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Introduccion. La alta circulacion y replicacion del
SARS-CoV-2 en la poblacion humana ha generado
variantes de preocupacion. Para determinar la
magnitud de la respuesta inmune generada frente a las
diferentes variantes del coronavirus, es necesario
desarrollar ensayos serologicos  especificos vy
sensibles. En este estudio, determinamos si la
especificidad y la sensibilidad de estos ensayos se ven
afectados por varios factores, entre ellos las
mutaciones en la secuencia del dominio de unién al
receptor (RBD) de la proteina spike del SARS-CoV-2
de la variante original (Wuhan) y las variantes Alfa y
Delta. El efecto de las caracteristicas de cada RBD
sobre la determinacion de IgG en muestras de suero
de personas vacunadas o previamente infectadas por
SARS-CoV-2 fueron determinadas.

Metodologia. Se generaron lineas celulares que
expresan de manera estable las distintas variantes de
la proteina RBD. Células CHO, transfectadas con el
plasmido pMONO que codifica para cada variante,
fueron seleccionadas con 10ug/mL de blasticidina. Las
diferentes lineas celulares fueron crecidas en medio de
cultivo CellvVento (Merck) y en lote alimentado. Los
cultivos fueron escalados desde matraces de 200mL
hasta biorreactores de tanque agitado de 5, 10 y 50L,
manteniendo condiciones de 5% CO2, 30% OD, 37°C
y pH 7.2. Los sobrenadantes cosechados fueron
concentrados y dializados por filtracion de flujo
tangencial (TFF) y purificados por afinidad en una
resina IMAC (Fractogel Chelate Merck). La proteina
purificada fue diafiltrada por TFF en PBS 1X y
analizada para determinar pureza por SDS-PAGE,
concentracién por Bradford, potencia por ELISA y N-
glicosilacién por HILIC. Las placas de ELISA fueron
sensibilizadas con las variantes de RBD en un ensayo
adaptado y validado de un protocolo aprobado por
agencias reguladoras internacionales (1).

Resultados. El perfil de glicosilacién de la RBD Alfa
cambi6 con la escala. Se observan diferencias en el
contenido de manosa y &cido sialico entre las
variantes, pero no afecta el reconocimiento por ELISA.
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Fig. 1. Cinéticas de cultivo de las diferentes lineas CHO-RBD

Fig. 2. Tren_de purificacién para las proteinas RBD
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Fig. 3. Perfil de N-glicosilacién de las proteinas RBD producidas
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Fig. 4. ELISA indirecto utilizando las variantes de RBD como
antigeno y suero de personas

Conclusiones. Resultados preliminares en la
determinacion de IgG no muestran diferencia entre
variantes de RBD.
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