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Palabras clave: SARS-CoV-2, aguas residuales, dispersion, sistemas agricolas

Introduccion. En la pandemia de COVID-19, causada por
el virus SARS-CoV-2, el monitoreo del ARN viral en en
aguas residuales emerge como una opcion eficaz para el
seguimiento de los casos activos en poblaciones (1). En
México, no se llevd a cabo esta estrategia
sistematicamente. Sin embargo, los sistemas de canales
de riego del Valle del Mezquital representan un modelo
para el estudio de dispersion a nivel geogréfico del virus,
ya que aguas residuales de CDMX tratadas parcialmente
(2). Ademas, estas practicas pueden representar un riesgo
para los productores y consumidores. Por lo tanto, en este
trabajo tomamos muestras de agua, suelo y verduras, a lo
largo del Valle del Mezquital y cuantificamos la
concentracion de ARN de SARS-CoV-2. Finalmente,
generamos modelos matematicos que describen la
dispersion viral en una escala geogréfica.

Metodologia. En el periodo de septiembre-octubre de
2020, se tomaron muestras en puntos del rio Tula, entre
la planta de tratamiento (Atotonilco de Tula, el punto mas
cercano a CDMX) e Ixmiquilpan, Hidalgo. Asimismo, se
tomaron muestras de agua de canales de riego, suelos
agricolas y verduras sembradas en sitios representativos
del Valle del Mezquital, o bien compradas en el mercado
de Ixmiquilpan. Se realizaron extracciones de ARN viral
de todas las muestras y se cuantifico el virus SARS-CoV-
2. Finalmente, se realizé un modelo matemético de
transporte para describir la dispersién del virus en esta
zona.

Resultados. Se logr6 extraer ARN viral de todas las
muestras, detectando en todos los casos al virus Pepper
Mild Mottle, utilizado como control interno e indicador de
conatminacion fecal. Por su parte, el virus SARS-CoV-2
fue detectado solamente en muestras de agua, tanto del
rio Tula (Figura 1a), como de canales de riego (Figura
1b). En contraste, no se detect6 al virus SARS-CoV-2 en
las muestras de suelo agricola o verduras colectadas en
campo o compradas en mercado de Ixmiquilpan.

Estos datos experimentales, nos permitieron generar un
modelo matematico de transporte que permite predecir la
dispersion, a nivel geografico del virus en el rio Tula, y que
puede ser extrapolado a sistemas similares (Figura 2).
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Fig. 1. Concentracion de SARS-CoV-2 en muestras de agua
colectadasen el Valle del Mezqutial, Hidalgo.
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Fig. 2. Representacion geografica del matematico que describe la dispersion
del virus SARS-CoV-2, en aguas residuales del Valle del Mezquital; se
muestran los datos experimentales para comparacion.

Conclusiones. Este proyecto sirve como base para iniciar
un seguimiento de la epidemia de COVID-19 en aguas
residuales en México, asi como para la creacion de
politicas publicas relacionadas a la seguridad de
agricultores y consumidores en sistemas productivos del
Valle del Mezquital.
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Jaime Ortega de SEDAGROH Mixquiahuala.
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Palabras clave: Anticuerpos neutralizantes, Spike, RBD

Introduccion. La COVID-19 o sindrome respiratorio en RBD, y que compiten con aquellos aminoacidos de unién
agudo severo causado por el coronavirus 2 (SARS-CoV- con hACE2.

2) es una emergencia sanitaria mundial, que ha afectadoa
mas de 150 millones de personas [1]. Esto remarca la
urgencia en la investigacion, el disefio, la innovacion y la

T, S ] 10-20%
produccion a gran escala de nuevos farmacos [ 2040%
profilacticos y terapéuticos para tratar la enfermedad. O a0-60%
Alrededor del mundo se desarrollan aproximadamente =:§jz;‘%

180 candidatos vacunales, mientras cuatro vacunasy tres
anticuerpos recombinantes (rAbs) neutralizantes han sido
aprobadas para uso de emergencia por laAdministracion
de Alimentos y Medicamentos y otras agencias
reguladoras para dar atencién a la COVID-19 [1,2]. El _
objetivo de este trabajo es determinar las bases Fig. 1. Porcentaje de uso de.r’esiduos de RBD por anticuerposneutralizantes
. ., . que reconocen la conformacién “down”.

moleculares de interaccién entre anticuerpos (Abs)

neutralizantes del plasma de convalecientes con el
dominio de unién al receptor (RBD) de la proteina “Spike”
de SARS-CoV-2, que interactia con la enzima
convertidora de angiotensina humana (hACE?2), para el
desarrollo de Abs por disefio contra dianas especificas
del virus, que podria resultar en tratamientos profilacticosy
terapéuticos.

Metodologia. Se coleccionaron al menos 40 estructuras

resueltas del Protein Data Bank (PDB) de Abs Conclusiones. Construimos un modelo 3D de la
neutralizantes en complejo con RBD o Spike. Como proteinaS trimérica SARS-CoV-2, y su superficie de

modelo inicial de andlisis utilizamos una estructura de interaccién con anticuerpos humanos neutralizantes

pre-fusion de la proteina S trimérica resuelta por crio-EM gue se sobreponen con hACE2. Se dilucidaron con
a 2,80 A de resolucién (PDB 6VXX) [3]. Se identificaron exitoepitopos que sobresalen, d_esenmascarados de_Ja
sitios para la O-glicosilacion y N-glicosilacién. Se generd nube de glicanos y gue se mantienen en conformacion

una estructura de superficies de interaccién de hACE2 y ablertalué_cerfadda. ch_hos epitopos n?s swverlj de (.jl!gng
RBD, asi como con los diferentes anticuerpos capaces para el diseno de anticuerpos neutralizantes de utilida

de unir a Spike tanto en conformacion cerrada como en la terapia de personas gue no son candidatos para
. P . . . vacunaro para la basqueda de nuevas vacunas.

abierta, y cuya estructura 3D unida a la proteina viral han o )

sido resueltos experimentalmente [3]. Se definieron los ~ Agradecimientos. “Programa de Apoyo a Proyectos

aminoacidos mas recurrentes de interaccién entre los ~ d€Investigacion e Innovacién Tecnologica, UNAM”
anticuerpos y RBD. (PAPIIT- UNAM IV-201220, PAPIIT-UNAM IN210419:

Resultados. Se realizdé el modelado de las superficies NAVC, IT-200719: MATR).

Se definieron al menos 14 aminoéacidos importantes
(entre ellos K444, G447, el N487 y F486) para los
contactos anticuerpo-antigeno, considerando &areas
fuera de los dominios glicosilados (Fig. 1). Nuestro
modelo estacorroborado por epitopos reconocidos por
Abs neutralizantes [4] determinados
experimentalmente.

expuestas de la proteina “Spike” trimérica, Bibliografia.

particularmente la region RBD. Los sitios de N- Dong E, Du H, Gardner L. Lancet Infect Dis. 2020;20(5):533—4.
glicosilacién fueron contemplados, con el fin de dilucidar Zhu Z, Chakraborti S, He Y, et al. Proc Natl Acad
los epitopos accesibles para el diagnéstico, la Sci.2007:104(29):12123-8.

terapéutica y el desarrollo de nuevos Wintjens R, Bifani AM, Bifani P (2020). NPJ vaccines, 5(1), 1-8.
anticuerposneutralizantes (Fig. 1). Se definié el Valdez-Cruz NA, Garcia-Herndndez E, Espitia C, et al., (2021).
dominio y los aminoacidos méas propensos de ataque Microbial cell factories, 20(1), 1-32.
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Palabras clave: SARS-CoV-2, COVID-19, Aguas residuales

Introduccion. En afios recientes, se ha propuesto el
término epidemiologia basada en aguas residuales, para
llevar a cabo el monitoreo de diversas sustancias de interés
en salud publica. EI monitoreo de los cambios en la
concentracion y diversidad de virus excretados por la
poblacién, en combinacion con el monitoreo de metabolitos
y biomarcadores presentes en las aguas residuales, puede
servir como un indicador de alerta temprana (momentos
criticos para el inicio de un brote) y sobre la prevalencia de
enfermedades en las poblaciones. Recientemente, se ha
propuesto el monitoreo del SARS-CoV-2 en aguas
residuales para determinar las tendencias de propagacion
de la COVID-19. Este monitoreo podria generar informacion
rapida para estimar el riesgo de brotes importantes en
determinadas regiones, superando las limitaciones de los
sistemas tradicionales de deteccion y manejo de
enfermedades infecciosas basados en las pruebas
diagnostico que se aplican a personas (1). En este trabajo
se presentan los resultados obtenidos en el monitoreo de
SARS-CoV-2 en aguas de drenaje y plantas de tratamiento
en la ciudad de Querétaro.

Metodologia. Se llevdé a cabo un muestreo de drenajes
urbanos incluyendo el de un hospital COVID, una Unidad
Médica de Aislamiento para la recuperacion de pacientes
COVID, un CERESO varonil y oficinas administrativas de la
Ciudad de Querétaro. Adicionalmente, entre abril y junio de
2020 y enero a marzo de 2021 se monitoreé el influente,
efluente y lodos activados de dos plantas de tratamiento de
aguas localizadas en la ciudad de Querétaro. Se llevé a
cabo la concentracién, purificacion y cuantificacion por RT-
gPCR de los fragmentos genéticos (genes RARP, Ny S).
Se evaluaron dos métodos de concentracion del acido
ribonucleico  (ARN):  adsorcion con  membrana
electronegativa y ultrafiltracién con centrifuga (2, 3).

Resultados. Se logré identificar concentraciones positivas
del virus de alcantarillas provenientes del CERESO, el
hospital COVID y la Unidad Médica de Aislamiento. Se
encontré una mayor concentracion de fragmentos genéticos
con el método de absorcion con membrana electronegativa
gue el método de ultrafiltracion centrifuga. Los resultados
del monitoreo del ARN del SARS-CoV-2 en el periodo de
abril a julio del 2020 en aguas residuales mostraron una
correlacion casi lineal con la prevalencia del virus en la
ciudad de Querétaro, reportada como casos COVID-19

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

acumulados (Fig. 1). La concentracion de los fragmentos
genéticos del SARS- CoV-2 evaluada en los lodos activados
fue significativamente mas elevada que los valores
detectados en el agua residual del influente a las plantas de
tratamiento. Es importante mencionar que, durante todo el
periodo de estudio, no se detectaron fragmentos genéticos
en los efluentes de las plantas de tratamiento. Esto incluso
en la planta que no contaba con cloracion en la época de
muestreo. Lo anterior sugiere que bajo las condiciones
prevalecientes en el reactor de lodos activados los
fragmentos son removidos. Mas estudios son necesarios
para determinar exactamente la dinamica de remocion de
estos fragmentos en las plantas de tratamiento.

Influente plantas de tratamiento de aguas
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Fig. 1. Correlacién entre la concentracion de fragmentos genéticos y los casos
reportados en la ciudad de Querétaro.

Conclusiones. Los resultados obtenidos en el estudio
sobre la cuantificacion del SARS-CoV-2 en aguas
residuales confirman la sensibilidad del método, el cual
resulta ser una herramienta eficiente de alerta temprana
para la toma de decisiones ante esta pandemia, asi como
para futuros brotes de la COVID-19.

Agradecimiento. Se agradece el apoyo del Instituto de
Ingenieria-UNAM (0406) y DGAPA-UNAM (PAPIIT
1V200321).
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Palabras clave: SARS-CoV-2, RBD, estructura molecular

Introduccion. La pandemia ocasionada por el SARS-
CoV-2 ha impactado gravemente en la salud publica
global. El dominio de unién al receptor (RBD) de la
proteina spike del SARS-CoV-2 es el responsable de la
interaccion entre el virus y los receptores de las células
humanas. Gracias a esta caracteristica es que ha sido de
interés para la produccién de antigenos neutralizantes, por
lo que producir este péptido de manera recombinante
puede ayudar al desarrollo de vacunas y pruebas para
detectar el COVID-19 @,

En el presente trabajo se busca predecir la funcién biol6gica
de una porcién del dominio RBD de la proteina S a través de
una modelacién estructural en I-TASSER vy posterior
visualizacion en PyMOL. De esta manera, se pretende
determinar si el fragmento propuesto presenta una funcién
biolégica adecuada para su posible aplicacion clinica.

Metodologia. Se realizé una clonacion in silico de la
secuencia que codifica para 193 aminoacidos (F318 a
V510) de la proteina spike [YP_009724390.1] en el vector
pBAD202D-TOPO, en SnapGene @, para producir una
proteina de fusién con una etiqueta de histidinas y un
epitopo V5 (RBD-V5-6xHis). La estructura molecular 3D
de la proteina RBD-V5-6xHis se predijo a través de la
herramienta en linea I-TASSER @4, Al ingresar la
secuencia aminoacidica no se asignaron restricciones ni
se sefialaron estructuras secundarias de residuos
especificos y se seleccionaron todas las bibliotecas de
plantillas I-TASSER.

Para verificar que la etiquetas 6xHis y V5 no interferiran
con la funcién biolégica de la proteina RBD-V5-6xHis, se
realizaron alineamientos estructurales de la proteina RBD-
V5-6xHis con la proteina spike en su estado abierto
[Nimero de acceso: 7BNN] y con el receptor humano
ACE2 conjugado con el RBD del SARS-CoV-2 [Niumero de
acceso: 6VW1] en PyMOL (ver 2.4.1) ©,

Resultados. El software I-TASSER arroj6 5 modelos de la
estructura molecular de la proteina RBD-V5-6xHis. El
modelo A presenté un C-SCORE de -0.08 (Fig.1A). EIl C-
SCORE es una puntuacién de confianza que ayuda a
estimar la calidad de los modelos predichos en I-TASSER.
Se mide en un rango de [-5,2], donde a mayor valor, mayor
nivel de confianza.

El alineamiento entre la proteina RBD-V5-6xHis y la
proteina spike exhibié un TM-score de 0.938, debido al

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

epitopo V5 y la etiqueta de histidina. La puntuacion TM
permite evaluar la similitud estructural entre proteinas,
presentando valores en [0,1] donde 1, indica un
alineamiento perfecto entre dos estructuras. El
alineamiento con el RBD conjugado con la ACE2 muestra
que las etiquetas 6xHis y V5 quedan del lado opuesto al
sitio de interaccién entre el RBD y el ACE2 (Fig. 1B). El
calculo de la distancia entre el nitrégeno del aminoacido
K31 (ACE2) y el oxigeno del aminoacido Q493 (RBD)
resultd de 3.4 A para ambos modelos (Fig. 1C Y 1D).

Fig. 1. Modelado in silico de RBD. A) Modelo A de la estructura 3D de la
proteina RBD-V5-6xHis. B) Alineamiento entre la proteina RBD-V5-6xHis (azul)
y el dominio RBD (rosa) conjugado con el receptor humano ACE2 (amarillo).

C) Distancia del contacto polar entre el RBD nativoy la ACE2 (Q493
-K31) de 3.4 A. D) Distancia del contacto polar entre el RBD-V5-6xHis y la ACE2
(Q493 - K31) de 3.4 A.

Conclusiones. Dados los resultados de los alineamientos
del modelo estructural de la proteina RBD-V5-6xHis, se
espera que ésta cuente con potencial para su posible
aplicacion en la deteccion de anticuerpos y como
ingrediente subunitario de vacunas.
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Introduccién. Ante la emergencia sanitaria de la Covid 19, nuestro grupo
de investigacién ha enfocado la experiencia en bioprocesos de produccion
de glicoproteinas recombinantes, hacia el desarrollo de una plataforma
para la produccién del dominio de unién al receptor (RBD) de la proteina
S del virus SARS-CoV2, considerando la relevancia de esta proteina en
aplicaciones de diagnéstico, estrategias terapéuticas y candidatos
vacunales. Teniendo en cuenta la demanda del producto en el contexto
actual, se optd por una estrategia de expresion estable de la proteina en
células CHO, para garantizar a su vez la adecuada glicosilacion de los 2
sitios reportados dentro de la secuencia RBD (1) y que podrian estar
involucrados en el plegamiento de la proteina y en la inmunogenicidad (2).
La proteina RBD producida, se ha utilizado como antigeno en un ensayo
serolégico (ELISA) desarrollado para la deteccion de IgM e IgG anti-
SARS-CoV-2 en sueros humanos, teniendo un gran impacto en la
evaluacion y estudio de la respuesta inmune humoral de pacientes
contagiados y/o vacunados.

Metodologia. La secuencia RBD correspondi6 a los aminoacidos 319-541
de la glicoproteina S de SARS-CoV-2 (Wuhan-Hu-1) incluyendo el péptido
sefial de la proteina S y un 6XHis tag, y fue donada por el Dr. F. Krammer
(1). Células CHO-S en suspension fueron establemente transfectadas con
la construccion pMONO- RBD seleccionadas con blasticidina a 10ug/mL y
seguido de seleccion clonal por dilucion limitante. La evaluacion de la clonas
mejores productoras se realiz6 mediante Dot blot. Los cultivos se
desarrollaron en lote alimentado y fueron escalados desde matraces con
200mL de trabajo, hasta biorreactores de tanque agitado de 5y 50 L,
manteniendo condiciones de 5 % CO2, 30 % OD, 37 oC, pH 7.2 con medio
de cultivo CellVento (Meck). 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, concentracion por Bradford, potencia
por ELISA y N-glicosilaciéon por HILIC. La RBD se utiliz6 en la sensibilizacion
de placas de ELISA para el ensayo seroldgico que se desarrollé teniendo
como base lo reportado por Stadlbauer y Perera (3,4), e incorporando el
célculo de absorbancia normalizada con respecto a la de un pozo tratado
solo con PBS.

Resultados. De 41 clonas positivas aisladas, se seleccionaron las clonas 8y
22 como las mejores productoras en una primera ronda de evaluacion
mediante Dot blot (Fig. 1).

1 4 10 11 12 2
3

CHO-S(C-) SEAP(C-) CHO-RBD Purified RBD

Fig. 1. Seleccion de clonas para la expresién de RBD mediante Dot blot.

Al comparar el desempefio del cultivo en matraces agitados de las clonas
8y 22 en lote alimentado, se alcanzé mayor concentracion celular (15.9
células/mL) y productividad (17.9 pg/mL de cultivo) para la clona 8, por lo
que esta se seleccion6 para escalar la produccion en biorreactores de
tanque agitado de 5 y 50L. Se encontré un desempefio satisfactorio y
comparable a la produccién en matraces, siempre y cuando se
mantuviera la centrifugacion como método de clarificacion. A partir del
andlisis densitométrico por W estern blot, de muestras de sobrenadante a
diferentes tiempos de cultivo, se establecio el tiempo de cosecha en 144
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h por encontrarse una mayor sefial correspondiente a una mayor
concentracion de RBD. Para la purificacién cromatogréfica por afinidad
con resina de Ni, se estudiaron diferentes condiciones de elucién con
gradientes de pH y diferentes concentraciones de imidazol,
seleccionandose la elucién con 250 mM de imidazol, al resultar en una
pureza de la proteina de 90 % sin afectar el rendimiento. También se
adicion6 32 mM de L- arginina en el buffer de intercambio en la 1ra etapa
de TFF, para prevenir la formacién de agregados cuya remocién se
dificulta en la etapa cromatogréafica. En el analisis de N-glicosilacién de
RBD producida a distintas escalas se encontraron 22 estructuras
diferentes, en su mayoria complejas bi, tri y tetraantenarias sialiladas
fucosiladas, variabilidad acorde a lo reportado en las glicosilaciones de la
proteina S de SARS-CoV?2 (5).

Esquema de Purificacion de |a Proteina RBD

b OIlum  ComcemtsmuieyOutiracin

Fig. 2. Proceso de purificacion de la RBD utilizando diferentes
esquemas de elucion.
La evaluacion de 500 muestras de sueros de pacientes positivos y negativos
permitio establecer un valor de absorbancia limite, por encima de cual puede
considerarse las muestras positivas con respecto a la precia de anticuerpos
especificos anti RBD de SARS-CoV 2.

b) c)
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Fig. 3. ELISA indirecto. a)
¢) Normalizacién de absorbancias para reduccion de ruido de fondo para ensayo de
IgG e IgM (PP= suero prepandemia).

ene @ s B
Esguema del ensayo de IgG. b) Esquema del ensayo de IgM.

@SeashizdoRSD 4 Sensnilzado P35

Conclusiones. Se obtuvo una linea celular CHO productora de la
proteina RBD, cuyo proceso de cultivo y purificacion fue
satisfactoriamente establecido con una purezay rendimientos aceptables
para las aplicaciones previstas. Utilizando la RBD como recubrimiento de
la placa, se desarroll6 un método de ensayo seroldgico, que ha permitido
evaluar los titulos de anticuerpos IgM e IgG en pacientes expuestos al
antigeno viral ya sea por contagio o por vacunacion.

Agradecimiento. Proyectos DGAPA P-AV-200820.
Bibliografia.

Amanat F et al. (2020). Nature Medicine 26: 1033-1036
Watanabe Y et al. (2020). Science 10.1126/science.abb9983
Stadlbauer et al. (2020) Curr Opin Microbiol. 57: 1-15.

Perera et al. (2020) Euro Survell. 25: 1-9.
Watanabe, Y. (2020) bioRxiv (Pre-print).

29



« W

XIX Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria

T -

Memorias

INGCEY

DETECCION DE SITIOS INMUNODOMINANTES DE SARS-COV-2 POR PHAGE
DISPLAY Y SU USO POTENCIAL PARA DIAGNOSTICO Y DESARROLLO
DE INMUNOGENOS

Maria Alejandra Quifiones Pefia, Ulises Hernandez Chifias, Carlos Alberto Eslava Campos. Luz Maria
Rocha Ramirez. Hospital Infantil de México Federico Gomez, Unidad de Investigacion en Enfermedades
Infecciones, y Unidad de Hematooncologia e Investigacion Laboratorio de Patogenicidad Bacteriana.
Universidad Nacional Autonoma de México, Facultad de Medicina, Departamento de Salud Publica.
Doctor Marquez 162, Col. Doctores,Alcaldia Cuauhtémoc, CDMX,C.P.6720.

aleqgp@yahoo.com, luzmrr7 @yahoo.com.mx

Palabras clave: Phage-Display, Inmundgenos, SARS-CoV-2

Introduccion. La técnica Phage Display del fago
filamentoso M13 permite expresar diferentes péptidos en
la proteina de cubierta plll [Scott JK and Smith GP.
1990,]. Esta tecnologia es una herramienta Util para la
seleccién de epitopes inmunodominantes de proteinas,
polisacaridos e incluso Lipopolisacaridos (LPS) y poder
utilizarse para diagnéstico y desarrollo de vacunas con la
ventaja de ser un procedimiento sencillo con alta
eficiencia y bajo costo. [Hernandez, et al. 2009]. La actual
pandemia empezo6 a finales de 2019, cuando se reportd
la presencia de un nuevo coronavirus designado como
SARS-CoV-2, responsable de la enfermedad llamada
coronavirus 2019 (COVID-19), que se reporté en la
ciudad de Wuhan China y se propag0 rapidamente por
casi todo el territorio de China y posteriormente a casi
todo el mundo. Se busca encontrar tanto métodos
diagndstico como vacunas para lo cual Phage Display es
una técnica util.

El objetivo principal de este trabajo es identificar motivos
inmunodominantes de SARS-CoV-2 empleando el
método de Phage Display.

Metodologia. Se tomaron muestras de sangre de
pacientes COVID-19 y se aislaron la IgG de los mismos
[Gazarian 2000], las cuales se usaron para obtener los
epitopes inmunodominantes [Scott JK and Smith GP.
1990] y confirmarlos con pruebas de ELISA para
identificar los motivos inmunodominantes.

Resultados. Se obtuvieron los sueros de los pacientes
con COVID-19, 20 muestras, 17 positivas para COV-2-
IgG y 4 negativas. De dichos sueros se obtuvieron sus
IgG con lo que se seleccionaron péptidos mimotopos de
SARS-CoV-2, a partir de la biblioteca comercial Ph.D.-
12™ Phage Display. Péptidos Library kit. New England
Bio Labs por medio de Bioseleccion, los fagos que
resultaron mimétopos de epitopes antigénicos de SARS-
CoV-2 fueron mandados a secuenciar, los mimétopos de
interes fueron organizados segun sus repeticiones en las
muestras, y aquellos que no fueron Unicos se analizaron
con las proteinas de mayor inmunogenicidad de SARS-
CoV-2, SARS-CoV y MERS. También se realiz6 la
revisién con los posibles mimoétopos propuestos en la
bibliografia y las mutaciones publicadas con interés
clinico. Los posibles candidatos propuestos fueron:

BioTecnologia, Afio 2021, Vol. 25 No. 4

Candidatos
KSQIANPMLGSQ
VSHKPSTMFGMQ
YSAPHSHNSAYI
QRSIQAAGNHSA
RHLQKSEAYGNS
SLSRKAPPVNLT
VGTYSSAEYWYS

~NOoO O WN

Tabla 1. Candidatos Obtenidos de Epitopes. Secuencia
de aminoacidos de los candidatos obtenidos.

A partir de los ensayos en ELISA, los candidatos con
mayorreactividad in vitro, y por lo tanto la propuesta a
sintetizar son:

Fig. 1. Grafica de reactividad en el ensayo de ELISA retando sueros
con loscandidatos para reconocer su reactividad y con los controles
de péptidos noseleccionados y un control negativo.

Reactividad de los sueros para los candidatos

007
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0.

05
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0.03
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. |
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Conclusiones. Se obtuvieron 5 motivos
inmunodominantes de SARS-CoV-2. Y se debe de
seguir evaluando para su uso potencial para diagnéstico
0 en vacunas.
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Introduccidn. Un aspecto critico en el disefio de vacunas contra Resultados. Se obtuvieron AuUNP de 21.5 + 7.1 nm (medido en
SARS-CoV-2 es la induccion de respuestas humorales. Para esto TEM) (Fig.1B) con propiedades fisicas que variaron
se emplean antigenosespecificos derivados del virus (péptidos) respectivamente tras su funcionalizacién, activacion vy
que permiten focalizar la respuesta en los epitopos es_pecificos conjugacién (Tabla 1). ElI ELISA de IgM anti- Sae1-493 revel6 un
que promueven la produccion de anticuerpos neutralizantes.El aumento de este isotipo de anticuerpo después de la primera
uso de nanomateriales en tales formulaciones, e.g. nanoparticulas inmunizacion, seguido de una disminucion en los puntos de
de oro (AUNP), previene la degradacion enzimatica prematuradel  tiempo posteriores (Fig.1C). Mientras que los niveles de 1gG anti-
péptido y promueve la captacion del sistema antigeno-acarreador g, .. mostraron un aumento gradual a lo largo del esquema de
por Iascelula_ls dlana_del ?'St,eF"a inmunoldgico, facilitando ?I inmunizacion (Fig.1D). La magnitud de la respuesta generada por
drenado hacia ganglios linfaticos (1). Esta € una estrategia la dosis baja de AUNP-S461-493 fue similar a la alcanzada en elgrupo
promisoria por su versatilidad en la modificacién de superficies . - .
coadministrado con FA, lo que indica que las AuNP confieren alta

sus propiedades fisicoquimicas que las hacen ideales en . - . L
Zplicacirc))ner; biomédicas (2(} d inmunogenicidad al péptido Sas1ss, superando la limitacién del
péptido soluble.

El objetivo de este trabajo es sintetizar y caracterizar un

conjugado de AuNP unido a un péptido derivado de la proteina S A7

de SARS-CoV-2. St

Metodologia. Se sintetizaron AuNP de 20 nm por el método de a P : ’;k [ﬁ(

Frens basado en la reduccion de Au3* a Au0, usando HAUCI4 At w”vvj")k' ’ ¢

como precursor y Na3C6H507 como agente reductor y MNP HSPEGNH,  GTA Sy NHeCLK-BLOCOOH

estabilizador (3). Las nanoparticulas se funcionalizaron con HS-

PEG-NH2 vy se conjugaron con el péptido S461-493

(seleccionado por prediccion in silico de epitopo de células B) € os o S !

usando glutaraldehido (GTA) como agente entrecruzante. Los i | 1 L] :

conjugados AUNP-S461-493 se caracterizaron mediante DLS, 06 \ Ezz - : !

UV-Vis 'y TEM. Posteriormente se determind la zj /— 2 0520:3

inmunogenicidad del conjugado en ratones BALB/c, en términos s / : re j

de induccidnde respuestas humorales; para ello se administrd en 02 . _J ¢

dosis baja (0.5 pg, L) y alta (5 pg, H) de péptido contra el ¥ , ' '0

gdypvgn_te(cig Freund (FA) en dosis alta y el péptido soluble en O e e e eo e O e demuen e
osis baja (4).

Fig. 1. Conjugado AuNP-S461.493 (A), imagen TEM de AuNPs (B) y evolucidn de

Tabla 1. Propiedades de AuNP después de su funcionalizacién,activacién los niveles de IgM (C) e IgG (D) inducidos en ratones.
con GTA y conjugacidn con Sge1-493.

Conclusiones. La respuesta generada por AUNP-Sase1-493 fue

D A FWHM O PDI ¢ similar en magnitud a la inducida usando un adyuvante
(m) (M (nm) (mv) convencional. Este estudio sirve como plataforma para el
AuNP 518 42 25.7 014  -38.0 desarrollo de nanovacunas basadas en AuNP dirigidas a epitopos
AUNP-PEG-NH 520 43 46.2 014 11 especificos del SARS-CoV-2.
: Bibliografia.
AUNP-PEG-GTA 520 43 48.9 0.44 62 Jia Y, Omri A, Krishnan L, McCluskie MJ. (2017). Hum Vaccinlmmunother. vol.
AUNP-PEG-S 521 45 49.2 0.32 -84 (13): 63-74.

461-493
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Introduccion. El sindrome respiratorio agudo severo
del Coronavirus 2 (SARS-CoV-2), es responsable de
la enfermedad COVID-19, que fue declarada
pandemia por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) en marzo de 2020 (1). EI SARS-CoV-2
presente en las heces humanas de personas
infectadas viaja por el alcantarillado urbano hasta las
plantas de tratamiento de aguas residuales (PTAR),
en cuyos influentes pueden ser detectados
fragmentos de ARN del SARS-CoV-2 (2). Los
objetivos de este estudio fueron evaluar la eficiencia
de remocioén de fragmentos de ARN de SARS-CoV-2
en 5 sistemas de tratamiento de aguas residuales
distintos y relacionar en forma preliminar el nimero de
casos activos de Covid-19 con la abundancia de ARN
de SARS-CoV-2 en los influentes de PTAR
estudiadas.

Metodologia. Se recolectaron muestras de aguas
residuales crudas y tratadas de 4 PTAR de la CDMX
de marzo a abril del 2021. Se tomaron muestras
compuestas (cada 2 hrs durante 24 hrs) en tres dias
en cada PTAR. Se realiz6 la concentracion de RNA
viral mediante el método de precipitacion con PEG
8,000 (100 g/L) y NaCl (22.51 g/L) (3). EI ARN viral se
extrajo usando el kit Water DNA/RNA Magnetic Bead
(IDEXX). Se cuantificaron copias de SARS-CoV-2
mediante la reaccién en cadena de la polimerasa con
transcriptasa reversa (RT-gPCR) utilizando el kit
Water SARS-CoV-2 RT-PCR Test (IDEXX). Los
conjuntos de cebadores/sondas utilizadas en este
estudio, recomendados por los CDC (EE. UU.).

Resultados. Se observé una eficiencia de remocion
de ARN del SARS-CoV-2 del 100% en cuatro de los
cinco tratamientos de agua residual estudiados (Fig.
1), siendo el menos eficiente el sistema de digestién
anaerobia (DA). Pese a lo anterior, el sistema de DA
de la PTAR es seguido por un humedal construido
(WL, Fig 1) que remueve al 100% el ARN del SARS-
CoV-2. El andlisis basado en RT-gPCR, indica que las
PTAR de la CDMX estudiadas tienen la capacidad de
eliminar al SARS- CoV-2 hasta limites no detectables.

En la Fig. 2 se identifica una tendencia de correlacion
entre el nUmero de copias de SARS-Cov-2/L en aguas
crudas vs numero de casos activos en la CDMX.
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Fig. 1. Eficiencia de remocidn de ARN de SARS-CoV-2 en los 5 diferentes
tratamientos estudiados (LAC: Lodos activados convencionales; LAM: Lodos
acoplados a membrana; LAB: Lodos activados de baja carga DA: Digestion
anaerobia; WL: Humedal construido (Wetland))
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Fig. 2. Numero de copias de SARS-CoV-2/L en aguas crudas en 4 PTAR vs
ndmero de casos activos reportados en la CDMX.

Conclusiones. Las PTAR estudiadas tienen capacidad de
remover al 100% los fragmentos del SARS-CoV-2 hasta limites
no detectables por RT-gPCR. Lo anterior garantiza el relso
seguro de las aguas residuales tratadas por dichas PTAR
frente a la pandemia de Covid-19. Se identifica una correlacién
entre el nimero de copias de SARS-Cov-2/L en aguas crudas
vs nimero de casos activos en la CDMX. Se confirma, como
en estudios en varios paises, la importancia de la vigilancia de
Covid-19 basada en aguas residuales.
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Introduccion. El coronavirus 2 causante del sindrome
respiratorio agudo severo (SARS-CoV-2) provoca la
enfermedad infecciosa COVID-19 que continda siendo
una pandemia. Su detecciéon se realiza mediante la
reaccion en cadena de la polimerasa con transcripcion
inversa en tiempo real (RT-PCR) utilizando fluidos
nasofaringeos. Existe también la deteccion seroldgica
gue indica infeccién pasada por el virus en la que se
detectan anticuerpos mediante ensayo inmuno-
adsorbente ligado a enzimas (1).

El objetivo de este trabajo es evaluar un inmunoensayo
de flujo lateral para la deteccién rapida de SARS-CoV-2
basado en nanoparticulas de oro (AuNP) como
reporteros visuales.

Metodologia. Se sintetizaron AuNP de 24 nm por el
método de Frens reduciendo una solucion de acido
clorodurico con citrato de sodio, el cual también funciona
como estabilizador (2). Las AuNP se funcionalizaron
mediante adsorcién pasiva con un anticuerpo (anti-Saez-
493) generado y purificado de suero de borrego para
producir  AuNP-anti-Sass1493. LOS conjugados se
caracterizaron mediante DLS, UV-Vis y TEM. Para el
inmunoensayo, 1 uL de muestra de proteina S (PS) o
particulas tipo virus (VLP) de diferentes tipos (VLP
control, C, con RBD en la superficie sin RNA, V5, o con
RNA, V6; y VLP con la proteina S en la superficie, V7)
se adsorbié en una membrana de nitrocelulosa (NC), la
cual fue bloqueada con BSA (2 o0 5%) o leche (5%).
Después de secar la membrana; ésta se sumergio en la
suspension de AuNP-anti-Sass1-493.

Tabla 1. Caracterizacion de AUNP y AuUNP-anti-Sse1.493.

A FWHM d ¢
ID maX  (nm) H PDI (mV)
(nm) (nm)
AuUNP 520 40 33.7 0.12 -43.1
AuNP-anti-S 525 45 45.6 0.19 -47.8

461-493

Resultados. La caracterizacion de las AuNP (sin y con
anti-Sas1-493) mediante DLS y UV-Vis se muestra en la
Tabla 1. La Fig. 1 muestra resultados representativos de
los inmunoensayos junto con el andlisis densitométrico
de la respuesta. Se estudié el efecto del agente de
blogueo (BSA a dos concentraciones o leche a una
concentraciéon). Menor concentracion de BSA mejora
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la respuesta de las muestras; sin embargo, la sefial del control
(adsorcion no especifica) también se incrementa. Las sefiales
son reducidas cuando se utiliza la concentracion mas alta de
BSA. Leche al 5% reduce significativamente la sefial del control,
mientras que las sefiales de las VLP siguen siendo visibles y
cuantificables por densitometria (Fig. 2). El tiempo para
completar el inmunoensayo es de 1 h.
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Fig. 1. Membranas de NC después del inmunoensayo y su respectivo analisis

densitométrico. La deteccidn positiva aparece como un circulo de tonalidad roja
por las AuNP. V6 (positivo), C (control), IgG de ratén (negativo).
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Fig. 2. Proteina S (PS) y VLP (V5, V6, V7) inmovilizadas en membranas bloqueadas
con 2y 5% de BSA (B%5, C%), y con 5 % de leche (M5, C5), probadas
comparativamente contra AuNP-anti-Sss1.493. Columna 1, prueba positiva (B, M).
Columna 2, VLP control (C).

Conclusiones. Se desarrollé un inmunoensayo de flujo lateral
utilizando AuNP como reporteros visuales para detectar
SARS- CoV-2. El concepto se comprobd utilizando tres
configuraciones de VLP que resemblan al SARS-CoV-2.
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