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INTRODUCCION

A fines de diciembre de 2019, un nuevo coronavirus (SARS-CoV-2) fue identificado como el agente
etiologico de la enfermedad respiratoria COVID-19. El virus se propagé rapidamente en todo el mundo
y, en 2020 la Organizacion Mundial de la Salud (WHO, de sus siglas en inglés, World Health
Organization) declar6 la enfermedad una pandemia. Hasta la fecha, dicha enfermedad ha provocado
mas de 7,1 millones de muertes (WHO, julio 2024). La apariencia que tiene la particula virica o virion
de SARS-CoV-2 es la de una corona solar. La estructura del virion consiste principalmente en una
nucleocapside (que protege al material genético viral) y en una envoltura externa. En esta Ultima, se
encuentra insertada la proteina estructural spike (S), que facilita la union del virus al receptor de la célula
huésped. Dado que la glicoproteina S se encuentra expuesta en la superficie del virus, representa el
principal candidato antigénico para el desarrollo de vacunas contra el SARS-CoV-2. En este contexto,
en el Laboratorio de Desarrollo Biotecnolégico (LDB-FBCB-UNL) se plante6 el desarrollo del proceso
de produccion de la proteina S de SARS-CoV-2 en cultivos de células HEK293 para el disefio racional
de antigenos vacunales como estrategia de inmunizacién.

En este trabajo, en primer lugar, se propuso la validaciéon de un método univariado ELISA tipo sandwich
(sELISA) para el monitoreo de parametros criticos de cultivos (CPPs, de sus siglas en inglés), como los
niveles de concentracion de la proteina recombinante S en cultivos celulares. La validacion de un
método analitico es el proceso mediante el cual se establece, por medio de estudios de laboratorio, que
un método es apropiado para el uso propuesto. Los ensayos de inmunoabsorcién ligado a enzimas
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(ELISA) son uno de los métodos mas utilizados para la deteccion y cuantificacion rutinaria de
biomarcadores en muestras complejas. Se caracterizan por su alta selectividad, sensibilidad y
versatilidad.

Por otro lado, se propuso emplear métodos que combinan datos espectrales (MEE, matrices de
fluorescencia excitacién-emisién) con modelos quimiométricos multivariados de orden superior como el
método de resolucion multivariada de curvas mediante minimos cuadrados alternados (MCR-ALS, de
sus siglas en inglés) para desarrollar un modelo predictivo que permita el monitoreo de cultivos con un
menor tiempo y costos asociados. La quimiometria es una rama de la quimica analitica que permite la
optimizacion y la extraccion de datos cualitativos y cuantitativos significativos de sistemas complejos,
mediante la utilizacion de modelos matematicos y estadisticos. Segun la dimensiéon de los datos de
entrada se clasifican en, modelos de primer orden y de orden superior (HOM, por sus siglas en inglés).
Los HOM, como aquellos basados en MEE, poseen ventajas denominadas de segundo orden debido a
la descomposicion tridimensional de la matriz de datos. Dentro de los métodos espectrofotométricos, la
fluorescencia es una técnica analitica simple, rapida, de bajo costo, no destructiva de la muestra,
sensible y selectiva (Vignaduzzo et al., 2020).

OBJETIVOS

) Validar un método de sELISA como método de referencia para el monitoreo de CPPs, tales
como la evolucién de la proteina S en diferentes sistemas de cultivos celulares.

° Obtener informacién cualitativa de parametros criticos del cultivo a partir de MEE de
fluorescencia y datos multivariados, que permitan inferir en el estado metabdlico del cultivo de
células HEK293 productoras de la proteina S.

METODOLOGIA

Para los ensayos de sELISA se recubrieron microplacas de 96 pocillos (Greiner) con un anticuerpo de
captura anti-S y se incub6 a 37 °C durante 1 h y luego a 4 °C durante la noche. Se realizé un paso de
bloqueo con una solucién de leche descremada 2% (p/v) en buffer fosfato salino (PBS, de sus siglas
en inglés) conteniendo Tween 20 0,05 % (v/v) (PBS-T) para evitar uniones inespecificas. Seguido de
un paso de incubacién de las muestras y un estandar interno (proteina S, 95% pureza) por 1 h a 37°C.
Luego, se realiz6 un paso de incubacion con anticuerpos anti-S biotinilados a 37 °C. A continuacion,
se afiadié un conjugado de Estreptavidina-Peroxidasa (Sigma) y se incub6 a 37°C por 1 h. Finalmente,
se midi6 la absorbancia a 492 nm en un lector de placas tras la adicién de sustrato y formacién de
color. Después de cada incubacion, se realizaron lavados con una solucién de leche descremada 0,2%
(p/v) en PBS-T. Para la validacion del SELISA, se evaluaron las siguientes cifras de mérito: sensibilidad
(SEN), sensibilidad analitica (y), limite de deteccion y cuantificacion (LOD y LOQ, respectivamente),
linealidad, precision y exactitud (selectividad), segun la Guia ICH Q2(R1) (ICH, 2005). La evaluacion
de la exactitud se llevo a cabo mediante la aplicacion de una prueba de regién de confianza conjunta
eliptica (EJCR) mediante regresion de minimos cuadrados bilineal (BLS) y un test de no-paralelismo.
Las cifras de mérito se calcularon mediante un cédigo interno que opera en el entorno Python. El test
EJCR y la regresion mediante BLS se realizaron empleando una rutina libre univar_ejcr que opera en
el entorno de MATLAB®.

Los datos espectrales se adquirieron con un espectrofluorimetro Perkin-Elmer LS-55. Posteriormente,
se realizo el preprocesamiento de cada matriz de manera tal de eliminar las interferencias espectrales,
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para lo cual se empled una interfaz gréfica que opera en el entorno MATLAB® (‘EEM-corr', Chiappini
et al., 2019). Por ultimo, cada bioproceso, se analizé en forma independiente mediante el método
extendido de MCR-ALS (Tauler, 1995, Jaumot et al., 2015), permitiendo la resolucién de los perfiles
de concentracion (C) y los espectros puros (S') de diferentes especies en una matriz aumentada por
columnas (muestra diaria de cada sistema de bioproceso).

Se analizaron muestras de tres cultivos independientes. Dos de ellos, realizados en biorreactor
operando en modo perfusién (BioR-1 y BioR-2) con una duracién total de cinco (n = 5 muestras) y
nueve dias (n = 10 muestras), respectivamente, y un tercer cultivo, realizado en modo batch en
matraces Erlenmeyer de 0,5 L en incubadora gaseada con agitacion y temperatura controlada, durante
8 dias. Asimismo, se cultivaron células HEK293 no recombinantes en modo batch, con una duracion
total de 5 dias. El sobrenadante del dltimo cultivo se utiliz6 como matriz de muestra.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

En el presente trabajo se evalud la capacidad predictiva del inmunoensayo sELISA. Para obtener una
distribucion normal de los datos, se aplic6 una transformacion logaritmica a la concentracion de S
(Mg/mL). Asi, las curvas dosis-respuesta se modelaron mediante una regresion lineal, que, segun el
principio de parsimonia, simplifica el analisis posterior. Luego, se determiné el promedio y desvio
estandar de las cifras de mérito obtenidas a partir de tres ensayos independientes: SEN (1,4 + 0,2
Abs-mL-ug™), y (30 £ 10 mL-pg™), LOD (0,15 + 0,04 pg-mL™%), LOQ (0,5 + 0,1 yg-mL™2). La precision
se determind a dos niveles: repetibilidad y precisién intermedia. El estandar interno se evalu6 en tres
niveles diferentes dentro del rango lineal (dosis baja, media y alta) (n=3 para cada nivel) en tres ensayos
independientes y se analiz6 mediante coeficiente de variacién inter e intra (CV%) ensayo. Los CV%
obtenidos para los diferentes niveles (alto, medio y bajo) fueron; 18,38%, 18,62% y 12,42%,
respectivamente. Respecto a la exactitud, este parametro se evalué comparando la respuesta del
estandar interno a 3 niveles de concentracion (alto, medio y bajo) (n=3) con la respuesta obtenida de
dicho estandar fortificado en diferentes diluciones (1:2, 1:4, 1:8 y 1:12) de matriz (sobrenadante de
cultivos condicionado por células HEK293 no recombinantes). Se aplic6 un método de regresion BLS
y la prueba EJCR. En todos los casos, los resultados obtenidos se consideran exactos ya que el punto
ideal (pendiente = 1, interseccién = 0) se incluye en cada elipse. Asimismo, se realiz6 una prueba de
no paralelismo para confirmar que la relacién dosis-respuesta del ensayo es selectiva para el analito
de interés y no esta influenciada por otros componentes presentes en la matriz de la muestra que
puedan generar errores sistematicos proporcionales. Se evalu6 la curva dosis-respuesta del estandar
puroy del estandar embebido en matriz diluida 1:2, 1:4 y 1:8. Las pendientes de las 3 curvas resultantes
se compararon con la pendiente de la curva estandar, mediante el test de t de Student. Todas las curvas
fueron consideradas paralelas, ya que sus pendientes no mostraron diferencias estadisticamente
significativas (nivel de confianza del 95%).

En relacion a los cultivos celulares, se monitoreo el crecimiento celular mediante conteo de células
(cel.mL?) y viabilidad (%), ademas, se siguié la evolucién de la concentracién de la proteina S. Para el
cultivo en modo batch, la concentracion celular maxima alcanzada fue 5x10° cel.mL?, con viabilidades
superiores a 80% y una concentracion de proteina maxima de 1,3 ug.mL?. En el BioR-1, la maxima
densidad celular alcanzada fue aproximadamente de 13x10° cel.mL, con viabilidades mayores a 85%,
y la concentracion maxima de proteina S fue de 1,2 uyg.mL™. Por Gltimo, el BioR-2 obtuvo la mayor
concentracion celular de 1,4x107 cel.mL? con una viabilidad superior a 65%, y la concentracién de

proteina S de 2,4 ug.mL,
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Posteriormente, se combinaron MEESs de las muestras diarias de cultivo y andlisis mediante MCR-ALS
para obtener la informacién espectral de los principales componentes de los cultivos y determinar su
contribucion relativa durante la evolucion del bioproceso. Se identificaron dos componentes (>97% de
varianza acumulada, Sfit<10,5 residuos del analisis de PCA) después del modelado mediante MCR-
ALS. Posteriormente, se obtuvo el perfil de excitacion (modo no aumentado ST) y el perfil de emision
de ambas especies (modo C aumentado) a partir del cual se estimé la contribucion relativa de ambas
especies en cada submatriz. Si bien no se realiz6 una confirmacién experimental para identificar cada
componente presente en el sistema, segun lo reportado en la literatura (Chiappini et al., 2021, Lakowicz
JR., 2006, Cannon et al., 2021), al comparar los maximos de Aex/Aem Y la forma de los espectros de cada
componente, se puede inferir la identidad de ambos analitos. La posicion espectral del componente 1
para todos los sistemas de cultivo, con maximos de Aex/Aem @ 290 NM/368 nm, se corresponde con el
aminoacido triptéfano como constituyente de la proteina S. Los maximos de Aex/Aem @ 375 NmM/470 nm
del componente 2, se pueden corresponder a coenzimas, como por ejemplo NADH, relacionadas con
el estado metabdlico del cultivo. A partir de los espectros de emision, se estimo la contribucion relativa
de cada componente, y se grafico en funcion de los dias de cultivo. Se observo, en todos los sistemas
de cultivo que a medida que evoluciond el bioproceso, se logré una mayor sefial para el componente
2, lo que podria correlacionarse con el metabolismo celular. Sin embargo, para el componente 1,
contrariamente a lo esperado, se obtuvo una correlacion negativa entre la sefial y la abundancia del
mismo, el cual se atribuye a la proteina S, y se esperaria que al pasar los dias de cultivo éste aumente.
Este tipo de comportamiento se podria atribuir al efecto filtro interno, quenching y transferencia de
energia, debido a que se trata de muestras biol6gicas complejas.

En resumen, se logro realizar la validacion del método de referencia sELISA, obteniendo resultados
aceptables para los parametros analiticos y las cifras de mérito estimadas. Este resultado permitié
obtener un método de referencia que permite valorar parametros criticos de cultivo como la evolucion
de la proteina S a lo largo del bioproceso. Por otro lado, combinando datos espectrales con métodos
quimiomeétricos fue posible realizar una identificacion preliminar de fluoréforos quimicamente
significativos presentes en muestras de cultivos celulares, como la cantidad de proteina S (componente
uno) y parametros del metabolismo celular como coenzimas (p. €j., NADH, componente dos), por lo
gue constituye una herramienta Gtil para el seguimiento del bioproceso y monitoreo de parametros
criticos.
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