
en nuestro laboratorio (LEP), recolectadas antes del afio 2020. Mientras que, las
muestras séricas positivas (previamente evaluadas por RT-PCR en tiempo real),
fueron donadas por el Instituto Nacional de Higiene Rafael Rangel (INHRR), por el
Dr. Gregorio Rivas del Instituto Autonomo Hospital Universitario de los Andes-
IAHULA y por el Complejo tecnolégico Farmacéutico del Estado Venezolano
QUIMBIOTEC (IVIC) (muestras evaluadas con el kit COVID-19 iFlash). Todas las
muestras donadas fueron reevaluadas mediante ELISA indirecto haciendo uso de
los kits GAMAlisa® (IgM, IgM e IgG y 1gG).

67



Es de hacer notar que todos los sueros positivos para COVID-19
empleados durante este trabajo fueron colectados desde inicio del 20 de enero de
2021 hasta mediados del aflo 2023, por tanto representan una muestra
heterogénea de las variantes de preocupacion (VOC) y variantes de interés (VOI)
de SARS-CoV-2 que circularon en Venezuela duante ese periodo. VOC: Gamma
(primera deteccion 21-01-2021, dltima deteccion 29-11-2021), Alpha (primera
deteccion 18-03-2021, dltima deteccion 03-10-2021), Delta (primera deteccién 24-
06-2021, ultima deteccion 15-03-2022) y Omicron y sus subvariates BA.1-BA.5
(primera deteccidon 09-12-2021 y ultima deteccion 2023). VOI: Lambda (primera
deteccién 05-03-2021, dltima deteccién 11-18-2021) y Mu (primera deteccion 08-
05-2021, ultima deteccion 17-12-2021) (Jaspe y col, 2023).

5.6.2. Deteccion de IgG e IgM a-N, en sueros de pacientes positivos y
negativos para COVID-19

Para la deteccion de anticuerpos _séricos de los isotipos IgM e IgG en
sueros negativos y/positivos para SARS-CaoV-2, fueron empleados-ios Kits SARS-
CoV-2 (COVID-19) IgG y SARS-CoV-2 (COVID-19) IgM de GAMZAIlisa® siguiendo
las indicaciones sugeridas por la casa comercial. Muestras séricas previamente
fraccionadas y almacenadas a -20°C fueron descongeladas en frio y los
componentes del estuche llevados a temperatura ambiente durante 30 minutos
antes de su utilizacion. Transcurrido esto, cada suero fue diluido en diluyente de
muestra DIAGEN (1/100) en un volumen final de 100 pL. Subsecuentemente, las
muestras diluidas fueron depositadas cuidadosamente en los pozos de
microplacas de ELISA (Thermo 6506 High Binding Protein 2 strip of 8 wells)
previamente sensibilizadas con 200 ng de los antigenos recombinantes N
(producida previamente en DIAGEN), N1 y N2 segun fuese el caso, incluyendo el
blanco (diluyente de muestra) y el control negativo (suero negativo en diluyente de
muestra). Los pozos fueron recubiertos con film plastico (envoplast) e incubados a
37°C durante 30 minutos. A continuacién, los pozos fueron lavados 5 veces con
250 pL de solucién de lavado. Finalizado el ultimo lavado, el liquido residual fue

eliminado invirtiendo la microplaca y golpeandola varias veces sobre papel
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absorbente. A los pozos lavados se les continué el procedimiento agregando 100
pML de a-IgM humano/HRP (Jackson ImmunoResearch) (diluida 1/5.000) o a-lgG
humano/HRP (Jackson ImmunoResearch) (diluida 1/10.000) en diluyente de
conjugado (DIAGEN) en cada pozo y agitando cuidadosamente la microplaca
durante 10 segundos antes de llevar a incubar durante 30 minutos a 37°C.
Terminada la incubacion, los pozos fueron lavados con 250 pL de solucién de
lavado, drenando el liquido residual mediante inversion sobre papel absorbente y
se continuo agregando en cada pozo un volumen de 100 pL de solucién
cromogeno/sustrato  (DIAGEN) (3,3",5,5 tetrametilbenzidina (TMB)/peroxido de
hidrégeno (H20,)). La reaccion de revelado fue entonces incubada durante 10
minutos a temperatura ambiente y se detuvo agregando a cada pozo 100 uL de la
solucion de parada DIAGEN (4cido clorhidrico (HCI) 0.5 N). Finalmente, el registro
de la absorbancia a 450nm se realiz6 usando un lector de placas de ELISA

Multiscan Thermofisher.

5.6.2111% /EStimacion de la sensibilidad, especificidadsy punto de
corte o cut-off de los polipéptidos N, N1 y N2 mediante analisis de

curvas ROC

La sensibilidad es un pardmetro que expresa la proporciébn de muestras
positivas que son correctamente identificadas como reactivas por el estuche de
diagnéstico con las que son evaluadas, mientras que la especificidad define la
proporcién de muestras negativas que son correctamente identificadas como no
reactivas con la herramienta de diagndstico (Cura y Wendel, 1994; Vizcaino-
Salazar, 2017; Trevethan, 2017). Las muestras reactivas y no reactivas con el
estuche de diagndstico de prueba requieren haber sido evaluadas por otro estuche
de diagnéstico confiable o de referencia a fin de contrastar el desempefio de la
herramienta de diagnéstico en prueba. Ambos parametros estan definidos

matematicamente como:
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Test de referencia

Enfermo Sano Total

Enfermo VP FP VP(;)FP
Test de prueba
Sano FN VN FN(Z)VN
VP + FN FP + VN
Total W) ) VP4+FP+VN+FN
Sensibilidad = — " Especificidad = — 2
VP +FN VN +FP
vep= 2 veN = 8
VP +FP VN +FN

Figura 12. Diagrama del ordenamiento de los datos obtenidos de la evaluacion con el test de
referenciay el test de prueba. Las formulas para el célculo de la sensibilidad, especificidad, valor
predictivo positivo (VPP) y valor predictivo negativo (VPN) estan indicadas. VP: verdadero positivo;
VN; verdadero negativo; FP: falso positivo; FN: Falso negativo. El total es la suma de
VP+VN+FP+FN=N.

El valor predictivo de una prueba diagnédstico, es un parametro que define la
probabilidad de estar infectado cuando la evaluacibn con la herramienta de
diagnéstico en cuestidon ha resultado positiva (valor predictivo positivo) o la
probabilidad de carecer de la condicién o enfermedad cuando la evaluacion con la
herramienta de /diagndstico en cuestion ha resultado negativa/ (valor predictivo
negativo) (Cura y Wendel, 1994; Vizcaino-Salazar, 2017; Trevethan, 2017) (Figura
12).

Las curvas ROC (Receiving Opereating Characteristic curve, por sus siglas
en inglés), son un método estadistico util para determinar la exactitud y
desempefio de las pruebas de diagnéstico que generan resultados de relevancia
clinica. Esta metodologia fue desarrollada en los afios 50 especificamente para el
analisis deondas de radar, sin embargo, en la actualidad son ampliamente usadas
en el ambito de las ciencias médicas (Kumar y Indrayan, 2011; Vizcaino-Salazar,
2017). Las curvas ROC facilitan la determinacion de los parametros de
sensibilidad y especificidad, los cuales sonnecesarios para evaluar la validez de
una herramienta de diagndstico; ademas del punto de corte mas apropiado en el
que los valores de sensibilidad yespecificidad son 0ptimos para discriminar entre
pacientes sanos y enfermos.

Una curva ROC es la representacion grafica de la sensibilidad vs 1-

especificidad como se muestra en la Figura 13. La curva resultante esta contenida
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en un cuadro de area 1 en el que también se representa una linea diagonal que
divide el espacio en dos mitades. Dicha linea, representa un area de 0.5 o el 50%
del area total. Mientras mayor o0 mas cercana a 1 sea el area bajo la curva (AUC),
mejor sera el desempefio de la prueba de diagndstico (Cerda y Cifuentes, 2012).
Visto desde otro angulo, una prueba experimental que describa una curva cercana
a la linea diagonal, seréa indicativo de que la pruebaen cuestién no ofrece ninguna
discriminacion o diferencia entre personas sanas Yy enfermas. Por el contrario,
mientras la curva experimental tenga una mayor aproximacién al punto 1 en el eje
Y (sensibilidad), el poder de la prueba como herramienta de diagndstico
incrementa (Cerda y Cifuentes, 2012; Vizcaino-Salazar, 2017).

En la figura 13 se muestran tres curvas que describen un excelente,
aceptable y pobre desempefio en un sistema de diagndstico hipotético. Con esta
metodologia también es posible comparar entre métodos de diagndstico basados
en el mismo principio comparando el valor del AUC de cada curva. Cuando se
determina el valor de corte o cutoff usando las curvas ROC, la seleccion de un
valor puntualyno define necesariamente-los valores dejsensibilidad-y,especificidad
mas altos. Escoger un punto de corte“donde ambos parametros sean altos se
puede realizar mediante el indice de Youden, el cual establece el cutoff donde la
sensibilidad y la especificidad son las mas optimas. Finalmente, la seleccion de
ese punto de corte también dependera del objetivo del diagnéstico, es decir, si se
desea favorecer la sensibilidad sobre la especificidad o viceversa.
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S 05 Prueba B
)
C
3 = Prueba C
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Figura 13. Representacion grafica de tres curvas ROC. Las curvas cercanas al punto 1 en el
segmento superior izquierdo (pruebas A y B) describen una mayor precision y desempefio de los
sistemas diagnosticos. La prueba C, mas cercana a la diagonal, es ejemplo de una prueba de
diagnostico deficiente que no ofrece discriminacion entre grupos.

Los valores de absorbancia obtenidos en la deteccion de 1os isotipos de
anticuerpos 1gG e IgM especificos para N, N1 y N2, en sueros de pacientes
positivos y negativos para COVID-19, fueron representados en graficos de
dispersién de puntos mientras que los analisis de la sensibilidad, especificidad y el
valor de corte o cutoff se realizaroncon la metodologia de las curvas ROC. Todos
los graficos fueron elaborados con GraPhpad Prism 7.

El cut-off es un valor referencial que puede estar expresado como un valor
de absorbancia o de concentracion dependiendo del caso. Dicho valor delimita y
establece la posicion de aquellas muestras que son negativas o no reactivas (D.O
< cut-off) de aquellas que son positivas o reactivas (D.O > cut-off). El incremento
del nimero de desviaciones dependerda de que tan dispersos son los datos de
absorbancia de los sueros negativos respecto de su valor promedio; es decir,
mientras mayor sea la dispersion, se incrementara el nimero de deviaciones quese
suman al promedio para obtener el punto de corte. Este valor de corte no es

estético, sino que puede modificarse a criterio del evaluador con el fin de favorecer
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un equilibrio entre los parametros de especificidad y sensibilidad (Curay Wendel,
1994). El puntode corte se calculd como el promedio de una muestra de sueros
negativos sumando tres desviaciones estandar y también mediante el analisis de

las curvas ROC (mejor valor de cut-off).

5.7. Determinacion de la combinacion de anticuerpos a ser
empleada en el desarrollo de un sistema de inmunocaptura de la
proteina N sérica basado en ELISA sandwich indirecto (DIAGEN)

Resultados previos han sugerido que la proteina N de los coronavirus
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV2 puede ser detectada por ELISA en
muestras de sueros de pacientes positivos durante el periodo ventana de la
infeccion, fungiendo como un interesante biomarcador para el diagndstico
temprano del COVID-19. Dado que la caracterizacion antigénica realizada en este
trabajo permitié corroborar el valor diagnostico de los antigenos recombinantes
producidos en nuestro laboratorio (N, N1 y N2), el siguiente paso fue estandarizar
el sistema de inmunocaptura delyantigeno N basado en un ELISA sandwich
indirecto. Para ello, se procedié a.determinarla'mejor-combinacion.de anticuerpos
captura/primario que permitiese capturar el antigeno con un mayor grado de
sensibilidad en el rango de 10-500 pg/mL, el cual corresponde al rango de las
concentraciones de proteina N que se han logrado detectar en suero de pacientes
en estados convalecientes y severos.

Los anticuerpos policlonales obtenidos por inmunizacién en conejo contra
las proteinas N completa (DIAGEN) y N1, asi como en cabra contra el dominio N2
purificados y estabilizados en solucion 4.3 (DIAGEN) fueron empleados para la
realizacion de las siguientes combinaciones anticuerpo de captura/anticuerpo
primario: a-N/a-N2, a-N2/a-N, a-N2/a-N1 y a-N1/a-N2 siguiendo la metodologia
descrita a continuacion. Los pozos de las placas de ELISA fueron sensibilizados
durante toda la noche a 4 °C de manera independiente con 200 ng de los
anticuerpos a-N, a-N1 o a-N2 en tampon de union Tris-HCI 10 mM a pH 8,5 en
lugar del tampon de unién del estuche GAM/AIlisa® (tampon carbonato pH 9,6), a

fin de garantizar la estabilidad estructural y funcional de los anticuerpos.
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Los pozos fueron lavados tres veces con 250 pL de solucién de lavado
GAMZlisa® y bloqueadas con solucion de bloqueo durante dos horas a 37 °C.
Transcurrido este tiempo la solucion de bloqueo fue eliminada mediante tres
lavados con el mismo volumen de solucién de lavado. Seguidamente, los pozos
fueron incubados durante una hora a 37 °C con 50 yL de suero IgM positivo 0
negativo para COVID-19 como fuente de proteina N natural (libre en suero)
diluidos en diluyente de muestra hasta completar un volumen final de 150 pL por
pozo. Culminado este tiempo los pozos fueron lavados nuevamente y se
incubaron una hora a 37 °C con los anticuerpos primarios diluidos 1/100 en
diluyente de muestra (DIAGEN), respetando el esquema de combinaciones
sefialado anteriormente. La incubacion con los conjugados fue realizada segun
fuese el caso con a-IgG de conejo (producido en cabra)/HRP o a-IgG de cabra
(producido en conejo/(HRP) a una dilucion 1/10.000 en diluyente conjugado
(DIAGEN) por media hora a 37 °C. El revelado fue llevado a cabo afiadiendo a
cada pozo 100 pL de TMB/H,O, (DIAGEN) y la reaccion se detuvo después de
treinta minutos, con 100 pL de solucidon;de~parada (DIAGEN)s Finalmente, las
placas se midieron a 450 nm en un lector para placas de ELISA.

En todos los ensayos realizados se incluyé un blanco (diluyente de
muestra), control negativo (suero negativo, sin anticuerpo primario) y control

positivo (5 ng de proteina N recombinante).

5.8. Curva de calibracién para la cuantificacion de la proteina N con
el sistema de inmunocaptura de antigeno ELISA sandwich indirecto a-
N2/N/a-N

La curva estandar de N para el sistema de inmunocaptura de antigeno
ELISA sandwich indirecto fue realizada utilizando la combinacién de anticuerpos
captura/primario (a-N2/a-N), ya que esta combinacioén permitio capturar de manera
eficiente la proteina N en muestras de suero en comparacion con el resto de las
combinaciones evaluadas. Dicha curva fue construida empleando concentraciones

crecientes de la proteina N recombinante purificada a homogeneidad (DIAGEN) en
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un rango entre 5.000 y 32.000 pg/mL, preparadas por diluciones seriadas a partir
de un stock en tampon de incubacion (PBS ELISA pH 7,2). El rango de
concentraciones fue elegido por debajo de las concentraciones de saturacion, a fin
de garantizar la linealidad de los resultados obtenidos.

Cada una de las diluciones de la proteina N recombinante fue realizada por
triplicado y utilizadas en los ensayos de inmunocaptura siguiendo el protocolo de
ELISA sandwich indirecto N2/N/a-N descrito anteriormente, en presencia de 50 pL
de un suero negativo prepandemia. Finalmente, los promedios de los valores de
absorbancia obtenidos para cada dilucion fueron graficado vs la concentracion de

proteina N recombinante (pg/mL), con la desviacion estandar.

5.9. Determinacion del efecto opsonizante de los anticuerpos IgG a-
N de pacientes COVID-19 positivos sobre la proteina N recombinante

A fin de determinar la competencia existente entre los anticuerpos IgG
opsonizantes presentes en sueros positivos para COVID-19 y los anticuerpos de
captura a-N2, (fijados en,los poezos.de Jas placas de ELISA) se,procedio a realizar
un ensayo de inhibicion por® ELISAbajo" las condiciones de finmunocaptura
previamente descritas. Pozos de ELISA sensibilizados con 200 ng de anticuerpo
policlonal a-N2, lavados y bloqueados fueron incubados durante 1 hora a 37°C
con una mezcla previamente incubada de 5 ng de proteina N recombinante y
volumenes crecientes de suero de un paciente IgG positivo para COVID-19 (5-25
pl) en diluyente de muestra, hasta completar un volumen final de 100 ul/pozo,
realizando como control el mismo procedimiento con un suero IgG negativo.
Culminado el tiempo de incubacién, las muestras fueron cuidadosamente
retiradas, los pozos lavados y subsiguientemente incubados con anticuerpo
primario a-N durante 1 hora a 37°C. A continuacion, las reacciones de revelado

fueron llevadas a cabo durante un tiempo de incubacion de 30 minutos.

5.10. Determinacion de la concentracion de N en muestras de sueros
de pacientes IgG, IgM e IgM/IgG positivas para SARS-CoV-2
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La concentracion de proteina N natural presente en las muestras de sueros
de los pacientes IgM, IgG e IgM/IgG positivos para SARS-CoV-2 fue llevada a
cabo sustituyendo los valores de absorbancia obtenidos durante el ensayo de
inmunocaptura para cada uno de los sueros evaluados (Y), asi como los de la
pendiente (m) y de corte con el eje Y (bo), generados por la curva estandar de N,
realizada previamente sobre la ecuacion de la recta X =Y - bO / m. En donde X

corresponde al valor de la concentracion.

5.11. Evaluacion de la sensibilidad y la especificidad del sistema de
inmunocaptura de la proteina de N en sueros basado en ELISA
sandwich indirecto (DIAGEN)

El desempefio del sistema diagndéstico desarrollado fue evaluado para tres
categorias independientes de sueros: IgG, IgM e IgM/IgG positivos y sueros
negativos como control para COVID 19. Los valores de absorbancia obtenidos
fueron analizados a partir _de las curvas ROC (% sensibilidad vs 100%-
especificidad) /abtenidas \con GraphPad' prism’7.0. De da mismaforma descrita
anteriormente, la caracterizacion del valor diagnostico de los antigenos se realizd
empleando los parametros de sensibilidad y especificidad del RT-PCR en tiempo
real como el método diagndstico gold estandar de comparacion. En la
determinacién fueron empleados los valores de absorbancias derivados como
verdaderos positivos y negativos, asi como falsos positivos y negativos por el
sistema de diagndstico de inmunocaptura de N, (realizado para un numero de 21
sueros positivos y 36 sueros negativos para cada una de las modalidades
caracteristicas de los sueros evaluados).

5.12. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad del sistema de
inmunocaptura de proteina de N en los sueros en base al ELISA
sandwich indirecto (DIAGEN) modificando la composicion del
diluyente de muestra.

A fin de monitorear el efecto que tiene la adiciébn de agentes tensoactivos al
diluyente de muestra sobre la eficiencia en la captura de antigeno N en los sueros,

el tampdn diluyente de muestra previamente estandarizado (PBS-ELISA, pH 7,2)
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fue suplementado con dos combinaciones diferentes de detergentes neutro e
ionico. En este ensayo se usaron 21 sueros de pacientes IgM/IgG positivos y 36
negativos para COVID-19. Los demés pasos del protocolo fueron iguales a los

descritos anteriormente para la inmunocaptura estandarizada.

6. RESULTADOS

6.1. Prediccion de epitopes lineales y estructurales de los dominios

de la proteina N

Los andlisis de especificidad demostraron que la secuencia polipeptidica de
la proteina N del SARS-CoV-2 diferia significativamente de la de los coronavirus
comunes HCoV-229E y HCoV-OC43 y de la del MERS-CoV, mostrando asi una
alta especificidad. Aun cuando la proteina de la nucleocapside (N) de SARS-CoV
comparte motivos antigénicos, principalmente en la region N-terminal con la
proteina N de SARS-CoV-2, esta ultima ha sido,y es aun el antigeno mas usado
para el diagngstico de 'SAR-CoV-2. En_el caso de la poblacion venezolana, no se
ha detectado hasta ahora ningin caso de SARS-CoV, por lo tanto; no hay
posibilidad alguna de reacciones cruzadas.

Por otro lado, el andlisis de secuencias de la proteina N implicé la
prediccion bioinformatica de epitopes lineales y conformacionales sobre las
estructuras primaria, secundaria y terciaria reportadas para la variante de Wuhan.
Encontrandose que, la mayor densidad de epitopes inmunogénicos de la proteina
se encuentran distribuidos en el extremo C-Terminal, posicionando a este dominio
como inmunodominante frente al N-terminal. Esto se traduce en la generacién de
respuestas inmunologicas fuertes y moderadas cuando sean usados para la
produccion experimental de anticuerpos IgG e IgM (Li y col., 2003; Shen y col.,
2021).

Estos analisis bioinforméaticos mas los resultados experimentales de Shen y
col (2021), sobre la especificidad y antigenicidad permitieron la seleccion de dos
regiones polipeptidicas de la proteina de la nucleocapside del SARS-CoV 2 con un

moderado y alto valor de indice de antigenicidad. La primera de estas regiones
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corresponde a un polipéptido de 175 aminoacidos que comprenden el dominio
NTD y 41 aminoacidos del enlazador central intrinsecamente desordenado LKR
(N1) y la segunda a un polipéptido de 289 aminoacidos que incluyen los mismos
41 aminoéacidos del LKR y 248 aminoacidos del dominio CTD (N2) (Figura 14).
Estas regiones fueron seleccionadas a fin de generar anticuerpos policlonales
para cada una de ellas en animales de distinto origen con el objeto de ser
utilizados en el disefio de un sistema de inmunocaptura basado en ELISA

sandwich indirecto.

247 364 419

1 44 180
A oem
LKR

; —— N
C N2,|:A_EK1R_| _:

Figura 14. Representacion esquematica de las regiones polipeptidicas N1y N2 de la proteina
de la nucleocapside del SARS-CoV-2. (A) Representacion esquematica de los dominios
estructurales de la proteina N del SARS-CoV-2 de longitud completa. Los limites de los dominios
se encuentran representados en verde y los dominios NTD Y CTD asi como el enlazador central
(LKR) en rojo, azul y cian respectivamente. (B) Representacion esquematica de las regiones que
componen en polipéptido N1. (C) Representacion esquemaética del polipéptido N2.

6.2. Clonaje de las secuencias que codifican para los dominios N1y
N2 de la proteina N del SARS-CoV-2
La amplificacién por PCR de las regiones génicas N1 y N2 a partir de la
construccion PET28a+-N dio lugar a la obtencion de dos amplificados cuyas
bandas migraron levemente por encima de los marcadores de 500 pb y 750 pb, lo
cual coincide con las longitudes 522 y 827 pb esperadas para los fragmentos N1 y
N2 respectivamente (Figura no mostrada).
Posteriormente los amplificados de ambas regiones fueron purificados a
partir de geles preparativos de agarosa y ligados de manera independiente al
vector de clonamiento pGEM®-T Easy. Culminados los eventos de ligacion, las
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construcciones pGEM®-T Easy-N1 y pGEM®-T Easy-N2 fueron utilizadas para
transformar la cepa XL1-Blue de E. coli y las colonias transformantes positivas
(blancas) fueron subsiguientemente evaluadas mediante PCR de colonias a fin de
verificar la presencia de los insertos en los plasmidos. La Figura 15, exhibe los
resultados para ambos fragmentos N1 y N2, pudiéndose observar que para ambos
casos se encontraron clones cuyos amplificados coinciden con las longitudes
moleculares esperadas, sin embargo; fueron seleccionados para los ensayos
posteriores de sub-clonaje aquellas en las que se observdé mayor intensidad de
sefal (8y 12 para N1y 4y 8 para N2).
A B

Colonias i) ¢ |\ Colonias 4
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Figura 15. Evaluacionipor PCR/de.colonias'de los transformantes positivos para las
construcciones pGEM®-T Easy-N1y pGEM®-T Easy-N2. (A) Amplificacién por PCR de colonias
de los transformates seleccionados pGEM®-T Easy-N1. (B) Amplificacién por PCR de colonias de
los transformates seleccionados pGEM®-T Easy-N1. En ambas figuras las siglas representan: Cn:

control negativo, Cp: control positivo, M: marcadores de peso molecular y las flechas negras los
clones seleccionados para los ensayos de subclonaje en el vector pET28a.

Una vez verificadas las secuencias clonadas en ambas construcciones, se
procedié a subclonar los fragmentos génicos en el vector de expresion pET28a.
Para ello, se procedié a digerir los plasmidos pGEM®-T Easy-N1 y pGEM®-T
Easy-N2 y pET28a con las enzimas de restriccion BamHI y Ndel. La figura 16
resume los resultados obtenidos de la corrida electroforética en geles de agarosa
preparativos al 0,8% de ambas digestiones. Notese que en ambos casos se pone
en evidencia la liberacion de los insertos por la presencia de dos bandas que se
corresponden con la longitud esperada para los insertos (522 y 827pb) y para el
PGEM®-T Easy (3000 pb). En el lado derecho de ambos geles se observa una
banda al nivel de los marcadores de 5 y 6 Kb que corresponde al plasmido
pET28a totalmente linealizado, lo cual concuerda con su longitud de 5369pb
(Figura 16).
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Los insertos y los vectores de expresion linealizados extraidos de los geles
de agarosa y subsecuentemente purificados fueron sometidos a un ensayo de
ligacion durante toda la noche a 4°C y las construcciones pET28-N1 y pET28-N2
resultantes fueron usadas para transformar nuevamente a la cepa XL1-Blue de E.
coli. Posteriormente, los transformantes obtenidos fueron evaluados mediante
PCR de colonias a fin de verificar la existencia del inserto en el vector de
expresion resultando solo 2 colonias positivas para la construccion pET28-N2
(colonias 15 y 25) y 12 para para la construccion pET28-N1 de las cuales se

usaron aquellas con mayor intensidad de sefial (Figura 17).
A B

;s pGEM-T easy
pGEM-T easy pET28a (+) N2 pET28a (+) M Kb.

Kb. M N1

Figura 16. Digestién doble de las construcciones pGEM®-T Easy-N1, pGEM®-T Easy-N2 vy el

vector de expresion pET28a. (A) Ensayo de restriccién doble de la construccion pGEM®-T Easy-

N1 con las enzimas de restriccion BamHI y Ndel. (B) Ensayo de digestion doble de la construccion

pPpGEM®-T Easy-N2 con las enzimas de restriccion BamHI y Ndel. En (A) y (B) los marcadores de
peso molecular se encuentran representados como (M).

Finalmente, se purificaron ambas construcciones para transformar a la cepa

BL21(DE3) de E. coli a fin de expresar ambos fragmentos antigénicos.

M 1 2 3 4 5 6 78 9 10 11 12

Figura 17. Evaluacion por PCR de colonias de los transformantes positivos para las
construcciones pET28a-N1 y pET28a-N2. (A) Amplificacion por PCR de colonias de los
transformates  seleccionados pET28a-N1. (B) Amplificacion por PCR de colonias de los
transformates seleccionados pET28a-N2. En ambas los nimeros ubicados en la parte superior
indica la colonia evaluada y la letra M representa los marcadores de peso molecular.
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6.3. Expresion y purificacion de los dominios NTD-N1y CTD-N2

Para poder emplear los polipéptidos recombinantes en la produccion de
anticuerpos policlonales resulta necesario que esta se exprese de manera soluble.
Es por ello, que deben optimizarse las condiciones de cultivo de las bacterias
portadoras de las construcciones de expresion recombinantes que permitan

obtener los mejores resultados.

6.3.1. Sobreexpresion de los fragmentos polipeptidicos N1y N2

Dos colonias transformantes para cada construccion (pET28-N1 y pET28-
N2), seleccionadas mediante evaluacién de PCR de colonias, fueron crecidas en
medio LB tal y como se describié anteriormente. Una vez alcanzada la fase
exponencial la induccion fue realizada por la adicion de 0,5 mM de IPTG y
alicuotas de los cultivos fueron tomadas antes y 1, 2 y 3 horas después de agregar
el inductor. La figura 18 muestra la cinética de induccion con IPTG de las
proteinas recombinantes N1,y N2;en la-cepa BL21 (PE3). En el panel A las
bandas que se'observan/desde ‘el primer tiempo Juego de la sobreexpresion de
ambas colonias migran levemente por encima del marcador de 20 kDa lo cual se
corresponde con el peso molecular predicho teéricamente de esta proteina con la
cola de polihistidina de 19,85587 kDa en el servidor Protparam de Expasy sobre la
secuencia nucleotidica traducida a aminoacidos, la cual ademas posee un punto
isoeléctrico tedrico de 9,93. Mientras que, en el panel B correspondiente a la
cinética de induccion de la proteina N2 se observan bandas que migran entre los
marcadores de 30 y 45 kDa, resultado que se muestra consistente con el peso
molecular predicho de esta proteina con la cola de polihistidina de 32,13684 kDa
y un punto isoeléctrico teodrico de 9,93. Por tanto, ambas cinéticas dejan
demostrada la sobreexpresion evidente de ambos polipéptidos. Analisis
posteriores de solubilidad lograron comprobar que la induccion con IPTG de
ambas proteinas bajo las condiciones ensayadas permite obtener proteinas

recombinantes completamente solubles.
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Figura 18. Cinética de induccién con IPTG de las proteinas recombinantes N1 y N2 en
cultivos de colonias BL21(DE3)-pET28a-N1 y BL21(DE3)-pET28a-N2. (A) Evaluaciéon de la
expresioén del polipéptido N1 en dos colonias positivas para BL21(DE3)-pET28a-N1 en SDS-PAGE
al 15% (B) ) Evaluacion de la expresion del polipéptido N2 en dos colonias positivas para

BL21(DE3)-pET28a-N2 en SDS-PAGE al 12,5%. En ambos geles la sigla M representa los
marcadores de peso molecular y la letra t (1-3) el tiempo de induccién en horas.

6.3.2. Purificacion del fragmento N1y N2

Luego\ de ' verificada 'la (expresion: del antigeno.-N1' recombinante, la
purificacion de la proteina fue realizada mediante cromatografia de afinidad a
metales empleando una columna HiTrap™ IMAC (Merk) en un equipo Biologic
Duo Flow (Biorad) a partir del lisado clarificado de un cultivo de BL21 (DE3)
/IpET28a-N1 inducido con 0,5 mM de IPTG. La eluciéon fue llevada a cabo

empleando un gradiente lineal de imidazol entre 250 y 500 mM.

Gracias a que la clonacion en el vector de expresion pET28a permite la
expresion de la proteina fusionada a una cola de seis histidinas que forman
enlaces de coordinacién con iones Ni*? inmovilizados sobre la resina, la
purificacion se logré de manera exitosa en un solo paso. Los resultados obtenidos

del protocolo de purificaciébn se muestran en la figura 19.
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Figura 19. Purificacion del antigeno N1 mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC)
empleando un gradiente lineal de imidazol entre 250 y 500 mM. (A) Visualizacion de las
fracciones obtenidas mediante analisis de SDS-PAGE al 15%. M: marcadores de peso molecular,
SF: sobrenadante filtrado, UN: proteinas que no se unieron a la resina, F(15-40):fracciones eluidas
del gradiente lineal de imidazol. (B) Cromatograma de la purificacion de N1 en gradiente lineal de
imidazol.

El andlisis de SDS-PAGE al 15% muestra que la proteina de 19,9 kDa logro
ser purificada a homogeneidad a partir de la fraccion soluble del lisado clarificado
(Figura 19 A), comenzando a eluir a una concentracion de 200 mM de imidazol y
con un pico de mayor elucibn comprendido jentre jlas fracciones 17 y 25
correspondientes a los/lavados de' elucion'entre 250y 800.mM ‘de imidazol del
gradiente lineal (Figura 19 B). Las proteinas contaminantes fueron eliminadas
entre la fraccién que no se uni6 a la resina y en el lavado con 200 mM de imidazol.

El rendimiento obtenido fue de 7,4 mg totales por litro de cultivo.

6.3.3. Purificacion del fragmento N2

La purificacion del fragmento N2 recombinante fue llevada a cabo también
mediante cromatografia de afinidad a metales en una columna HiTrap™ IMAC
(Merk) a partir de la fraccidn soluble clarificada del lisado de un cultivo de BL21
(DE3)/pET28a-N2 inducido con 0,5 mM de IPTG. La figura 20 muestra los
resultados del protocolo de purificacion llevado a cabo expresados en un analisis
de SDS-PAGE al 12,5% y el cromatograma recreado con los datos de absorbancia

de las fracciones colectadas durante el programa de purificacion.
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Figura 20. Purificacion del antigeno N2 mediante cromatografia de afinidad a metales (IMAC)
empleando un gradiente lineal de imidazol entre 250 y 500 mM. (A) Visualizacién de las
fracciones obtenidas mediante andlisis de SDS-PAGE al 15%. M: marcadores de peso molecular,
UN: proteinas que no se unieron a la resina, F (36-59): fracciones eluidas con el gradiente lineal de
imidazol. (B) Cromatograma de la purificacion de N2 en gradiente lineal de imidazol.

El analisis de SDS-PAGE permitié corroborar que la proteina fue purificada a
homogeneidad (Figura 20 A), comenzando a eluir pura desde la fraccion 51 a una
concentracion aproximada de 320 mM de imidazol tal y como se visualiza en el
cromatograma contenido en el panel B. Adicionalmente, las condiciones de
purificacion empleadas permitieron.obtener la proteina con-un alto rendimiento que

corresponde a 15 mg totales de N2 porlitro decultivo:

6.3.4. Purificacion de anticuerpos a-N1y a-N2

6.3.4.1. Purificacion de anticuerpos a-N1

La purificaciéon de los anticuerpos a-N1 se realiz6 con algunas
modificaciones sobre el protocolo sugerido por la casa comercial (Econo-
Pac®Serum IgG Purification Kit (BIO-RAD)) tales como la disminucién del volumen
de suero a emplear (de 3,5 mL a 2,5 mL) y la adicion de un segundo paso de
purificacion por la cibacron. Estos cambios fueron motivados a que el volumen
sugerido sobrepasaba la capacidad de union de la resina y la fraccién final de
inmunoglobulinas mostraba una fuerte contaminacion con albimina en un solo

paso de purificacion.
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Figura 21. Purificacion de IgG a-N1 a partir de suero inmune de conejo empleando el sistema
Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad). Visualizacion de la purificacién mediante
analisis SDS-PAGE al 12,5%. M: marcadores de peso molecular, PC: primer paso por la resina
DEAE Affi-Gel®blue, F (1-8): fracciones eluidas.

El analisis de SDS-PAGE al 12,5% contenido en la figura 21 muestra los
resultados de la purificacion. En el pozo 2 del gel que corresponde al primer paso
de purificaciéon por la resina DEAE Affi-Gel®blue (PC) se puede observar que,
aunque durante este primer paso fueron eliminados la mayor parte de los
contaminantessseéricosy la fraceion-purificada-atn tenja contaminantes de alto peso
molecular. Estos contaminantes fueron eliminados eficientemente en las
fracciones colectadas en el segundo paso de purificacion por la resina permitiendo
obtener los anticuerpos policlonales completamente puros a homogeneidad.

La concentracién de proteinas en el suero desalinizado asi como en las
fracciones relativas al primer y segundo paso por la resina DEAE Affi-Gel®blue fue
determinada por el método de Lowry, empleando una curva de calibracién con
concentraciones conocidas de BSA.

En la Tabla I, se muestran los valores en mg de IgG (totales) purificados a
homogeneidad a partir del suero de un conejo hiperinmunizado con N1. En las
purificaciones de IgG se espera que el porcentaje purificado este entre 4 a 10 %,
de las proteinas totales, lo cual depende del animal que se haya obtenido el suero
y también de los métodos de purificacion. En nuestro caso como se muestra en la
Tabla Il, se obtuvieron 10,2 mg de IgG pura a partir de 448,7 mg totales de
proteinas, lo que representa 2,23% respecto a las proteinas totales, mientras que

85



respecto a IgG totales (10% de las proteinas totales corresponden a IgG), por

tanto, el rendimiento de IgG purificada fue de 22.73 %.

Tabla Il. Tabla de purificacién de de I9G a-N1 a partir de suero inmune de conejo empleando el
sistema Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad).

. Volumen de Concentracion de Proteinas
Fraccion ., .
la fraccion proteinas totales
Suero desalinizado 3.5 mL 128,2 mg/mL 4487 mg
ler paso por la
DEAE Affi-Gel®blue 20 mlL 1,22 mg/mL 24,4 mg
2do paso por la
DEAE Affi-Gel®blue 12 mb 0,85 mg/mL 10.2mg

6.3.4.2. Purificacién de anticuerpos a-N2

La obtencion de anticuerpos a-N2 fue realizada por inmunizacion de una cabra
joven. Los sueros obtenidos mostraron altos titulos de anticuerpos contra la
proteina N2y y. su,purificacion, mediante {cromatografia—~de jintereambio ionico
empleando el sistema Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad) dio como
resultado anticuerpos altamente purificados y con un buen rendimiento lograndose
recuperar 20,1 mg totales a partir de 3,5 mL de suero en un solo paso de
purificacion (Tabla III).

Tabla lll. Tabla de purificacion de de IgG a-N2 a partir de suero inmune de cabra empleando el
sistema Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad).

- Volumen Concentracion Proteina
Fraccion 2 .
de la fraccion de proteinas s totales
Suero
desalinizado 3,5mL 74,97 mg/mL 262,4mg
ler paso por la 15mL 1,34 mg/mL 20,1 mg

DEAE Affi-Gel®blue

La Figura 22 muestra el analisis de SDS-PAGE al 12,5% en el que se observa
que, durante el esquema de purificacion, si bien no se obtuvo la inmunoglobulina
completamente pura a homogeneidad, la gran mayoria de contaminantes séricos

incluyendo la albumina fueron eliminados. En este caso el rendimiento de IgG
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purificada respecto a proteinas totales fue de 7,66%, mientras que respecto a IgG
totales fue de 76,6%.

kDa. M SD F1 F2 F3 F4 F5 F6 F7
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Figura 22. Purificacion de IgG a-N2 a partir de suero inmune de cabra empleando el sistema
Econo-Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad). Visualizacion de la purificacion mediante
analisis SDS-PAGE al 12,5%. M: marcadores de peso molecular,SD:suero desalinizado,, F (1-8):
fracciones eluidas de la resina DEAE Affi-Gel®blue.

6.4. Determinacion de la inmunoreactividad de los polipéptidos N,
N1y N2 frente'a'sueros de pacientesiigG o IgM_positivos para SARS-
CoV-2

El dominio N-Terminal (N1) y el C-terminal (N2) recombinantes de la proteina
de la nucleocéapside (N) del SARS-CoV 2, se usaron como antigenos para realizar
los ensayos de evaluacién de inmunoreactividad de ambos dominios frente a
sueros de pacientes IgM e IgG positivos y negativos para COVID-19, previamente
clasificados por la prueba estdndar de oro RT-PCR en tiempo real asi como, por
ensayo de quimioluminiscencia IFLASH y por ELISA indirecto para deteccién de
anticuerpos (GAMZlisa® IgM e IgG), a fin de determinar el valor inmunogénico de
cada uno, empleando la proteina N recombinante (completa) como control.

En la figura 23 Ay B se muestran los resultados de la prueba de deteccion de
anticuerpos IgG e IgM a través de un ELISA indirecto en placas previamente
sensibilizadas con 200 ng/pozo de las proteinas N, N1 y N2. Para la evaluacién de
IgG se emplearon 41 y 43 sueros positivos y negativos respectivamente, mientras
que para la deteccion del isotipo IgM se usaron 23 sueros positivos y 17 sueros

negativos. Estos resultados muestran que tanto en la deteccion de IgG como de
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IgM el polipéptido N2 resultdé ser mas inmunorreactivo que el polipéptido N1,
siendo los titulos de anticuerpos detectados para ambos isotipos 2,6 veces
mayores que el de este Ultimo e inclusive similares a los obtenidos cuando se
utiliza como antigeno la proteina N completa, logrando una buena discriminacion
entre sueros positivos y negativos con una diferencia de medias de 2,3 unidades
de absorbancia entre ambos. Entre tanto, el péptido N1 no logra una buena
discriminacion entre los sueros negativos y positivos con una diferencia de medias
entre ellos de tan solo 0,4 valores de absorbancia, como muestra clara de su baja

inmunogenicidad.
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Figura 23. Determinacion de la inmunoreactividad de los polipéptidos N, N1 y N2 frente a
sueros IgG e IgM positivos y negativos para COVID-19 mediante ELISA indirecto
(GAMEAIlisa® de DIAGEN). S+ : sueros positivos, S-: sueros negativos.

6.4.1. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad de los polipéptidos
N, N1y N2 mediante analisis de Curvas ROC

Una vez conocida la capacidad de los dominios N1 y N2 de ser reconocidos
por los anticuerpos de los isotipos IgG e IgM presentes en los sueros de pacientes
positivos para COVID-19, se procedié a hacer un analisis mas exhaustivo de su
valor diagnéstico, determinando la sensibilidad y especificidad a la hora de ser

utilizados como antigenos en pruebas serolégicas para la deteccion de
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anticuerpos basadas en ELISA indirecto. Para ello, de todos los sueros de
referencia disponibles en nuestro laboratorio solo fueron seleccionados los sueros
positivos y negativos que habian sido confirmados por la prueba estandar de oro
(RT-PCR en tiempo real), los cuales corresponden a un niamero total de 23 sueros
IgM positivos, 23 IgG positivos y 17 sueros negativos para ambos isotipos.

Para este analisis, los valores de las absorbancias obtenidas de los sueros
seleccionados como negativos y positivos evaluados con el sistema GAMAlisa®
IgM e IgG de DIAGEN, se depositaron en la matriz del software Graphpad Prism
version 7.04, incluyendo dentro de cada grupo, tanto los valores falsos negativos
como los falsos positivos, detectados durante la evaluacién con el objeto de
obtener las curvas ROC correspondientes a fin de establecer que tan bueno es el
desempefio de cada antigeno como herramienta de diagndstico en el ELISA
indirecto en comparacion con los resultados obtenidos por RT-PCR en tiempo real
y también confirmados por la prueba de quimioluminiscencia iFLASH.

La Figura 24 muestra los resultados que se obtuvieron de los antigenos
evaluados por ELISA indirecto-para cada uno-de losisptipos de inmunoglobulinas.
Las curvas ROC obtenidas confirman 1es resultados previamente mostrados en la
caracterizacion inmunolégica de los antigenos, siendo N2 quien brinda un mayor
porcentaje de sensibilidad y especificidad cuando es usado en la deteccion de
anticuerpos IgM e 1gG, con valores de sensibilidad de 100 y 93,33 %
respectivamente, ademéas de brindar una especificidad del 97,56 para IgG y
93,75% para IgM. Estos datos son similares a los obtenidos para la proteina N
(completa) la cual ofrece 100% de sensibilidad tanto para IgG como para IgM, asi
como 97,56 y 95,65% de especificidad para ambos isotipos, con areas bajo la
curva que presentan valores iguales a 1 en ambos antigenos para las dos
situaciones evaluadas (Tabla II).

No obstante, para el caso del polipéptido N1 los valores de sensibilidad fueron
de 70 y 93,75 % para IgG e IgM, siendo la especificidad de 97,23 y 59,09%
respectivamente. Dichos resultados junto con el intervalo de confianza con el que
son predichos, asi como los mejores valores de cut-off arrojados por el programa

se resumen en la Tabla V.
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Figura 24. Curvas ROC para los antigenos N, N1y N2 frente a sueros IgG e IgM positivos y
negativos para;SARS-CoV-2,evaluados conlasherramienta de/diagnostico.GAMAlisa® de
DIAGEN.

Tabla IV. Parametros diagndstico obtenidos del analisis de curvas ROC para los antigenos N, N1y
N2 frente a sueros IgG e IgM positivos y negativos para SARS-CoV-2.

%

%

Antigeno Isotipo Sensibilidad IC 95% Especificidad IC 95% UCA  Cut-off
19G 100,0 88,65 - 100,0 97,56 87,40-99,87 1,00 1,250

N IgM 100,0 80,64 - 100,0 97,65 79,01 - 99 1,00 1,052

N1 19G 70,0 52,12 - 83,34 97,23 87,40-99,87 10,9252 0,4640
IgM 93,75 71,67 - 99,68 59,09 38,73-76,74 10,7216 0,6179

19G 93,33 78,68 - 98,82 97,56 87,40-99,87 10,9943 1,080

N2 IgM 100,0 85,69 - 100,0 93,75 71,75-99,68 1,00  0,9667
6.5. Obtencién de la combinacion de anticuerpos a ser empleada

para el desarrollo de un sistema de inmunocaptura de la proteina N en
muestras de suero basado en ELISA sandwich indirecto (DIAGEN)

Los resultados obtenidos en este andlisis son resumidos en un grafico de

densidad en espejo, también conocido como grafico de violin el cual es empleado
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para el andlisis de datos de variables que presentan una distribucion multimodal en
relacion a diferentes categorias. En este caso, la eficacia en la captura de N
interpretada como la distribucion de los valores de absorbancia en relacion a las
diferentes combinaciones de anticuerpos de captura/primario evaluadas en este
ensayo.

Como se observa en la Figura 25, la combinacion de anticuerpos de
captura/anticuerpo primario a-N2/a-N resultdé ser la més idonea, ya que no solo
permitié capturar la proteina N libre en el suero de pacientes COVID-19 positivos
con un rango de valores de absorbancia mas amplio (0,2-1,2) sino que ademas,
permite discriminar de manera mas eficiente entre sueros negativos y positivos ya
que los valores de absorbancia obtenidos para sueros IgM negativos para COVID-
19, que también fueron evaluados bajo esta misma combinacién de anticuerpos se
distribuyeron modalmente muy por debajo del limite inferior de absorbancias
encontrado para los sueros positivos (0,1).

Estos hallazgos, también permitieron descartar el uso del anticuerpo a-N1
como integrante /del, par/de anticuerpos-que-formariangparte del sandwich ya que,
en ninguna de las combinaciones evaluadas se capturo eficientemente la proteina
N natural. Hecho que se vio reflejado en la mayoria de los sueros positivos
evaluados, ya que los valores de absorbancia obtenidos fueron muy bajos e
inclusive similares a los obtenidos para los sueros negativos evitando asi una clara

0 evidente discriminacion entre ellos.
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Figura 25. Inmunocaptura de N libre en sueros IgM positivos y negativos para COVID-19 a
través de ELISA sandwich indirecto empleando diferentes combinaciones de anticuerpo de
captura/anticuerpo primario.

La Figura 26 muestra una représentacion esquematica del Sistema inmunocaptura
ELISA tipo sandwich estandarizado para la combinacion de anticuerpo de captura/

anticuerpo de deteccion seleccionada (a-N2/N/a-N)
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Figura 26. Representacion esquematica del sistema ELISA tipo sandwich a-N2/N/a-N.

6.6. Curva de calibracién de captura de la proteina N por el sistema
de ELISA sandwich indirecto a-N2/proteina N/a-N
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En vista de la necesidad de poder determinar con exactitud la concentracion
de proteina N natural que el sistema puede capturar en muestras seéricas de
pacientes positivos para SARS-CoV 2, la elaboracion de una curva estandar para
el ligando N bajo las condiciones de inmunocaptura previamente estandarizadas
representd por tanto un paso critico para la obtencién de datos cuantitativos
precisos. La cuantificacion de N en sangre, permite relacionar el grado de
antigenemia N (presencia de antigeno en sangre) y viremia (presencia de virus en
la sangre) en pacientes COVID-19 en el momento de la realizacién de la prueba,
ya que resultados previos han demostrado que la carga viral de SARS-CoV2 se
corresponde con altos niveles de antigeno N en suero y viceversa (Hingrat y col.,
2020).

Los resultados obtenidos para la curva de calibracion fueron el producto de
tres experimentos independientes. La proteina N recombinante purificada a
homogeneidad fue diluida de forma decreciente (seriada) en un rango de
concentraciones entre 500 y 32.000 pg/mL. Los valores promedios de absorbancia
de las tres mediciones independientes-fueron-graficados-versussla~concentracion
de proteina/mL y se encontr6 que la curva obtenida muestra una proporcionalidad
casi perfecta entre los valores de absorbancia y la concentracién de proteina N

presentes en las muestras, con R? de 0,9964 (Figura 27).
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Figura 27. Curva de calibracién de N para el sistema de inmunocaptura de antigeno N del
SARS-CoV-2 ELISA Sandwich indirecto a-N2/N/a-N.
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En la parte inferior de la figura se muestran los valores del punto corte con
el eje Y (b0 = 0,2249) asi como el de la pendiente (m = 2,2443x10-5) que seran
empleados en la determinacion de la concentracion del antigeno N en una
muestra sérica problema mediante sustitucion en la ecuacién de la recta (Y = mX+
b0) despejando el valor de X. Por tanto, la concentracion de la muestra estaria

determinada matematicamente de la siguiente manera: X =Y - b0/ m.

6.7. Determinacién del efecto opsonizante de los anticuerpos IgG a-
N de pacientes COVID-19 positivos sobre la proteina N recombinante

Si bien, los dos isotipos de inmunoglobulinas séricas (IgM , 1gG), son
generados durante las infecciones por SARS-CoV-2 como parte de la respuesta
inmunoldgica adaptativa, se ha encontrado que la IgG posee un mayor efecto
neutralizante tanto para la proteina S como para la proteina N (Reinig y Shih,
2023). Esto resulta en algunos de los casos favorable en la defensa natural contra
el virus durante el curso de la infeccion. Sin embargo, la presencia de anticuerpos
IgG opsonizantes, para jlar proteina IN~en “el-sueroj de' pacientes~positivos para
COVID-19 representaria un problema a-a hora del diagnodstico con la herramienta
ELISA desarrollada en este trabajo. Puesto que, en sueros positivos con elevados
titulos de IgG a-N, la gran mayoria de la proteina N sérica estaria opsonizada y
por ende podria no ser capturada eficientemente, incrementando de esta manera
la probabilidad de obtener falsos negativos cuando el paciente a ser evaluado se
encuentre en fases avanzadas de la infeccion y posea una baja carga viral.

Es por esta razon, que se decidié6 determinar el volumen de suero que es
necesario para opsonizar 5 nanogramos de proteina N. Para ello, se realiz6 una
curva estandar de opsonizacién de N recombinante en presencia de volimenes
variables de un suero con altos titulos de IgG a-N, empleando como control un
suero negativo, encontrandose que un incremento lineal del volumen de suero 1gG
positivo potencia la opsonizacion de la proteina N libre impidiendo asi su captura
por el sistema. Esto se pone en evidencia por la obtencién de una funcién lineal
decreciente en donde los valores de absorbancia obtenidos para cada una de las

concentraciones evaluadas se ajustan a la ecuacion de la recta Y=-mX + b con
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un valor de r? = 0,993, en contraste con el comportamiento observado para los
resultados obtenidos con el mismo ensayo realizado con un suero IgG negativo
como control, en el que la proteina N presente en las muestras fue capturada por
completo de manera independiente del volumen de suero empleado, donde cada
valor de absorbancia es una funcion constante del volumen de suero ( f (X)= K),
donde K es igual 2,7 (Figura 28).
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Figura 28. Curva estandar.de |a funcidn opsonizante de los IgG.-a-N presentes en sueros
COVID-19 positivos (lineanegra) y negativos (Iinea azul) sobre la proteina N.

6.8. Determinacion de la concentracién de N en muestras de suero
de pacientes IgG, IgM e IgM/IgG positivas para SARS-CoV-2

Una vez determinado el potente efecto neutralizante que tienen los
anticuerpos IgG a-N sobre la proteina N recombinante, se procedié a evaluar la
concentracion de N natural presente en el suero de pacientes positivos para
SARS-CoV-2. Para ello se emplearon 63 muestras de suero clasificadas en
grupos de 21 sueros como positivas para IgG, IgM e IgG/IgM mediante prueba de
anticuerpos GAMZlisa®, empleando como control 36 muestras de sueros
negativos para ambos isotipos, confirmados todos como positivos 0 negativos por
RT-PCR en tiempo real, ensayo de quimiluminiscencia iIFLASH y prueba de
deteccidén de anticuerpos GAMZAElisa®. La concentracion de N presente en cada
una de los sueros fue obtenida con la curva estandar de N.

La figura 29A, resume los resultados con las medias obtenidas para cada

una de las tres categorias evaluadas, observandose que la concentracion
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promedio de N libre (no opsonizada) en sueros de pacientes IgM positivos (fase
aguda de la enfermedad), resulto ser 5,7 veces superior a la encontrada en sueros
de pacientes en plena seroconversion (IgG/IgM positivos) y 3,7 veces superior en
aquellos en los que el Isotipo IgM, ya habia desaparecido (IgG positivo). Este
resultado pone en evidencia una vez mas el efecto de la funcion neutralizante de
los anticuerpos IgG en la inhibicion de la captura de N por el sistema sandwich
ELISA indirecto. Sin embargo, se logré capturar N libre en muestras de pacientes
con elevados titulos de IgG.
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Figura 29. Determinacion de la Concentracién de N libre (no opsonizada) en el suero de
pacientes IgG, IgM e IgM/IgG positivos (A) y negativos para SARS-CoV-2 (B). NC: negativos
por el sistema de captura y PC: positivos por el sistema de captura.

Se obtuvo que el 86% de los sueros negativos evaluados, previamente
confirmados como negativos por tres pruebas de diagndéstico independientes,
incluyendo la prueba estandar de oro, fueron detectados por el sistema de captura
como verdaderos negativos (NC), mientras que el 14% remanente fue detectado
como positivo (PC). Este resultado fue inesperado, ya que estaria indicando falsos

negativos para las otras tres pruebas, probablemente porque la infeccidon estaria
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en las primeras horas. En la figura 29B, se observa que la concentracion promedio

de N libre en los sueros fue de 23000 pg/mL.

6.9. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad del sistema de
inmunocaptura de proteina de N sérica basado en ELISA sandwich
indirecto (DIAGEN)

Ya conocida la concentracién de proteina N promedio que el sistema de
inmunocaptura de N puede capturar empleando 50 pL de sueros (IgG, IgM e
IgG/IgM) positivos, se procedié a realizar una evaluaciéon del desempefio del
sistema de diagnostico desarrollado a través de un analisis de curva ROC,
empleando como método diagnéstico de comparacion, la prueba estandar de oro
para el diagnostico de COVID-19 (RT-PCR en tiempo real). Para ello, los valores
de absorbancia obtenidos por la prueba de inmunocaptura de N sérica en los
sueros basada en ELISA sandwich indirecto, tanto para 36 sueros negativos como
21 positivos fueron depositados en la matriz del software Graphpad Prism version
7.04. Dentro 'de cada/grupo se incluyeron/los‘valores de absorbancia de los falsos
negativos y los falsos positivos detectados durante la evaluacion.

La figura 30 resume los datos obtenidos de sueros negativos y positivos
como el analisis de curvas ROC realizado para cada una de las tres categorias de
sueros evaluados de manera independiente, 1gG, IgM e IgG/IgM. Estos resultados
indican que la prueba ofrece el mismo porcentaje de especificidad (97,37%) para
cada una de las categorias de sueros evaluadas (IgG, IgM e IgG/IgM), con un
intervalo de confianza (86,51%-99,87%), no viéndose afectado el valor promedio
de corte en el que se obtiene mayor sensibilidad y especificidad (Cut-off) en
ninguna de las tres pruebas independientes, (el cual fue de 0,185) (tabla V). No
obstante, el porcentaje de sensibilidad de la prueba disminuyé hasta el 20% en el
diagnoéstico de pacientes en plena fase de seroconversion, es decir con ambos
isotipos de inmunoglobulinas circulantes en sangre, con respecto a aquellos que se
encontraban en la fase inicial de la respuesta humoral (IgM) y ya habian
experimentado el cambio de Isotipo (IgG), cuyos porcentajes de sensibilidad

obtenidos se mostraron similares, siendo de 52,38% y 55% respectivamente. Estas
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variaciones en el porcentaje de sensibilidad se vieron reflejadas en el valor del area
bajo la curva de las pruebas realizadas con sueros IgM, IgG e IgM/IgG como fuente
de antigeno N, con magnitudes de 0,8566, 0,7901 y 0,5013 respectivamente (Tabla
1I).
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Figura 30. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad del sistema de inmunocaptura de
proteina de N sérica basado en ELISA sandwich indirecto (DIAGEN) mediante analisis de
curvas ROC. S-: sueros negativos y S+: sueros positivos para IgG, IgM e IgG respectivame
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Tabla V. Parametros diagnéstico obtenidos del analisis de curvas ROC para el sistema de
inmunocaptura de antigeno N en sueros positivos para SARS-CoV-2 con el ELISA Sandwich
indirecto a-N2/N/a-N, empleando sueros IgM, IgG e IgM/IgG como fuente de antigeno N.

Isotipo % Sensibilidad IC 95% % Especificidad IC 95% UCA Cut-off
I9G 55,0 34,21 -74,18 97,37 86,51-99,87 0,8566  0,1849
IgM 52,38 32,37 - 71,66 97,37 86,51-99,87 0,7901 0,185

IgG/IigM 20,0 8,066 — 41,60 97,37 86,51-99,87  0,5013  0,1851
6.10. Evaluacion de la sensibilidad y especificidad del sistema de

inmunocaptura de proteina de N en muestras de sueros basado en
ELISA sandwich indirecto (DIAGEN) modificando la composicion del
diluyente de muestra.

Dado que el desempefio de la prueba diagndstico se encontré afectado por
la disminucion del porcentaje de sensibilidad en las tres modalidades evaluadas de
manera independiente, especialmente durante la inmunocaptura de antigeno N
desde sueros de pacientes con titulos concomitantes de IgM e IgG en el que el
porcentaje de_sensibilidad predicho fue® de 20%, se! decidid efectuar algunas
modificaciones en'‘la‘metodologia-empleada-anteriormente-a fin‘de-ver si habia un
incremento en los valores de dicho parametro. Se intuyé que la disminuida
capacidad de capturar eficientemente el antigeno N sérico en los sueros, pudiese
estar relacionado ademas de la opsonizacién (ya evidenciada de la proteina por los
anticuerpos neutralizantes a-N presentes en los sueros sometidos a evaluacion),
con un cambio abrupto en las propiedades fisicoquimicas de la misma que
pudiesen limitar su interaccion eficiente con los anticuerpos de captura a-N2
inmovilizados sobre los pozos de las placas de ELISA. Es por esta razén que se
decidi6 variar las condiciones de la solucién de incubacion (diluyente de muestra),
sometiendo a prueba el efecto de suplementar esta solucibn con componentes
tensoactivos sobre los niveles de captura de proteina N libre en el suero de
pacientes positivos para SARS-CoV-2.

Para ello, 23 sueros positivos tanto para IgG como para IgM y 36 sueros
negativos fueron evaluados siguiendo el protocolo previamente estandarizado para

la inmunocaptura de N desde suero con la Unica variacion que el tampon diluyente
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de muestra fue suplementado con dos combinaciones diferentes de detergentes: a)
SDS y Tween 20; b) SDS, Tween 20 y CHAPS. Se encontr6 que ambas
combinaciones de surfactantes incrementaron la captura de N con respecto a la
condicion anterior. Es por esta razon que se decidié elegir la primera combinacion
para la realizacion de experimentos posteriores, ya que es de menor costo. (Figura
31A).

Los parametros de sensibilidad y especificidad, asi como el valor de cut-off
mas alto fueron calculados por un analisis de curva ROC (Figura 31B) y los
resultados obtenidos demostraron que el porcentaje de sensibilidad se vio
incrementado en un factor de 3 con respecto a las pruebas realizadas con los
mismos sueros en ausencia de surfactantes en el tampén de incubacion,
mejorando de esta manera el desempefio de la prueba con un area bajo la curva
que se acerca mas al valor de 0,8206. Los valores de especificidad y cut-off se
mantuvieron sin alteraciones con respecto a lo obtenidos con las condiciones
anteriores (Figura 31 y Tabla VI).

A A2+ B 10 o—
E‘ 1.0 80
: =2
2 0.8 : B
- @ B0
(i3 ko] i
g 0.6 = ;
o a 4
+ Aga e— 40-'
€ 0.4- vl o :
-un:- ] sk w 7
< U.Z-W 20
I- -
0.0 T T T 0~ T T T T l
th g E‘ 0 20 40 60 80 100
a4 100% - Especificidad %
=2
= &
+ B
-
+
(¥,

Figura 31. Analisis de curva ROC para la captura de la proteina N en muestras de suero de
pacientes con SARS-COV-2, IgM/IgG positivas empleando dos combinaciones de
surfactantes. (A) Captura de proteina N en presencia de diferentes detergentes desde sueros de
pacientes IgM/IgG positivos para COVID-19. (B) Curva ROC para la captura de proteina N en
muestras de pacientes positivos para IgM/IgG contra SARS-COV-2 en presencia de diluyente de
muestra suplementado con SDS y Tween20. S-: sueros negativos y S+: sueros positivos para
IgG/IgM respectivamente.
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Tabla VI. Parametros diagndstico obtenidos del andlisis de curvas ROC para el sistema de
inmunocaptura de antigeno N del SARS-CoV-2 ELISA Sandwich indirecto a-N2/N/a-N empleando
sueros IgM/IgG como fuente de antigeno N.

Isotipo % Sensibilidad IC 95% % Especificidad IC 95% UCA  Cut-off

IgM/1gG 59,09 38,73 -76,74 97,37 86,51 -99,87 0,8206 0,1849

IC: indice de confianza; UCA: area bajo la curva.

7. DISCUSION

La pandemia por COVID-19, tuvo un importante impacto en las sociedades
de todo el mundo; representando un desafio ante los cambios sin precedentes que
se generaron en los sistemas de salud, educativo y de transporte que sin lugar a
duda repercutieron de manera negativa en el normal desenvolvimiento de la vida
cotidiana y la economia a nivel mundial. Ante este escenario lleno de
incertidumbre e interrogantes pero sobre todo carente de herramientas necesarias
para enfrentar una repentina guerra contra un enemigo desconocido; cientificos,
meédicos y enfermeros mantuvieron-el combate; desde laboratorios en la veloz
identificacion 'del agente causal, predicecion ‘de-modelos de-control.epidemiolbgico
asi como; en la identificacion de blancos 6ptimos para el rapido desarrollo de
vacunas, farmacos y pruebas de diagnostico o atendiendo a los pacientes
infectados en los centros asistenciales de salud (Walker y col, 2020); los cuales
para la fecha habian colapsado y los reportes de nimero de personas fallecidas
era abrumador.

Con el apoyo de los cientificos alrededor del mundo, la identificacion del
virus causante de esta pandemia denominado SARS-CoV-2, asi como la
secuenciacion de su genoma se logré apenas un mes después del brote inicial de
la enfermedad y una semana después de la caracterizacion de su genoma, ya se
habia logrado desarrollar una prueba de diagnostico basada en el RT-PCR en
tiempo real para detectar el virus en muestras de hisopado nasofaringeo y esputo
de pacientes sospechosos (Subramanya y col, 2020; Stephen y col, 2020). Estos
rapidos avances permitieron conocer a una velocidad impresionante la estructura
basica del virus, su origen biolégico y epidemioldgico, asi como la evolucion que

experimentd desde el brote inicial y algunos de sus “talones de Aquiles” para

101



combatirlo desde el punto de vista inmunoldgico y farmacologico (Wang y col,
2020; Pillai y col, 2023).

Desde la notificacion del primer caso de COVID-19 se ha publicado una
enorme cantidad de estudios que han dilucidado las principales incognitas acerca
de la sintomatologia, pruebas de deteccion, medidas de prevencion y tratamiento
de esta nueva enfermedad (Ochani y col, 2021; Carabelli y col, 2023). Sin
embargo, el primer problema inmediato al cual se enfrent6 la comunidad cientifica
fue la avalancha de articulos publicados y preprints asi como la necesidad que
estos fueses accesibles, siendo una de las respuestas colectivas por parte de las
editoriales el acceso abierto a todas las publicaciones generadas sobre COVID-19
(Mandal, 2020; NCBI, 2020).

En medio del bombardeo informativo sobre el nuevo coronavirus, se genero
un ambiente de confusion respecto a la aplicacién de la prueba molecular PCR
(estandar de oro) y los test rapidos, sobre todo cuando los resultados obtenidos
parecian ser "contradictorios”. A medida que se comprendié que el virus no posee
un tropismo yespecifico j(vias-respiratorias); sin0 una distribucion-sistémica en
organos conforme evoluciona la infeceién, se desarrollaron en muy corto tiempo
una amplia gama de métodos de diagnostico basados en diferentes enfoques:
Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa en tiempo real
(RT-PCR), inmunocromatografia de flujo lateral (LF-CGIA), inmunofluorescencia
de flujo lateral (LF-IFA), ensayo de quimioluminiscencia (CLIA), Ensayo
Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA). En paralelo, se fueron
descubriendo las vias de transmision del SARS-CoV-2, estrategias de control,
medidas preventivas, los cuadros clinicos, su fisiopatologia, los mecanismos de
evasion inmune por parte del virus, la respuesta inmune humoral y celular
generada por las personas infectadas, estrategias de reposicionamiento de
farmacos y desarrollo de nuevos retrovirales.

El desarrollo historico de vacunas contra el SARS-CoV-2 en tiempo récord
a partir de diferentes plataformas tecnolégicas incluidos viriones completos
inactivados, virus vivos atenuados, acidos nucleicos, vectores de virus, proteina S

recombinante (Ndwandwe y Wiysonge, 2021; Joshi y col, 2021; Kalinke y col,
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2022) y nanoparticulas lipidicas de ARNm (Polack y col, 2020; Baden y col, 2021)
fue posible gracias al conocimiento previo adquirido durante las epidemias de
SARS-CoV y MERS-CoV, cuando se inici6 el desarrollo de la vacuna, pero se
detuvo debido al fin de las epidemias (Excler y col, 2021). La plataforma de ARNm
ya se estaba utilizando para ensayos clinicos y la plataforma de vector de
adenovirus se utilizé para la vacuna comercializada contra el Ebola (Excler y col,
2021). Adicionalmente, la aceleraciéon del proceso de desarrollo y aprobacién de
vacunas por parte de los organismos competentes, permitié la produccion y
distribucion de millones de dosis de vacunas en todo el mundo, lograndose una
vacunacién masiva de la poblacion que ayuddé a disminuir el nUmero de muertes
provocadas.

Pese a que actualmente la disminucion de los casos de COVID-19 como
producto de la inmunidad colectiva que ha sido respaldada por los programas de
vacunacion a nivel mundial ha llevado al cese de la alarma epidemioldgica
decretado por la OMS, la enfermedad por SARS-CoV-2 no ha dejado de
representar un, importante problema global «de 'salud publica. Las, experiencias
clinicas, publicadas en varias revistas-medicas de alto impacto han confirmado
que el virus es capaz de generar toda una serie de manifestaciones patolégicas
atipicas que pueden afectar de manera sistémica o independiente casi todos los
organos de las personas que contraen la infeccion, generando asi alteraciones,
cardiovasculares, gastrointestinales, pancreaticas, renales, hepaticas, endocrinas,
nerviosas y autoinmunes (Munjal y col., 2020; Mahajan y col., 2020; Ramos-
Casals y col., 2021, Peng y col., 2023; Beltrami ycol., 2023, Martin Sanchez y col.,
2023). Es por esta razon que los trabajadores de salud deben estar especialmente
atentos y abordar a todos los pacientes con un alto indice de sospecha,
incluyendo las pruebas de diagndstico para el descarte de la enfermedad de modo
rutinario sobre todo porque no existe hasta los momentos una terapia viral eficaz
comprobada y el aislamiento de los casos sospechosos y el rastreo de contactos
son los unicos medios disponibles para el control epidemiologico de esta infeccion.

La aplicacion de pruebas de diagnéstico rapidas y precisas para la

identificacion a tiempo de los casos cobra entonces especial relevancia, mas aun
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cuando las pruebas que han sido desarrolladas hasta la fecha presentan indices
aceptables de sensibilidad y especificidad, sin embargo; no son del todo eficaces
en la deteccién temprana de la infeccion. La prueba estandar de oro para la
deteccion de ARN viral resulta sensible sélo durante los primeros dias de la
infeccion, depende de la carga viral, es costosa, requiere de personal
especializado en el diagnostico molecular e infraestructuras de seguridad como un
laboratorio tipo P3, mientras que las pruebas de deteccion de anticuerpos brindan
resultados luego de transcurridos 7 a 28 dias después de la aparicién de los
sintomas, no siendo las mas idéneas para garantizar el pronto tratamiento y
control (Li y col, 2022, Hingrat y col., 2021).

La deteccion de antigenos virales en muestras de suero ha sido una via
importante para el diagnéstico de captura de antigenos de varios virus, tales
como: p24 (VIH), HBsAg/HBeAg (VHB), antigeno central (VHC), antigeno tardio
pp65 (citomegalovirus) y antigeno de la nucleocapside (SARS-CoV, MERS-CoV y
SARS-CoV-2), mediante ensayos inmunoenzimaticos, la cual se ha sido utilizada
con éxito enel diagnéstico y 'seguimientoydel-virus (Cano-y, col.,;12003; Clement y
col., 2002; Icardi y col., 200, Mourton y-eol., 1992; St George y col, 2000, Sutthent
y col., 2003; Weber y col., 2003; Che y col., 2004; Chen y col., 2015). Es por ello,
gue se han hecho multiples esfuerzos en el desarrollo de pruebas de diagnostico
basadas en la deteccion de antigenos circulantes altamente conservados del
SARS-CoV-2 (Favresse y col., 2022).

A medida que el virus se propaga, muta constantemente originando nuevas
variantes (Lauring y Hodcroft; 2021). Diversos estudios han reportado los tipos de
mutaciones mas comunes del SARS-CoV-2, demostrando que la mayoria de estos
sitios mutados estan en el gen estructural S. Sin embargo; el gen N muta con
menos frecuencia, lo que indica que la proteina de la nucleocapside es mas
conservada entre las diferentes variantes. Adicionalmente, es altamente
inmunogénica, de expresion temprana y la de mas abundante produccion en
células infectadas, lo cual se relaciona con la generacion de altos niveles de
antigenemia de N en las dos primeras semanas después del inicio de la infeccion,

por lo que tiene el potencial de ser un interesante biomarcador para el diagndstico
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precoz de la infeccidén (Bai y col, 2021; Deng y col., 2021; Toptan y col, 2021; Liy
col, 2022)

En este sentido, las pruebas basadas en la deteccion del antigeno N en
suero estan desempefiando un papel importante en el diagndstico de pacientes
con COVID-19 ya que, ademas se ha demostrado que existe una correlacion
positiva entre los niveles de antigenemia de N con la carga viral, la fase temprana
de la enfermedad y por ende con la transmisibilidad viral, permitiendo identificar
rapidamente a las personas infectadas durante el periodo ventana, garantizando
de esta manera el tratamiento a tiempo y estrategias adecuadas de control
epidemioldgico (Diao y col, 2021; Liy col, 2022, Hingrat y col., 2021).

Con base a estas premisas las pruebas basadas en la produccién de
anticuerpos especificos para la deteccién del antigeno N del SARS-CoV-2 podrian
complementar las pruebas de RT-PCR en tiempo real para el diagnéstico confiable
de la enfermedad en la etapa temprana, reduciendo asi las tasas de falsos
negativos. En este trabajo se disefid un sistema de inmunocaptura tipo ELISA
sandwich paraylaydeteceidon del antigeno:N-del SARS-CoV-2 que~se basoé en la
produccién de anticuerpos policlonales dirigidos a reconocer dos regiones
estructuralmente diferentes de la proteina. Estas regiones fueron seleccionadas
con base a analisis bioinforméticos de especificidad y antigenicidad realizados
sobre la secuencia nucleotidica traducida de la proteina N
(GenBank: YP_009724397.2) y se restringen al NTD-LKR (N1) y al CTD-LKR (N2).
Si bien en este estudio no se trabajo con los pequefios péptidos que han sido
predichos como regiones de alta especificidad para la proteina N del SARS-CoV-2
(N18-39, N183-197, N249-266, N276-299 y N365-391) (Yu y col., 2022), la
especificidad de las regiones seleccionadas (N1 y N2), se encuentra garantizada
dado que la secuencia de esta proteina difiere significativamente de la de los
coronavirus comunes HCoV-229E y HCoV-OC43 aunado a la carencia de una
variante circulante del SARS-CoV en Venezuela (con quien comparte un 90,52%
de homologia de secuencia).

Por otra parte, la expresiéon independiente de los dominios NTD y CTD con

los 48 aminoacidos correspondientes al LKR podria garantizar el plegamiento
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natural de los mismos, favoreciendo la exposicion de epitopes antigénicos a las
células B en sus conformaciones nativas tal y como ocurre durante el proceso de
infeccion viral natural. Siendo esto congruente con el hecho de que la estructura
secundaria de un buen epitope debe ser flexible, altamente hidrofila y antigénica,
asi como mostrar un buen grado de accesibilidad en la superficie del antigeno. En
este sentido la estructura terciaria de estos debe contener loops que exhiban las
regiones peptidicas a las inmunoglobulinas presentes en las Células B y todas las
regiones predichas por Yu y col. (2022), que se encuentran expresadas en la
superficie de ambos dominios estan dispuestas en estructuras de bucle aleatoria
gue consiguen su mejor conformacion en el plegamiento terciario de la proteina.

Aungue se han puesto a disposicibn numerosos ensayos basados en la
deteccion de antigenos del SARS-CoV-2, su costo relativamente alto en particular
durante el primer afio de la pandemia impidi6 que muchos laboratorios;
especialmente en los paises subdesarrollados los adquirieran. Esto se debe a que
el desarrollo de pruebas de diagndstico requiere de la produccion en gran cantidad
de antigenos, deyalta pureza, lo, cual resulta bastante costoso sobre, todo cuando
se trata de antigenos que requieren su-expresion obligada en sistemas eucariotas,
como el caso del antigeno S, cuyo correcto plegado depende de modificaciones
postraduccionales como la formacion de puentes disulfuro y patrones de
glicosilacion. La proteina N fosforilada regula muchisimos procesos en la infeccién
viral y se ha demostrado que la proteina de la nucleocapside recombinante
carente de fosforilacion no disminuye su antigenicidad, de hecho; la proteina N
liberada durante la lisis de las células parece no estar fosforilada (Jayaram, y col.,
2005; Hogue y col., 1995), por lo tanto, su expresiéon en E. coli no plante6é ningun
problema (Li y col., 2021; Chura-Chambi y col., 2022; Tien y col., 2022).

En este trabajo se lograron expresar de manera soluble, con un buen
rendimiento y bajo costo, los antigenos recombinantes N1 y N2 en E. coli, un
sistema heterologo idoneo para la produccidon de antigenos recombinantes, puesto
que es un organismo de crecimiento rapido, en medios de cultivo econdmicos,
rindiendo ademas una alta densidad celular. Cabe destacar, que en la mayoria de

los trabajos en los que han expresado la proteina N completa en E. coli, la
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obtienen insoluble (cuerpos de inclusién) lo que implica la purificacién, empleando
condiciones desnaturalizantes (Li y col., 2021; Chura-Chambi y col., 2022).

Las estrategias de purificacion empleadas permitieron obtener los dominios
N1 y N2 puros a homogeneidad eluyendo entre 250 y 300 mM y a 320 mM de
Imidazol respectivamente, evidenciandose en la electroforesis en SDS-PAGE
(Figuras 19 y 20) en donde se observa una banda Unica correspondiente al peso
molecular esperado. Cabe destacar que estos protocolos permitieron no solo
eliminar las proteinas contaminantes de E. coli sino que ademas permitio obtener
los fragmentos libres de ARN unido en un proceso simple, conveniente y de bajo
costo, lo que resultd propicio para la produccién a gran escala de estos antigenos
requeridos para la obtencion de los anticuerpos policlonales de captura y
deteccion. Con un rendimiento de 7,38 mg y 15 mg totales por litro de cultivo para
N1 y N2 respectivamente que equivalen al antigeno necesario para inmunizar 5
conejos y 9 cabras con una sola purificacion siguiendo el esquema de
inmunizacion realizado.

Una vez spurificadas 'las/proteinas- recomhinantes N1,y~N2, el valor
inmunogénico de cada una fue evaluado de manera independiente y usando la
proteina N completa como antigeno de referencia esto a fin de poder tener una
idea previa sobre la inmunogenicidad (titulos de IgG e IgM) natural de los
pacientes con SARS-CoV-2 y también con el fin de conocer qué tan efectivas
podrian ser estas regiones en la obtencién de anticuerpos policlonales de captura
y deteccion. Para ello, la inmunoreactividad de ambos antigenos frente a sueros
de pacientes IgM e IgG previamente clasificados como positivos y negativos para
COVID-19 fue determinada por ELISA indirecto, encontrandose que el polipéptido
N2 present6 una inmunoreactividad frente a ambos isotipos de inmunoglobulinas
practicamente igual al de la proteina N y 2,6 veces superior a la encontrada para
el péptido N1. No obstante, resulta importante destacar que, aunque fue usada la
misma cantidad (200ng/pozo), el nimero de moles/pozo de cada antigeno resultd
diferente respetando una relacion molar N: N1: N2 de 1: 3: 2, siendo notable que
en pozos sensibilizados con N1 en donde el numero de moléculas de este dominio

es superior a aquellas contenidas en placas sensibilizadas con la proteina N2 y la
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proteina completa los titulos de anticuerpos detectados por este antigeno fueron
2,6 veces menores que a los detectados por el antigeno N2 (Figura 23). Esto pone
en evidencia la baja capacidad inmunogénica de esta region, siendo entonces la
regidon N2 la mas inmunodominate de la proteina completa y por ende la de mayor
valor inmunogénico, lo que coincide con resultados previamente reportados donde
se sugiere que los anticuerpos a-N2 podrian ser empleados como anticuerpos de
captura (Yu y col, 2022).

Adicionalmente, los resultados obtenidos mostraron que el péptido N2 logré
una buena discriminacion entre sueros positivos y negativos con una diferencia de
medias de 2,3 unidades de absorbancia entre ambos. Entre tanto, el péptido N1
no logra una buena discriminacion entre los sueros negativos y positivos con una
diferencia de medias entre ellos de tan solo 0,4 valores de absorbancia, como
muestra clara de su baja inmunogenicidad (Figura 23). Estos resultados también
permiten proponer al antigeno N2 como un buen candidato para el desarrollo de
pruebas de diagnéstico basadas en la deteccion de anticuerpos IgM e IgG en
muestras de suerae y. plasma.

Esto ultimo se demostro con elandlisis independiente de curvas ROC para
cada uno de los antigenos (Figura 24), siendo N2 quien brinda un mayor
porcentaje de sensibilidad y especificidad cuando es usado en la deteccion de
anticuerpos IgM e 1gG, con valores de sensibilidad de 100 y 93,33 %
respectivamente. Es decir que permite identificar como positivos el 100% y el 93 %
del conjunto de muestras evaluadas. Ademas, de brindar una especificidad del
93,75% y 97,56% respectivamente, lo cual sugiere que del nimero total de sueros
negativos evaluados el 93,75 y 97,56% fueron determinados como personas
negativas para anticuerpos IgM e IgG anti-SARS-CoV-2 respectivamente. Estos
resultados de sensibilidad y especificidad demuestran de forma concluyente que el
polipéptido N2 es un dominio altamente inmunogénico y también un antigeno
capaz de brindar alta sensibilidad, ademas de tener una baja probabilidad de
generar reacciones cruzadas (falsos positivos). Ademas, es notable resaltar que
de manera concordante con los resultados anteriormente este antigeno muestra

un comportamiento similar a la proteina N, la cual exhibié 100% de sensibilidad
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para ambos isotipos, asi como 97,56 y 97,65 % de especificidad tanto para I1gG
como para IgM. Lo cual se ve reflejado en un valor de igual a 1 del area bajo la
curva tanto para Ny N2 (Tabla I1).

No obstante, los porcentajes de sensibilidad y especificidad obtenidos para
el polipéptido N1, lo posicionan como un antigeno con bajo valor diagnostico para
la deteccion serolégica de SARS-CoV-2 tanto en fase aguda como una vez
culminada la seroconversion, con valores de sensibilidad y especificidad de 70 y
97,23% en la deteccion de I1gG y de 93,75% y 59,09% en la deteccion de IgM.
Esto sugiere que si bien durante el diagnostico en los primeros dias de la infeccion
permitiria detectar como verdaderos positivos el 93,75% de las muestras positivas
evaluadas, solo el 59,09% de las muestras negativas evaluadas serian detectadas
como individuos sanos, resultando de esta manera un 40% de los individuos
diagnosticados como falsos positivos. De la misma manera, en el diagndstico
realizado en una etapa posterior a la seroconversion el 30% de los pacientes
positivos seran diagnosticados como falsos negativos aun cuando brinda un buen
valor de especificidad, ssiendo, el 97,23 jde~las muestras, negativas evaluadas
detectadas como verdaderos negativos.-Estos resultados se ven bien ilustrados en
el comportamiento del grafico (Figura 24), con valores de area bajo la curva mas
bajos que los encontrados para N y N2, de 0,9252 y 0,7216 para la deteccion de
IgG e IgM respectivamente (Tabla V).

Una vez conocido el valor inmunogénico y diagnéstico de ambos antigenos,
la produccion de anticuerpos contra cada uno de ellos fue un paso preponderante,
ya que estas proteinas constituyen el eje central de los sistemas de deteccion de
antigeno como el que fue desarrollado en este trabajo. La mayoria de las pruebas
antigénicas disponibles comercialmente para el SARS-CoV-2 se basan en
anticuerpos monoclonales anti-N (Yang y col, 2023; Yadegari y col, 2023), ya que
al ser disefiados contra un solo epitope brindan alta especificidad minimizando asi
la reactividad cruzada, no obstante; su produccion y/o adquisicion es de alto costo,
lo cual se ve reflejado en el precio de la prueba diagnéstico. Los monoclonales
garantizan alta especificidad, sin embargo; son muy vulnerables a las mutaciones

gue puedan ocurrir en ese epitope de seleccion del monoclonal. Las limitaciones
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impuestas por la infraestructura de nuestro laboratorio aunado al bloqueo en las
relaciones comerciales con las empresas internacionales comercializadoras de
reactivos biologicos, asi como la urgente necesidad de generar una prueba
diagnostico de bajo costo disponible en los centros asistenciales venezolanos,
fueron algunas de las razones de peso que llevaron a la produccion y utilizacion
de anticuerpos policlonales en este estudio. Ademas, los anticuerpos policlonales
repercuten positivamente en la sensibilidad de las pruebas dado que pueden
reconocer multiples epitopes sobre el antigeno con el cual fueron producidos, lo
cual resulta importante a la hora de detectar proteinas que se encuentran en muy
bajas concentraciones y tienen mayor tolerancia a ligeras diferencias en la
estructura del antigeno y su produccion a gran escala requiere de menos tiempo y
costo (Mladenovic Stokanic y col, 2023).

En este sentido, el suero a-N1 obtenido del conejo inmunizado presentd
bajos titulos de anticuerpos, manteniéndose practicamente constantes durante
todo el esquema de inmunizacion realizado, que consisti6 de 11 inoculaciones
intradérmicas delyantigeno espaciadas-entrerellas por periodas jcortos de 1 sola
semana, lo cual difiere de los esquemas tradicionalmente realizados en los que la
estimulacién es llevada a cabo cada dos semanas. Esto pone en evidencia la baja
capacidad que tiene el N-NTD en la estimulaciéon de células B, probablemente
debido a que es el dominio mas conservado entre las proteinas de la
nucleocapside dada su funcién vital en el reclutamiento y unién al ARN (Peng y
col., 2020; Bai y col., 2021). No obstante, se observé un estado proinflamatorio
exacerbado en el conejo durante el periodo de sensibilizacion, evidente en fuertes
lesiones dérmicas en las zonas de inoculaciébn, comportamiento que no fue
observado en las inmunizaciones realizadas con el dominio N-CTD en cabra.
Resultados estos que parecen indicar que el N-NTD si bien tiene un indice de
antigenicidad bajo podria ser la region de la proteina N responsable de generar los
fuertes cuadros inflamatorios que han sido atribuidos al antigeno N intracelular y
extracelular (sérico) del SARS-CoV 2. El cual tiene un papel clave comprobado en
la produccion de citoquinas proinflamatorias, la activacién y formacion aumentada

del inflamosoma, el dafio tisular, la coagulacion y la gravedad de la enfermedad de
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un paciente con COVID-19 (Toldo y col., 2021; Rodrigues y col., 2021; Pan y col.,
2021; Olea y col., 2022; Favresse y col., 2022; Yu y col., 2023).

En contraste, los titulos de anticuerpos obtenidos en cabra contra la region
N2 fueron altos, sin respuesta inflamatoria asociada, dejando clara la fuerte
capacidad de este dominio de estimular la respuesta inmune humoral, lo cual se
muestra consistente con resultados previos realizados en este trabajo asi como
en otras investigaciones que demuestran que este dominio tiene la mayor cantidad
de epitopes antigénicos de la proteina, fungiendo, asi como la region
inmunodominante (Yu y col.,2022).

La purificacion de a-N1 y a-N2 llevada a cabo con el sistema Econo-
Pac®Serum IgG Purification Kit (Biorad), permiti6 obtener ambos anticuerpos
policlonales altamente purificados con un rendimiento de 23,18% y 76% con
respecto a las inmunoglobulinas totales presentes en los sueros inmunes,
equivalente a 10,2 y 20,1 mg totales respectivamente (Figuras 21 y 22, Tablas Il y
lll). Una cantidad suficiente para sensibilizar con 200ng de anticuerpos a-N1
51.000 pozos gue corresponden a 531 placas-de ELISA y<100.500-pozos que se
traducen en 1047 placas de ELISA con la misma cantidad de nanogramos del
anticuerpo a-N2 partiendo de tan solo 2,5y 3,5 mL de suero respectivamente y en
un solo paso de purificacion.

El siguiente paso consistio en determinar la combinacion de anticuerpos
captura/primario (deteccién) mas propicia para llevar a cabo la eficiente captura
del antigeno N desde el suero de pacientes positivos para COVID-19. Los
resultados obtenidos permitieron seleccionar la combinacion a-N2/a-N para ser
usada en el sistema de inmunocaptura puesto que ademas de capturar la proteina
N libre en suero discriminé de forma eficiente valores de absorbancia de sueros
positivos y negativos, en contraste a lo sucedido al utilizar la combinacion a-N2/a-
N1 (Figura 25). Esto se debe a que cuando se utiliza la combinacion a-N2/a-N el
anticuerpo de captura a-N2 reconoce los epitopes antigénicos del dominio N2 de
la proteina N, pero hay epitopes de este dominio N1 que quedan disponibles y son
reconocidos por el anticuerpo de deteccién a-N, ademas, la proteina N natural

debe estar formando un homodimero y por tanto también quedaria al menos un
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dominio N2 libre. En el caso de la combinacién a-N2/a-N1, se observaron muy
bajos valores de absorbancia lo que indica que a pesar que el anticuerpo de
captura a-N2 esta logrando capturar a la proteina N sérica, la interaccion antigeno-
anticuerpo a-N1 es tan limitada que se ve reflejada en una disminucion de la
sensibilidad, esto podria explicarse a que aunado al hecho de que la densidad
comprobada de epitopes antigénicos en este dominio es bastante baja, la
interaccion entre los anticuerpos de captura a-N2 con el antigeno inducen cambios
conformacionales en este Ultimo que genera el ocultamiento de los epitopes
reconocidos por los determinantes antigénicos del anticuerpo a-N1. En vista de
gue cuando estos ultimos son usados como anticuerpos de captura los valores de
absorbancia son mayores. No obstante, el hecho de que el sistema se mostrara
eficiente para capturar N empleando como anticuerpos de deteccién los
policlonales producidos contra la proteina completa fue bastante alentador, méas
aun cuando la eliminacion de anticuerpos contra la region N1 significO un
incremento de la especificidad del sistema, ya que por tener esta region una
funcion viral crucialse encuentrarmas conservada entre los)diferentes coronavirus
que infectan a los humanos, incluyende a los coronavirus causantes del refriado
comun, muy frecuentes en la poblacion (Zeng y col., 2020; Dinesh y col., 2020;
Kang y col., 2020; Peng y col., 2020; Bai y col., 2021). De hecho, Tan y col.,
(2004) lograron incrementar los valores de especificidad en el diagnostico de
SARS-CoV eliminando la reactividad cruzada al emplear un antigeno N
recombinante que carecia de los primeros 119 residuos de aminoacidos que
corresponden a este dominio.

Dado que la presencia de anticuerpos opsonizantes para la proteina N en el
suero pacientes positivos para COVID-19 podria impedir la captura de este
antigeno por inhibicion de la interaccion entre los anticuerpos de captura a-N2 y su
respectivos epitopes, causando una disminucién de los valores de absorbancia y
por ende de la sensibilidad del sistema aumentando la probabilidad de tener falsos
negativos, se decidié determinar el volumen de suero que es necesario para
opsonizar 5ng de proteina N recombinante, una cantidad que supera la

concentracion de N promedio reportada para pacientes clinicamente severos y con
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alto grado de antigenemia para N (Hingrat y col., 2020). Para ello, se realizdé una
curva estandar de opsonizacion de N recombinante en presencia de voliumenes
variables de un suero con altos titulos de IgG a-N empleando como control un
suero negativo. Encontrando que un volumen de 25 pL de suero 1gG positivo fue
suficiente para opsonizar completamente 5 ng de proteina N recombinante. En
este sentido, y teniendo en cuenta que el volumen de sueros con el cual se
estandariz6 el sistema de inmunocaptura es el doble del volumen méximo
empleado en esta curva (50 pL), los pacientes IgG positivos que logren ser
detectados tendrian una concentracion de N libre en suero superior a 5 ng
(5000pgQ). Por lo tanto, esta concentracion podria ser considerada como un cut-off
tedrico para la captura de N por nuestro sistema, cuando hay IgG a-N en las
muestras de sueros (Figura 28).

Este efecto de la funciébn opsonizante de los anticuerpos IgG en la
inhibicion de la captura de N por el sistema sandwich ELISA indirecto fue también
puesto en evidencia en experimentos posteriores que pretendian cuantificar la
concentracion jpramedioy del lantigeno~N ren~sueros de pacientes~con diferente
estatus inmunologico (positivos para IgM, IgG y IgM/IgG), ya que la concentracion
promedio de N no opsonizada en sueros IgM positivos fue evidentemente superior
a aquellos en los que habian anticuerpos IgG con capacidad opsonizante. Siendo
la concentracién promedio de N libre en suero de 9768 pg/mL, un valor 5,7 veces
mayor a la encontrada en pacientes que estaban experimentando la
seroconversion (1895 pg/mL) y 3,7 veces superior en pacientes IgG positivos
(2653 pg/mL) (Figura 29A), relacionandose esto con un efecto de apantallamiento
en la captura del antigeno. Sin embargo, se detectaron casos de pacientes en los
que a pesar de poseer altos titulos de IgG se logro detectar grandes cantidades de
proteina N y teniendo en cuenta que los resultados obtenidos en ensayos
anteriores demostraron que las IgG presentes en elevados titulos en el suero de
pacientes positivos eran capaces de opsonizar completamente 5000 pg (Figura
29A), se puede inferir que la concentracion de la proteina total sobrepasa este
valor en pg, superando de esta manera el efecto de apantallamiento inducido por

la IgG.
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Este comportamiento resulta similar al encontrado por Zhang y col., 2021,
quienes al realizar cinéticas de correlacion entre las concentraciones de antigeno
N séricos y los titulos de anticuerpos IgM e IgG reportan una disminucion
significativa en la deteccion del antigeno N sérico en pacientes COVID-19
positivos para ambos anticuerpos. Si bien, las inmunoglobulinas IgM no son
eficaces para neutralizar el antigeno, la disminucion notable en la captura de N en
sueros de pacientes IgM/IgG positivos (Figura 29A) podria estar relacionado a un
efecto sinérgico de estas inmunoglobulinas en la eliminacion del antigeno sérico
por neutralizacion o a la carga viral del paciente en el momento de la toma de
muestra. Por otra parte resulta importante mencionar que la concentracion de
antigeno N circulante aumenta significativamente a medida que transcurre la
infeccibn activa y este aumento exponencial se encuentra directamente
relacionado con la gravedad de los sintomas, dado a que es capaz de interactuar
con numerosos factores inmunitarios del huésped promoviendo entre muchas
cosas, la hiperactivacion del complemento y del epitelio de células pulmonares y
arteriales, la estimulacion dey la secrecion—de citocinas, proinffamatorias por
macréfagos activados (Hingrat y col.»2020; Ali y col., 2021; Freda y col., 2021;
Quian y col., 2021; Xia y col., 2021; Zhang y col ., 2021; Olea y col., 2022; Gao y
col.,, Kao y col; 2022; 2022; Nakayama y col., 2022) . La participacion de N en
estos eventos podria también estar relacionada a la disminucién de la
concentracion de antigeno libre (secuestro) dada su necesaria interaccion con las
proteinas involucradas en promover estas respuestas inmunitarias innatas.

Por otra parte, del 100% de los sueros negativos seleccionados que habian
sido previamente evaluados por RT-PCR en tiempo real, iFLASH y ELISA
indirecto, el 86% fue detectado por el sistema de captura como verdaderos
negativos (NC) y el 14% restante como positivos (PC), lo que demuestra que se
trata de falsos negativos que escaparon a las pruebas de deteccién de ARN viral y
de anticuerpos. Lo que indica que estos pacientes se encontraban cursando los
primeros dias de infeccion posteriores a la migracion del virus de cavidad
nasofaringea y previos a la activacion de la inmunidad adaptativa humoral, es

decir se encontraban en el periodo ventana de la enfermedad (Figura 29B). Es de
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hacer notar que la concentracion promedio de antigeno libre en el periodo ventana
se encuentre subestimada dado el n relativamente bajo de la muestra.

El dltimo paso de este estudio fue la evaluacion del desempefio del sistema
diagnostico desarrollado en la captura del antigeno N desde sueros IgM, IgG, e
IgM/IgG positivos para COVID-19. Como se muestra en la tabla V, la prueba
ofrece el mismo porcentaje de especificidad para cada una de las categorias de
sueros evaluados (97,37%) no viéndose afectado el valor de punto de corte o cut
off (0,185). Sin embargo, el porcentaje de sensibilidad se mostré similar tanto en
sueros IgG como IgM positivos siendo de 55 y de 52,38% respectivamente y
disminuy6 al 20% en sueros IgG/IgM positivos. Este hecho fue consistente con los
valores del area bajo la curva (Figura 30).

No obstante, dado el bajo valor de sensibilidad obtenido al evaluar las tres
categorias de sueros empleados, especialmente para sueros con titulos
concomitantes de IgG e IgM, se intuyé que la disminuida capacidad de capturar
eficientemente el antigeno N sérico en los sueros, pudiese estar relacionada
ademas de ya, opsonizacion~ya~demostrada;, cony un cambios abrupto en las
propiedades fisicoquimicas de la misma que pudiesen limitar su interaccion
eficiente con los anticuerpos de captura a-N2 asi como con la presencia del
antigeno en el interior de exosomas celulares. Es por esta razon que se decidio
cambiar las condiciones de la solucidon de incubacion (diluyente de muestra), al
someter a prueba el efecto de suplementar esta solucibn con componentes
tensoactivos sobre los niveles de captura de proteina N libre en el suero de
pacientes positivos para SARS-CoV-2 en presencia de calor.

Como se observa en la Figura 31 y en la tabla VI, la adicion de surfactantes
permitid incrementar el porcentaje de sensibilidad de la prueba realizada con
sueros IgM/IgG positivos desde 20 a 59,09%, con valores de especificidad y cut-
off inalterados con respecto a las pruebas realizadas sin pretratamiento quimico,
mejorando asi el desempefio de la prueba diagndstico con un area bajo la curva
mas cercana al valor de 1 (0,8206). Estos resultados pueden deberse a la accion
sinérgica entre el calor y los detergentes en pretratamiento termoquimico de las

muestras (SDS-Tween-20 en diluyente de muestra a 56°C durante 5 minutos)
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sobre la disrupcion de las interacciones antigeno N-anticuerpos opsonizantes, lo
que permite disminuir el efecto de apantallamiento de estos ultimos sobre la
proteina N, permitiendo asi su interaccion con los anticuerpos de captura. Por otra
parte, la interaccion de las colas hidrofobicas de los detergentes con los parches
hidrofébicos de la proteina podria estar induciendo pequefios cambios
conformacionales en la proteina favoreciendo asi la exposicion en la superficie de
determinantes antigénicos inicialmente escondidos y un mejor reconocimiento de
estos por los anticuerpos. La solubilizacion de exosomas inducida por detergentes
incrementaria adicionalmente la concentracion de antigeno libre disponible en las
muestras.

Pretratamientos termoquimicos similares de muestras nasofaringeas
también fueron llevados a cabo por Maldenovic Stokanic y col. (2023) en el disefio
de una prueba ELISA tipo sandwich, basada en anticuerpos policlonales hechos
en raton y conejo para la cuantificacion de la proteina N del SARS-CoV-2. No
obstante, ellos logran un incremento en la captura del antigeno al incubar este
altimo en tampomydiluyente de-muestra-suplementado con-el detergente no idnico
Tritdbn x-100. Este resultado, difirid de’los ensayos de estandarizacion de las
condiciones de incubacion llevados a cabo inicialmente en este trabajo, en los que
la utilizacién de Tritdn X-100 anul6é por completo la captura del antigeno (datos no
mostrados), sin embargo, estas variaciones en los resultados pueden ser
atribuidas a diferencias en la naturaleza de las muestras.

Por otra parte, el prolongado tratamiento térmico a 56°C realizado por estos
investigadores influyo negativamente en la sensibilidad del ensayo, siendo esto
diferente a lo encontrado en este estudio en el que los valores de absorbancia se
vieron significativamente aumentados con el corto precalentamiento de las
muestras a la misma temperatura con respecto a los obtenido durante las
incubaciones a temperatura ambiente. De manera que, el calentamiento moderado
no induce cambios tan drasticos en su conformacion estructural que puedan ver
afectada la configuracion estructural de los determinantes antigénicos que
pudiesen impedir su reconocimiento. Pese a estas ligeras diferencias en ambos

disefios, la prueba de diagnoéstico de Maldenovic Stokanic y col. (2023) para la
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deteccibn de N en muestras nasofaringeas tiene valores se sensibilidad y
especificidad (52,94% y 100%) similares a los encontrados para nuestro sistema,
aun cuando emplearon anticuerpos de deteccion conjugados a
biotina/estreptavidina-HRP, un sistema reportero que permite una mayor
amplificacion de la sefial que el basado en la conjugacion de una anti-lgG/HRP.
Otra de las diferencias entre ambos trabajos que representa sin duda alguna el
principal punto a favor de nuestra prueba es el elevado valor diagndstico que
aporta el suero como muestra clinica de deteccion del antigeno N, puesto que
como ya se ha mencionado anteriormente el virus permanece alojado en la
cavidad nasofaringea un tiempo corto y la eficiencia de esta muestra depende
significativamente de la carga viral, mientras que la presencia del antigeno N
circulante en sangre se hace evidente tanto en el periodo ventana como después
de este y a concentraciones elevadas que se relacionan tanto con la carga viral
como con la gravedad del paciente, incluyendo los pacientes asintomaticos. Sin
embargo, ambas investigaciones resultan igualmente significativas al momento de
crear un precedente enel disefio: desplatafermas de: diagndstico~de bajo costo
basadas en el uso de anticuerpos policlonales.

En esta comparacion, resulta valioso resaltar que la mayoria de las pruebas
basadas en la deteccién del antigeno N a través de anticuerpos monoclonales
presentan valores de sensibilidad iguales o similares a los obtenidos con esta
prueba, que rondan entre el 52 y el 75% (Yamaoka y col, 2021; Humbert y col,
2022; Adnan y col, 2022) incluyendo aquellos que emplean potentes mecanismos
de amplificaciébn de la sefial como el ensayo de electroquimioluminiscensia R-
PLEX convencional y S-PLEX ultrasensible mejorado, que poseen una
sensibilidad 51 y 68% respectivamente. Y, a favor de la prueba de Maldenovic
Stokanick y col. (2023) basada en policlonales, el ELISA sandwich para la
deteccién de N en muestras nasofaringeas de Humber y col (2022) presenta una
sensibilidad ligeramente mayor de 58,6%. Este resultado resulta bastante
sorprendente, ya que con el dispositivo de prueba desarrollado se esta capturando
antigeno N con concentraciones muy limitadas del anticuerpo de captura. Esto

debido a que los 200 ng empleados de este anticuerpo no representaban una
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poblacion de IgG especifica para el antigeno N2, ya que representan una muestra
de la poblacion de IgG totales purificados a partir del suero de cabra. Por lo tanto,
considerando que en animales hiperinmunizados con un antigeno solo el 10% de
las IgG totales corresponden a IgG especificos para este, entonces de los 200 ng
totales empleados en la sensibilizacion solo 20 ng corresponden a anticuerpos a-
N2, de los cuales sélo un tercio (7ng) quedan unidos con la orientacion correcta
sobre la superficie de los pozos, implicando asi una perdida en la sensibilidad. Por
lo tanto, la sensibilidad de la prueba podria verse substancialmente incrementada
mediante la purificacion de los anticuerpos especificos mediante cromatografia de
afinidad especifica para el antigeno N2.

Otra de las grandes ventajas que ofrece un sistema de deteccion viral
basado en anticuerpos policlonales frente aquellos que usan monoclonales, es la
capacidad que tienen estos anticuerpos de interactuar con el antigeno a través de
multiples regiones mientras que los anticuerpos monoclonales si bien pueden
brindar elevados porcentajes de especificidad, pueden ver comprometida en un
buen grado lassensihilidad, yasque larcapacidad de mutacionyaumentada en los
organismos que se replican velozmente‘como el SARS-CoV-2, la probabilidad de
gue se acumulen cambios en los determinantes antigénicos seleccionados para su
produccion es bastante alta, afectando asi la interaccion de estas regiones
antigénicas con los anticuerpos de captura, pudiendo asi generar también un
efecto de fuga en el diagndstico de nuevas variantes. De hecho, las muestras
séricas empleadas en la valoracidon del dispositivo de diagndéstico fueron
colectadas entre los comienzos del afio 2021 y mediados del afio 2023, por lo que
representan una muestra heterogénea de las variantes de preocupacion (Alpha,
Gamma, Delta, y Omicron) y las variantes de interés (Lambda y Mu) que han
circulado en Venezuela a lo largo de este periodo de tiempo.

Adicionalmente, otro de los atributos de nuestro sistema es que permite
detectar eficientemente proteina N sérica con la mitad del volumen de suero
empleado por la mayoria de los kits comerciales que es de 100 pL, es decir; desde

muestras que tienen una menor concentracion del antigeno N, lo que sugiere una
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alta afinidad de los anticuerpos obtenidos por el antigeno, asi como un buen indice
de estabilidad.

En conclusion, la deteccién sensible del antigeno N del SARS-CoV-2 a
través del ELISA sandwich disefiado en este trabajo como uno mas de los
productos biotecnolégicos de DIAGEN proporciona un prototipo valioso para el
diagnoéstico temprano de COVID-19 en Venezuela, que solo requiere de una
muestra de sangre, es de bajo costo y es escalable en todos los laboratorios
clinicos del pais. Ademas, su desarrollo ha contribuido a la generacion de un sin
fin de conocimientos moleculares, bioguimicos y biotecnoldgicos que podran ser
aplicados en futuras investigaciones que persigan el desarrollo de pruebas de
diagnoéstico basado en la plataforma ELISA sandwich indirecto para detectar

antigenos virales en sangre empleando anticuerpos policlonales.

8. PERSPECTIVAS
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.- Purificar los anticuerpos de captura a-N2 a través de una cromatografia de
afinidad especifica para N2.

.- Emplear como anticuerpo secundario a-IgG de conejo conjugado a
biotina/estreptavidina-HRP para amplificar la sefial y asi aumentar la sensibilidad
del sistema.

.- Aumentar el nimero de muestras de suero (negativos y positivos) a fin de tener
un célculo més representativo de sensibilidad y especificidad.

.- Realizar ensayos de deteccién de antigeno N en sueros de pacientes positivos
previamente clasificados segun la variante de SARS-CoV-2.

.- Evaluar un mayor numero de sueros de pacientes negativos tanto para la
presencia de ARN viral como de anticuerpos, en los que se sospeche algun
sintoma o cuadro clinico asociado a la infeccién por SARS-CoV-2.

.- Estandarizar las condiciones de estabilizacién de los anticuerpos de captura (a-
N2) y deteccion (a-N) empleados, a fin de utilizarlos en el ensamblaje de un kit de

diagnéstico para la deteccion temprana de SARS-CoV-2.
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