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I. RESUMEN

Q.C.B. Ana Melisa Davila Carrillo.
Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

Titulo de estudio: Administracion por via oral del antigeno RBD del coronavirus
SARS-CoV-2 mediante un acarreador biologico: Analisis de la respuesta inmune humoral
en modelo murino.

Numero de paginas: 94

Candidata para la obtencion del grado de Maestra en Ciencias con Orientacion en
Microbiologia Médica.

Area de estudio: Microbiologia.

Propésito y disefio del estudio: El proposito de este estudio fue evaluar el potencial
inmunogénico de una levadura recombinante Pichia pastoris (PpRBD-CoV?2), disefiada
para expresar en su superficie el dominio de union al receptor (RBD) de la proteina Spike
del SARS-CoV-2, como vacuna administrada por via oral. Para ello, se desarrollé un
esquema de inmunizacion en ratones BALB/c, a los que se administré por via oral la
levadura recombinante viva o inactivada. Posteriormente, se cuantificaron los niveles de
inmunoglobulinas especificas (IgG, IgM e IgA) mediante ELISA indirecto, y se
caracterizaron las subclases de IgG (IgG1, IgG2a, [gG2b e IgG3) con el fin de determinar
el perfil de la respuesta inmune inducida. Ademads, se monitored la cinética de excrecion
fecal de la levadura para evaluar su eliminacion del tracto gastrointestinal.

Contribuciones y conclusiones: El estudio demostré6 que la inmunizacion oral con la
levadura recombinante PpPRBD-CoV2 induce una respuesta humoral especifica contra la
proteina RBD del SARS-CoV-2, evidenciada por la presencia de anticuerpos IgG e IgA en
suero. El aumento en los niveles de IgGG2a sugiere una respuesta inmune de tipo Thl, lo
cual es relevante en la proteccion frente a infecciones virales. La levadura fue excretada
progresivamente sin persistencia prolongada en el tracto gastrointestinal, indicando un
perfil de seguridad favorable. En conjunto, estos hallazgos posicionan a PpRBD-CoV2
como un candidato prometedor para el desarrollo de vacunas orales contra COVID-19 y
potencialmente otras infecciones respiratorias.

Dr. C. Romel Hernandez Bello

Director de Tesis



II. ABSTRACT

Q.C.B Ana Melisa Davila Carrillo
Universidad Autonoma de Nuevo Leon.

Study Title: Oral Administration of the SARS-CoV-2 Coronavirus RBD Antigen using a
biological carrier: Analysis of the humoral immune response in a murine model.

Page count: 94

Candidate for the degree of Master of Science with a Specialization in Medical
Microbiology.

Field of Study: Microbiology.

Purpose and Study Design: The purpose of this study was to evaluate the immunogenic
potential of a recombinant Pichia pastoris strain (PpRBD-CoV?2), genetically engineered
to display the receptor-binding domain (RBD) of the SARS-CoV-2 Spike protein on its cell
surface, as an orally administered vaccine. An immunization protocol was established
using BALB/c mice, which were orally administered either live or inactivated recombinant
yeast orally. Specific immunoglobulin levels (IgG, IgM, and IgA) were subsequently
quantified by indirect ELISA, and IgG subclasses (IgG1, IgG2a, IgG2b, and IgG3) were
analyzed to determine the immune response profile. Additionally, fecal excretion kinetics
of the yeast were monitored to assess gastrointestinal clearance.

Contributions and Conclusions: The study demonstrated that oral immunization with the
recombinant yeast PpPRBD-CoV?2 elicited a specific humoral immune response against the
RBD protein of SARS-CoV-2, as evidenced by the presence of IgG and IgA antibodies in
serum. The observed elevation in IgG2a levels suggests a Thl-skewed immune response,
which is relevant for antiviral protection. The yeast was progressively excreted without
prolonged persistence in the gastrointestinal tract, indicating a favorable safety profile.
Altogether, these findings position PpRBD-CoV2 as a promising candidate for the
development of oral vaccines against COVID-19 and potentially other respiratory
infections.



III. ABREVIATURAS

ACE2: Enzima convertidora de angiotensina 2
ADNg: ADN genomico

ARN: Acido ribonucleico

ARNm: Acido ribonucleico mensajero

BrEt: Bromuro de Etidio

BSA: Albumina de suero bovino

CMYV: Citomegalovirus

E: Proteina de Envoltura

ELISA: Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzimas
ERGIC: compartimento intermedio ER-Golgi
GALT: Sistema inmunologico asociado a mucosas
GFP: Proteina verde fluorescente

GPI: Glicosilfosfatidilinositol

g: Gramos

HRP: Peroxidasa de rabano picante

IFN-y: Interferébn gamma

IgM: Inmunoglobulina M

IgG: Inmunoglobulina G

IgA: Inmunoglobulina A

IL-4: Interleucina 4



LT: Toxina Labil al calor de E. coli

MALT: Tejido linfoide asociado a mucosas

M: Proteina de Membrana

MERS: Sindrome respiratorio por coronavirus de Oriente Medio
mL: Mililitros

N: Nucleocapside

NaCl: Cloruro de sodio

nm: Nanometros

NV: No viable

OPYV: Vacuna oral contra la poliomielitis

PBS: Solucién Salina Tamponada con Fosfato
PBS-T: Solucion Salina Tamponada con Fosfato-Tween 20
PCR: Reaccion en cadena de la polimerasa

pH: potencial de hidrogeno

RBD: Dominio de Union al Receptor

RPBI: Residuos Peligrosos Bioldgicos Infecciosos
rpm: Revoluciones por minuto

RTC: complejo de replicacion-transcripcion

S: Proteina Spike

SARS: Sindrome agudo respiratorio severo

sIgA: IgA secretora

TE: Buffer Tris-EDTA
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Th: Linfocitos T colaboradores

Th1: Linfocitos T cooperadores 1

Th2: Linfocitos T cooperadores 2

TMB: 3,3'.5,5'-tetrametilbencidina

TMPRSS2: serina proteasa

TLRs: receptores de tipo Toll

UFC: Unidades formadoras de colonias

UFC/g: Unidades formadoras de colonias por gramo
ug: Microgramos

uL: Microlitros

YPD: Extracto de levadura peptona dextrosa
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1. INTRODUCCION

1.1 Coronavirus

El SARS-CoV-1 y el SARS-CoV-2 son dos tipos de coronavirus que han causado
brotes importantes de enfermedades respiratorias en humanos. Pueden causar infecciones
respiratorias que van desde el resfriado comun hasta enfermedades mas graves como el
Sindrome Respiratorio de Oriente Medio (MERS) y el Sindrome Respiratorio Agudo
Severo (SARS) (1). EI SARS-CoV-1 tiene una transmision relativamente baja en
comparacion con el SARS-CoV-2 y ambos se propagan facilmente de persona a persona a

través de gotitas respiratorias y aerosoles (2).

1.2 SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 es un virus envuelto perteneciente a la familia Coronaviridae, una
gran familia de virus que pueden causar enfermedades en animales y humanos. Ademas, es
miembro del género Betacoronavirus, del subgénero Sarbecovirus, y de tipo ARN de
cadena positiva (3). Dentro del virus se encuentra su genoma viral el cual esta asociado a
la Nucleocéapside (N), ademas cuenta con tres proteinas estructurales: la de Membrana (M)
que da soporte y la forma curveada a la membrana, la proteina de Envoltura (E), que se
encarga principalmente del ensamblaje y de la liberacion de viriones y la proteina Spike (S)

que tiene la funcion de facilitar la unidn del virus al receptor de la celular huésped (figura

1.
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Proteina de Envoltura (E)

Proteina de Membrana (M)
Proteina Spike (S)

Nucleocapside (N)

Membrana lipidica

Figura 1. Estructura del coronavirus SARS-CoV-2. El virion estd compuesto por una membrana lipidica que
incorpora tres proteinas estructurales principales: la proteina de envoltura (E), la proteina de membrana (M) y
la proteina Spike (S), la cual es responsable de la unién al receptor celular. En su interior se encuentra el
genoma viral constituido por ARN monocatenario positivo asociado a la nucleocapside (N).

Fuente: ADN Institut. ;Qué es el coronavirus?. 2020.

1.3 Replicacion de SARS-CoV-2

El ciclo de replicacion inicia con la union de la proteina Spike (S) al receptor
ACE2, seguido por el priming proteolitico de la proteina (S) por la serina proteasa
TMPRSS2, lo que permite la entrada del virus por fusion de membranas o endocitosis. Una
vez en el citoplasma, el genoma viral es traducido por la maquinaria ribosomal de la célula
huésped, generando dos grandes poliproteinas (ppla y pplab), que luego son procesadas
por proteasas virales (como Mpro y PLpro) para formar el complejo de

replicacion-transcripcion (RTC). Este complejo sintetiza una cadena negativa de ARN que

16



sirve como molde para la sintesis de nuevos genomas virales y subgenomas que codifican

proteinas estructurales (figura 2).

Las proteinas estructurales se traducen en el reticulo endoplasmatico y se
ensamblan en el compartimento intermedio ER-Golgi (ERGIC), junto con el ARN
gendmico encapsidado. Finalmente, los viriones completos se liberan por exocitosis,

infectando nuevas células y propagando la infeccion (4).

+ssRNA

Spike SARS-CoV-2

(S)

p

y ‘ . Membrane
:4 83@ le(® &
e e
{h i * e Nucleocapsid
ACE2 4 (N)
3
TMPRSS2" A
protease
Fusion
peptide

\ +ssRNA
®

ER-Golgi ntermediate
compartment

pplaand pplab

@
‘ ~ wul[:t?;;;rm @
e @ | /\@\\wf\\/\,\ el mIcRNA.

[~ sense) = - - WA AN

Figura 2. Replicacion de SARS-CoV-2. (1) Unidn entre la proteina Spike y el receptor ACE2 en la superficie
de la célula huésped. (2) El péptido de fusion sufre cambios conformacionales que permiten la fusién del
SARS-CoV-2 y su entrada al citoplasma celular. (3) Liberacion del genoma de ARN positivo monocatenario

del SARS-CoV-2. (4) El genoma viral es transcrito por los ribosomas de la célula huésped. (5) EI ARN
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traducido codifica poliproteinas (ppla y pplab) y la ARN polimerasa dependiente del ARN viral NSP12. (6)
NSP12 produce copias completas de sentido negativo del ARN del SARS-CoV-2. (7) El genoma del ARN de
sentido negativo se emplea como plantilla para generar los nuevos genomas de sentido positivo. (8) La
traduccion del ARN viral ocurre en el reticulo endoplasmatico de las células huésped y conduce a la sintesis
de proteinas estructurales. (9) Las proteinas estructurales se mueven al compartimento intermedio del aparato
de Golgi donde ocurre el ensamblaje viral. (10) Los virus maduros se ensamblan en el compartimento
intermedio del Golgi y se liberan en vesiculas secretoras. (11) Los viriones del SARS-CoV-2 se secretan por
exocitosis.

Fuente: Uddin M, Mustafa F, Rizvi TA, Loney T, Al Suwaidi H, Al-Marzouqi AHA, et al
SARS-CoV-2/COVID-19: Viral Genomics, Epidemiology, Vaccines, and Therapeutic Interventions. Viruses.

2021;13(9):1687. doi:10.3390/v13091687

1.4 Proteina Spike

La proteina Spike del SARS-CoV-2 es una glicoproteina transmembranal de clase
I, localizada en la superficie del viridn, y es responsable de mediar la entrada del virus a las
c€lulas del hospedero. Esta proteina consta de dos regiones S1 y S2 (figura 3). La
subunidad S1 contiene el dominio de unién al receptor (RBD), encargado del
reconocimiento y union al receptor celular ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2)
de la célula huésped, que al unirse da lugar al primer paso del mecanismo de infeccion del
virus (4,5), mientras que la subunidad S2 participa en la fusién de la membrana viral con la

membrana de la célula huésped.
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Figura 3. Representacion estructural de la proteina Spike (S) del SARS-CoV-2. Esta glicoproteina trimérica
se encuentra en la superficie viral y es responsable del reconocimiento y union al receptor ACE2 en las
células huésped, a través de su dominio de union al receptor (RBD). La proteina S juega un papel clave en la
entrada viral y es una de las principales dianas para el desarrollo de vacunas y terapias neutralizantes.

Fuente: Kumar S. Omicron and Delta variant of SARS-CoV-2: A comparative computational study of Spike

protein. J Med Virol. 2022 May;94(5):1641-9.

1.5 ACE2

La enzima convertidora de angiotensina 2 (ACE2) es una metaloproteasa de tipo |
que desempefia un papel crucial en el sistema renina-angiotensina, regulando la presion
arterial y el equilibrio hidroelectrolitico. Sin embargo, su relevancia se intensificé con la
aparicion del coronavirus SARS-CoV-2, agente etiologico del COVID-19, al identificarse
como su principal receptor de entrada a las células humanas. El dominio de union del virus
(RBD) en la proteina Spike reconoce y se acopla especificamente a la ACE2, facilitando la
fusién de la membrana viral con la célula huésped (Figura 3). Esta interaccién no solo

permite la infeccion, sino que también puede alterar la expresion y funcion de ACE2,
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contribuyendo a la disfuncion endotelial, inflamacion y dafio multiorganico observado en
casos graves de la enfermedad. Por tanto, la ACE2 no solo representa un punto clave en la
patogénesis del COVID-19, sino también una diana potencial para estrategias terapéuticas

y de prevencion (5).

1.6 Dominio de Union al Receptor (RBD)

El RBD, que abarca aproximadamente los residuos 319 a 541 de la proteina Spike,
es un antigeno inmunodominante, altamente inmunogénico, y constituye el blanco
principal de los anticuerpos neutralizantes inducidos de forma natural o por vacunacion.
Ademas, a pesar de las multiples mutaciones observadas en las variantes del SARS-CoV-2,
el RBD ha demostrado conservar su funcidn estructural y su capacidad de union a ACE2
(figura 4), lo que lo convierte en un candidato ideal para el disefio de vacunas y terapias

dirigidas contra COVID-19 (6).

Viral entry mechanism
of SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 Yl

Spike
protein

Receptor-binding
domain (RBD) of
spike protein binds
to ACE2 receptor

Yy v \
1 1
Angiotensin-converting
enzyme (ACE) 2
receptors
Enterocite

Figura 4. Mecanismo de entrada del SARS-CoV-2 en las células del epitelio digestivo a través del receptor
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ACE2. La proteina Spike del virus se une al receptor ACE2 de la membrana celular mediante interacciones
polares, lo que permite la entrada del virus al interior celular por endocitosis. Fuente: Sanchez Gutiérrez M.

SARS-CoV-2: una nueva amenaza. Rev Med Hered [Internet]. 2020;31(1):56—64.

1.7 Células susceptibles a la infeccion por SARS-CoV-2

El SARS-CoV-2 presenta un tropismo celular estrechamente relacionado con la
expresion del receptor de entrada ACE2 (enzima convertidora de angiotensina 2) y la
serina proteasa TMPRSS2, que facilitan la fusiéon de la envoltura viral con la membrana
celular (7). Las principales células blanco del virus son las células epiteliales del tracto
respiratorio, en particular las células ciliadas de la via aérea superior y las células
alveolares tipo II (AT2) en los pulmones. Estas Gltimas desempefan funciones criticas en
el mantenimiento del epitelio alveolar y la produccion de surfactante, y su infeccion

contribuye significativamente al dafio pulmonar observado en COVID-19 (7).

Ademés del sistema respiratorio, el SARS-CoV-2 puede infectar multiples tipos
celulares extrapulmonares debido a la distribucion sistémica de ACE2. Entre ellas se
encuentran los enterocitos del intestino delgado, los cardiomiocitos, las células epiteliales
renales (especialmente del tibulo proximal), las células endoteliales vasculares, y algunas
células del sistema nervioso central, incluyendo astrocitos y neuronas (8,9). Esta amplia
gama de células susceptibles estd en consonancia con la diversidad de manifestaciones
clinicas observadas, que abarcan desde sintomas respiratorios hasta complicaciones

gastrointestinales, cardiovasculares y neurologicas (10).
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1.8 La pandemia de COVID-19

Desde el inicio de la pandemia por SARS-CoV-2 en diciembre de 2019, se han
confirmado mas de 775 millones de casos de COVID-19 y aproximadamente 7 millones de
defunciones a nivel mundial hasta abril de 2025. A pesar de los avances en vacunacion,
con mas de 13 mil millones de dosis administradas globalmente, el virus ha tenido un

impacto sanitario y social sin precedentes (11).

Los signos y sintomas que presentaron los pacientes van desde aquellos leves como
fiebre, tos y fatiga, hasta graves como dificultad para respirar y neumonia. Las personas
mayores y aquellas con condiciones de salud subyacentes como enfermedades
cardiovasculares, diabetes y enfermedades respiratorias cronicas tienen un mayor riesgo de

desarrollar complicaciones graves (12).

Ademas de los problemas de salud que ha generado a la poblacion, la pandemia ha
tenido un impacto significativo en la economia global, los sistemas de salud, la educacion
y la vida cotidiana de las personas (13). Las medidas para contener la propagacion del
virus, como el uso de cubrebocas, los confinamientos y las restricciones de viaje, llevaron
a interrupciones en muchas actividades y servicios, provocando un desequilibrio en la

sociedad (14).

En México, la pandemia también dejo una huella significativa, registrando cerca de
7.6 millones de casos confirmados y mas de 334,000 muertes, lo que posiciono al pais
entre los mas afectados a nivel regional. Hasta la fecha, se han aplicado mas de 223
millones de dosis de vacunas en territorio nacional, lo que ha contribuido a la contencion

de brotes severos, aunque persiste la vigilancia epidemiologica ante la posible aparicion de
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nuevas variantes (15). Todos los estados de la republica mexicana fueron afectados, pero
aquellos con mayor numero de casos de COVID-19 fueron la Ciudad de México, el Estado

de México, Jalisco y Nuevo Leon (16).

Durante la semana epidemioldgica 10 de 2025 (del 2 al 8 de marzo), México reportod
un total de 42,872 casos sospechosos de COVID-19, de los cuales se confirmaron 630
casos, representando el 1.3% del total. Esta cifra muestra una disminucion del 88% en
comparacion con los casos registrados en la misma semana del afio anterior. Ademas, se

reportaron 18 defunciones asociadas al virus en este periodo (figura 5).
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Figura 5. Curva epidémica de casos confirmados y positividad por COVID-19 por semana epidemioldgica.

Fuente: SINAVE/DGE/Vigilancia Epidemioldgica de Enfermedad Respiratoria Viral.

El grupo de edad més afectado en lo que va del afio corresponde a personas entre 85

y 89 afios, con una incidencia del 3.2%, seguido por el grupo de 90 a 94 aios, con el
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1.64% de los contagios. La mediana de edad de los pacientes es de 39 afos, y la
distribucion por sexo muestra un predominio en mujeres, con un 62.2% de los casos

(figura 6).
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Figura 6. Casos y tasa de incidencia de la COVID-19 segun grupo de edad para 2025. Fuente:

SINAVE/DGE/Vigilancia Epidemiologica de Enfermedad Respiratoria Viral.

La vigilancia continua sigue siendo esencial para detectar nuevas variantes de
SARS-CoV-2 que puedan surgir y representar nuevos retos en salud publica, especialmente
en lo referente a transmisibilidad, escape inmune y severidad clinica. Si bien durante las
primeras etapas de la pandemia la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) clasifico
como variantes de preocupacion (VOC) a Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1),
Delta (B.1.617.2) y Omicron (B.1.1.529), la mayoria de estas ya no circulan activamente a

nivel mundial, siendo desplazadas por linajes descendientes de Omicron (17).

Actualmente, todas las variantes relevantes (JN.1, XBB.1.5 y KP.2) son derivadas de
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Omicron, que continta siendo la base evolutiva dominante del virus desde el afio 2022. En
cambio, las variantes Lambda (C.37) y Mu (B.1.621), inicialmente clasificadas como
variantes de interés (VOI), han sido reclasificadas como variantes previamente

monitorizadas debido a su limitada diseminacién y pérdida de relevancia epidemioldgica

(18).

Tabla 1. Variantes de SARS-CoV-2 derivadas de Omicron, a mayo de 2025.

Variante Clasificacion Ano de Observaciones
(linaje actual deteccion
Pango)
JN.1 Variante de 2023 Variante predominante a
preocupacion nivel mundial. Alta evasion
(VOC) inmune y transmisibilidad.
JN.1.5 Variante de 2024 Circulacion sostenida,
interés (VOI) evolucion continua de
JN.1.
XBB. Variante de 2022 Alta transmisibilidad.
1.5 interés (VOI) Prevalente en EE.UU. en
2023.
XBB. 1.16 Variante de 2023 Aumento de casos
interés (VOI) pediatricos reportado.
EG. 5 Variante de 2023 Circulaciéon global
interés (VOI) moderada.
KP. 2 Variante bajo 2024 Diseminacion creciente,
vigilancia competidora emergente
de JN.1.
BA. 2.86 Variante bajo 2023 Alta divergencia, baja
vigilancia circulacion actual.

Fuente: WHO.Tracking SARS-CoV-2 variants. https://www.who.int/activities/tracking-SARS-CoV-2-variants
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A pesar de la continua aparicion de nuevas variantes, muchas de las mutaciones en la
proteina Spike, aunque favorecen la evasion inmunolédgica, no han afectado de forma
critica la estructura del dominio de union al receptor (RBD). Esto ha permitido que dicho
dominio siga siendo una diana inmunogénica confiable para el disefio de vacunas y

anticuerpos neutralizantes, manteniendo su valor como blanco terapéutico (19).

1.9 Vacunas actuales contra COVID-19

Actualmente estan disponibles varias vacunas para los que numerosos paises han
concedido autorizaciones de uso de emergencia con el fin de lograr una vacunacién masiva
mundial (Tabla 2). Las vacunas fueron consideradas en su momento como innovadoras y
fueron parte crucial para poder contener la pandemia, se desarrollaron diversos tipos de
vacunas como las de tipo ARN, de tipo vector viral, con base en proteinas y de virus

inactivado (20).
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Tabla 2. Comparacion de vacunas contra COVID-19.

Fabricante Tipo Dosis Almacenaje
%F_ Vector viral 2 Entre
g (virus 2y 8 grados
Oxford Uni- genéticamente (6 meses)
AstraZeneca modificado)
ARN
- 2 Entre
f= (Parte del cédigo 7 -25y-15 grados
Moderna gengtlcn {7 meses)
del virus)
= 2 Entre
?. ARM -80 vy -60 grados
Pfizer-BioNTech (6 meses)
-18,5 grados
v 2 (en forma liqui
- quida)
Gamaleya Vector viral ﬁ Entre 2 v 8 grados)
(Sputnik V) {(Forma seca)
2
o Virus inactivo / Entre
Sinovac 2y 8 grados
(CoronaVac)
% A base x2 / ﬁ Entre
de proteina 2y 8grad
Novavax g ¥y grados
&=l ) X1 Entre2y 8
\ector viral /i? ﬁ grados
Janssen (2 meses)
Fuente: Gobierno de Reino Unido, Reuters (B|B|C]

Fuente: BBC, Gobierno de Reino Unido, Reuters.

Sin embargo, estas vacunas no estan exentas de efectos adversos, los cuales
suelen ser poco frecuentes, pero los efectos adversos considerados graves suelen requerir
atencion médica. En los ultimos afios se han documentado diversos efectos neurologicos

como el Sindrome de Guillain Barre, paralisis facial de Bell, mielitis transversa, asi como
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enfermedades cardiacas como miocarditis y pericarditis, y trombosis con trombocitopenia
(21), todos ellos producidos después de la vacunacién con vacunas de tipo ARN como
Pfizer y Moderna, y de tipo vector viral, como Astrazeneca, la cual ya ha reconocido que
sus vacunas producen estos efectos adversos; y como la vacuna de Jonhson &
Jonhson/Jansen, la cual ya ha sido retirada del mercado por esta misma razon (Tabla 3)
(22).

Tabla 3. Efectos adversos documentados después de la administracion de vacunas
inyectables contra COVID-19.

Efecto adverso Vacuna Num.de casos/
Vacunados

Sindrome de -J&an 1/23,000

Guillain-Barré

Paralisis facial de -Pfizer/BioNTech 7 /37,000
Bell -Modema
-J&Nen 3 /37,000
Mielitis transversa Oxford-AstraZeneca 1/ 11,636
Miocarditis y -Pfizer/BioNTech 224/ 6.9 millones
Pericarditis -Modema

Trombosis con -J&an 12/ 7 millones

trombocitopenia
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Fuentes: Castillo E, et al. Manifestaciones neuroldgicas asociadas a la vacuna contra COVID-19. Neurologia.
2022 Oct 12. Spanish.

See 1, et al. US case reports of cerebral venous sinus thrombosis with thrombocytopenia after Ad26.COV2.S
vaccination, March to April 2021. JAMA. 2021;325(24):2448-56.

Goddard K, Hanson KE, Lewis N, ef al. Incidence of myocarditis/pericarditis following mRNA COVID-19

vaccination among children and younger adults in the United States. Ann Intern Med. 2022;175(7):1007-15.

1.10 Vacunas orales

En el desarrollo de éstas vacunas, solo se tomaron en cuenta a las vacunas
inyectables, dejando de lado a las vacunas orales, las cuales son consideradas como un
modo atractivo de inmunizacion, ya que suelen ser aceptadas por la poblacion al no ser
invasivas; ademas, son simples de administrar, ya que no se requiere de personal
profesional para su administracion, no generan Residuos Peligrosos Biologico-Infecciosos
(RPBI), y son menos costosas, por lo que son adecuadas para la administracion masiva
(23). Por otro lado, se ha documentado que inducen una inmunidad protectora, por medio
de la generacion de anticuerpos neutralizantes producidos en las superficies mucosas y a
nivel sistémico, en donde se observa la produccion de IgG e IgA especificas, asi como

también la induccion de una respuesta inmune celular, como respuestas Thl y Th17 (24).

Algunos ejemplos de vacunas orales que han tenido relevancia son la vacuna contra
la Polio, con virus vivos atenuados que inducen inmunidad intestinal y sistémica y las
vacunas Rotarix y RotaTeq (Tabla 4), que protegen contra el rotavirus induciendo una
fuerte respuesta inmunitaria en el tracto gastrointestinal (25). Sin embargo, en la actualidad

no hay vacunas orales contra COVID-19 en uso a nivel global.
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Tabla 4. Vacunas orales que forman parte del esquema nacional de vacunacion de México.

Vacuna Nombre Tipo de Edad de Dosis oral
comercial Vacuna Aplicacion

Polio (OPV) Sabin Virus vivo 6, 18 meses 0.1 mL (2

atenuado y durante gotas)

campanas

Rotavirus RotaTeq® Virus vivo 2,4y6 2mL
(pentavalente) atenuado meses

recombinante Tres dosis
Rotavirus Rotarix® Virus vivo 2y 4 meses 1.5 mL
(monovalente) atenuado

Dos dosis

Fuente: Secretaria de Salud. (2023). Esquema de vacunacion universal. Gobierno de México.

https://www.gob.mx/salud/articulos/esquema-de-vacunacion

Este tipo de vacunas, al ser administradas por via oral, interactian directamente
con el sistema inmunolégico asociado a mucosas (GALT), lo que permite la induccion de
una respuesta inmune preferentemente en el intestino y facilita la activacion de

mecanismos inmunologicos clave para la proteccion frente a patdogenos entéricos.

1.11 Mecanismos inmunolégicos de la mucosa intestinal

El sistema inmunologico asociado a mucosas, conocido como GALT , desempefia un
papel importante en la respuesta inmune inducida por inmunizacion oral. Las células M
especializadas del epitelio intestinal transportan antigenos desde la luz intestinal hacia las
placas de Peyer y otros tejidos linfoides asociados, donde son procesados por células

dendriticas. Estas células se encargan de presentar los antigenos a los linfocitos T
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cooperadores, que posteriormente activan a los  linfocitos B, promoviendo su
diferenciacion en células plasmadticas productoras de inmunoglobulinas tales como IgM,

IgG y predominando IgA (Figura 7) (26).
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Figura 7. Infeccion de epitelios mucosales por SARS-CoV-2 y activacidon de la respuesta inmune
mucosal. Representacion de la infeccion por SARS-CoV-2 en células epiteliales de mucosas
respiratorias e intestinales. El virus puede ingresar a través de células epiteliales ciliadas del tracto
respiratorio y enterocitos intestinales, facilitado por células M que transfieren antigenos al tejido
linfoide asociado a mucosas (MALT). Esta interaccion induce la activacion de células plasmaticas
que secretan inmunoglobulina A (IgA), la cual se transporta al lumen para neutralizar particulas
virales y limitar su propagacion. Fuente: Inmunosalud. Asociaciéon progreso inmunologia.

Inmunosalud.net

1.12 IgA secretora

Una de las principales inmunoglobulinas generadas en la mucosa intestinal es la IgA
secretora (sIgA), la cual desempena una funcion clave en la inmunidad. La sIgA se secreta
hacia la luz intestinal, donde se encarga de neutralizar toxinas, virus y bacterias sin inducir

inflamacion. Esta inmunoglobulina impide la adherencia e invasién de patogenos en el
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epitelio intestinal, bloqueando su replicacion y facilitando su eliminacion. La induccion
eficaz de IgA mediante vacunas orales representa una ventaja importante, ya que
proporciona inmunidad localizada en el sitio de entrada de muchos patdgenos respiratorios

y entéricos, como SARS-CoV-2 (26,27).

La IgA en humanos, también se encuentra en forma de IgA1 e IgA2, siendo la IgA1
mas abundante en suero y secreciones, mientras que la IgA2 predomina en las mucosas.
Ambas subclases tienen funciones complementarias en la neutralizacion de patdgenos,

siendo la IgA2 la mas eficiente en el tracto gastrointestinal (28).

1.13 Inmunoglobulinas IgM, IgG e IgA

La inmunizacidon oral puede inducir respuestas inmunologicas tanto a nivel de las
mucosas como a nivel sistémico. A nivel sistémico, una de las respuestas mas relevantes es
la produccion de inmunoglobulinas en el suero, principalmente IgM, IgG e IgA (Tabla 5).
Cada una de estas inmunoglobulinas cumple funciones cruciales en la defensa contra
patogenos, y su distribucidon y afinidad por los antigenos varia dependiendo del tipo de

respuesta inmune involucrada.

La IgM es la primera inmunoglobulina que se produce en una respuesta primaria,
actua como un marcador de la exposicion inicial al antigeno. Se produce principalmente en
la fase temprana de la respuesta inmune, donde su funcidn principal es la activacion del
sistema del complemento, la neutralizacion de patogenos y la promocion de la fagocitosis

mediante la activacion del complemento (29).
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La IgG es la inmunoglobulina predominante en la respuesta secundaria y es clave en
la proteccion a largo plazo. La produccion de IgG sigue a la IgM durante la respuesta
inmune primaria y se produce en grandes cantidades durante la exposicion repetida a un
patogeno o antigeno. Esta inmunoglobulina tiene una alta afinidad por el antigeno, lo que
le permite neutralizar patdogenos mas eficazmente, ademas de activar el sistema del
complemento y facilitar la fagocitosis a través de receptores Fc (30). En términos de
proteccion duradera, la IgG es un marcador importante de la memoria inmunologica, ya
que sus niveles elevados indican que el sistema inmunologico ha "aprendido" a reconocer

y combatir el patdgeno de manera mas eficiente con el tiempo.

En el suero, la IgA (aunque en menor cantidad que en las mucosas) contribuye a la
respuesta inmune frente a patégenos en circulacion, pero su principal funcién sigue siendo
la protecciéon en las superficies mucosas. En su forma sérica, la IgA se encuentra
principalmente en forma monomérica, mientras que en las mucosas es predominantemente

dimerizada, lo que facilita su transporte a través de las células epiteliales (31).

La IgA se encuentra en suero en niveles mas bajos en comparacion con IgG, pero su
funcion sigue siendo relevante para la respuesta inmune sistémica. La IgA en suero es
capaz de neutralizar ciertos patogenos y colaborar con las otras inmunoglobulinas en la

defensa general del organismo (31).
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Tabla 5. Caracteristicas generales de las inmunoglobulinas IgM, IgG e IgA.

igM IgG IgA
Forma principal Pentamero Monomero Monomero
(suero) / Dimero
(mucosas)
Abundancia Primera en Mayoritaria en Principal en
relativa respuesta suero (~70-75%) | secreciones
inmune (~10%) (~15%)
Funcién Activacion del Opsonizacion, Inmunidad
principal complemento, activacion del mucosa,
respuesta complemento, neutralizacion
primaria neutralizacion de
toxinas y virus
Tiempo de Respuesta Respuesta Predomina en
aparicion primaria secundaria mucosas tras
(temprana) (tardia) exposicion
repetida
Presente en No No Si
mucosas principalmente
1.14 Subclases de IgG

Por otro lado, la IgG en los mamiferos se divide en varias subclases, que desempenan
roles especificos en la respuesta inmune (Tabla 6), la IgG1 est4 asociada con una respuesta
inmune de tipo Th2, favoreciendo una respuesta humoral mediada por células B la cual es

importante en la defensa contra patégenos extracelulares, como bacterias y parasitos (32).

La subclase Ig(G2a en ratones esta particularmente asociada con la respuesta inmune
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de tipo Thl. La cual es crucial en la defensa contra infecciones virales e intracelulares,
como las causadas por SARS-CoV-2, y se encuentra involucrada en la eliminacion de
patogenos intracelulares (32). En ratones BALB/c, la IgGG2a juega un papel fundamental en
la activacion de la fagocitosis mediada por macréfagos y en la eliminacion de patdégenos
virales. En estudios con ratones BALB/c, la respuesta inmune frente a ciertos antigenos
depende en gran medida de la produccion de IgG2a, lo que destaca su relevancia en la

respuesta inmune en este modelo animal.

Aunque menos estudiada que las anteriores, la I[gG2b se asocia con la defensa frente
a patogenos extracelulares. En ratones BALB/c, esta subclase también contribuye a la
neutralizacion de patdgenos y a la activacion del complemento, aunque en menor medida

que IgG1 e [gG2a (33).

La subclase IgG3 es particularmente eficiente en la activacion del sistema del
complemento, lo que la hace esencial en la defensa frente a ciertos patdgenos,
especialmente en modelos murinos como el de los ratones BALB/c (32,33). La IgG3 tiene
un papel importante en la proteccion contra infecciones virales y bacterianas a través de la
facilitacion de la lisis de los patogenos por el complemento. Aunque su contribucion es
menos destacada en ratones BALB/c en comparacion con IgG2a, sigue siendo importante

en la respuesta inmune general.
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Tabla 6. Caracteristicas de las subclases de IgG (IgG1, IgG2a, 1gG2b, IgG3) en ratones

BALB/c.

Subclase
de IgG

IgG1

IgG2a

lgG2b

IgG3

Funcién
principal

Neutralizacion,
contra proteinas
solubles

Opsonizacion,
Citotoxicidad
mediada por
células,
complemento

Complemento,
citotoxicidad

Aglutinacion,

fuerte activacion
del complemento

Respuesta
Th

Th2 (IL-4)

Th1 (IFN-y)

Th1/Th2
mixto

No definida

Tipo de
respuesta
dirigida

Respuesta
humoral
(alérgenos,
helmintos)

Respuesta
celular (virus,
bacterias
intracelulares)

Respuesta
balanceada
(infecciones
mixtas)

Respuesta
contra
polisacaricdos
bacterianos

1.15 Vacunas orales con base en acarreadores biologicos

Relacion con
respuesta celular

Baja participacion en
respuesta celular, se
asocia mas a inmunidad
humoral.

Alta implicacion en
respuesta celular, activa
células citotoxicas y
fagocitos.

Participa tanto en
respuesta humoral
como celular,
modulacién equilibrada.

Poca implicacion directa
en respuesta celular,
mas importante en
neutralizacion
extracelular.

Asi mismo, existen las vacunas orales con base en acarreadores biologicos, las cuales

son consideradas una innovacidén interesante en la vacunacidon, donde se emplean

organismos vivos o componentes biologicos como vectores para llevar antigenos al sistema

inmunolégico del huésped (34). Estos acarreadores pueden ser bacterias, virus, levaduras,

o incluso material bioldgico derivados de plantas. Actualmente la mayoria de vacunas de

este tipo han sido estudiadas en modelos animales, algunos ejemplos de acarreadores

biologicos en modelo animal son Bacillus subtilis que expresa una proteina multi-epitope
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del rotavirus en modelo murino (34), B. subtilis expresando el gen HA contra el virus de la
influenza H5N1 (35), Lactobacillus plantarum que expresa la proteina Spike del virus
SARS-CoV2 en modelo murino (36), asi como aquellos con base en levaduras, siendo la

mas comun Saccharomyces cerevisiae.

1.16 Yeast display

Para lograr el desarrollo de las vacunas orales a base de levaduras, se pretende el
uso de la técnica de ingenieria genética conocida como yeast display, que permite la
expresion de proteinas recombinantes en la superficie celular de las levaduras. En el
contexto de vacunas orales, esta tecnologia permite presentar antigenos virales de interés,
como el dominio de uniéon al receptor (RBD) del SARS-CoV-2, directamente en la
membrana de levaduras como Pichia pastoris, transformandolas en acarreadores

bioldgicos inmunoldgicamente activos (37).

El sistema se basa en la fusion genética del antigeno con una proteina de anclaje
que se incorpora de forma natural a la pared celular de la levadura. Una de las proteinas de
anclaje mas utilizadas es la regiéon C-terminal de la a-aglutinina de Saccharomyces
cerevisiae, que contiene dominios de anclaje tipo GPI (glicosilfosfatidilinositol) (Figura 8),
los cuales dirigen la proteina recombinante hacia la membrana plasmatica, permitiendo su
exposicion en la superficie celular (38). Esto le da la capacidad a cada célula de levadura
de poder presentar copias del antigeno en su superficie, manteniéndolo en su conformacion

nativa y aumentando su inmunogenicidad (39).
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Figura 8. Pared celular de Pichia pastoris y el sistema de yeast display utilizado para la presentacion
antigénica. Las proteinas recombinantes pueden anclarse a la superficie celular mediante dominios de anclaje
GPI, permitiendo su exposicion sobre la matriz de B-glucanos y quitina. Este sistema permite mostrar
antigenos en la superficie de la levadura, favoreciendo su reconocimiento por el sistema inmune tras la

administracion oral como plataforma vacunal.

1.17 Pichia pastoris

Pichia pastoris (Komagataella phaffii) es una levadura metilotréfica ampliamente
utilizada en biotecnologia para la produccion de proteinas recombinantes. Presenta
diversas ventajas como un crecimiento rapido y se puede cultivar en medios simples y
economicos (40,41). Ademas, puede crecer tanto en condiciones aerdbicas estrictas como
en presencia de metanol como unica fuente de carbono, lo que ha sido aprovechado
mediante promotores fuertes como AOXI1 para inducir de forma controlada la expresion de
genes heter6logos (42). Su perfil de seguridad es positivo, ya que no produce endotoxinas

y ha sido clasificada como un organismo GRAS (Generally Recognized As Safe) por la
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FDA, lo que la hace adecuada para aplicaciones farmacoldgicas en salud humana y animal

(43).

1.18 Pichia pastoris como acarreador biologico

Por lo anterior, nuestro equipo de trabajo propone como alternativa el desarrollo de
una vacuna oral en Pichia pastoris (Komagataella phaffii), esta levadura es capaz de
funcionar como una plataforma prometedora para el desarrollo de vacunas recombinantes,
particularmente por via oral. Gracias a su pared celular que estd compuesta por B-glucanos,
mananos y quitina, P. pastoris puede proteger antigenos recombinantes de la degradacion
gastrointestinal, permitiendo su liberacidon progresiva y exposicion al sistema inmunitario
en el intestino (44). Mediante tecnologias como el yeast display, P. pastoris puede anclar
antigenos de interés en su superficie, favoreciendo el reconocimiento por células
presentadoras de antigeno (45). En modelos aviares como pollos, y en mamiferos como
ratones y cerdos, se ha demostrado que su administracion oral puede inducir una respuesta
inmune en mucosas (IgA) y sistémicas (IgG), sin causar efectos adversos (46—48). Por ello,
P pastoris se perfila como un acarreador biologico eficiente, seguro y versatil para
vacunas orales dirigidas contra diversas enfermedades infecciosas, con potencial para

aplicaciones tanto en medicina veterinaria como humana.

1.19 Evaluacion preclinica en modelo murino

Los modelos murinos, como los ratones BALB/c, son ampliamente utilizados en la
investigacion preclinica por su caracteristico sistema inmune, su bajo costo y
disponibilidad. Estos modelos permiten estudiar la inmunogenicidad de vacunas

experimentales, la produccion de anticuerpos especificos (IgG, IgM, IgA) y la activacion
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de subtipos celulares. En el contexto de vacunas orales con acarreadores bioldgicos,
permiten evaluar la respuesta inmune sistémica y a nivel de mucosas, asi como el transito y
eliminacion del vector vacunal por via digestiva (49). Se suelen utilizar ratones hembras
debido a su comportamiento social mas estable y menor agresividad comparado con los
machos, lo cual facilita su manejo en estudios grupales, y se minimiza el estrés asociado al
entorno experimental. Ademas, diversos estudios han demostrado que las hembras
presentan respuestas inmunologicas robustas y consistentes, siendo adecuadas para evaluar

la inmunogenicidad de vacunas en condiciones controladas (50).
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2. ANTECEDENTES

Wang y colaboradores en el 2007 desarrollaron un vector para la presentacion de
proteinas heterdlogas en la superficie celular de P. pastoris utilizando la mitad C-terminal
de la alfa-aglutinina de S. cerevisiae como anclaje de membrana. Para comprobar la
funcionalidad de este sistema de expresion, se utilizd como proteina modelo la proteina
verde fluorescente (GFP), con el objetivo de observar si era correctamente dirigida y
anclada a la superficie celular de la levadura recombinante. En la imagen de fluorescencia
(Figura 9), se observa que las células de levadura transformadas con el vector GPI-GFP
presentan fluorescencia localizada en la pared celular, lo que indica una expresion exitosa.
Por el contrario, las células control (sin GFP) no presentan senal fluorescente. Este
experimento demostré que el sistema basado en GPI (glicosilfosfatidilinositol) permite la
exposicion eficiente de proteinas en la pared celular de P. pastoris, lo cual representa una
estrategia util para aplicaciones en biotecnologia, incluyendo vacunas orales y

presentacion antigénica superficial (51).

400 pm

Control GPI-GFP

Figura 9. Expresion de GFP en la pared celular de Pichia pastoris mediante anclaje GPI. Imégenes de

microscopia de fluorescencia que muestran a P. pastoris sin transformacion (Control, izquierda) y a la
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levadura transformada con el vector GPI-GFP (derecha). La fluorescencia en la pared celular de la levadura
recombinante indica la correcta localizacién de GFP, asi como la funcionalidad correcta de este sistema yeast

display. Fuente: Wang et. al. (2007).

Actualmente existen algunas vacunas orales a base de levaduras empleando la
técnica yeast display, aunque la mayoria de ellas son empleando S. cerevisiae, ya que es
una levadura ampliamente estudiada (52-54), también existen vacunas a base de P. pastoris
(55-57). Es importante mencionar que estas vacunas orales a base de levaduras son de uso

veterinario y se han documentado buenos resultados.

Como antecedente de este proyecto nuestro equipo de trabajo desarrolld por medio
de la técnica yeast display, una levadura recombinante de P. pastoris que expresa el
dominio RBD del virus SARS-CoV2 en su membrana (PpRBD-CoV2) como parte del
proyecto CONACyYT #312185: Generacion de un vehiculo de vacunacion por despliegue
en levaduras de la proteina S del coronavirus SARS-CoV2, a partir de un plasmido
comercial (pCMV3-ORF), el cual contiene la secuencia codificante del dominio RBD de la
proteina Spike del coronavirus SARS-CoV-2, se obtuvo el gen para su expresion. Este gen
fue posteriormente subclonado en el plasmido de expresion constitutiva pGAPZa,
generando una construccion de fusion con la secuencia de anclaje a membrana derivada de

la alfa-aglutinina de S. cerevisiae (Figura 10).

La Figura 10 muestra por un lado el pldsmido comercial pCMV3-ORF que
contiene el gen sintético del RBD bajo el control del promotor citomegalovirus (CMV), y
por otro lado una representacion estructural tridimensional del dominio RBD de la proteina

Spike. En esta estructura se identifican residuos clave involucrados en la union al receptor
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ACE2, principalmente en el segmento RBD del subdominio S1, destacaindose mutaciones
frecuentes como N501, E484 y K417, asociadas con mayor afinidad y evasion

inmunologica.

SARS-CoV-2 (2019-nCoV) Spike RBD Gene
ORF cDNA clone expression plasmid (Codon

Optimized)
CMY promoter
Am"g o i [ *-\,g’:
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Figura 10. Esquema de la estrategia de clonacion y visualizacion estructural del dominio RBD.

A la izquierda, se muestra el plasmido comercial pPCMV3-ORF, que contiene el gen del dominio RBD del
SARS-CoV-2. A la derecha, se observa una representacion estructural tridimensional del dominio RBD de la
proteina Spike (subunidad S1) donde se destacan residuos criticos para su interaccion con el receptor ACE2 y

su relevancia inmunoldgica.

Una vez subclonado el gen RBD en el plasmido pGAPZa, se gener6 una
construccion recombinante con el dominio RBD fusionado a la region de anclaje GPI de la
alfa-aglutinina. Esta construccion permite la expresion de RBD en la pared celular de P.

pastoris, bajo el control del promotor GAP constitutivo (Figura 11).
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Figura 11. Mapa plasmidico del vector recombinante pGAPZa-RBD-GPI-cMyc.
Representacion esquematica del plasmido de 4754 pb disefiado para expresar el dominio RBD de
SARS-CoV-2 en la superficie de P. pastoris. El dominio RBD fue fusionado a la secuencia de anclaje GPI

derivada de la alfa-aglutinina de S. cerevisiae.

Para confirmar la expresion superficial del dominio RBD en la levadura recombinante P
pastoris (PpRBD-CoV2), se realizd un ensayo de inmunofluorescencia indirecta utilizando
un anticuerpo monoclonal especifico anti-RBD (mAb 5GS8), seguido de un anticuerpo
secundario anti-IgG de ratén conjugado con Alexa Fluor 488. En la figura 12, se observa
una sefial de fluorescencia verde intensa en la cepa recombinante PpRBD-CoV2, indicando
la presencia del RBD en la superficie celular, mientras que la cepa silvestre GS115 (sin
inserto) no muestra fluorescencia, confirmando la especificidad de la sefial. Estos

resultados validan la funcionalidad del sistema de anclaje GPI y corroboran que la
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levadura recombinante expresa correctamente el dominio RBD en su membrana externa,
haciéndola una potencial plataforma para estudios inmunoldgicos o desarrollo de vacunas

orales.

PpRBD-CoV2 GSI15 Anticuerpos

e Anti-RBD

§ (mAb 5G8)
= e Anti-Mouse
= Alexa-488

Alexa-488

Figura 12. Deteccion por inmunofluorescencia indirecta de la expresion superficial del dominio RBD en la
levadura Pichia pastoris recombinante (PpRBD-CoV2). La figura muestra campos de luz visible (bright
field) y fluorescencia (Alexa-488) para la cepa recombinante PpRBD-CoV2 y la cepa control GS115. La
fluorescencia observada inicamente en la levadura recombinante indica la unién del anticuerpo anti-RBD y
su deteccion mediante un anticuerpo secundario conjugado con Alexa Fluor 488, lo que confirma la

expresion del dominio RBD en la superficie celular.

45



3. JUSTIFICACION
El desarrollo de vacunas orales contra COVID-19 es relevante para proporcionar una
alternativa mas accesible y manejable, en respuesta a las dificultades asociadas con las
vacunas actuales. En este sentido este proyecto pretende evaluar si el candidato a vacuna
PpRBD-CoV2 administrado por via oral en modelo murino puede inducir una respuesta de

anticuerpos especificos contra la proteina RBD del virus SARS-CoV-2.
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4. HIPOTESIS
El uso de Pichia pastoris como acarreador bioldgico del antigeno RBD de SARS-CoV2
(PpRBD-CoV2) inducira una respuesta inmune humoral especifica que podrd ser

detectable mediante ensayos de ELISA.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general:
Evaluar el perfil de la respuesta inmune humoral anti-SARS-CoV-2 en modelo murino
generado por la administracion oral del antigeno RBD expresado mediante yeast display en

la levadura Pichia pastoris.

5.2 Objetivos especificos:

1. Cuantificar la carga fingica en heces de ratones BALB/c inmunizados por via oral

con la levadura PpRBD-CoV2.

2. Determinar el titulo del antisuero (IgG, IgM e IgA) de los ratones inmunizados

empleando proteina RBD comercial en ensayos de ELISA.

3. Identificar la subclase de inmunoglobulinas de clase IgG en los ratones

inmunizados empleando proteina RBD comercial en ensayos de ELISA.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Animales de experimentacion

Ratones BALB/c hembras de 5 a 7 semanas de edad fueron divididos en 4 grupos
experimentales de 7 ratones cada uno: grupo control (solucién salina), grupo GSI115
(levadura wild type), grupo PpRBD-CoV2 (levadura recombinante) y grupo PpPRBD-CoV2
NV (levadura recombinante inactivada (No Viable)). Los grupos de ratones se mantuvieron
en jaulas de microaislamiento con ciclos de luz/oscuridad de 12 h y con alimento y agua
esterilizados ad libitum. El cuidado, mantenimiento y manejo de los animales se realizo de
acuerdo con la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZO0-1999 con las condiciones de la
licencia del gobierno mexicano para la experimentacion animal y la Guia para el cuidado y
uso de animales de laboratorio del Instituto de Investigacion con Animales de Laboratorio
(Comision de Ciencias de la Vida, Consejo Nacional de Investigacion) (Numero de

aprobacion del comité de ética: MB24-00004).

6.2 Reactivacion de las cepas GS115 y PpRBDCoV-2

Las cepas GS115 (wild type) y PpRBDCoV-2 (Pichia pastoris recombinante)
almacenadas en viales a -70°C se descongelaron en hielo y se reactivaron en 2 mL de caldo
YPD por 48 horas a 30°C en agitacion constante a 200 rpm (Labnet, Benchtop Shaking
Incubator 222DS). Posteriormente, con un asa metéalica se sembr6 en placas petri con
medio YPD (Extracto de levadura 10 g/L, peptona 20 g/L, glucosa 111 mM), se incubaron

a 30°C hasta observar colonias.
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6.3 Amplificacion del fragmento RBD en la levadura PpRBD-CoV2 por PCR de
colonias

Para obtener el ADN de las levaduras recombinantes, se realizd un PCR de
colonias, se tomo una colonia de levadura usando una punta de micropipeta estéril
(cuidando no tomar demasiada biomasa, ni agar) y se coloco en 50 pul de agua destilada en
un microtubo y se agitd suavemente para suspender las células en el agua. Se realizo el
siguiente ciclo por triplicado: 98°C por 8 minutos en termociclador y posteriormente en
hielo por 30 segundos. Para la mezcla de la reaccion PCR se mezclaron los siguientes
componentes (Bioline, MyTaq): buffer de reaccion, 200 uM de cada nucleétido de dNTPs,
0.1-0.5 uM de cada primer (sentido y antisentido), 1-2.5 unidades por reaccion de taq
polimerasa (Bioline, MyTaq), 2-5 uL del sobrenadante de la muestra de células lisadas por
calor y por ultimo se agregd agua destilada hasta un volumen final de 20-50 ul. La
amplificacion del fragmento de 735 pb se llevo a cabo utilizando el siguiente ciclo:
desnaturalizacion inicial 94°C por 5 minutos, 25 ciclos de: desnaturalizacion a 94°C por 30
segundos, alineacion a 65°C por 30 segundos y extension a 72°C por 1 minuto. Para la
extension final 72°C por 5 minutos. La electroforesis del fragmento se llevo a cabo
empleando 10 pl de la reaccion de PCR en un gel de agarosa al 1% y el marcador de peso
molecular de 1Kb (/nvitrogen). Al finalizar la electroforesis el gel se visualizo bajo luz UV
tras tefiir con bromuro de etidio. Los oligonucleotidos empleados se muestran a

continuacion en la tabla 7.
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Tabla 7. Oligonucledtidos utilizados para la amplificacion del fragmento RBD mediante

PCR de colonias
Clave Secuencia Fragmento
Sc2-RBD-F 5'- tat ctc tcg aga aaa gag agg ctg aag 54 bp
cta tga ggg tcc aac caa cag aga gca-3°
Sc2-RBD-R 5°-tgt tct aga aag ctg gcg aag tic aca 41 bp

cac ttg ttc ttc ac-3°

6.4 Administracion del inéculo de Pichia pastoris

Se tomo una colonia de cada placa de agar de ambas cepas, se resuspendio en 2 mL
de medio YPD liquido en y se incubd a 30° C en una incu-shaker (Labnet, Benchtop
Shaking Incubator 222DS) por 48 horas para después vertir esos 2 mL de cultivo en 50 mL
de medio YPD en matraces de 250 mL, se incubaron por 48 horas en agitacion y se
centrifugaron a 7,500 rpm por 8 minutos con el fin de recuperar el pellet y desechar el
medio. El pellet se resuspendi6 en 25 mL de solucion salina estéril y se calcul? la cantidad
de biomasa y solucién salina que se agrega para ajustar el indculo a la concentracion
deseada. El inoculo se ajustdo a 1 x 10° para los grupos GS115, PpRBD-CoV2 y NV,
utilizando la escala de 10 unidades de McFarland empleando un densitometro (Biosan,
DEN [-B). La levadura PpRBD-CoV2 NV se inactivd con calor a 61°C por 1 hora

empleando una placa de calentamiento.

6.5 Cinética de expulsion de Pichia pastoris GS115 y PpRBD-CoV2
Los ratones de los grupos GS115, PpRBD-CoV2 y NV fueron anestesiados con

50ulL via intraperitoneal con una solucion de ketamina/xilacina (80/120 mg/g de peso
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corporal, respectivamente). Una vez anestesiados, se administré via oral 100 ulL de
bicarbonato de sodio al 10% empleando una cénula esteril (Cadence Science, 7910,
medidas: 20G X 1.5). Pasados 30 minutos se administré via oral el inoculo de 1x10"8
células viables de la levadura wild type al grupo GS115, 1 x 10° células viables de la
levadura recombinante al grupo PpRBD-CoV2, 1x10"8 células no viables de la levadura
recombinante al grupo PpRBD-CoV2 NV y al grupo control solo se le administrd el
vehiculo (solucion salina). A partir del dia 2 se recolectaron cada 2 dias muestras fecales
de los ratones en tubos estériles (Figura 13), se pesaron y se resuspendieron en PBS 1X
con ampicilina y estreptomicina (100ug/mL) a 4°C por 1 hora, para después realizar
diluciones 1:10 y 1:100. Posteriormente se sembraron 100 ul. en agar Sabouraud con
ampicilina y estreptomicina (100ug/mL) a 30° C toda la noche. Después de 48 horas se
cuantificaron las colonias en las placas, se determinaron las UFC multiplicando las
colonias contadas por el factor de dilucion, las UFC obtenidas se multiplican por 1 gramo
y se dividen por la cantidad de gramos obtenidos de las heces y asi obtener las UFC/g de

heces.

Inéculo
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Figura 13. Esquema de recoleccion de materia fecal en ratones inmunizados.

52



6.6 Esquema de inmunizacion

Treinta minutos antes de cada inmunizacidon a los animales se les administrd via
oral con una canula esofdgica, una solucion de NaHCO3 al 10% con el fin de neutralizar el
pH estomacal. Los inoculos de la levadura ajustados con solucion salina a 1 x 10° se
administraron via oral con la canula, y los dias 8, 15, 22 y 36 se administraron los

refuerzos de la inmunizacion.
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pre-inmune
suero anti-RBD

Figura 14. Esquema de inmunizacion

6.7 Obtencion de muestras sanguineas por puncion submandibular

El suero pre-inmune se obtuvo tomando muestras sanguineas de los animales de los
4 grupos antes de iniciar el esquema de inmunizacion. Las muestras sanguineas de los
diferentes grupos de animales se obtuvieron 24 hrs antes de cada inmunizacion, lo que
corresponden a los dias 7, 14, 21 y 35. Para ello, la vena maxilar que se encuentra en la
region entre el ojo y la base de la oreja del raton se limpid con alcohol al 70% empleando
un cotonete estéril. Una vez que se evapord el alcohol se procedié a aplicar vaselina esteril
con un cotonete en la zona de interés y con una lanceta se realiz6 la puncién junto al

angulo caudal mandibular y se colecto la sangre por capilaridad en un tubo eppendorf de
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1.5 mL. Después de la recoleccion se untd nuevamente vaselina en el sitio de puncion para
detener el sangrado y se mantuvo en observacion al raton durante unos minutos para
asegurar que el sangrado se detuvo y el animal se recuperara adecuadamente. Finalmente
al dia 42 post-inmunizacion se administro una anestesia profunda a los ratones con el fin
de realizar un sangrado a blanco, el cual consiste en la puncién cardiaca del raton, con el
fin de obtener la mayor cantidad de sangre posible y poder analizar a esa temporalidad el

Sucro.

6.8 Obtencion del suero
Las muestras de sangre obtenidas de los diferentes grupos de ratones se
centrifugaron a 2,500 rpm, se separo6 el suero en microtubos estériles, y se almacenaron a

corto plazo a 4°C y a largo plazo -20°C hasta su uso.

6.9 ELISA indirecto para deteccion de IgG-HRP

Para la cuantificacion de los anticuerpos IgG anti-RBD especificos en suero de
ratones inmunizados con la levadura recombinante PpRBD-CoV?2, se realizé la técnica de
ELISA indirecto como sigue: una placa de microtitulacion de 96 pozos (Nunc, Maxisorp)
se sensibilizd con 100 uL/pozo de la proteina RBD (Sinobiological) (1.0 ug/mL en un
buffer de carbonatos 0.05 M, pH 9.6) y se incub6 a 4°C durante 12-18 horas, protegido de
la luz. Posteriormente, se realizaron tres lavados de 3 minutos cada uno con 200 uL de
PBS-T (PBS 1% con 0.05% Tween-20) empleando un lavador automatico de placas
(Biotek, 50 TS microplate washer), y se bloqueo con 200 uL/pozo de BSA al 1% en PBS
1X durante 2 horas a 30° C. Se descarto la solucion de bloqueo y se realizd otro ciclo de

cuatro lavados con 200 ul/pozo de PBS-T de 3 minutos cada uno. Posteriormente, se
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utilizo el suero de cada uno de los ratones inmunizados diluido a una concentracion de
1:10 en BSA 1% con PBS 1X, y se anadieron 100 pL/pozo por duplicado. La placa se
incub6 durante 12-18 horas a 4°C, protegida de la luz. Se descarto la soluciéon de suero y se
realizaron cinco lavados con 200 uL/pozo de PBS-T de 3 minutos cada uno. Finalmente, se
agregaron 100 pL/pozo de anticuerpo secundario anti-IgG-HRP (Thermo scientific) de
raton diluido en BSA 1% - PBS 1X (1:2,000) y se incub6 durante 2 horas a 30°C,
protegida de la luz. Se descart6 la solucion y después de seis lavados con 200 uL/pozo de
PBS-T se anadieron 100 pL/pozo de sustrato TMB previamente atemperado (Life
technologies) y se incub6 durante 15 minutos en la oscuridad y la absorbancia se midio
cada 15 minutos hasta alcanzar los 60 minutos a 650 nm utilizando un lector de

microplacas (Thermo scientific, Multiskan Sky High).

6.10 Deteccion de IgG, IgM e IgA por ELISA indirecto

Los anticuerpos IgG, IgM e IgA anti-RBD especificos de los ratones inmunizados
se detectaron como sigue: Una placa de microtitulacion de 96 pozos (Nunc, Maxisorp) se
sensibilizdé con 100 pul/pozo de la proteina RBD (1.0 pg/mL en un buffer de carbonatos
0.05 M, pH 9.6) y se incub6d a 4°C durante 12-18 horas, protegiendo de la luz. Se
realizaron tres lavados de 3 minutos cada uno con 200 uL de PBS-T (PBS 1% con 0.05%
Tween-20) empleando un lavador automatico de placas (Biotek, 50 T'S microplate washer),
y se bloqued con 200 puL/pozo de BSA al 1% en PBS 1X durante 2 horas a 30°C. Se
descarto la solucion de bloqueo y se realizo otro ciclo de cuatro lavados con 200 ulL/pozo
de PBS-T de 3 minutos cada uno. Se prepard un pool de suero correspondiente al dia 42
post inmunizacion, utilizando muestras de los ratones inmunizados de cada grupo. De cada

raton se tomaron 12 pL de suero, los cuales se diluyeron hasta un volumen final de 600 uL
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utilizando una solucion de PBS 1X con BSA al 1%. Posteriormente, se realizaron
diluciones seriadas del suero en un rango de 1:10 a 1:10,000. De cada dilucion se
anadieron 100 uL por pozo, en duplicado, en la placa de ELISA. La placa se incubo
durante 12-18 horas a 4°C, protegida de la luz. Se descartd la solucion de suero y se
realizaron cinco lavados con 200 ulL/pozo de PBS-T de 3 minutos cada uno.
Posteriormente se afiadieron 100 uL/pozo de anticuerpo secundario anti-IgG, anti-IgM o
anti-IgA de raton biotinilado diluido en BSA 1% - PBS 1X (1:2,000) y se incub6 durante 2
horas a 30°C, protegida de la luz. Se descartd la solucion y después de seis lavados con
200 uL/pozo de PBS-T, se depositaron 100 uL/pozo del conjugado Streptavidina-HRP (10
ug/mL) diluido 1:400 en BSA 1% - PBS 1X, se incubd durante 30 minutos a 30° C. Se
descarto la solucion y se realizaron cinco lavados con 200 uL/pozo de PBS-T de 3 minutos
cada uno. Se afiadieron 100 puL/pozo de sustrato TMB previamente atemperado (Life
technologies) y se incub6 durante 15 minutos en la oscuridad y la absorbancia se midio
cada 15 minutos hasta alcanzar los 60 minutos a 650 nm utilizando un lector de

microplacas (Thermo scientific, Multiskan Sky High).

6.11 Determinacion de las subclases de IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3).

Las subclases de IgGs (IgGl, IgG2a, 1gG2b e I1gG3) del suero de ratones
inmunizados se realizo6 mediante ELISAS como se describe a continuacion. Una placa de
microtitulacion de 96 pozos (Nunc, Maxisorp) se sensibilizd con 100 pL/pozo de la
proteina RBD (1.0 pg/mL en un buffer de carbonatos 0.05 M, pH 9.6) y se incub6 a 4°C
durante 12-18 horas, protegiendo de la luz. Se realizaron tres lavados de 3 minutos cada
uno con 200 uL de PBS-T (PBS 1% con 0.05% Tween-20) empleando un lavador

automatico de placas (Biotek, 50 TS microplate washer), y se bloque6 con 200 uL/pozo de
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BSA al 1% en PBS 1X durante 2 horas a 30° C. Se descarto6 la solucion de bloqueo y se
realizo otro ciclo de cuatro lavados con 200 uL/pozo de PBS-T de 3 minutos cada uno. Se
utilizaron muestras de suero del dia 42 de cada uno de los ratones inmunizados, sin realizar
un pool. Cada muestra se diluyd en una soluciéon de PBS 1X con BSA al 1%, en una
concentracion final de 1:20. Se anadieron 100 pL por pozo, en duplicado. La placa se

incub6 durante 12 a 18 horas a 4 °C, protegida de la luz.

Se descart6 la solucidon de suero y se realizaron cinco lavados con 200 uL/pozo de
PBS-T de 3 minutos cada uno. Se agregaron 100 pL/pozo de anticuerpo secundario
anti-IgG1, 1gG2a, 1gG2b o [gG3 de ratdn biotinilado diluido en BSA 1% - PBS 1X (1:500)
y se incubd durante 2 horas a 30°C, protegida de la luz. Se descarto la solucioén y después
de seis lavados con 200 uL/pozo de PBS-T, se depositaron 100 uL/pozo del conjugado
Streptavidina-HRP (10 ug/mL) diluido 1:400 en BSA 1% - PBS 1X, se incub6 durante 30
minutos a 30° C. Se descarto la solucidn y se realizaron cinco lavados con 200 uL/pozo de
PBS-T de 3 minutos cada uno. Se afiadieron 100 uL/pozo de sustrato TMB previamente
atemperado (Life technologies) y se incubd durante 15 minutos en la oscuridad y la
absorbancia se midi6 cada 15 minutos hasta alcanzar los 60 minutos a 650 nm utilizando

un lector de microplacas (Thermo Scientific, Multiskan Sky High).
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7. RESULTADOS

7.1 Reactivacion de las cepas GS115y PpRBDCoV-2

Las cepas P. pastoris GS115 (wild type) y PpPRBD-CoV2 (recombinante), se reactivaron a
partir de viales previamente almacenados a -80 °C. Para asegurar la viabilidad de las
levaduras y preservar la esterilidad del procedimiento, la biomasa congelada fue extraida

utilizando una espatula metalica esterilizada, manipulada bajo condiciones asépticas.

Posteriormente, se inoculd una pequefia cantidad de biomasa en 2 mL de medio
liquido YPD (Yeast Extract Peptone Dextrose), el cual proporciona los nutrientes
esenciales para el crecimiento inicial de las células. Las muestras inoculadas fueron
incubadas a una temperatura constante de 30 °C durante un periodo de 5 dias, bajo
condiciones de agitacion, permitiendo asi la reactivaciéon metabolica y la proliferacion
celular. Durante este tiempo, se monitored visualmente el cultivo hasta observar una

turbidez evidente, indicativa de crecimiento.

Una vez obtenido un crecimiento visible en medio liquido, se procedi6 a realizar la
siembra en placas de agar YPD. Esta segunda fase de cultivo permitio aislar colonias

individuales y observar las caracteristicas morfoldgicas de cada cepa de manera mas clara.

Después de 48 horas de incubacion de las placas, se observaron colonias bien
desarrolladas en ambas cepas. Tal como se muestra en la Figura 15, las colonias
correspondientes a la cepa GS115 (A) y la cepa recombinante PpRBD-CoV2 (B)

presentaron una morfologia similar, caracterizada por ser circulares, de superficie cremosa,

58



aperlada y de bordes bien definidos. No se detectaron diferencias morfologicas notables
entre ambas cepas bajo las condiciones de cultivo empleadas, lo cual sugiere que la
modificacién genética en la cepa recombinante no alterd las caracteristicas fenotipicas

basicas observables a simple vista.

Esta reactivacion exitosa de las cepas fue esencial para los experimentos
posteriores, asegurando que ambas cepas de levaduras estuvieran en 6ptimas condiciones

de viabilidad y crecimiento.

Figura 15. Reactivacion de las cepas en medio YPD. A) Colonias correspondientes a la cepa GS115 y B)

PpRBD-CoV2.

7.2 Amplificacion del fragmento RBD en la levadura recombinante PpRBD-CoV2

Con la finalidad de confirmar que la cepa recombinante PpRBD-CoV2 de P
pastoris contenia el fragmento genético codificante para el dominio de unién al receptor
(RBD) del virus SARS-CoV-2, se llevo a cabo una reaccion de PCR de colonias. Para ello,

se emplearon oligonucleo6tidos especificos disefiados para amplificar exclusivamente la

59



region correspondiente al RBD, permitiendo asi verificar la presencia e integridad del

fragmento en el genoma de la levadura.

El andlisis de los productos amplificados se realiz6 mediante electroforesis en gel
de agarosa al 1%, procedimiento que permitid visualizar el tamafo de los fragmentos de
ADN obtenidos. En la Figura 16 se puede apreciar el resultado de este andlisis. En el carril
1 se depositd un marcador de peso molecular de 100 pares de bases (pb), el cual sirvio
como referencia para la estimacion del tamafio de los fragmentos amplificados en los
demas carriles. En el carril 2, correspondiente a la cepa wild type (GS115), que no contiene
ningin plasmido recombinante, no se observd ninguna banda amplificada, lo cual era el
resultado esperado. En contraste, en el carril 3, correspondiente a la cepa PpRBD-CoV2, se
detectd una banda intensa de aproximadamente 735 pb, tamafio que coincide con el
fragmento esperado para el dominio RBD. Estos hallazgos confirman no solo la presencia,
sino también la integridad del fragmento RBD en la cepa recombinante PpRBD-CoV2, por

lo que una vez confirmado esto se procedié a llevar a cabo los experimentos posteriores.

1 2 3

1,000 pb-
750 pb-

500 pb- 735 pb

Figura 16. Amplificacion del fragmento RBD en PpRBD-CoV2 por PCR de colonias. 1) Marcador Peso
Molecular (100 pb, Invitrogen, 3uL), 2) GS115 y 3) PpRBD-CoV2. Gel de agarosa al 1% con BrEt.
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7.3 Viabilidad del inéculo

Una vez que se reactivaron las cepas de GS115 y PpRBD-CoV2 de P pastoris y se
comprobo la integridad del fragmento RBD presente en la cepa recombinante, se procedid
a la preparacion de los indculos experimentales, ajustando la concentracion celular a 1 x

10° células viables tanto para la cepa GS115 como para la recombinante PpRBD-CoV?2.

Posteriormente, se prepar6 un indculo de la levadura recombinante con la finalidad
de inactivar térmicamente, con el objetivo de obtener el grupo denominado PpRBD-CoV2
No Viable. Para corroborar que el tratamiento de inactivacion habia sido efectivo, se
sembraron alicuotas de cada uno de los in6culos en agar Sabouraud. Tras la incubacion, se
observo que unicamente las muestras correspondientes a la cepa GS115 y a PpRBD-CoV?2
sin tratamiento térmico presentaron crecimiento de colonias, mientras que en el indculo

tratado con calor (PpRBD-CoV2 NV) no se detecto desarrollo alguno.

Tal como se ilustra en la Figura 17, esta ausencia de crecimiento confirmé la

inactivacion de la levadura recombinante mediante calor, asegurando que el grupo

experimental NV contenia células no viables para los experimentos posteriores.
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Figura 17. Viabilidad de los inéculos de Pichia pastoris. A) Colonias de GS115, B) Colonias de

PpRBD-CoV y C) Sin crecimiento de colonias PpRBD-CoV2 NV inactivadas con calor.

7.4 Cinética de expulsion fecal de Pichia pastoris tras administracion oral en ratones
Con el proposito de analizar la persistencia y eliminacion de las levaduras administradas
por via oral, se realiz6 un seguimiento de la cinética de expulsion fecal en ratones BALB/c

durante un periodo de 12 dias posteriores a la inoculacion.

Para ello, se administraron dosis de 1x10° de levaduras GS115 y PpRBD-CoV2 a su
respectivo grupo de ratones, y posteriormente se recolectaron muestras de heces frescas
cada dos dias. La cuantificacion se efectu6 mediante el recuento de unidades formadoras

de colonias (UFC) por gramo de heces.

Los resultados obtenidos, mostrados en la Figura 18, indican que tras la administracion
oral (dia 0), a partir del dia 2 comenz6 a observarse una disminucién progresiva en la carga
de UFC/g en ambos grupos experimentales. Para el dia 6, la cantidad de levaduras
expulsadas habia descendido a niveles por debajo de 10° UFC/g, y a partir del dia 10, ya no

se detectaron colonias viables en las muestras recolectadas.

62



Estos datos sugieren que las levaduras fueron eliminadas progresivamente a medida que

transitaban a través del tracto gastrointestinal de los ratones.

Adicionalmente, no se observaron diferencias entre la cinética de eliminacion de la cepa
wild type GS115 y la cepa recombinante PpRBD-CoV2, lo cual sugiere que la
modificacion genética no afectd la transito intestinal de la levadura recombinante en el

modelo murino empleado.

Cinética de expulsion de Pichia
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Figura 18. Cinética de expulsion de Pichia pastoris en ratones BALB/c después administracion oral. Se

muestra la cantidad de unidades formadoras de colonias (UFC/g de heces) recuperadas a distintos dias
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post-inoculacion (DPI) para las cepas GSI115 (verde) y PpRBD-CoV2 (morado). Ambas cepas fueron
administradas por via oral en una unica dosis. Se observa una disminucidn progresiva de la carga fecal de
levaduras en el tiempo, con eliminacién casi completa hasta el dia 10. Los datos se presentan como media +

desviacion estandar (n = 7 por grupo).

7.5 Deteccion de IgG-HRP en suero de ratones inmunizados

Con el propésito de confirmar si la inmunizacion oral con la levadura recombinante
PpRBD-CoV2 fue capaz de inducir una respuesta inmune humoral en el modelo murino, se
llevdo a cabo la cuantificacion de anticuerpos IgG especificos en suero de los ratones
BALB/c. Para ello, se utiliz6 un ensayo de ELISA indirecto, empleando un anticuerpo
secundario conjugado a HRP (peroxidasa de rdbano picante), que permite la deteccion
colorimétrica de la union antigeno-anticuerpo.

Los animales fueron divididos en dos grupos experimentales: uno inmunizado con
PpRBD-CoV?2 y otro que recibié tinicamente el vehiculo (solucién salina), utilizado como
control negativo. Como se muestra en la Figura 19, los ratones inmunizados con la
levadura recombinante presentaron un aumento significativo en los niveles de absorbancia
a 650 nm, en comparacion con el grupo control (p < 0.05). Este incremento indica una
mayor produccion de IgG especifica contra el dominio RBD del SARS-CoV-2, lo que nos
sugiere que la estrategia de vacunacion basada en P. pastoris recombinante fue efectiva en

la induccion de una respuesta inmune de IgG tras su administracion oral.
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Figura 19. Deteccion de IgG-HRP en suero de ratones inmunizados con PpRBD-CoV2 mediante ELISA
indirecto. Se muestran los niveles de IgG especifica contra RBD en suero de ratones BALB/c inmunizados
oralmente con PpRBD-CoV2 (morado) o tratados con solucion salina (gris), correspondientes al dia 42 del
esquema de inmunizacion. Las mediciones de absorbancia (OD 650 nm) reflejan una diferencia significativa

entre ambos grupos (*p < 0.05). Los datos se presentan como media + DE (n =5 por grupo).

7.6 Deteccion de IgG, IgM e IgA en suero de ratones inmunizados

Una vez que se confirm6 la produccion de una respuesta inmune humoral en los
ratones inmunizados con la levadura recombinante, se evaluaron los niveles de IgG, IgM e
IgA contra el dominio RBD en suero de los diferentes grupos de ratones de una manera
mas especifica, por lo que para este andlisis, se realizaron ensayos ELISA indirectos

utilizando anticuerpos secundarios biotinilados especificos para cada isotipo, y se
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analizaron pools de suero obtenidos de los grupos GS115 (wild type), PpRBD-CoV2

(recombinante viable) y PpRBD-CoV2 NV (recombinante inactivado por calor).

Se opto por el uso de anticuerpos secundarios biotinilados en lugar de anticuerpos
directamente conjugados a HRP debido a las ventajas técnicas que ofrece esta estrategia.
La utilizacion de anticuerpos biotinilados, seguida de la adicion de un conjugado
estreptavidina-HRP, permite una amplificacion de la senal durante la deteccion, ya que
varias moléculas de HRP pueden unirse a una tnica molécula de anticuerpo biotinilado,

aumentando asi la sensibilidad del ensayo.

Ademas, este sistema mejora la especificidad y reduce el ruido de fondo, debido a
la alta afinidad entre la biotina y la estreptavidina. Esta eleccion metodologica fue
particularmente importante para detectar respuestas de bajo nivel, como las esperadas en
etapas tempranas de inmunizacion oral o en el andlisis de isotipos como IgM, que podrian

presentar titulos séricos mas bajos.

La evaluacion de los niveles de IgM especifica contra el dominio RBD se realizo
en dos momentos del esquema de inmunizacion: al dia 14 y al dia 42 post-inmunizacion.
La figura 20 muestra los resultados correspondientes al dia 14, donde se observa una ligera
tendencia al incremento de los niveles de IgM en los grupos inmunizados con
PpRBD-CoV2 y PpRBD-CoV2 NV en comparacion con el grupo GS115, particularmente

en las diluciones mas bajas (1:10 y 1:100).
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Aunque las diferencias no fueron estadisticamente significativas, este
comportamiento sugiere la activacion de una respuesta inmune primaria temprana,

mediada por IgM, tras la administracion oral de las levaduras recombinantes.
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Figura 20. Deteccion de IgM especifica contra RBD en suero de ratones inmunizados via oral con
PpRBD-CoV2, al dia 14 post-inmunizaciéon. Se evaluaron pools de suero mediante ELISA con
anti-IgM-biotin a diferentes factores de diluciéon. GS115 (verde), PpRBD-CoV2 (morado) y NV (lila). Los
valores representan la media = DE de duplicados técnicos. La linea discontinua indica el umbral de

deteccion.

Posteriormente, al analizar los niveles de IgM al dia 42 (Figura 21), se observo que
los niveles de absorbancia habian disminuido considerablemente en todos los grupos,
acercandose al umbral de deteccion. No se encontraron diferencias relevantes entre los

grupos inmunizados y el control, lo cual es algo esperado, ya que la IgM es el primer
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isotipo en producirse en una respuesta primaria, pero tiende a decrecer conforme progresa
la maduracion de la respuesta adaptativa, dando paso a la generacion de isotipos de alta
afinidad como IgG e IgA. Estos resultados reflejan de manera adecuada la transicion
inmunolégica inducida por la inmunizacidon, donde la fase inicial esta caracterizada por
IgM vy, conforme avanza el esquema de refuerzos, predomina la produccion de anticuerpos

de otros isotipos.
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Figura 21. Deteccion de IgM especifica contra RBD en suero de ratones inmunizados via oral con
PpRBD-CoV2, al dia 42 post-inmunizaciéon. Se evaluaron pools de suero mediante ELISA con
anti-IgM-biotin a diferentes factores de dilucion. GS115 (verde), PpRBD-CoV2 (morado) y NV (lila). Los
valores representan la media = DE de duplicados técnicos. La linea discontinua indica el umbral de

deteccion.

En cuanto a la determinacion de IgG (Figura 22), los grupos inmunizados con

levaduras recombinantes (PpRBD-CoV2 y NV) mostraron una mayor produccion de IgG
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especifica en comparacion con el grupo GS115. Esta diferencia fue especialmente evidente
en las diluciones mas bajas (1:10 y 1:100), lo cual sugiere que la expresion superficial del

antigeno RBD en P. pastoris favoreci6 la generacion de una respuesta humoral especifica.

Cabe destacar que no se observaron diferencias significativas entre el grupo de
levaduras viables y el de levaduras inactivadas, indicando que la inactivacion térmica no
afectd de manera critica la capacidad inmunogénica de las células recombinantes. A
mayores diluciones, la absorbancia disminuyd progresivamente en todos los grupos,

alcanzando valores cercanos al umbral de deteccion, como se esperaba.
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Figura 22. Deteccion de IgG especifica contra RBD en suero de ratones inmunizados via oral con
PpRBD-CoV2. Se evaluaron pools de suero correspondientes al dia 42 del esquema de inmunizacion
mediante ELISA con anti-IgG-biotin a diferentes factores de dilucion. GS115 (verde): cepa wild type,

PpRBD-CoV2 (morado): levadura recombinante con el fragmento RBD y NV (lila): levadura recombinante
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no viable inactivada por calor. Los valores representan la media + DE de duplicados técnicos. La linea

discontinua indica el umbral de deteccion.

Finalmente, se determinaron los niveles de IgA, esta evaluacion de IgA (Figura 23)
reveld una tendencia similar. Los grupos PpRBD-CoV2 y NV presentaron niveles de
absorbancia considerablemente mas altos que el grupo GS115, siendo més marcada la

respuesta en las primeras diluciones (1:10 y 1:100).

Particularmente, el grupo inmunizado con levadura viva (PpRBD-CoV2) presentd
las absorbancias mas elevadas, lo cual sugiere que la viabilidad de la levadura podria
potenciar la inducciéon de IgA sérica. No obstante, el grupo NV también logré una

respuesta detectable, aunque ligeramente menor.

Estos resultados podrian sugerir que la expresion de RBD en la superficie de las

levaduras es capaz de inducir una respuesta inmune en mucosas (IgA) incluso cuando las

levaduras han sido inactivadas.
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Figura 23. Deteccion de IgA especifica contra RBD en suero de ratones inmunizados via oral con
PpRBD-CoV2. Se evaluaron pools de suero correspondientes al dia 42 del esquema de inmunizacion
mediante  ELISA indirecto con anti-IgA-biotin a diferentes factores de dilucion. GSI115 (verde),
PpRBD-CoV2 (morado) y NV (lila) inactivada. Los valores representan la media = DE de duplicados

técnicos. La linea discontinua indica el umbral de deteccion.

7.7 Determinacion de las subclases de IgG (IgG1, IgG2a, IgG2b e IgG3)

Para profundizar en la caracterizacion del perfil de la respuesta inmune humoral
inducida por la vacunacion oral, se analizaron las subclases de IgG generadas en suero de
los ratones al dia 42 post inmunizacion. La determinacion de IgGl, IgG2a, IgG2b e 1gG3
se llevd a cabo mediante ELISA indirecto utilizando anticuerpos biotinilados especificos
para cada subclase. En el andlisis de la IgG1 (Figura 24 A), no se detectaron diferencias
significativas entre los grupos GS115, PpPRBD-CoV2 y NV, sugiriendo que la vacunacién

no favorecid una respuesta predominantemente de tipo Th2. Sin embargo, en la
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cuantificacion de IgG2a (Figura 24 B), se observaron diferencias estadisticamente
significativas. Los grupos inmunizados con PpRBD-CoV2 y NV presentaron niveles
significativamente mas altos de IgG2a especifica en comparacion con el grupo GS115 (p <
0.01 y p < 0.05, respectivamente). Este hallazgo sugiere la induccion de una respuesta
inmune de tipo Thl, la cual es fundamental en la proteccion contra infecciones virales,
como SARS-CoV-2. Respecto a las subclases [gG2b (Figura 24 C) e 1gG3 (Figura 24 D),
no se observaron diferencias significativas entre los grupos experimentales, lo que indica
que estas subclases no fueron predominantemente inducidas en el modelo de inmunizacion
empleado. En conjunto, estos resultados sugieren que la levadura recombinante
PpRBD-CoV2, tanto viable como inactivada, fue capaz de estimular una respuesta inmune
humoral caracterizada principalmente por la produccion de IgG2a, asociada a un perfil

Thl.
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Figura 24. Determinacion de subclases de IgG especificas contra RBD en suero de ratones inmunizados con

PpRBD-CoV2. Se evaluaron las subclases IgG1 (A), IgG2a (B), IgG2b (C) e IgG3 (D) en suero del dia 42 de
cada raton inmunizado via oral. Se observaron incrementos significativos en IgG2a en el grupo
PpRBD-CoV2 comparado con GS115 (p <0.01) y con el grupo NV (p < 0.05). No se encontraron diferencias
significativas en los niveles de IgG1, IgG2b ni IgG3 entre los grupos (ns: no significativo). Cada punto

representa un animal (n=5 por grupo); los datos se presentan como media + DE.
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8. DISCUSION
La pandemia por COVID-19 marcé un acontecimiento en la historia de la vacunacion,
impulsando el desarrollo acelerado de diferentes plataformas vacunales con el objetivo de
contener la propagacion del SARS-CoV-2. Entre las tecnologias mas utilizadas destacan
las vacunas de ARN mensajero, como las desarrolladas por Pfizer-BioNTech y Moderna;
las vacunas de vectores virales, como la de AstraZeneca; y las vacunas basadas en
subunidades proteicas como Novavax. Estas vacunas demostraron alta eficacia en la
prevencion de formas graves de la enfermedad y desempefiaron un papel crucial para

reducir la mortalidad y la saturacion hospitalaria en el corto plazo (58).

Sin embargo, a pesar de sus beneficios, también se reportaron efectos secundarios
importantes. Algunas vacunas se asociaron con efectos adversos poco frecuentes pero

graves, como miocarditis, trombosis o reacciones anafilacticas (59).

En ese sentido, la vacunacion oral surge como una alternativa, especialmente en
contextos donde el acceso a servicios médicos es limitado. Esta via de administracion tiene
la capacidad de inducir inmunidad tanto sistémica como mucosal. Esto es particularmente
relevante en el caso de SARS-CoV-2, un virus que inicialmente infecta epitelios
respiratorios y, en algunos casos, gastrointestinales. La respuesta inmunitaria local,
mediada principalmente por IgA secretora, cumple un papel esencial en la neutralizacion

del virus en su sitio de entrada (60).
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Es por esto, que en el presente trabajo se evalud un prototipo de vacuna oral
utilizando P. pastoris, como acarreador bioldgico expresando el antigeno recombinante

RBD en su superficie mediante la técnica de yeast display.

El primer punto a determinar en cualquier vacuna oral de este tipo, es su
permanencia en el intestino, ya que entre mas tiempo permanezca a este nivel, mayor sera
la probabilidad de que se genere una respuesta inmune a nivel mucosal. Por ello,
realizamos una cinética de expulsiéon de la levadura recombinante PpRBD-CoV2 en
ratones BALB/c empleando 1x10° UFC, para determinar su tiempo de permanencia.
Nuestros resultados mostraron que la levadura viable es capaz de permanecer hasta por 10
dias a nivel intestinal. En trabajos realizados en otros modelos como en el de Zhou et al. ,
en donde P pastoris recombinante expresa la proteina de fusiéon compuesta por la
hemaglutinina del virus de la influenza H5N1 se observd que la levadura permanecia en
heces hasta por 10 dias, generando una respuesta inmune de tipo humoral, observada por el

incremento de anticuerpos IgG especificos contra la hemaglutinina (HA) del virus (61).

Un segundo aspecto importante de las vacunas orales es que, al permanecer el
tiempo suficiente en las mucosas, puedan activar el tejido linfoide asociado a mucosas
(GALT), el cual genere una respuesta inmune coordinada mediante células M, placas de
Peyer y células dendriticas intestinales; favoreciendo la produccion de anticuerpos
especificos (62). Sin embargo, dicha vacuna ademés de generar una respuesta inmune
protectora, dicha respuesta no debe generar un efecto secundario de tipo inflamatorio que
cause dafio en tejido, en nuestro caso, a nivel intestinal. Cuando se analizaron los intestinos

de los ratones BALB/c a los que se les administrd tanto la levadura wild type como las
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recombinantes (viable y no viable), no se observaron signos de inflamacion visibles tales
como infiltrado celular, engrosamiento de la mucosa, hiperplasia linfoide ni dafio
estructural epitelial (63). Lo anterior implica que la cepa GS115 no genera ningln tipo de
respuesta inmune mucosal inflamatoria, probablemente debido a su naturaleza no patdégena
y a su perfil probidtico, como se ha reportado previamente para P. pastoris en estudios
donde no se observaron alteraciones histoldgicas tras su administracion oral (64). Este
hallazgo es relevante, ya que demuestra que la exposicion mucosal al antigeno no
compromete la integridad del epitelio intestinal y tampoco induce efectos adversos locales,
lo cual refuerza el perfil de seguridad de este tipo de vacuna. Con base en el resultado
anterior, se disend un esquema de inmunizacion en el cual, las levaduras estuvieran
siempre presentes en el intestino con la finalidad de inducir una respuesta inmune a nivel

de mucosas y nivel sistémico.

La falta de signos inflamatorios en los ratones inoculados nos llevo a considerar la
posibilidad de que, debido a la ausencia de indicios visibles de inflamacion, la induccién
de la respuesta inmune no se hubiese llevado a cabo. Esta duda surge porque, en muchos
modelos experimentales, una respuesta inmune robusta suele ir acompafiada de cierto
grado de inflamacion local. Se ha reportado que, por ejemplo, la utilizacion de un
adyuvante o de superantigenos como la toxina colérica (CT) de Vibrio cholerae, fusionada
con proteinas de interés y administrada por via oral, genera en los ratones una respuesta
inmune inflamatoria a nivel intestinal, caracterizada por infiltrado linfocitario, edema en la
mucosa, aumento de la permeabilidad epitelial y, en algunos casos, diarrea (65). Sin
embargo, se ha observado que este mismo sistema es capaz de inducir la produccion de

anticuerpos del tipo IgA en mucosas e IgG en suero, lo que demuestra su eficacia
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inmunologica. A pesar de ello, la CT de V. cholerae no se emplea ampliamente en
humanos debido a sus efectos secundarios, ya que el componente toxico puede
desencadenar una respuesta inflamatoria excesiva que compromete la integridad del
epitelio intestinal (66). Por ello, la identificacion de plataformas vacunales capaces de
generar inmunidad efectiva sin inducir inflamacion, como lo observamos en nuestro
modelo basado en P. pastoris, representa una alternativa mas segura y con mayor potencial
para su aplicacién en humanos. Interesantemente en nuestro caso, cuando analizamos las
inmunoglobulinas IgG totales mediante ELISA indirecto, se observd un incremento en
suero de los ratones inmunizados, y se corrobor6 este resultado empleando un método mas
sensible de deteccion a través de biotina-estreptavidina. En este sentido, tanto el prototipo
de vacuna PpRBD-CoV2 como el método de inmunizacion resultaron efectivos a la hora
de inducir la produccion de IgG anti-RBD en suero de los ratones inmunizados, tal como
se observa en la figura 22. Este hallazgo demuestra que, a pesar de tratarse de una
plataforma oral basada en levaduras no patéogenas, se logré inducir una respuesta humoral
sistémica comparable a la observada con vacunas inyectables ya aprobadas, como
BNT162b2 (Pfizer-BioNTech) y mRNA-1273 (Moderna). Estas vacunas, basadas en ARN
mensajero, han demostrado ser altamente eficaces en inducir altos titulos de IgG anti-RBD
en personas vacunadas o previamente infectadas por SARS-CoV-2, lo cual contribuye
significativamente a prevenir el desarrollo de la enfermedad grave (67). Sin embargo, es
importante destacar que la IgG, es importante para prevenir la progresion de la
enfermedad, pero no impide completamente la infeccion viral, ya que no actla
directamente sobre las superficies mucosas, donde se da el primer contacto con el virus. Es
por esta razon que muchas personas vacunadas ain pueden infectarse y transmitir el virus,

aunque no presenten sintomas graves (68). La inmunoglobulina que realmente impediria la
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entrada del virus por las mucosas respiratorias y gastrointestinales es la IgA secretora, tal
como se ha demostrado en modelos de vacunas orales como las desarrolladas con
adenovirus recombinantes orales (como Vaxart-VXA-CoV2-1) y aquellas formuladas con
subunidades proteicas administradas por via mucosal, como las investigadas por Van
Doremalen et al. (69). A pesar de su potencial inmunologico, estas vacunas orales también
presentan limitaciones importantes, ejemplo de ello son las vacunas con adenovirus, ya que
pueden verse afectadas por una inmunidad preexistente al vector, inducir respuestas
inflamatorias no deseadas y que requieren procesos de producciéon mas complejos y
costosos. En cuanto a las vacunas de subunidades, estas requieren adyuvantes potentes que
suelen ser proinflamatorios, como la toxina colérica o la LT (Toxina labil al calor) de E.
coli, ademas de que su produccion exige purificacion de proteinas recombinantes bajo
estrictas condiciones (27). Por el contrario, P. pastoris como prototipo de vacuna oral
ofrece varias ventajas: no induce inflamacion y no requiere purificacion de proteinas ni uso
de adyuvantes, ya que el antigeno se presenta en la superficie celular mediante yeast
display. Estas caracteristicas logran que esta levadura sea una opcidn atractiva y segura

(64).

Como se ha mencionado, anteriormente, las vacunas orales actuales, han mostrado
inducir una fuerte respuesta IgA en secreciones respiratorias y en mucosa intestinal,
confiriendo asi una primera linea de defensa mas eficiente frente a la infeccion. Por tanto,
si nuestra vacuna basada en P. pastoris recombinante ademas de inducir IgG especifica,
logra inducir IgA secretora anti-RBD, estariamos ante una plataforma vacunal con
potencial de proteccion tanto sistémica como en el sitio de entrada del virus, es decir,

mucosal.
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Cuando analizamos si nuestro prototipo de vacuna PpRBD-CoV2 era capaz de
inducir la produccion de IgA observamos que tanto la levadura recombinante viable como
la no viable indujeron niveles detectables de IgA, siendo mas elevados en el grupo que
recibio células viables. Aunque la IgA sérica no refleja completamente la secrecion
mucosal, su presencia tras la inmunizacion oral puede ser un indicador de que la via oral
fue capaz de inducir una respuesta de tipo mucosal. Ademas, este resultado sugiere que la
interaccion activa de la levadura viable con células inmunitarias del intestino como las
células dendriticas o las células M en las placas de Peyer podrian potenciar la estimulacion
inmunolégica. Esto ha sido respaldado por estudios previos como el de Bastos et al. (2007)
(70), quienes también reportaron niveles aumentados de IgA tras inmunizacion oral con P,
pastoris. También se ha documentado que levaduras recombinantes pueden ser reconocidas
por receptores de tipo Toll (TLRs), desencadenando senales proinflamatorias que

promueven la activacion de linfocitos T colaboradores (Th) y B.

Como ya se habia mencionado, la estrategia metodologica empleada en esta
investigacion basada en el uso de anticuerpos secundarios biotinilados y deteccion con
estreptavidina-HRP fue esencial para poder amplificar la sefial en ELISA indirecto, pues
nos permitio una mayor sensibilidad y especificidad, especialmente en la deteccion de IgA
e IgM. Tal como se esperaria en una respuesta inmune primaria, los niveles de IgM en
suero mostraron un incremento modesto hacia el dia 14 post inmunizacién en los grupos
que recibieron levadura recombinante. Este patron fue observado de forma similar por Li
et al. (2014) en un modelo murino de vacunacién oral con S. cerevisiae que expresa la

proteina VP1 del virus de la fiebre aftosa (71), donde se registrd una elevacion inicial de
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IgM seguida de un aumento de IgG, esto evidenciaria la maduracion de la respuesta

humoral.

En conjunto, los resultados que nosotros obtuvimos demuestran que la
inmunizacion oral con PpRBD-CoV2 puede inducir una respuesta humoral especifica,
incluyendo la activacion temprana de IgM, la produccion de IgG y la deteccion de IgA en
suero, lo que sugiere la activacion tanto de la respuesta sistémica como de la mucosal.
Estos hallazgos refuerzan el uso de este prototipo de vacuna como una alternativa
biotecnoldgica eficaz, segura y adaptable para el desarrollo de vacunas orales contra

SARS-CoV-2 y otros patogenos de interés.

Una vez que comprobamos que nuestro modelo de inmunizacion oral era capaz de
producir una respuesta humoral procedimos a estudiar mas a fondo el tipo de respuesta
inmune inducida después de la vacunacion, es decir si la respuesta era de tipo Th1 o Th2,
ya que una respuesta inmune protectora efectiva contra virus seria de tipo Thl (72,73).
Una manera indirecta de determinar este tipo de respuesta es evaluar las subclases de
anticuerpos IgG1, IgG2a, IgG2b e 1gG3 generados durante la inmunizacion (29, 74). En
ese sentido, el analisis de las subclases de IgG presentes en el suero de los ratones,
empleando ELISA indirecto, nos arroj6 que no habia una producciéon de IgG1 en el grupo
de los ratones inmunizados. Esta ausencia de los niveles de IgGl sugiere que la
inmunizacion oral con P pastoris no favorecié una respuesta de tipo Th2, lo cual es
deseable en el contexto de vacunas antivirales, ya que Th2 va dirigida a principalmente
hacia patogenos extracelulares como parasitos protozoarios y helmintos, y puede ser

menos eficaz para eliminar infecciones virales o patogenos intracelulares (75). Cuando
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analizamos la presencia de IgG2a en el suero de los ratones inmunizados con nuestra
vacuna prototipo, encontramos una elevada produccion de esta inmunoglobulina. En
nuestro modelo, esto podria indicar un predominio hacia una respuesta Thl, que es mas
efectiva en infecciones virales, ya que este perfil se asocia con la activacion de
macrofagos, produccion de IFN-y y diferenciacion de linfocitos T citotdxicos (76,77) y en
este sentido esta orientacion hacia una inmunidad de tipo celular es fundamental para
lograr una proteccion mas completa y duradera frente a un virus como SARS-CoV-2, que
requieren tanto la neutralizaciéon del virus como la eliminacion de células infectadas

(73,76).

Estos resultados coinciden con lo reportado por Li et al. (2014), quienes
documentaron que después de la inmunizacion oral con P. pastoris recombinante que
expresa el antigeno E2 del virus de la peste porcina clasica en ratones en donde observaron
una orientacion hacia un perfil Thl, con produccion elevada de IgG2a, lo cual coincidid
con la induccion de IFN-y y proliferacion de linfocitos T, sugiriendo una respuesta inmune

robusta tras la administracion oral (77).

Respecto a las subclases IgG2b e 1gG3, no detectamos diferencias significativas
entre los grupos experimentales. Aunque estas subclases pueden participar en la activacion
del complemento y la opsonizacidn, su papel en la inmunidad protectora contra virus es

menos prominente en comparacion con IgG2a.

Finalmente, los resultados obtenidos en este proyecto mostraron que la

inmunizacion con el prototipo de vacuna oral PpRBD-CoV?2 logr6 inducir una produccion
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de IgA secretora necesaria para la proteccion mucosal, y una produccion de IgG2a en
suero, sugiriendo una respuesta predominantemente de tipo Thl, sin generar respuestas
inmune inflamatorias a nivel intestinal en los ratones inmunizados y/o efectos secundarios
evidentes. Estas caracteristicas en conjunto nos sugieren que nuestro prototipo de vacuna
ofrece todas varias ventajas de una vacuna oral; es decir: no induce inflamacion, es
altamente estable, facil de producir a gran escala, no requiere purificacion de proteinas ni
uso de adyuvantes, ya que el antigeno se presenta en la superficie celular mediante yeast
display, lo que la convierte en una vacuna oral atractiva, segura y accesible para el

desarrollo de vacunas orales especialmente en contextos con recursos limitados.
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9. CONCLUSIONES

La levadura Pichia pastoris GS115, administrada por via oral, no mostrd
persistencia intestinal mas alla del dia 10, lo que refuerza su perfil de seguridad

como vector vacunal transitorio.

La expresion superficial del antigeno recombinante RBD en P pastoris no
modifico la cinética de su eliminacion gastrointestinal, manteniéndose comparable

a la cepa wild type.

La inmunizacion oral con la levadura recombinante PpPRBD-CoV2 fue capaz de
inducir una respuesta humoral especifica, evidenciada por la produccién de

anticuerpos de clase IgM, IgA e IgG.

Entre las subclases de IgG analizadas, [gG2a fue la predominante en los ratones
inmunizados, lo que sugiere una respuesta inmune de tipo Thl, favorable en el

contexto antiviral.

La levadura recombinante inactivada mantuvo su capacidad inmunogénica, ya que

generd un perfil de respuesta humoral comparable al inducido por la levadura

viable.
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10. PERSPECTIVAS
Determinar si los anticuerpos anti-RBD inducidos por la inmunizacién oral con P,
pastoris son neutralizantes.
Evaluar la produccion de IgA especifica en mucosas intestinales y respiratorias
para confirmar la activacion de la inmunidad mucosa local.
Probar dosis mas altas de levadura recombinante (1x10' y 1x10'? células) para
analizar su efecto sobre la magnitud y duracion de la respuesta inmune.
Caracterizar la respuesta inmune celular, particularmente la activacion de linfocitos

T CD4' y CDS8’, mediante citometria de flujo y analisis de citocinas.
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