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Abstracto

El objetivo de este estudio fue evaluar nanoparticulas lipidicas de ARN autorreplicantes
(LNPs de ARN sa) para neutralizar las variantes del SARS-CoV-2 delta (linaje B.1.617) y
alfa (linaje B.1.1.7). Antes de la inmunizacién de ratones con LNPs de saRNA, vimos una
alta expresion de proteina S tanto a niveles de ARNm como de proteina después de la
transfeccién de células HEK293T/17 con LNPs de SARNA. Después de la inmunizacion oral
de ratones BALB/c con 0,1 - 10 pg de LNP de ARN sa, se observé una alta cantidad de
anticuerpos IgG e IgA especificos del SARS-CoV-2 con un patrén dependiente de la dosis.
Es importante destacar que la proporcion de IgG2a / IgG1 en el suero de ratones
vacunados mostro6 una respuesta sesgada Th1 / Th2. También encontramos que los
anticuerpos secretados podrian neutralizar las variantes del SARS-CoV-2 delta (linaje
B.1.617) y alfa (linaje B.1.1.7). Los esplenocitos reestimulados de ratones vacunados
mostraron una alta secrecion de IFN-y, IL-6 y TNF-a. Los autores piensan que aunque el
estudio preclinico confirmo la eficacia de los ARN DE saS contra el SARS-CoV-2, la eficacia
y seguridad reales de la vacuna oral deben evaluarse en ensayos clinicos.

Palabras clave: Vacuna oral, ARN autorreplicante, linaje B.1.1.7, linaje B.1.617
Vete a:
1. Introduccién

Las vacunas tienen diferentes formulaciones y cada dia son mas avanzadas_[1]. El uso de
acidos nucleicos y nanoparticulas son dos ejemplos de materiales avanzados, utilizados
recientemente en la produccién de vacunas [2]. Los primeros estudios se centraron en el
uso de ADN en lugar de ARN porque el ARN es menos estable que el ADN [3]. Las vacunas
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de ADN produjeron malos resultados en ensayos clinicos en humanos [4] y esto llev6 al
uso de ARN. Por supuesto, este cambio en la estrategia se atribuyd al éxito de la
inmunoterapia contra el cancer por moléculas de ARNm [5], [6]. Ademas, el éxito del
desarrollo de vacunas contra la COVID-19 basadas en ARNm abre una nueva ventana al
disefio de vacunas [7], [8]. Actualmente existen dos tipos de vacunas de ARN, incluyendo el
ARNm convencional y el ARN autorreplicante (saRNA) [9]. Estos ARN se producen in vitro
y codifican antigenos patogenos [10].

Para producir un saRNA, se necesita la secuencia de un complejo de ARN polimerasa
dependiente de ARN (RDRP) de origen viral para amplificar el saRNA, asi como las
regiones no traducidas de 5' y 3 (UTR), para su replicacion en citoplasma_[11]. Después de
la expresién de saRNA, se produce la activacion del sistema inmune [12]. La produccién de
vacunas de SARNA no es muy complicada y puede integrarse facilmente en una linea de
produccién [13]. Por ejemplo, Hekele et al. disefiaron y produjeron la vacuna saRNA para
la influenza H7N9 en un plazo de ocho dias [14]. Hay varias formulaciones que se pueden
usar para administrar vacunas de SARNA, incluidos polimeros catiénicos
[15].lipopolplexos [16]ynanoparticulas lipidicas (LNP) [17]. Curiosamente, debido a la
propiedad autorreplicante del saRNA, se puede lograr una alta respuesta inmune con dosis
bajas de vacunas de saRNA [18]. Es importante destacar que el sitio de accién del saRNA
es el citoplasma y no requiere entrar en el ntcleo celular. De hecho, no hay riesgo de
integracion de saRNA en el genoma [5], [6], [19].

Aunque se han desarrollado una variedad de vacunas contra la COVID-19 y algunas se
estan utilizando a nivel mundial, la mayoria de la poblacién de los paises en desarrollo ain
no se ha vacunado debido a la falta de fondos, la falta de infraestructura y los problemas
sociales_[20]. Necesitan una vacuna simple y econdmica. Por lo tanto, buscamos disefiar,
producir y evaluar una vacuna oral que pudiera usarse facilmente. El objetivo de este
estudio fue evaluar los LNPs de saRNA en ratones para neutralizar las variantes delta
(B.1.617) y alfa (B.1.1.7) del SARS-CoV-2.

Vete a:
2. Materiales y métodos
2.1. Construccidn del plasmido

Para sintetizar el constructo de saRNA, se utilizé un vector plasmido bacteriano comtin
con un promotor T7. La secuencia requerida para la construccion de saRNA fue sintetizada
y subclénica por Biomatik, Canada. Basado en (Fig. 1 a) ,la construccién de saRNA tiene 5’
UTR (ntmero de acceso de GenBank: NC 001449),nsP1-4 (nimero de acceso de GenBank:
NC 001449),promotor subgendémico (nimero de acceso de GenBank:

NC 001449),proteina S (nimero de acceso de GenBank: MZ571142.1),5' UTR (nimero de
acceso de GenBank: NC 001449)y cola depoliA. El constructo de control negativo(Fig. 1
b)tiene la misma estructuraexcepto para el promotor subgenémico y la secuencia
codificante de la proteina S. La construccién de control positivo(Fig. 1 c)tiene 4 partes
principales, incluyendo 5’ UTR (niimero de acceso de GenBank: NC 001449),proteina S
(nimero de acceso de GenBank: MZ571142.1),3' UTR (nimero de acceso de GenBank:

NC 001449)y cola depoliA. El suplemento 1 muestra la secuencia de longitud completa
de la construccién de saRNA utilizada en este estudio.
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Figura 1

Los diagramas esquematicos de saRNA (a), control negativo (b)y construccién de control
positivo (c). Abreviatura: 7-metilguanosina (m7G); Regién no traducida (UTR); Proteina
no estructural (nsP), proteina Espiga (proteina s). La distribucién de tamafio (d) y el
potencialzeta (e) delos LNPs de saRNA por aparato DLS. Las células HEK293T/17 fueron
tratadas con LNPs de saRNA a 0,1-10 pg y la expresion de la proteina S se evalué mediante
PCR en tiempo real (f)y ELISA (g). Todos los datos se mostraron como media = DE. * indica
diferencia de significancia con P < 0,05 cuando se compara con controles negativos
utilizando un ANOVA unidireccional ajustado para comparaciones multiples con n = 5.

2.2. Sintesis de arNag lineal

El plasmido que codifica el constructo de saRNA se transformd en E. coli (instituto Pasteur,
Iran), cultivado en caldo Luria con 100 pg/ml de carbenicilina (Sigma Aldrich, Reino
Unido). Los plasmidos se purificaron utilizando un kit Plasmid Plus MaxiPrep (QIAGEN,
Reino Unido) y su concentracién y pureza se midieron en un espectrofotometro NanoDrop
(ThermoFisher, Reino Unido). Luego, los plasmidos clonados se linealizaron usando Mlul
durante 3 ha 37 ° C. Luego, las transcripciones de saRNA se produjeron utilizando 1 pg de
plantilla de ADN linealizado en una reaccion MEGAScript™ (Ambion, Reino Unido) durante
1ha37°C. Se mezcld un saRNA lineal de pg con 1 pM ScriptCap™ (CellScript, W1, USA)
durante 1 ha 37 °C. El saRNA sintetizado se purifico mediante precipitacion de LiCl, se
volvio a suspender en un tampon de almacenamiento de ARN y se almacené a - 80 ° C.
Para evaluar la pureza del saRNA sintetizado, la relaciéon A260/A280 se midi6 utilizando el
espectrofotdmetro NanoDrop (ThermoFisher, Reino Unido) [21].

2.3. Encapsulacion de saRNA en LNPs
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Para encapsular el ARN sa, utilizamos un proceso quimico simple_ [21] en el que 0,1, 1y 10
ug de saRNA purificado se mezclaron por separado con una mezcla de lipidos etandlicos
de 1,2-dilinoleyl oxi-3-dimetilaminopropano, 1,2-diastearoil-sn-glicero-3-
fosfocolina,colesteroly 1,2-Dimirristoil-rac-glicero-3-metoxipolietilenglicol-2000 en una
proporcién de 10:48:2:40 a pH 4.0. La mezcla fue agitada vigorosamente por un mezclador
en T y luego colocada en una bolsa de didlisis para purificar durante la noche. Luego, la
distribucion del tamafio y el potencial zeta de los LNP producidos se determinaron
mediante dispersién dinamica de luz (DLS) (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino
Unido). La encapsulacién de saRNA se confirmé mediante electroforesis en gel y la
eficiencia de atrapamiento se midié mediante un espectrofotémetro NanoDrop
(ThermoFisher, Reino Unido) a 260 nm. Para los controles positivos y negativos, también
se realiz6 el mismo proceso de encapsulacién.

2.4. La expresion de saRNA en células HEK293T/17

En el Medio de Aguila Modificada (DMEM) (Gibco) de Dulbecco que contiene 10% de suero
fetal bovino (FBS) (Gibco), 1% de L-glutamina (Thermo Fisher Scientific) y 1% de
penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher Scientific), se cultivaron células HEK293T/17 a
37 °C durante 5 dias. Luego, las células se incubaron por separado con 0.1-10 pg de saRNA,
control negativo y LNPs de control positivo. Después de 24 h, la expresion de la proteina S
se confirmé mediante PCR en tiempo real y ELISA(Suplementario 2).

2.5. Inmunizacion

Todos los procedimientos relacionados con los experimentos con animales utilizados en
esta seccién fueron aprobados por el comité ético de la Escuela de Ciencias Médicas sirjan,
Sirjan, Iran (Cédigo ético: IR. SIRUMS. REC.1400.001). Utilizamos 10 ratones BALB/c de 6
a 8 semanas de edad en cada grupo de estudio y fueron inmunizados por via oral con LNPs
de SARNA de 0,1, 1y 10 pg en las semanas 1 y 3. Para cada ratdn, se administraron 100 pL
de mezcla de vacunas por via oral utilizando una jeringa de insulina sin aguja. En los
grupos de control, los ratones BALB/c fueron inmunizados por via oral con 10 pg de LNPs
de control positivos y 10 ug de LNPs de control negativos en las semanas 1 y 3 como se
describe. Las muestras de suero se recolectaron en las semanas 2,4 y 6 y el bazo de los
ratones vacunados se elimind en la semana 6.

2.6. Muestras de pacientes COVID-19 recuperados

Aqui, las muestras de suero de pacientes recuperados de COVID-19 (n = 10) se obtuvieron
de la Universidad de Ciencias Médicas de Zahedan, Zahedan, Iran. Todos ellos habian sido
infectados con la variante delta. Se dio el consentimiento informado por escrito de todos
los participantes (codigos éticos: IR. ZAUMS. REC.1399.317 e IR. ZAUMS. REC.1399.316).
Todos los pacientes recuperados mostraron una prueba PCR negativa en el momento del
muestreo.

2.7. Niveles séricos de anticuerpos en ratones y pacientes recuperados de COVID-19

Se utilizé un ELISA semicuantitativo para determinar los niveles de anticuerpos IgG, IgG1,
IgG2a e IgA en los sueros de ratones vacunados. Ademas, se determinaron los niveles de
anticuerpos IgG e IgA en los sueros de pacientes recuperados de COVID-19.

En primer lugar, las placas ELISA de alta union (Biomat, Italia) se recubrieron con
antigeno recombinante de la proteina S del SARS-CoV-2 (Sigma-Aldrich) a 1 pgmL-1.
Después de lavar las placas, se agregaron por separado a los pocillos 50 uL. de muestras de
suero diluido recolectadas de ratones inmunizados y pacientes recuperados con COVID-
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19. Después de la incubacion durante 1 h a 37 °C, las placas se lavaron con PBS y luego se
agregaron por separado 100 pL del siguiente anticuerpo secundario: 1) IgG-HRP anti-
ratén, 2) IgG1-HRP anti-ratén, 3) IgG2a-HRP anti-ratén, 4) IgA-HRP anti-ratén, 5) IgG-HRP
anti-humano, 6) IgA-HRP anti-humano (Southern Biotech). Después de la incubacién y el
lavado con PBS, se agregaron 50 pL de 3,3’, 5,5'-tetrametilbenzidina y luego se detuvieron
las reacciones agregando 50 pL de acido sulftrico al 10%. Finalmente, la absorbancia de
cada pozo fue leida por un espectrofotémetro a 450 nm (BioTek Industries) y los niveles
séricos de anticuerpos se midieron utilizando una curva estandar.

2.8. Ensayo de neutralizacion viral de tipo salvaje

Para evaluar la capacidad de ratones vacunados o pacientes recuperados de COVID-19
para neutralizar el virus SARS-CoV-2, se aplic6é un ensayo de neutralizacion viral de tipo
salvaje segin McKey et al [21]. La variante B.1.1.7 del SARS-CoV-2 y la variante B.1.617 se
aislaron por primera vez de pacientes con COVID-19. Luego, se cultivaron en células Caco?2
en DMEM (Gibco) que contenian 10% de FBS (Gibco), 1% de L-glutamina (Thermo Fisher
Scientific) y 1% de penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher Scientific) durante 5 dias a
37 ° C. Finalmente, los virus propagados fueron purificados por centrifugaciéon por
gradiente de cloruro de cesio. En el siguiente paso, todos los sueros se incubaron primero
a 56 °C durante 30 min y se diluyeron en serie en DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific)
con penicilina-estreptomicina al 1% (Thermo Fisher Scientific) y 0,3% BSA fracciéon V
(Thermo Fisher Scientific). Las diluciones séricas se incubaron por separado con 100
TCIDsp por pocillo de sars-CoV-2 variante B.1.1.7 y variante B.1.617 durante 1 h a
temperatura ambiente. Luego, se transfirieron a placas de 96 pocillos presiembradas con
células HEK293T/ 17 e incubadas a 37 ° C durante 5 dias. Después de la incubacién, se
agregaron 100 pL de violeta cristalina (Sigma-Aldrich) a cada pozo y se puntud para el
efecto citopatico. El titulo de neutralizacion se calcul6 como el reciproco de la dilucién
sérica mas alta en la que se produjo la neutralizacién completa del virus.

2.9. IFN-y ELISpots

Sobre la base del kit ELISpotPLUS (Mabtech) de mouse [FN-y, primero se bloquearon
placas anti-IFN-y -pre-recubiertas con 10% de FBS (Gibco), y luego se agregaron 2.5 x105
esplenocitos de ratones vacunados y 1 ugmL-! péptidos SARS-CoV-2 (AGX819, Sigma-
Aldrich). Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C 'y 5% de CO. Después de la
incubacidn, se agregaron anticuerpos de deteccion biotinilados especificos de citoquinas
(Mabtech), conjugado estreptavidina-enzima (Mabtech) y sustrato (Mabtech). Finalmente,
cada pozo fue examinado bajo un microscopio 6ptico (Zeiss, Alemania) y se calculd el
numero de células tefiidas.

2.10. Secrecion de IL-6 y TNF-«

El nivel de IL-6 y TNF-at en muestras de suero de ratones inmunizados, pacientes
recuperados de COVID-19 y el sobrenadante de esplenocitos activados se midié mediante
el kit ELISA. Brevemente las placas ELISA de alta unién (Biomat, Italia) se recubrieron por
separado con IL-6 anti-ratén y anti-humano y TNF-a (Southern Biotech) y luego se
agregaron las muestras correspondientes por separado. Después de la incubacién durante
1 ha 37 °C, las placas fueron lavadas por PBS, y luego se agregaron 100 pL de anticuerpos
secundarios, incluyendo IL-6-HRP anti-ratén (Southern Biotech), IL-6-HRP anti-humano
(Southern Biotech), anti-ratén TNF-a-HRP (Southern Biotech) y anti-humano TNF-a-HRP
(Southern Biotech). Luego, se agregaron 50 pL de 3,3’, 5,5'-tetrametilbenzidina y se
incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, la reaccién se detuvo
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agregando 50 pL de 4cido sulfurico al 10% y la absorbancia de cada pozo fue leida por un
espectrofotdmetro a 450 nm (BioTek Industries). El nivel de IL-6 y TNF-a fue determinado
por una curva estandar.

2.11. Analisis estadistico

GraphPad Prism (versién 8.4) se utiliz6 para preparar graficos y estadisticas. Se utilizd
ANOVA unidireccional y se consideraron significativos los valores de P<0,05 (conn = 10
ratones biol6gicamente independientes y n = 10 pacientes recuperados de COVID-19).
Todos los datos se muestran como media + desviacion estandar (DE).

Vete a:
3. Resultados
3.1. Caracterizacion del PNL

El saRNA lineal sintetizado se encapsul6 en LNPs y luego se caracterizd. El tamafio medio
de particula y el potencial zeta de los LNPs de saRNA fueron de 100 £ 5nmy + 22 + 0,6
mV, respectivamente(Fig. 1 d y Fig. 1 e). La mayor eficiencia de atrapamiento del saRNA
fue del 67 £ 2 %.

3.2. La expresion de la proteina S

Antes de la inmunizacion de ratones con LNPs de saRNA, se verificé su eficacia en células
HEK273T/17. Se observo una alta expresion de proteina S tanto a nivel de ARNm como de
proteina después de la transfeccion de células HEK293T /17 con LNPs de saRNA(Fig. 1 fy
Fig. 1 g). Se encontré que la expresion relativa de la proteina S aumenté con el aumento de
la dosis de LNP.

3.3. Niveles séricos de anticuerpos IgG, IgG1, IgG2a e IgA

Los ratones BALB/c fueron inmunizados por via oral con LNPs de 0,1-10 pg de saRNA en
las semanas 1y 3 y sus muestras de suero se recogieron en las semanas 2, 4 y 6. El ensayo
ELISA mostré una alta cantidad de anticuerpos IgG, IgG1, IgG2a e IgA especificos del SARS-
CoV-2 de manera dependiente de la dosis en suero de ratones(Fig. 2 a-c). Curiosamente,
los niveles de anticuerpos IgG e IgA en ratones inmunizados con LNPs de 10 pg de saRNA
estuvieron casi cerca de los niveles de anticuerpos en pacientes recuperados de COVID-19
(P > 0,05). Aqui, se encontraron diferencias significativas entre el nivel de anticuerpos en
ratones vacunados o pacientes recuperados de COVID-19 y el control negativo (P < 0,05).
También se observo una respuesta sesgada Th1/Th2(Fig. 2 d)enratones vacunados con
control positivo y 0,1-10 pg de LNPs de saRNA. Significa que todos los ratones vacunados
con LNPs de saRNA y LNPs de control positivo mostraron una respuesta sesgada por Th1.
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Figura 2

El nivel sérico de IgG (a), IgA (b), IgG1 e IgG2a (c) contrael SARS-CoV-2 en ratones
vacunados con 0,1-10 pg de ARNV LNPs. La relacion de IgG2a/IgG1 se utiliz6 para
encontrar respuestas sesgadas Th1/Th2 en ratones vacunados (d). * indica una
diferenciade significancia en p < 0,05 en comparacion con el control negativo utilizando un
ANOVA unidireccional ajustado para comparaciones multiples con n = 10 ratones
biolégicamente independientes y pacientes recuperados de COVID-19.

3.4. Ensayo de neutralizacién viral de tipo salvaje

Las variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7 y B.1.617 fueron aisladas y cultivadas en células
Caco2. En el siguiente paso, las diluciones séricas se incubaron por separado con 100
TCIDso por pocillo de ambas variantes del SARS-CoV-2. Luego, se transfirieron al pozo
presiembrado con células HEK293T / 17 y se incubaron durante 5 dias. Después de la
incubacidn, se registro el efecto citopatico y se calculd el titulo de neutralizacion.
Observamos un titulo de neutralizacién viral alto en ratones vacunados con LNPs de
saRNA a 0,1-10 pg de manera lineal dependiente de la dosis. También encontramos que
los anticuerpos secretados inducidos por los LNPs de saRNA podrian neutralizar tanto las
variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7 (alfa) como B.1.617 (delta)(Fig. 3 a-b). Curiosamente, los
anticuerpos secretados detectados en pacientes recuperados de COVID-19 podrian
neutralizar ambas variantes. Se observo una correlacion positiva significativa entre la IgG
especifica del SARS-CoV-2 y el titulo de neutralizacién del SARS-CoV-2 tanto en ratones
vacunados como en pacientes recuperados de COVID-19(Fig. 3 c-d).
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Figura 3

El titulo de neutralizacion viral contra las variantes del SARS-CoV-2B.1.1.7(a) y
B.1.617(b)en ratones vacunados con LNPs de SARNA de 0,1-10 pg y pacientes
recuperados de COVID-19. Se observd una correlacion positiva significativa entre la IgG
especifica del SARS-CoV-2 y el titulo de neutralizacién del SARS-CoV-2 de los anticuerpos
secretados contra las variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7(c)y B.1.617 (d)tantoen ratones
vacunados como en pacientes recuperados de COVID-19. * indica diferencia de
significancia a p < 0,05 en comparacion con el control negativo utilizando un ANOVA
unidireccional ajustado para comparaciones multiples con n = 10 ratones bioldgicamente
independientes y pacientes recuperados de COVID-19.

3.5. Respuestas celulares y de citoquinas

Los esplenocitos de ratones vacunados se activaron primero con péptidos de SARS-CoV-2
y luego se agregaron a placas anti-IFN-y-pre-recubiertas. Después de la incubacién
durante la noche a 37 ° C, se agregaron anticuerpos de deteccién, conjugado
estreptavidina-enzima y sustrato. Finalmente, cada pozo fue examinado bajo un
microscopio 6ptico y se calcul6 el nimero de células tefiidas. Encontramos que los
esplenocitos reestimulados de ratones vacunados tenian una secrecion alta de I[FN-y de
manera lineal dependiente de la dosis(Fig. 4 a). Hubo una diferencia significativa entre los
ratones vacunados con 10 pg de LNPs de SARNA y otros grupos (P < 0,05).
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Figura 4

Los esplenocitos de ratones vacunados reestimulados con péptidos de SARS-CoV-2 tenian
una secrecion alta de IFN-y de una manera lineal dependiente de la dosis(a). La secrecion
de IL-6 (b) yTNF-a (c)por esplenocitos reestimulados. El nivel sérico de IL-6(d)y TNF-a
(e)en ratones vacunados (en la semana 6) y en pacientes recuperados de COVID-19 (una
semana después de la recuperacion). * indica diferencia de significanciaa p < 0,05 en
comparacion con los grupos de control negativos utilizando un ANOVA unidireccional
ajustado para comparaciones multiples con n = 10 ratones biolégicamente independientes
y pacientes recuperados de COVID-19.

También medimos la secrecién de IL-6 y TNF-a por esplenocitos reestimulados y los
niveles séricos de IL-6 y TNF-a en ratones vacunados y pacientes recuperados de COVID-
19. Se demostro6 que tanto en sobrenadantes de esplenocitos reestimulados como de
sueros de ratén vacunados, hubo un alto nivel de IL-6 y TNF-a de manera dependiente de
la dosis(Fig. 4 b-e). Aqui, se observaron diferencias significativas entre los ratones
vacunados con LNPs de SARNA de 10 pg y otros grupos vacunados (P < 0,05). Se
encontraron diferencias significativas entre el nivel de IL-6 y TNF-a en el suero de los
pacientes recuperados de COVID-19 en comparacion con los ratones vacunados por LNPs
de SARNA (P < 0,05).

Vete a:

4. Discusion


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=8495003_gr4_lrg.jpg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=8495003_gr4_lrg.jpg
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC8495003/figure/f0020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC8495003/figure/f0020/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/labs/pmc/articles/PMC8495003/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/core/lw/2.0/html/tileshop_pmc/tileshop_pmc_inline.html?title=Click%20on%20image%20to%20zoom&p=PMC3&id=8495003_gr4_lrg.jpg

En este estudio, buscamos desarrollar una vacuna oral basada en saRNA que pudiera
combatir simultaneamente las variantes del SARS-COV-2 B.1.1.7 (alfa) y B.1.617 (delta).
Las vacunas basadas en saRNA ya se han utilizado para algunas enfermedades infecciosas
[14], [22]. Esta tecnologia también ha sido estudiada para COVID-19, mostrando algunas
ventajas frente al ARNm convencional [21], [23]. La fortaleza de las vacunas basadas en
saRNA es que pueden inducir respuestas inmunes potentes a dosis bajas debido a su
propiedad autorreplicante. Por supuesto, estas vacunas, al igual que otras vacunas, pueden
tener efectos secundarios y deben ser evaluadas. Actualmente, aunque varias vacunas
contra el SARS-COV-2 estan disefiadas con diferentes plataformas [24],la mayoria de las
personas de paises no desarrollados y en desarrollo ain no han sido vacunadas, lo que
puede deberse a diversas razones, como problemas econémicos y sociales [20].
Desafortunadamente, la estructura genémica del SARS-COV-2 no es estable y es
susceptible a mutaciones [25]. Este fendmeno conduce a una reduccion significativa de la
eficacia de la vacuna con cualquier plataforma [26].

En este estudio, el saRNA disefiado tenia alfavirus replicasa, RDRP, asf como el gen que
codifica para la proteina S. La replicasa fue requerida para la amplificacién de saRNA y
media la produccion de este ARN_[27]. Esto conduce a la produccién de un gran nimero de
proteinas S que son absorbidas por las células presentadoras de antigenos (APC). Por
supuesto, debe tenerse en cuenta que los saRNAs, para ser entregados de manera eficiente
a las células, deben ser protegidos. Una de las mejores maneras es usar LNPs [21] y se
pueden optimizar para células diana [28]. Primero probamos la eficacia de los saRNAs en
células HEK293T y luego en ratones. La alta expresion de proteina S tanto a nivel de ARNm
como de proteina se observo después de la transfeccion de células HEK293T/17. Este
valioso hallazgo nos dio la esperanza de que los LNP de saRNA podrian estimular el
sistema inmunoldgico y podrian actuar como una vacuna efectiva. En este estudio, la
vacuna se administré por via oral porque nuestro objetivo era estimular las células
inmunes ubicadas en la mucosa. La administracion oral es mucho mas facil que las vacunas
inyectables y es especialmente mas aceptable para los nifios. Después de la vacunacion de
ratones con LNPs de saRNA, vimos altos niveles de anticuerpos IgG, IgG1, IgG2a e IgA
contra el SARS-CoV-2 de una manera dependiente de la dosis. Curiosamente, la
concentracion de anticuerpos IgG e IgA en el suero de pacientes recuperados de COVID-19
fue aproximadamente igual a la concentracion de anticuerpos en el suero de ratones
vacunados con LNPs de saRNA a 10 pg. Otro hallazgo importante fue el sesgo Th1/Th2 o la
respuesta sesgada por Th1. Ademas, se observé un alto titulo de neutralizacion viral en
ratones vacunados con LNPs de saRNA a 0,1-10 pg y en pacientes recuperados de COVID-
19. Curiosamente, estos anticuerpos podrian neutralizar ambas variantes del SARS-CoV-2
y esto demuestra que el sistema disefiado (saRNA LNPs) se ha expresado completamente.
Es importante destacar que los esplenocitos reestimulados de ratones vacunados
mostraron una secrecion alta de IFN-y de una manera lineal y dependiente de la dosis. Los
sobrenadantes de esplenocitos reestimulados y sueros de ratén vacunados contenian un
alto nivel de IL-6 y TNF-a de manera dependiente de la dosis.

Antes que nosotros, McKay et al. habian demostrado que la vacuna LNP saRNA SARS-CoV-
2 induce titulos de anticuerpos especificos del SARS-CoV-2 notablemente altos y
dependientes de la dosis en sueros de ratdn, asi como una neutralizacién robusta tanto de
un pseudovirus como de un virus de tipo salvaje [21]. Ademas, Spencer et al mostraron
que la vacunacion con saRNA y las vacunas adenovirales contra el COVID inducen
respuestas inmunes robustas en ratones. Demostraron que la vacunacion heteréloga de
dos dosis era mejor que la dosis tnica. Los titulos neutralizantes después del prime-boost
heterdlogo fueron al menos comparables o mas altos que los titulos medidos después de la
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vacunacion homéloga con prime-boost con vectores virales [23]. Es importante saber que
las respuestas inmunitarias intestinales contra el SARS-CoV-2 son mas efectivas que otras
[29]. Algunos estudios en modelos animales covid-19 [30] y pacientes covid-19 con
sintomas gastrointestinales [31] revelaron que los linfocitos CD8+ intraepiteliales y la
lamina propia que residen en células T efectoras CD4+ y CD8+ se amplian
significativamente en comparacion con los controles sanos [32]. Es importante destacar
que las células dendriticas inflamatorias se reducen significativamente en la ldmina propia
de pacientes con COVID-19 con sintomas gastrointestinales [32]. Estos datos sugieren que
la infeccién intestinal con SARS-CoV?2 altera las firmas inmunes y conduce a una respuesta
inmune mas favorable. Curiosamente, los niveles séricos de IL-6 e IL-17 son mas bajos en
pacientes con COVID-19 con sintomas gastrointestinales en comparacion con los pacientes
con COVID-19 sin sintomas gastrointestinales. Otro punto interesante es que la presencia
del virus en el tracto gastrointestinal puede desencadenar una produccion a largo plazo de
anticuerpos IgA antivirales, en comparacién con los anticuerpos IgG e IgM [33], [34].

En conjunto, la vacuna oral, basada en SNP de SARNA, podria inducir una respuesta
sesgada por Th1 para producir una gran cantidad de anticuerpos IgG e IgA especificos del
SARS-CoV-2. También encontramos que los anticuerpos producidos podrian neutralizar
las variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7 (alfa) y B.1.617 (delta).
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Apéndice ALos datos complementarios de este articulo se pueden encontrar en linea en
https://doi.org/10.1016/j.intimp.2021.108231.
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