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RESUMEN. La inmunoterapia pasiva como tratamiento contra el virus SARS-CoV-2 (del inglés, severe acute respiratory syndrome
coronavirus-2) requiere de la cuantificacion de la capacidad neutralizante de los anticuerpos para el desarrollo de terapias efectivas.
Para ello, es necesario el uso de particulas virales pseudotipadas no replicativas. Sin embargo, los reactivos de transfeccién necesarios
para su produccién son costosos y, en consecuencia, resulta una limitante al momento de escalar la produccion. Una manera de eludir
esta limitante es el uso de la polietilenimina (PEl), un polimero catidnico de bajo costo. El objetivo del trabajo consistié en optimizar un
ensayo de transfeccidn transitoria de bajo costo para producir pseudoparticulas virales que expresen la proteina Spike del virus SARS-
CoV-2. Se realizaron ensayos de transfeccion en células HEK-293T evaluando diferentes concentraciones de PEl y tiempos de
incubacidn. La transfeccion se evalué mediante microscopia de epifluorescencia y citometria de flujo, mostrando que la condicién de
transfeccion que tiende a arrojar mejores resultados fue luego de 48 horas de incubacién utilizando una relacién 1/10 (ADNp/PEI). En
conclusién, se ha logrado adaptar un protocolo para producir particulas lentivirales que expresan Spike utilizando un reactivo de
transfeccion de bajo costo. Esto permitiria escalar la produccién para, posteriormente, disefiar una plataforma para evaluar terapias
para COVID-19.

RESUMEN. Production of SARS-CoV-2 pseudotyped viral particles for the evaluation of new therapies against COVID-19. Passive
immunotherapy as a treatment against SARS-CoV-2 (severe acute respiratory syndrome coronavirus-2) requires to quantify
neutralizing capacity of antibodies for development of effective therapies. However, the transfection reagents necessary for its
production are expensive and, consequently, it is a limitation for the scaling up production. Using of polyethyleneimine (PEl), a low-
cost cationic polymer, allows to avoid this. The objective of this work was to optimize a low-cost transient transfection assay to
produce pseudoparticles that express the Spike protein of SARS-CoV-2. Transfection assays were performed in HEK-293T cells treated
with different PEI concentrations and evaluating different incubation times. Transfection was assesed by epifluorescence microscopy
and flow cytometry, showing that the transfection condition that tends to yield better results was after 48 hours of incubation using a
1/10 ratio (pDNA / PEI). In conclusion, it has been possible to adapt a protocol to produce spike-expressing lentiviral particles using a
low-cost transfection reagent. This would allow to scale up the production and, following, to design a platform for evaluation of
COVID-19 therapies.
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Introduccion

La enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) se ha
originado en China y luego expandido rapidamente al
resto del mundo, siendo declarada como una emer-
gencia de salud publica de preocupacién internacional
por la Organizacién Mundial de la Salud (OMS) (Burgos
et al., 2020). Es por eso que, la propagacion exponencial
del SARS-CoV-2, ha requerido una respuesta global para
mitigar las consecuencias de la pandemia.

El genoma de SARS-CoV-2 es de tipo ARN mono-
catenario de sentido positivo. El material genético se
encuentra protegido por las proteinas de la nucleo-
capside y, ademds, por otras tres proteinas estruc-
turales: una proteina de membrana, una proteina de
envoltura y la proteina de espiga (S o Spike) (Wang et
al.,, 2020). En particular, la proteina Spike resulta
fundamental para la infeccion de las células huésped,
por lo que se ha convertido en un objetivo como blanco
terapéutico de gran interés. De hecho, los analisis de la
respuesta humoral frente a SARS-CoV-2 demostraron
que la infeccion induce anticuerpos de tipo IgG e IgM
contra la proteina Spike y contra su dominio de union al
receptor RBD (del inglés, receptor binding domain)
(Mendoza-Pinto et al., 2020; Nie et al., 2020; Okba et
al., 2020; Rogers et al., 2020; Suthar et al., 2020). Si
bien la vacunacidén es una herramienta de prevencion
primaria fundamental, la inmunoterapia surge como
una alternativa de tratamiento terapéutico con resul-
tados positivos, sobre todo para aquellos pacientes que
desarrollan un estado moderado de la enfermedad. La
inmunoterapia basada en el uso de anticuerpos neutra-
lizantes como ser anticuerpos monoclonales, plasma de
pacientes convalecientes, sueros hiperinmunes o
inmunoglobulinas purificadas, es uno de los pilares de
las terapias inmunes pasivas. Este tipo de abordaje
terapéutico, a través de la transferencia de anticuerpos
especificos para la proteina Spike, bloquea la interna-
lizacion del SARS-CoV-2 en las células pulmonares
(Zylberman et al., 2020). Frente a la relevancia de la
inmunidad pasiva con fines terapéuticos, cuantificar la
capacidad neutralizante de los anticuerpos anti-Spike
resulta clave para el desarrollo de terapias efectivas
para la infeccidon por SARS-CoV-2. La prueba de neutra-
lizacion por reduccién de placas (PRNT, del inglés
Plague Reduction Neutralization Test) es considerada la
gold standard o prueba de referencia para la deteccion
de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 (von
Rhein et al., 2021). No obstante, otras metodologias
como los ensayos de neutralizacion con pseudo-
particulas virales y los ELISA (del inglés, Enzyme-Linked
ImmunoSorbent Assay) de competicion basados en la
prueba de neutralizacidn de virus sustituto representan
alternativas valiosas (Abe et al., 2020; Crawford et al.,
2020; Bosnjak et al., 2021, Nie et al., 2020). En relacién
a ello, los ensayos de PRNT presentan una gran limita-
cién ya que requieren el uso del virus salvaje y, por lo
tanto, de instalaciones adecuadas con niveles de
bioseguridad tipo 3 (BSL-3; del inglés, Biosafety Level 3).
Una alternativa para eludir estas limitaciones consiste
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emplear la proteina Spike, dado que la misma puede ser
pseudotipada en particulas lentivirales no replicativas, y
por lo tanto, mas seguras (Crawford et al., 2020). Las
pseudoparticulas virales contienen la glicoproteina de
superficie del virus patdgeno incorporada en una par-
ticula viral de replicacion defectuosa que posee un
sistema indicador. De esta manera, las pseudoparticulas
virales ingresan a las células utilizando la glicoproteina
del virus patdgeno, permitiendo imitar y evaluar el
proceso infeccioso (Johnson et al., 2020). El uso de las
particulas lentivirales, permite realizar ensayos de
neutralizacion en laboratorios de menor complejidad
con un sitema de seguridad tipo 2 (BSL-2; del inglés,
Biosafety Level 2). Las pseudoparticulas virales también
representan una herramienta valiosa debido a su
potencialidad de aplicacion en la evaluacién preclinica
de candidatos vacunales e inmunoterapias en estudios
de eficacia in vivo. La combinacion del uso de pseudo-
virus con sistemas de bioimagenes in vivo representa
una tecnologia innovadora para la evaluacion cuali-
tativa de la biodistribucion dinamica espacial vy
temporal de éstos en un mismo animal (Czaké et al.,
2017).

Desafortunadamente, los reactivos de transfeccion
necesarios para la produccion de las pseudoparticulas
virales disponibles en el mercado son costosos y, por lo
tanto, resultan una limitante al momento de escalar la
produccion (Huang et al., 2013). En ese contexto, el uso
de la polietilenimina (PEl), un polimero catidnico de
bajo costo, permite sortear esta dificultad. El polimero
PEI forma interacciones idnicas con el ADN formando
un complejo ADN/PEI que se transporta al interior de la
célula mediante endocitosis (Ehrhardt et al., 2006). Sin
embargo, resulta critico optimizar diversas variables,
como el nimero de células, la concentracion de PEl y de
ADN, el tiempo de incubacién y la adicion de suple-
mentos, para optimizar los titulos de particulas virales.
Es por eso que, el objetivo del presente trabajo con-
sistio en optimizar un ensayo de transfeccidn transi-
toria, en células HEK-293T para la produccion de
pseudo-particulas virales que expresen la proteina
Spike del virus SARS-CoV-2 para ser utilizadas en
ensayos de neutralizacién para la evaluacién de trata-
mientos para COVID-19.

Materiales y métodos
Pldasmidos

Los plasmidos fueron donados por PhD. Jesse D. Bloom
(Division of Basic Sciences and Computational Biology
Program, Fred Hutchinson Cancer Research Center,
Seattle, Estados Unidos). Se recibié un plasmido que
codifica para la proteina Spike, tres plasmidos auxiliares
necesarios para el ensamblaje de las particulas lenti-
virales y un plasmido que codifica para los genes
reporteros luciferasa y ZsGreen, los cuales se detallan a
continuacion:



e pLuc2-ZsGreen (catalog number NR-52516): plasmido
que codifica para los genes reporteros luciferasa y
ZsGreen bajo un promotor de CMV (citomegalovirus).

e p-Gal-Pol (catalog number NR-52517): plasmido
lentiviral que expresa VIH (Virus de Inmunodeficiencia
Humana) Gag-Pol bajo un promotor de CMV.

e p-tat (catalog number NR-52518): plasmido lentiviral
que codifica la proteina Tat del VIH bajo el promotor de
CMV.

® p-Rev (catalog number NR-52519): plasmido lentiviral
que codifica para la proteina Rev del HIV bajo un pro-
motor de CMV.

e p-Spike (catalog number NR-52514): plasmido que
expresa, bajo un promotor de CMV, la proteina Spike de
SARS-CoV-2 cepa Wuhan-Hu-1 (Genbank NC_045512)
con secuencia de codones optimizada usando IDT y la
secuencia Kozak.

Todas las secuencias plasmidicas se encuentran dis-
ponibles en la base de datos de BElI Resources
(https://www.beiresources.org/).

Preparacion de ADNp

Escherichia coli DH5a competentes fueron trans-
formadas para la obtencion de los clones de interés. Las
mismas fueron transformadas con 20-50 ng/ul de ADNp
(ADN plasmidico) mediante choque térmico, siguiendo
las indicaciones descriptas por Seidman et al. (2001).
Brevemente, las bacterias fueron acondicionadas con la
solucién transformante (ST) 1 (buffer MOPS 10mM, KCI
10 mM, pH=7,0) en hielo vy, luego, incubadas durante 1
h con la ST2 (buffer MOPS 100mM, KCI 10mM,
CaCl,:2H,0 50 mM, pH=6,5) y el ADNp, en hielo.
Finalmente, se realiz6 el choque térmico a 42°C para
que las bacterias incorporen el ADNp. Los clones de
interés fueron seleccionados en placas de LB-agar
(Britania, Buenos Aires, Argentina) con ampicilina 100

pg/ml (Apigo).

Una vez obtenidos los clones fueron amplificados en
medio liquido LB (Britania, Buenos Aires, Argentina)
suplementado con Ap,o para proceder con la pre-
paracion de ADNp. La extraccion se realizé utilizando el
kit comercial Wizard® Plus Midipreps DNA Purification
System (Promega, Wisconsin, Estados Unidos). Luego,
se determind la concentracién y pureza del ADNp
obtenido mediante lectura espectro-fotométrica, utili-
zando un lector para microplacas Clariostar Plus (BMG-
LABTECH, Ortenberg, Alemania). Se seleccionaron aque-
llas preparaciones de ADNp con relaciones de absor-
bancia 260/280>1,8 y 260/230>1,9. Finalmente, se
alicuotaron y se almacenaron a -80°C hasta su utili-
zacion.
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Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas fueron provistas por PhD.
Jesse D. Bloom. Las mismas se detallan a continuacién:

e HEK-293T (ATTC  CRL-3216™): del inglés, Human
Embryonic Kidney — 293T. Esta linea celular se utilizadd
en los ensayos de transfeccion.

e HEK-293T-hACE2 (BEI Resources NR-52512): células
HEK-293T que expresan el receptor humano ACE2 (del
inglés, angiotensin-converting enzyme 2) de forma
constitutiva. ACE2 se expresa en diferentes tejidos del
organismo, incluyendo corazén, rifion, intestino
delgado y pulmodn. La proteina Spike del SARS-CoV-2
media la union viral al receptor ACE2 del huésped. Esta
proteina forma un trimero y, cuando se une a ACE2,
permite la fusion de las membranas viral y celular, lo
que permite la entrada y la replicacion viral.

Ambas lineas celulares fueron cultivadas en medio
Dulbecco’s modified Eagle’s (DMEM, Gibco, Nueva York,
Estados Unidos) suplementado con suero fetal bovino
inactivado 10% (Internegocios SA, Buenos Aires,
Argentina), antibiotico-antimicético 1x (Gibco) y L-
glutamina 2 mM (Gibco) (medio D10), e incubadas a
37°Cy 5% CO,.

Ensayo de transfeccion

Para la obtencion de las particulas lentivirales pseudo-
tipadas se siguio la metodologia descripta por Crawford
et al. (2020) con algunas modificaciones. Brevemente,
se sembraron 5x10° células HEK-293T por pocillo en
placa de 6 pocillos. Luego de 16-18 h de incubacion (60-
70% de confluencia), las células fueron co-cultivadas
con solucion de transfeccion, la cual se constituyé con
una cantidad constante de ADNp y cantidades variables
de PEI (PoliAr87, Facultad de Farmacia y Bioquimica,
Universidad de Buenos Aires, Buenos Aires, Argentina).
Se utilizaron 0,20 pg de pLuc2-ZsGreen-16, 0,132 ug de
los plasmidos estructurales (p-Gal-Pol, p-tat y p-Rev) y
0,07 pg p-Spike por pocillo. Luego, se adiciond la
cantidad de PEl necesaria para evaluar las siguientes
relaciones 1/1,25; 1/2,5; 1/5 y 1/10 ADNp/PEI. Trans-
curridas 3 h de transfeccion, se llevé cada pocillo a
volumen final de 3 ml con medio D10 fresco vy, las
células, fueron incubadas durante 24 y 48 h adicionales
a 37°C, 5% CO,. Paralelamente, se utilizaron células
HEK-293T sin transfectar como control negativo. Cada
condicién experimental (relacion ADNp/PEl y tiempo de
incubacién) fue evaluada por triplicado. Los sobre-
nadantes con las pseudoparticulas virales fueron reco-
lectados y almacenados a -80°C para posteriores
ensayos de titulacion.

Evaluacion de la eficiencia de transfeccion

La eficiencia de transfeccion se evalué mediante cito-
metria de flujo (CF). Para este fin, luego de 24 y 48 h de
incubacidén, las células fueron tratadas con tripsina
(tripsina-EDTA, Gibco), resuspendidas en fluido de



enfoque (Attune 1x Focusing fluid, Invitrogen,
Massachusetts, Estados Unidos) y adquiridas en el
citdbmetro Attune NxT Acoustic Focusing Cytometer
(A24860, Life Technology). Para el andlisis de la
poblacién de interés, se realizdé un gréafico de dot-plot
de tamafio (forward scatter, FSC), donde se representd
altura (FSC-H) versus area (FSC-A) para seleccionar de
células Unicas (regién R1). Dentro de esa region, se
realizé un grafico dot-plot de tamafo celular versus
complejidad celular para seleccionar la poblacion de
células HEK-293T (regidon R2). Finalmente, en la regién
R2 se evalud el porcentaje de células transfectadas que
expresan (%) el gen reportero ZsGreen (R3) en un
grafico de tipo histograma, utilizando como referencia
la autofluorescencia basal de las células sin transfectar.
En todos los casos, se adquirieron 500.000 eventos en
R1. Los archivos de datos obtenidos luego de la
adquisicion de las células, fueron analizados empleando
el software FlowJo (TreeStar Inc., Estados Unidos).

Por otro lado, mediante microscopia de epifluo-
rescencia se tomaron imagenes representativas de los
pocillos en campo claro y en fluorescencia en el canal
verde utilizando el microscopio Zeiss Axio Observer
Fluorescent Microscope (Zeiss, Oberkochen, Alemania).

Los resultados fueron expresados como la media del %
ZsGreen t error estandar de la media (EEM). El analisis
estadistico de los resultados se realizé utilizando el
software IBM SPSS Statistic 22 (SPSS Inc., lllinois,
Estados Unidos). La distribuciéon y homogeneidad de los
datos fueron analizadas con los test de Kolmogorov-
Sminrov y Levene, respectivamente. Luego, las dife-
rencias estadisticas se evaluaron con un test de
modelos lineales generalizados. Para ello se utilizé la
funcion de enlace log y se evalué el efecto de pg de PEI,
el tiempo de transfeccién y la interaccion de ambos
factores (tiempo-PEl). Las diferencias con valores de p <
0,05 se consideraron como significativas y con valores
entre 0,05 < p < 0,10, como tendencia.

Ensayo de titulacion

Para la titulacion de las particulas lentivirales se
sembraron 1,25x104 células HEK-293T-ACE2 en medio
D10 por pocillo de una placa negra de 96 pocillos (apta
para cultivo) pretratada con poli-L-lisina (Sigma -
Aldrich, Burlington, Estados Unidos). Luego de 12-24 h
de incubacién, el medio de cultivo de los pocillos se
reemplazé por diluciones seriadas del virus (sobre-
nadantes provenientes de los ensayos de transfeccion)
preparadas en medio D10. A las 48 h post-infeccion, el
ensayo se reveld utilizando el kit comercial Steady-Glo®
Luciferase Assay System (Promega), siguiendo las
indicaciones del fabricante. Las lecturas de lumi-
niscencia (URL, unidades relativas de luminiscencia) se
obtuvieron en un espectrofotémetro Clariostar Plus
(BMG-LABTECH). Finalmente, se graficaron las URL
versus las diluciones de las particulas lentivirales. El
titulo viral se determiné como el promedio de las
URL/ml, por la inversa del factor de dilucién aplicado,
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de al menos 3 puntos comprendidos en la parte lineal
de la curva de titulacion (Crawford et al., 2020).

Ensayo de neutralizacion

Para los ensayos de neutralizacion se sembraron
1,5x104 células HEK-293T-hACE2 en medio D10 en una
placa de 96 pocillos como se describe anteriormente.
Las placas se incubaron 8-12 h a 37°C y 5% de CO,.
Aproximadamente 1,5 h antes de infectar las células, se
prepararon las diluciones seriadas de los sueros a
evaluar en medio D10. Estos fueron: CoviFab (frag-
mento F(ab')2 especifico para el RBD de SARS-CoV-2
derivado de anticuerpos policlonales equinos,
INMUNOVA S.A., Buenos Aires, Argentina.) (Zylberman
et al, 2020), un pool de sueros de pacientes
convalescientes y un suero inespecifico como control
negativo (NEAST, del inglés, Neutralizing Equine Anti
Shiga Toxin antibodies, INMUNOVA S.A.) (Hiriart et al.,
2018). Por otra parte, se realizd una dilucién del
sobrenadante conteniendo las particulas lentivirales,
titulado previamente, para obtener un titulo equi-
valente a 40.000 URL/ml. Finalmente se prepard la
mezcla de neutralizacién agregando un volumen de la
dilucién las particulas lentivirales a un volumen
equivalente de las diluciones de los sueros. Luego de la
incubacién durante 1 h a 37°C, las mezclas fueron tras-
vasadas a los pocillos sembrados previamente. Pocillos
de células (C) fueron incubados Unicamente con la
dilucién de las particulas lentivirales (V) (control C+V,
100% luminiscencia, 0% de neutralizacién). Las placas
fueron incubadas durante 48 h a 37°C y 5% de CO,. El
ensayo se reveld utilizando el kit comercial Steady-Glo®
Luciferase Assay System (Promega), siguiendo las
indicaciones del fabricante. El porcentaje de neutra-
lizacion se calculé como la diferencia respecto al
porcentaje de luminiscencia obtenido en relacién al
control C+V. Los resultados fueron expresados como la
media del % de neutralizacién + EEM para cada con-
dicién analizada por triplicado.

Resultados

Se observo un efecto de la masa de PEl ensayada (pg) (p
< 0,001) y de la interaccién tiempo-PEl (p < 0,001) sobre
el % de células ZsGreen positivas. No se observod efecto
del tiempo (p > 0,05) sobre la variable de interés.

El andlisis de las diferentes condiciones arrojé que el %
de células ZsGreen positivas fue similar entre las con-
diciones 1/1,25; 1/2,5; 1/5y 1/10 (ADNP/PEI) a las 24 h
y 1/2,5; 1/5 y 1/10 a las 48 h de transfeccion. Ademas,
el % de células ZsGreen positivas resultd ser menor en
la condicién de 1/1,25 ADNP/PEI a las 48 h respecto al
resto de las condiciones evaluadas (p < 0,001). Final-
mente, se observo a las 48 h una tendencia a un mayor
% de células ZsGreen en la condicién 1/10 (ADNP/PEI)
respecto de la condicién 1/2,5 (p = 0,066) (Figura 1).
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Figura 1. A) Porcentaje de células ZsGreen positivas en las
diferentes condiciones de tie mpo (24 y 48 h) y de PEI (1,25;
2,5; 5y 10 pg) utilizadas en la transfeccion de células HEK-
293T. Los resultados se muestran como la media + EEM. Las
barras con diferentes letras indican diferencias significativas (p
< 0,05). El asterisco (*) indica una tendencia (p = 0,066). B)
Imédgenes representativas de la microscopia de epifluo-
rescencia mostrando la condicién de transfecciéon 1:10
(ADNp/PEI) donde se observan las células HEK-293 T luego de
48 h. A la izquierda, el campo claro; en el centro, el canal verde
y a la derecha, la superposicion de ambos canales. C) Esquema
representativo de la estrategia de analisis de citometria de
flujo para la evaluacion del porcentaje de células ZsGreen
positivas.

Por otra parte, mediante el ensayo de neutralizacién
fue posible comprobar que las particulas lentivirales
pseudotipadas con Spike eran reconocidas por el
CoviFab y por sueros de pacientes convalecientes, neu-
tralizando su ingreso a las células recombinantes HEK-
293T-hACE2 proporcionalmente a las diluciones de
anticuerpos o sueros evaluados (Figura 2). En el caso
del suero inespecifico NEAST no se observé actividad
neutralizante relevante, confirmando que la reaccion de
neutralizacién era especifica.

Discusion

A pesar de que actualmente se encuentran desa-
rrollados protocolos para producir de manera eficiente
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pseudoparticulas virales, los altos costos de los reac-
tivos de transfeccion empleados, como Lipofecta-
mine™, SuperFect® y FUGENE® entre otros, limitan las
aplicaciones a gran escala (Yang et al.,, 2017). Una
manera de eludir esta limitante, es el uso de PEI, un
polimero catidnico no viral, como reactivo de
transfeccion. Ademas, debido a su baja toxicidad, costo
e inmunogenicidad puede ser usado tanto en células
adherentes como en células en suspension (Aslan et al.,
2006). Los complejos ADN/PEI protegen al ADN de la
degradacion lisosomal y facilitan la incorporacién del
material genético en las células eucariotas. Sin
embargo, la eficiencia de transfeccion utilizando PEI
depende en gran medida de las condiciones y entorno
en el que se forman los complejos ADN/PEI (Yang et al.,
2017). Tal es asi que, variables como la concentracion
de ADN vy la relacién ADN/PEI son parametros criticos a
la hora de disefiar el ensayo de transfeccion. Es por ello
que en el presente trabajo se propuso adaptar un
método de transfeccidn transitoria para la produccién
de particulas lentivirales pseudotipadas SARS-CoV-2
utilizando un reactivo comercial de bajo costo.

Nuestros resultados indican que la condicién de trans-
feccién donde se utilizé una relaciéon 1/10 (ADNp/PEl) y
48 h de incubacidn tiende a ser superior respecto a las
demas condiciones experimentales evaluadas. En este
caso, se optd por evaluar el porcentaje de células
transfectadas (aquellas que expresan ZsGreen) a través
de citometria de flujo y microscopia de epifluor-
escencia. En particular, la CF resultd ser altamente
sensible ya que, aun en condiciones donde la eficiencia
de transfeccion fue baja (1/1,25 — 48 h), se detectaron
células ZsGreen positivas. Por otra parte, el ensayo de
neutralizacion nos permitié comprobar que el ensayo
de transfeccion disefiado en células HEK-293T fue
adecuado para la produccién de particulas lentivirales
pseudotipadas con la proteina Spike del SARS-CoV-2.
Esto se desprende del hecho de que dichas particulas
lentivirales fueron capaces de transducir células HEK-
293T-hACE2 y fueron reconocidas por anticuerpos anti-
Spike como el CoviFab o aquellos presentes en el suero
de pacientes convalescientes.

Existen otras alternativas para la producciéon de parti-
culas virales que expresen Spike. Por ejemplo, Nie et al.
(2020) desarrollaron un protocolo para producir
pseudoparticulas virales del SARS-CoV-2 utilizando el
sistema de empaquetado del virus de la estomatitis
vesicular (VSV). A diferencia de las pseudoparticulas
virales basadas en VSV, los virus pseudotipados basados
en lentivirus tienen un titulo relativamente bajo, por lo
cual se requiere de metodologias mas sensibles para
poder cuantificarlos. Ademas, en los ensayos de neutra-
lizacién, el uso de particulas pseudotipadas basadas en
lentivirus requieren mayores tiempos de incubacién en
relacion a las pseudoparticulas virales basadas en VSV
(Nie et al., 2020).
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Figura 2. Ensayo de neutralizacidon de las particulas lentivirales pseudotipadas con Spike de SARS-CoV-2 en células HEK-293T-hACE2
frente a diluciones seriadas de CoviFab, suero de pacientes convalecientes y suero inespecifico NEAST (control negativo). Los resultados

se muestran como la media £ EEM.

En oposicidn a los resultados obtenidos en este trabajo,
Johnson et al. (Johnson et al.,, 2020) evaluaron la
produccion de pseudoparticulas virales utilizando tres
sistemas de empaquetado (MLV, VSV y HIV), junto a
otras estrategias de expresion como mutaciones
puntuales. Sus resultados mostraron que la expresién
de la proteina Spike en forma completa fue ineficiente
en los tres sistemas de empaquetado. Sin embargo,
observaron que al eliminar los Ultimos 19 aminoacidos
de la region C-terminal, la produccion se incrementaba.
En contraposicién, Crawford et al. (2020) sugieren que
la modificacion del extremo C-terminal de Spike no
mejora los titulos de particulas lentivirales. Estas
discrepancias de resultados pueden deberse a los
diferentes disefios experimentales implementados.

Los ensayos tradicionales para evaluar actividad neutra-
lizante de anticuerpos, como los PRNT, requieren largos
tiempos de incubacidn, son técnicamente desafiantes y
no son aptos para la deteccion rapida de cientos o miles
de muestras (Vanderheiden et al., 2020). Es por eso que
se requiere con urgencia métodos estandarizados para
evaluar la potencia de los productos antivirales en las
fases preclinica y clinica. Ademas, la deteccion de anti-
cuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 seria una
herramienta Util para evaluar la respuesta inmune pro-
tectora entre los pacientes con COVID-19.

En el dltimo afio se han explorado gran cantidad de
estrategias de prevencidén a largo plazo mediante el
desarrollo de vacunas utilizando diferentes plataformas
biotecnolégicas. De hecho, segin datos de OMS, hasta
junio 2021 existen 18 vacunas aprobadas, 98 candi-
datos vacunales en fase clinica y otros 224 en fase
preclinica. Los obstaculos en el desarrollo de vacunas
incluyen la dificultad para validar y optimizar las tec-
nologias de produccién y la capacidad de generar
respuesta inmune robusta a largo plazo (Chung et al.,
2021). Sin embargo, las posibilidades de infecciones
recurrentes de SARS-CoV-2 seguiran requiriendo inter-
venciones terapéuticas. En ese contexto, el uso de
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medicamentos o de inmunoterapias, resulta impres-
cindible para el control de la pandemia (Fontanet and
Cauchemez, 2020).

En conclusion, en el presente trabajo se ha logrado
adaptar un protocolo para producir particulas lenti-
virales pseudotipadas que expresan Spike, utilizando un
reactivo de transfeccion de bajo costo. Esto permitiria
producir las pseudoparticulas virales en mayor escala
para, posteriormente, disefiar y validar una plataforma
para la evaluacion de nuevas terapias para COVID-19.
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