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Resumen

La pandemia de COVID-19 que actualmente vivimos ha dejado de manifiesto la importancia de la
biotecnologia para la salud publica. En tiempo récord se generaron cientos de candidatos de
vacunas; desde los desarrollos biotecnolégicos mas novedosos basados en ARN, vectores virales y
proteinas recombinantes, hasta las de tecnologias tradicionales de virus atenuados e inactivados.
En diciembre de 2021 la OMS aprobé para su uso de emergencia la primera vacuna basada en
proteinas recombinantes del virus SARS-CoV-2. Este tipo de vacunas representan el mayor nimero
de candidatos en ensayos clinicos de Fase lll, algunas en espera de su aprobacién y otras ya
aprobadas para uso de emergencia en su pais de origen y en algunos paises en desarrollo con
urgencia de vacunar a su poblacién. Interesantemente, para su produccion, se han utilizado
indistintamente todos los sistemas de expresion recombinante disponibles: levaduras, bacterias,
plantas y células animales (mamifero e insecto), siendo este Ultimo el mas utilizado. Dichas vacunas
representan una excelente alternativa para coadyuvar en el proceso de vacunacién debido a su
seguridad, capacidad de produccion, facilidad de manejo y bajo costo. En la presente revision se
analiza la situacion actual de las vacunas anti COVID-19 basados en la proteina Spike (S) o su
dominio de unién al receptor (RBD) del virus SARS-CoV-2 asi como los sistemas de expresion
recombinante mas utilizados para su produccion.
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Abstract

The COVID-19 pandemic we are currently experiencing has highlighted the importance of
biotechnology for public health. Hundreds of vaccine candidates have been developed in record time,
from the most innovative biotechnological developments based on RNA, viral vectors and,
recombinant proteins, to the more traditional ones based on technologies of attenuated and
inactivated viruses. In December 2021 the WHO approved for emergency use the first vaccine based
on recombinant viral proteins of SARS-CoV-2. These kind of vaccines represent the most significant
number of candidates in Phase Ill clinical trials, some awaiting approval and others already approved
for emergency use in their country of origin and in some developing countries with urgency to
vaccinate their population. Interestingly, all the recombinant expression systems available were
indistinctly used in developing these vaccines: animal cells (mammalian and insect), yeast, bacteria,
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and plants. These vaccines represent an excellent alternative to assist in the vaccination process due
to their safety, production capacity, easy of handle, and low cost. This review analyzes the current
situation of vaccines against COVID-19 based on the Spike protein (S) or its receptor-binding domain
(RBD) of the SARS-CoV-2 virus, and the recombinant expression systems most used for their

development.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, vaccines, spike, RBD, recombinant proteins.

Introduccién

2020 sera recordado por la propagacion
pandémica del nuevo Coronavirus 2 del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-
CoV-2, del inglés “Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2”) responsable de la
enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-
19, del inglés “Coronavirus Disease 2019”). El
SARS-CoV-2 es un virus altamente
transmisible y patogénico causante de la
COVID-19, con un rango de manifestaciones
que pueden ir desde un resfriado comun hasta
neumonia severa y otras manifestaciones
graves que pueden causar la muerte
(Hoffmann & Kamps, 2021). Desde inicios del
2021 se contd con diferentes vacunas
aprobadas por la OMS para su uso de
emergencia, fundamentalmente vacunas de
ARN, de vectores virales y de virus
inactivados (Venkadapathi et al., 2021). Sin
embargo, contrario a las expectativas
generadas por la disponibilidad de vacunas
dicho afio no fue menos complejo,
particularmente en paises en desarrollo y de
bajos ingresos; la baja disponibilidad de
vacunas en conjunto a los requerimientos
particulares para su manejo y aplicacion
hicieron el proceso de vacunaciéon muy lento
(Cioffi and Cioffi, 2021; Rahman and Islam,
2021), favoreciendo la  aparicion vy
diseminacion de nuevas variantes del virus
(Harvey et al., 2021), extendiendo la duracion
de la pandemia y acentuando sus
consecuencias a todos los niveles; salud,
educativo, econémico y social por solo
mencionar algunos sectores (Nicola et al.,
2020). Al 01 de abril de 2022 se han infectado
489 millones de personas a nivel global, de los
cuales 6.15 millones perdieron la vida
(https://coronavirus.jhu.edu/). En México, 5.66
millones de personas se han infectado, de los
cuales 323,000 (5.7%) no sobrevivieron a la
enfermedad
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(https://coronavirus.jhu.edu/region/mexico). A
un afio del inicio de de la campafa de

vacunacién solo se ha conseguido vacunar
con al menos una dosis al 66% de la poblacién
mundial(https://ourworldindata.org/covid-
vaccinations) y para el caso de nuestro pais
con esquema completo al 62.5%
(https://coronavirus.jhu.edu/region/mexico).
Las vacunas basadas en las proteinas S o su
dominio RBD del virus SARS-CoV-2,
producidas de forma recombinante, como es
el caso de la vacuna Nuvaxovid de la
farmacéutica  estadounidense  Novavax,
recientemente aprobada por la OMS para su
uso de emergencia
(https://extranet.who.int/pgweb/vaccines/vacc
inescovid-19-vaccine-eul-issued),
representan una tecnologia exitosa para
sumarse al proceso de vacunacion,
particularmente en paises en desarrollo y de
bajos recursos econémicos.

La proteina S del virus SARS-CoV-2
como antigeno para la produccién
de vacunas

Estructura del SARS-CoV-2

De acuerdo a su caracterizacién genética y
serolégica la familia de los coronavirus se
divide en cuatro géneros y generalmente
infectan diferentes grupos de animales:
Alfacoronavirus (alfa-CoV), Betacoronavirus
(beta-CoV), Gamacoronavirus (gama-CoV) y
Deltacoronavirus (delta-CoV). Los alfa-CoV y
beta-CoV se encuentran mayoritariamente en
mamiferos en tanto que los gama-CoV y delta-
CoV se encuentran fundamentalmente en
aves (Forni et al.,2017). Los coronavirus
causantes de las epidemias recientes de
SARS (del inglés “Severe Acute Respiratory
Syndrome”) en 2003 (por SARS-CoV), de
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MERS (del inglés “Middle East Respiratory
Syndrome”) en 2012 (por MERS-CoV) vy la
presente pandemia de COVID-19 (por SARS-
CoV-2) corresponden a un subgrupo de beta-
CoV denominado Sarbecovirus (Singh and Yi,
2021).

La secuencia del genoma del SARS-CoV-2
fue elucidada en enero de 2020 (Lu et al.,
2020). Mediante analisis filogenético y de
gendmica comparativa se determind que el
genoma de SARS-CoV-2 tiene tan solo un
50% de homologia con el genoma de MERS-
CoV. Notablemente SARS-CoV-2 tiene
menos de un 80% de identidad con el genoma
de SARS-CoV, sin embargo, es importante
mencionar que tienen un 94.4% de homologia
en la secuencia nucleotidica del marco de
lectura abierto que codifica para proteinas no
estructurales de sendos virus.
Interesantemente SARS-CoV-2 tiene un
96.2% de identidad con el genoma del
coronavirus de murciélago (BatCoV) RaTG13
(Abdelrahman et al 2020; Pillay, 2020). A la
fecha, se desconoce aun el reservorio animal
del cual el SARS-CoV-2 se transmitié al
humano (Temmam et al., 2022)

SARS-CoV-2 es un virus morfolégicamente
esférico y considerado como un virus grande
con un diametro de entre 80 y 120 nm. Es un
virus de ARN de cadena sencilla, de sentido
positivo no segmentado. Su genoma esta
formado por 29903 nucledtidos (~30 kb), lo
que lo ubica entre los virus de ARN con
genomas mas grandes (Hoffmann and
Kamps, 2021). La nucleocapside viral esta
compuesta fundamentalmente por la proteina
N (del inglés “Nucleocapsid”) cuya funcién es
estabilizar al ARN viral. Es un virus envuelto
en una bicapa lipidica. Dicha capside viral esta
compuesta mayoritariamente por la proteina
M (del inglés “Membrane”) que da soporte
estructural a la capside. También se
encuentra presente la proteina E (del inglés
“Envelope”), una pequefa proteina de
membrana esencial para el ensamblaje y
liberacién de los viriones. Finalmente, en la
capside también se encuentra la proteina S
(del inglés “Spike”) cuya funcion es la union a
la Enzima Convertidora de Angiotensina 2
(ACE-2, del inglés “Angiotensin Converting
Enzime 2”) presente en la membrana celular
de diferentes linajes celulares humanos (Zhao
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et al., 2020). La funcion de la proteina S es
fusionarse con la membrana celular y permitir
la internalizacion del virus en la célula
(Perlman & Mclintosh, 2019; Wrapp et al.,
2020). El nombre de coronavirus deriva del
latin “corona” en referencia a la corona o halo
gue se observa en la morfologia de los virus
del género Coronavirus bajo el microscopio
electrénico y que se debe a los trimeros de la
proteina S que emergen de la capside en
forma de espiculas con una longitud de entre
20y 40 nm (Zuckerman, 2009).

Proteina S y su dominio RBD

La proteina S (monomérica) estd compuesta
por 1273 aminoécidos con un peso molecular
de 180 kDa aproximadamente; consta de un
dominio  N-terminal  extraviral grande
(ectodominio), un dominio transmembranal
anclado a la capside viral y un dominio C-
terminal intraviral corto (endodominio) (Figura
1) (Shang et al., 2020; Walls et al., 2020).

En la mayoria de los coronavirus el
ectodominio es cortado por proteasas
celulares de membrana dividiéndolo en dos
subunidades funcionales denominadas S1 y
S2. La subunidad S1 corresponde a la parte
globular de la espicula responsable de la
unién con el receptor ACE2 en tanto que la
subunidad S2 corresponde a una subunidad
tipo tallo cuya funcion es facilitar la fusién con
la membrana celular (Lan et al., 2020). La
subunidad S1 se divide a su vez en un
Dominio N-terminal (NTD, del inglés “N-
Terminal Domain”) y un Dominio C-terminal
(CTD, del inglés “C-Terminal Domain”). El
Dominio de Union al Receptor (RBD, del
inglés “Receptor Binding Domain”) se situa en
el CTD de la subunidad S1. El RBD esta
compuesto de aproximadamente 200
aminoacidos y tiene un peso molecular de
aproximadamente 27 kDa. Dentro de la
secuencia del RBD se encuentra el Motivo de
Union al Receptor (RBM, del inglés “Receptor
Binding Motif’) el cual es el encargado de
hacer el primer contacto con el dominio
peptidasa del receptor ACE2 (Li et al., 2005).
La proteina S es una glicoproteina altamente
N-glicosilada; cuenta con 22 sitios de N-
glicosilacién, de los cuales dos se encuentran
en el RBD (en la Asn331 y Asn343)
(Watanabe et al 2020; Zhang et al 2021)
(Figura 2).
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Dada la funcién primordial de la proteina S 'y
su dominio RBD en el proceso de infeccién
viral, son las proteinas mas interesantes para
la generacion de vacunas, también como
antigenos para la produccion de anticuerpos
monoclonales y para el desarrollo de kits de
diagnéstico (Huang et al.,2020; Pillay, 2020).

Vacunas anti COVID-19 basadas en
proteinas Sy RBD

El RBD de la proteina S del virus SARS-CoV-
2 es un blanco inmunodominante y altamente
especifico de los anticuerpos producidos en
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Figura 1. Representacion esquematica de la proteina S trimérica del virus SARS-CoV-2. NTD, Dominio N-terminal; RBD,
Dominio de Unién al Receptor.
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Figura 2. Secuencia primaria representativa de la proteina S monomérica del virus SARS-CoV-2. NTD, Dominio N-terminal;
RBD, Dominio de Unién al Receptor; FP, Péptido de Fusién; CH, Hélice Central; CD, Dominio Conector; HR, Secuencias
Repetidas de siete Aminoacidos; TM, Dominio Transmembranal; VT, Cola Viroplasmatica.

fundamentalmente vacunas de ARN vy
vectores adenovirales, las cuales
ulteriormente entregan el material genético de

los enfermos de COVID-19 (Premkumar et al.,
2020), por lo tanto, la proteina S vy
articularmente el RBD son excelentes

candidatos para el desarrollo de vacunas.

Afortunadamente, desde inicios de 2021 se
contoé con diferentes vacunas,
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la proteina S del virus o su RBD para que el
propio organismo sintetice subunidades
proteicas que funcionen como moléculas
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inmunogénicas (Mendonca et al., 2021;
Roncati & Corsi, 2021). Dichas vacunas
fueron aprobadas por la OMS para su uso de
emergencia y actualmente se encuentran en
pruebas clinicas de fase IV (ensayo clinico en
el que se estudian los efectos secundarios a
largo plazo). Dichas vacunas, aun cuando han
presentado diferentes porcentajes de eficacia,
permitieron disminuir significativamente la
propagacion de la pandemia.

Numero

Actualmente se encuentran en fase preclinica
y clinica cientos de candidatos de vacunas y
de naturaleza muy diferente: desde las mas
novedosas de ARN, vectores virales no
replicantes, ADN, vectores virales replicantes,
de particulas pseudo virales y de las propias
proteinas virales producidas de forma
recombinante, hasta las mas tradicionales de
virus atenuados e inactivados (Chung et al.,
2021; Venkadapaty et al., 2021) (Figura 3).

Figura 3. Vacunas anti COVID-19 en pruebas clinicas.

Naturaleza del candidato de vacuna: P, péptido o proteina viral; RNA, de acido ribonucleico; VVNR, vector viral no
replicante; VI, virus inactivado; DNA, de acido desoxirribonucleico; VLP, particula pseudo-viral; VVR, vector viral replicante;
VA, virus atenuado; VVNR+APC, vector viral no replicante + célula presentadora de antigeno; VVR+APC, vector viral
replicante + célula presentadora de antigeno. Fuente:https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-
candidate-vaccines (al 01 de Abril de 2022)

Es muy interesante observar que a la fecha
(01 de abril de 2022), de los 196 candidatos
de vacuna en pruebas pre-clinicas anti
COVID-19, 75 se basan en proteinas virales
producidas de forma recombinante
(representando el 38%). De los 151
candidatos ya en pruebas clinicas de fase |
hasta IV, 51 se basan en proteinas
recombinantes virales (representando el 33%)
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(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).
Actualmente se cuenta ya con una vacuna
basada en proteinas virales en pruebas
clinicas de fase IV, aunque no ha sido
aprobada por la OMS para su uso de
emergencia. Sin embargo, en el mes de
diciembre de 2021, la vacuna Nuvaxovid
(NVX-CoV2373) de la farmacéutica
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estadounidense Novavax es la primera
vacuna basada en proteinas virales aprobada
por la OMS para su uso de emergencia
(https://extranet.who.int/pgweb/vaccines/vacc
inescovid-19-vaccine-eul-issued). Ademas, de
los 34 candidatos de vacuna en fase Il
(estudio previo a la aprobacion, en donde se
prueba la seguridad y eficacia en miles de
individuos), 17 candidatos (representando el
50%) son de proteinas virales
(particularmente la Proteina S y su RBD).
Dichas proteinas son producidas de forma
recombinante en diferentes sistemas de
expresion, siendo las células de mamifero
(CHO y HEK), el sistema de células de
insecto-baculovirus 'y la produccién en
levaduras  (especificamente en  Pichia
pastoris) los sistemas de expresibn mas
utilizados (Tabla 1).
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).

Sistemas de expresion
recombinante para produccién de
proteinas Sy RBD

Las vacunas basadas en proteinas virales
recombinantes, ademdas de ser muy seguras
en virtud de no contener material genético, ni
virus 0 partes de él, se fabrican con una
tecnologia bien establecida que puede
solucionar la demanda de vacunas y a menor
costo que las vacunas basadas &acidos
nucleicos (Gupta et al, 2019). Dada la
inminente necesidad de vacunas anti COVID-
19 para frenar la pandemia, es muy
interesante notar la diversidad de sistemas de
expresiébn que se han utlizado para la
produccion de candidatos de vacunas
basados en las proteinas S y RBD del SARS-
CoV-2. Desde métodos innovadores como la
produccion de péptidos sintéticos, los cuales
no requieren de un sistema vivo de expresion
(Ryzhikov et al., 2021; Guirakhoo et al., 2020),
hasta sistemas de expresién en plantas con
resultados muy prometedores (A Study to
Evaluate Safety, Tolerability, and
Reactogenicity of an RBD-Fc-based Vaccine
to Prevent COVID-19,
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT049530

78; KBP-201 COVID-19 Vaccine Trial in
Healthy Volunteers,
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCTO

4473690). Este ultimo quiza con la desventaja
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de no tener la capacidad para satisfacer la
demanda requerida de vacunas en una
situacion de pandemia, ademas del potencial
para desencadenar reacciones inmunolégicas
o0 alérgicas no deseadas derivado del tipo de
glicosilacion de proteinas que producen las
células de planta (Gomord et al., 2005;
Margolin et al., 2020).

Recientemente Tripathi & Shrivastava (2019),
publicaron una revision al respecto de los
avances recientes en bioprocesos para la
produccion de proteinas recombinantes en
general, abarcando todos los sistemas de
expresioén disponibles hasta la fecha, asi como
los avances en el desarrollo de procesos. Por
su parte Pollet et al. (2021) a inicios de 2021,
publicé una revision referente a la situacion de
las vacunas anti COVID-19 basadas en
proteinas recombinantes, abarcando
diferentes aspectos; desde las tecnologias de
produccion, hasta las vias de administracion y
los adyuvantes més utilizados.

Expresion en bacterias (E. Coli)

La expresion recombinante de proteinas en
bacterias es el sistema mas econémico y
escalable para la produccién de proteinas a
nivel industrial, particularmente para la
produccion de proteinas recombinantes
pequefias como hormonas (insulina vy
hormona de crecimiento entre otras), factores
de crecimiento, interferones e interleucinas
(Gupta & Shukla, 2016; Walsh, 2018). La
mayoria de dichas moléculas son producidas
en Escherichia coli. En el caso de produccién
de proteinas recombinantes para vacunas,
existen dos vacunas aprobadas
recientemente por la FDA contra la
enfermedad meningocécica causada por
Neisseria meningitidis serogrupo B. Dichas
vacunas se producen también en E. coli
(Rivero-Calle et al., 2019). El sistema de
expresién en bacterias (procariotas) tiene la
limitante de no poseer una maquinaria
secretoria, por lo tanto, no (glicosila las
proteinas, no forma puentes disulfuro
adecuadamente y no las secreta al medio de
cultivo; las acumula intracelularmente como
cuerpos de inclusion. Las proteinas deben ser
extraidas, solubilizadas y replegadas in vitro
(Jefferis, 2007). En el caso de produccién de
proteinas virales del SARS-CoV-2 como
candidatos vacunales anti COVID-19, existen
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algunos desarrollos en bacterias en pruebas
pre-clinicas
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines.
Landscape of candidate vaccines in pre-
clinical development). Sin embargo, dicho
sistema de expresion no figura entre los mas
utilizados por los candidatos de vacuna en
pruebas clinicas mas avanzadas (Fase lll y IV)
y con mayores posibilidades para su
aprobacion a corto plazo. Lo anterior
probablemente por la preocupacién de que en
dicho sistema de expresion no es posible
obtener las modificaciones postraduccionales
necesarias para el correcto plegamiento de la
proteina S o su RBD (como glicosilacion y
formacion de puentes disulfuro) y que
pudieran impactar en la antigenicidad de la
molécula (Peng et al., 2021). En virtud de lo
anterior, los sistemas de expresion en
levaduras y células animales (células de
mamifero e insecto) han sido las tecnologias
seleccionadas para generar los candidatos de
vacuna anti COVID-19 que actualmente se
encuentran en ensayos clinicos de fase lll y IV
y con mayor posibilidad de ser aprobados a
corto plazo.
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).

Expresion en levadura

En los dltimos afos las levaduras se han
posicionado como una herramienta
biotecnolégica  prometedora  para la
produccion de proteinas recombinantes,
particularmente para uso terapéutico. Los
avances en el mejoramiento de las células,
tanto a nivel genético como del bioproceso de
produccion, han hecho que este sistema de
expresién sea una excelente opcién para la
produccién de proteinas mas complejas que
anteriormente se producian exclusivamente
en células de mamifero (Baghban et al.,
2019). Se puede considerar que el sistema de
expresion en levaduras posee las ventajas
tanto de los sistemas de expresion
bacterianos como de células animales. Al
igual que las bacterias, las levaduras poseen
una alta velocidad de crecimiento, alcanzan
altas densidades celulares y la produccion se
puede escalar facilmente a voliumenes muy
grandes. Su medio de cultivo es, por mucho,
mas economico que los utilizados en cultivos
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de células animales y recientemente los titulos
de proteina recombinante se  han
incrementado  sustancialmente en este
sistema de expresion (Huang et al., 2018).
Con respecto a las bondades que comparte
con los cultivos de células animales, las
levaduras poseen una maquinaria secretoria
que les permite producir proteinas
glicosiladas, correctamente plegadas vy
secretadas al medio de cultivo (Harcum,
2006). Entre las lineas celulares de levadura
mas utilizadas para la expresion de proteinas
recombinantes para uso terapéutico se
encuentran, Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris y Hansenula polymorpha
(Huertas & Michén, 2019). Quiz4 la desventaja
més grande de dicho sistema de expresion es
que las levaduras no generan una
glicosilacién comparable a la humana, en su
lugar hipermanosilan las proteinas y se puede
presentar el inconveniente de desencadenar
respuestas inmunes indeseadas (Gupta &
Shukla, 2018; Wu et al., 2002). Al igual que en
bacterias, el sistema de expresion en
levaduras se utiliza exitosamente para la
produccion de hormonas recombinantes
(predominantemente insulina, producida en S.
cerevisiae), factores sanguineos y de
crecimiento. En el area de vacunas, H.
polymorpha y S. cerevisiae son el sistema de
expresién para la mayoria de las vacunas
recombinantes producidas contra hepatitis By
dos contra la infeccién por el virus del
papiloma humano (Walsh, 2018). En el caso
de candidatos de vacuna contra COVID-19 en
ensayos clinicos de fase Ill, de los 17
candidatos que hay a la fecha, dos utilizan
levaduras como su sistema de expresion
(Tabla 1). En ambos desarrollos utilizan P.
pastoris como linea celular de expresion y
también en ambos casos producen
Unicamente al dominio RBD de la proteina S
del virus (Limonta-Fernandez et al., 2021;
Pollet el al., 2021a).

Una ventaja de expresar proteinas
recombinantes glicosiladas en P. pastoris, en
comparacion con otras levaduras como S.
cerevisiae, es que produce glicanos no tan
hipermanosilados y ramificados (hasta
manosa 13), lo cual reduce la posibilidad de
respuestas inmunogénicas no deseadas. En
el caso de la vacuna Abdala del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) de
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Cuba, derivado de los resultados de su
ensayo clinico de Fase lll, reportan un 92.28%
de eficacia frente a la enfermedad sintomatica
y 100% en la prevencion de la enfermedad
sistémica severa y la muerte. No reportan
porcentaje de eficacia contra la infeccion
(www.cigb.edu.cu/wp-
content/uploads/2021/04/Ficha-Abdala-
Espanol-3-sep-2021.pdf). Dicha vacuna, aun
cuando no ha recibido aprobacion para su uso
de emergencia por la OMS, es la primera
vacuna de origen proteico que cuenta con
aprobacion para su uso de emergencia en
Cuba, Venezuela, Nicaragua y Vietnam
(www.cigh.edu.cu/wp-
content/uploads/2021/04/Hitos-Abdala.pdf).

Expresion en células de insecto

El cultivo de células de insecto data de
principios de los afos 60's cuando se
establecieron las primeras lineas celulares de
lepidépteros (células de polillas o palomillas
obtenidas en su estado de pupa) (Grace,
1962) y ya como sistema de expresion de
proteinas recombinantes a partir de los afios
80’s (Smith et al., 1983). La producciéon de
proteinas recombinantes en células de insecto
es un proceso de dos etapas en donde las
células son primero cultivadas hasta una
determinada concentracion celular y luego
infectadas con un baculovirus (virus que
infectan artrépodos) recombinante al cual se
le ha clonado el gen de la proteina que se
desea producir (Palomares et al., 2006).

En comparacion con los demas sistemas de
expresién, el de células de insecto-
baculovirus es muy versatil, se puede utilizar
para la  produccién de proteinas
recombinantes, particulas pseudovirales y
virus. Existen diferentes lineas celulares que
se pueden utilizar, entre las mas comunmente
utilizadas se encuentran las Sf9, Sf21 (de
Spodoptera frugiperda, o gusano cogollero del
maiz) y High Five™ (de Trichoplusia ni, u
oruga de la col) (Contreras-Goémez et al.,
2013). Es un sistema de facil manipulacion y
escalamiento de la produccién, ademas de ser
un sistema de expresién altamente seguro en
términos de bioseguridad ya que los
baculovirus solo se replican en invertebrados
(Bollati-Fogolin & Comini, 2008). Las dos
limitaciones mas importantes que este
sistema de expresion puede tener son:
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primero, que la produccion de las proteinas es
discontinua, es decir, se debe hacer en lotes
debido a que durante el proceso de infeccion
de las células con los baculovirus hay lisis y
muerte celular. El segundo factor tiene que ver
con el perfil de glicosilacion. Si bien las células
de insecto glicosilan las proteinas, no lo hacen
igual que las células de mamifero. La
glicosilacién de las células de insecto es mas
simple que la de mamifero, caracterizada por
estructuras de tipo paucimanosa (Shi & Jarvis,
2007). Lo anterior es de particular importancia
cuando se desea producir proteinas
recombinantes terapéuticas (Goh & Ng,
2018). En comparacion con los cultivos
bacterianos o de levadura, en los cultivos de
células de insecto la proliferacibn es mas
lenta; utilizan medios de cultivo més
complejos y por tanto més costos, casi al
mismo nivel que los medios de cultivo para
cultivos de células de mamifero. En
comparacion con estos Ultimos, las células de
insecto alcanzan mayores densidades
celulares en menor tiempo (Burgener & Butler,
2006; Gorfien, 2007; Moraes et al., 2008).

En la actualidad el sistema de expresién en
células de insecto-baculovirus se ha
consolidado como una tecnologia exitosa para
la produccién de vacunas (Cox et al 2011).
Existen en el mercado dos vacunas
recombinantes producidas en células de
insecto; Cervarix® de GlaxoSmithKline, es
una vacuna para la prevencion del cancer
cérvico-uterino ocasionado por el virus del
papiloma humano. Dicha vacuna esta hecha
de particulas pseudo-virales a base de la
proteina L1 de la capside del virus (Walsh,
2018; Buck et al, 2013). La segunda vacuna
es Flublok® de Protein Sciences (ahora parte
de Sanofi Pasteur), una vacuna cuadrivalente
contra la influenza estacional basada en la
proteina hemaglutinina de 4 diferentes tipos
de influenza A y B circulantes. (Walsh, 2018;
https://www.sanofiflu.com/flublok-

quadrivalent-influenza-vaccine/).

En el caso de candidatos de vacuna contra
COVID-19, el sistema de expresion en células
de insecto es el segundo mas utilizado
(después del de células de mamifero) para la
produccion de la proteina S o su RBD. De los
17 candidatos de vacuna en estudios clinicos
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de Fase lll, cinco se desarrollaron en células
de insecto (Tabla 1).

La vacuna NVX-CoV2373 de la farmacéutica
Novavax consiste en una nanoparticula
multimérica de la proteina S trimérica. Es la
Unica vacuna producida en células de insecto
que cuenta con resultados de uno de sus
estudios clinicos de fase Il y fue
recientemente aprobada (diciembre de 2021)
por la OMS para su uso de emergencia.
Reporta una eficacia del 89.7% contra la
infeccion (Heath et al., 2021).

Es interesante mencionar que tanto la
hemaglutinina del virus de la influenza como
la proteina S del SARS-CoV-2 son proteinas
de fusion de clase | de la superficie del virus,
altamente glicosiladas y cuya funcion es
establecer el primer contacto con la célula
blanco. Adicionalmente, ambos virus son
pandémicos y tienen una alta tasa de
mutacién, generandose variantes en periodos
de tiempo cortos. Para la generacion de
vacunas basadas en proteinas recombinantes
y virus con las caracteristicas arriba
mencionadas, se requiere de sistemas de
expresion muy faciles de manipular
genéticamente y con la capacidad de generar
altas concentraciones de proteinas virales de
las nuevas variantes en tiempos muy cortos
(Krause et al., 2021; Sanyaolu et al., 2021). El
sistema de expresion en células de insecto
tiene dicha ventaja sobre los demas sistemas
de expresion. Un ejemplo de lo anterior es la
vacuna FluBlock para la influenza estacional
de la Farmacéutica Sanofi Pasteur y parece
ser que ahora también con su candidato de
vacuna anti COVID-19 (VAT00002) basada en
la proteina S producida en la misma
plataforma de expresion (Cox, 2009;
https://pactr.samrc.ac.za/TrialDisplay.aspx?Tr
iallD=13475;
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCTO
4904549).

Expresion en células de mamifero

Las células de mamifero son el sistema de
expresién por excelencia para la produccion
de muchas proteinas recombinantes de uso
terapéutico con caracteristicas similares a las
proteinas nativas humanas (Ozturk, 2006).
Particularmente  proteinas  grandes y
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complejas como son los anticuerpos
monoclonales y demés proteinas humanas
con un alto valor agregado en el mercado
farmacéutico 'y  que requieren  de
modificaciones  postraduccionales (como
formacion de puentes disulfuro  y/o
glicosilacién) para el correcto plegamiento de
la proteina y por ende para preservar su
funcion bioldégica como molécula terapéutica
(Butler, 2008; Hossler, 2012; Walsh, 2018).
Sin embargo, este sistema de expresion es el
mas costoso en virtud de las caracteristicas
propias del bioproceso con células animales
(por la complejidad de los medios de cultivo,
los tiempos largos de cultivo, la escalabilidad
del cultivo, etc.). Existen diferentes lineas
celulares que se pueden utilizar para la
produccion a nivel industrial (CHO, HEK, BHK,
PER-C6), sin embargo, las células de ovario
de hamster chino (CHO, por sus siglas en
inglés) son la linea celular mas ampliamente
utiizada para la producciéon de proteinas
recombinantes terapéuticas (Tihanyi &
Nyitray, 2021). Aun cuando las células de
mamifero no son el sistema de expresion
tradicional para la produccién de vacunas
basadas en proteinas virales, existen
ejemplos como el de la vacuna para herpes
z6ster Shingrix producida por
GlaxoSmithKline, la cual utiliza células CHO
para la produccion de la glicoproteina E del
virus como antigeno vacunal (Norden et al.,
2019). De forma muy interesante, para la
produccion de candidatos de vacunas anti
COVID-19 ya sea para la expresion de la
proteina S o el dominio RBD del virus SARS-
CoV-2, las células de mamifero representan el
sistema de expresion mas utilizado en los
candidatos en pruebas clinicas mas
avanzadas. Lo anterior se puede explicar en
virtud de la complejidad estructural de la
proteina S o su RBD y que mediante su
produccion en células de mamifero se
garantice su integridad estructural y por tanto
su inmunogenicidad (Henderson et al., 2020;
Reis et al., 2021). De los 17 candidatos de
vacunas en pruebas clinicas de fase lll, ocho
se desarrollaron mediante expresién en
células de mamifero; siete en células CHO y
uno en HEK293 (Tabla 1)
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).
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Tabla 1. Candidatos de vacuna anti COVID-19 basadas en proteinas virales recombinantes de SARS-CoV-2, en ensayos

clinicos de fase Il y IV

al 01 de abril de 2022)

Sistema No Esquema de Fase del
No. | Descripcion de D .| vacunacion Desarrollador Pais estudio
L 0sis .
expresion (dias)
y | Proteinas | Celulasde | 0+21 Novavax EUA I
trimérica insecto
) Anhui Zhifei Longcom Biopharmaceutical + 11
2 RBD Células 2-3 0+2800+ Institute of Microbiology, Chinese Academy of China
dimérico CHO 28 + 56 -
Sciences
3 | Proteinas |CElUlasde ), 0+21 Sanofi Pasteur+GSK Euauk | 1
insecto
4 Pr_ote] nas Celulas 2 0+21 Clover Biopharmaceuticals Inc./Dynavax China I
trimerica CHO
5 Proteina S C?rlll;::(l:stc?e 2 0+21 Vaxine Pty Ltd./CinnaGen Co. AUS/Iréan I
Células Medigen Vaccine Biologics + Dynavax + Taiwan/ v
6 Proteina S 2 0+28 National Institute of Allergy and Infectious
CHO - EUA
Diseases (NIAID)
Multimero Células . . 1
7 de RBD CHO 2 0+28 Instituto Finlay de Vacunas Cuba
8 RBD C?rlll;::(l:stc?e 2 0+28 West China Hospital + Sichuan University China I
0+14+28 Center for Genetic Engineering and I
9 RBD Levadura 3 00 +28 + 56 Biotechnology (CIGB) Cuba
10 RBD Levadura 2 0+ 28 Biological E. Limited / Texas Children's Center | India/EU 11
for Vaccine Development A
11 Proteina S Ccel|_L|1IOas 2 0+21 Nanogen Pharmaceutical Biotechnology Vietnam I
12 RBD Células 2 0+28 SK Bioscience Co., Lt_d. an_d CEPI / Washington | Corea/EU 1l
293F University A
13 Proteina S Cglulas de 2 0+21 Shionogi Japon I
insecto
11
14 Proteina S ND 3 0+21+51 Razi Vaccine and Serum Research Institute Irén
15 RBD Células 2 0+21 Livzon Pharmaceutical China i
dimérico CHO
16 RBD ND 3 0+21+35 Bagheiat-allah University of Medical Irén 11
Sciences/AmitisGen
RBD Células . . o 1
17 dimérico CHO 2 0+21 Laboratorios Hipra, S.A. Espafia
Fuente: https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines.
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Recientemente, el Instituto Finlay de Vacunas
de Cuba, report6 en resultados intermedios de
su ensayo clinico de fase Ill para su vacuna
Soberana02, un 62% de eficacia contra la
infeccion por COVID-19 en su esquema de
dos dosis (www.finlay.edu.cu/blog/fichas-de-
soberana/). Soberana02 consiste en un
multimero (4 a 8 moléculas) de RBD
producido en células CHO, conjugados
covalentemente a toxoide tetanico (Valdez-
Balbin et al., 2021, 2021a). Dicha vacuna aun
no ha sido autorizada por la OMS, sin
embargo, cuenta con autorizacién para su uso
de emergencia en Cuba e Iran. En otro
estudio clinico de Fase Il donde se evalu6 un
esquema heterélogo de tres dosis, dos con la
vacuna Soberana02 y una tercera dosis con
su vacuna SoberanaPlus, se determind una
eficacia de 75.5% contra la infeccion; 91.2%
contra la enfermedad sintomatica y 100%
contra la enfermedad sintomatica severa y
muerte (www.finlay.edu.cu/blog/fichas-de-
soberana/). Soberana Plus es una vacuna de
RBD dimérico (sin toxoide tetanico) producida
en células CHO (Chang-Monteagudo et al.,
2021).

Conclusiones y perspectivas a
corto plazo

Al 01de abril de 2022 el SARS-CoV-2 ha
infectado de COVID-19 a 5.65 millones de
mexicanos, de los cuales 323,000 (5.7%)
perdieron la vida. Ya se cuenta con diferentes
vacunas aprobadas para su uso de
emergencia, sin embargo, solamente se ha
vacunado con esquema completo al 62.5% de
la poblacion. Actualmente se encuentran en
fase preclinica y clinica cientos de candidatos
de vacunas: desde las mas novedosas de
ARN, vectores virales no replicantes, ADN,
vectores virales replicantes, de particulas
pseudo virales y de las propias proteinas
virales producidas de forma recombinante,
hasta las méas tradicionales de virus
atenuados e inactivados. Las vacunas
basadas en la proteina S y su dominio RBD
del virus SARS-CoV-2 representan una
alternativa para coadyuvar en el proceso de
vacunacion debido a su eficacia, seguridad,
escalabilidad y menor costo. De los 34
candidatos de vacuna en fase I, 17
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candidatos son de proteinas Vvirales
(representando el 50%) producidas de forma
recombinante. Para el desarrollo de dichas
vacunas se han utilizado todos los sistemas
de  expresion  disponibles: bacterias,
levaduras, plantas y células animales
(mamifero e insecto). Dada las caracteristicas
estructurales de la proteina S o su RBD se ha
seleccionado preferentemente su produccion
en células de mamifero e insecto y en menor
proporcién en células de levadura. Los datos
de eficacia que se han reportado a la fecha,
por lo menos uno para cada sistema de
expresién, muestran que las vacunas son
eficaces, independientemente de las
desventajas inherentes a cada sistema de
expresién. En diciembre de 2021 la OMS
aprobé para su uso de emergencia la primera
vacuna ante COVID-19 basada en proteinas
virales producidas de forma recombinante y ya
se cuenta con una vacuna en estudio clinico
de fase IV. En los Udltimos cuatro meses, el
numero de candidatos de vacuna en fase lll
basadas en proteinas virales se incremento de
12 a 17. Lo anterior refleja la factibilidad de
que en el corto plazo se cuente con diferentes
vacunas anti COVID-19 basadas en proteinas
recombinantes para sumarse en el proceso de
vacunacion, particularmente en paises en
desarrollo y de bajo ingreso econémico en los
cuales el proceso de vacunacion ha sido muy
lento.
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