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RESUMEN

Los virus de la familia Coronaviridae ocasionan enfermedades tanto en humanos como en
animales vertebrados siendo responsables de infecciones entéricas y respiratorias. La reciente
pandemia causada por el SARS-CoV-2, un coronavirus perteneciente al género Betacoronavirus,
tiene un impacto global sin precedentes en la salud publica, la economia y la sociedad en su
conjunto; por lo tanto, comprender la biologia del virus y la respuesta inmune contra este virus es
esencial para desarrollar estrategias efectivas de diagnoéstico, prevencion y tratamiento de la
enfermedad. La proteina espiga (S), ligando viral que se une al receptor celular de membrana
ACE?2 (enzima convertidora de angiotensina 2), es la principal proteina inmunogénica en inducir
la produccion de anticuerpos neutralizantes. Se han reportado mutaciones a nivel molecular en la
proteina S, que generan la emergencia de nuevas variantes con mayor capacidad de infectividad
y mayor habilidad para evadir la respuesta del sistema inmune del huésped. El objetivo del
presente trabajo fue determinar las diferencias de las respuestas de neutralizacion viral de los
anticuerpos IgG de alpacas inoculadas con la proteina S de las variantes original, alfa, beta y delta
del SARS-CoV-2. Ademas, determinar si existe inmunidad cruzada entre el coronavirus de alpaca
y el SARS-CoV-2. Para esto se seleccionaron 35 alpacas, clinicamente sanas y con diagnostico
negativo a coronavirus mediante la prueba molecular RT-PCR y la prueba serologica de
neutralizacion viral, agrupadas en 7 grupos de 5 animales para ser inmunizadas contra la proteina
S de las variantes original, alfa, beta y delta del SARS-CoV-2, el virus completo del SARS-CoV-
2, el coronavirus completo de alpaca y suero fisioldgico como control. Tras obtener los sueros a
partir de la sangre de cada alpaca, luego de 30 dias desde la inmunizacion, estos fueron
enfrentados en la prueba de neutralizacion viral contra el virus completo del SARS-CoV-2, con
el fin de cuantificar solo a los anticuerpos neutralizantes de las alpacas inmunizadas. Como
resultado se obtuvo diferentes titulos de anticuerpos para cada antigeno: todas las alpacas
inmunizadas con la proteina S de la variante alfa y con el virus SARS-CoV-2 completo
demostraron alto titulo de anticuerpos (> 1/256) y se determino que no habia diferencia estadistica
entre ambas respuestas (p>0.05). En cuanto a las respuestas de anticuerpos de las proteinas S de
las variantes beta, delta y original frente al SARS-CoV-2, todas las alpacas desarrollaron
anticuerpos neutralizantes a excepcion de una alpaca inmunizada con la proteina S de la variante
delta (titulo <1/2). Tras comparar de forma estadistica las respuestas de neutralizacion de las
proteinas S de las variantes original, alfa, beta y delta, se demostré diferencia significativa
(p<0.05) entre todas ellas a excepcion entre la respuesta de la proteina S de la variante delta y la
original. El inmunégeno de coronavirus de alpaca no indujo ninguna respuesta de anticuerpos

neutralizantes y su resultado no tuvo diferencia significativa con lo obtenido a la inmunizacién
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con suero fisiologico (p>0.05). Nuestro trabajo concuerda con estudios realizados que comparan
la respuesta inmunoldgica entre variantes, indicando presencia de inmunidad cruzada con
distintos niveles de produccion de anticuerpos; sin embargo, no se observa esta relacion entre el
SARS-CoV-2y el coronavirus de alpaca. Se concluye que la inmunizacion contra una variante en
particular genera también cierto grado de proteccion contra las otras variantes al conservar aun

una gran cantidad de epitopos en comun.

Palabras clave: coronavirus, proteina S, SARS-CoV-2, anticuerpos de alpaca, inmunidad cruzada
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ABSTRACT

Viruses of the Coronaviridae family cause diseases in both humans and vertebrate animals, being
responsible for enteric and respiratory infections. The recent pandemic caused by SARS-CoV-2,
a coro navirus belonging to the Betacoronavirus genus, has an unprecedented global impact on
public health, the economy, and society as a whole; therefore, understanding the biology of the
virus and the immune response against this virus is essential to develop effective strategies for
diagnosis, prevention, and treatment of the disease. The spike protein (S), a viral ligand that binds
to the cellular membrane receptor ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2), is the main
immunogenic protein in inducing the production of neutralizing antibodies. Molecular-level
mutations have been reported in the S protein, which generate the emergence of new variants with
greater infectivity capacity and greater ability to evade the host's immune system response. The
objective of this work was to determine the differences in the viral neutralization responses of
IgG antibodies from alpacas inoculated with the S protein of the original, alpha, beta and delta
variants of SARS-CoV-2. In addition, to determine whether there is cross-immunity between
alpaca coronavirus and SARS-CoV-2. The objective of this study is to determine the differences
in viral neutralization responses of IgG antibodies from alpacas inoculated with the S protein from
the original, alpha, beta, and delta variants of SARS-CoV-2. Additionally, to determine if there is
cross-immunity between the alpaca coronavirus and SARS-CoV-2. For this, 35 clinically healthy
alpacas, with negative coronavirus diagnosis by RT-PCR molecular test and viral neutralization
serological test, were selected and grouped into 7 groups of 5 animals to be immunized against
the S protein of the original, alpha, beta, and delta variants of SARS-CoV-2, the complete SARS-
CoV-2 virus, the complete alpaca coronavirus, and physiological serum as control. After
obtaining sera from the blood of each alpaca, 30 days post-immunization, they were tested in the
viral neutralization assay against the complete SARS-CoV-2 virus, in order to quantify only the
neutralizing antibodies of the immunized alpacas. As a result, different antibody titers were
obtained for each antigen: all alpacas immunized with the S protein of the alpha variant and with
the complete SARS-CoV-2 virus showed high antibody titers (> 1/256) and it was determined
that there was no statistical difference between both responses (p>0.05). Regarding the antibody
responses to the S proteins of the beta, delta, and original variants against SARS-CoV-2, all
alpacas developed neutralizing antibodies except for one alpaca immunized with the S protein of
the delta variant (titer <1/2). After statistically comparing the neutralization responses of the S
proteins from the original, alpha, beta, and delta variants, a significant difference (p<0.05) was
demonstrated between all of them except between the response of the S protein from the delta
variant and the original. The alpaca coronavirus immunogen did not induce any neutralizing

antibody response, and its result did not differ significantly from that obtained with physiological
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serum (p>0.05). Our work agrees with studies comparing immune responses between variants,
indicating cross-immunity with different levels of antibody production; however, this relationship
is not observed between SARS-CoV-2 and the alpaca coronavirus. It is concluded that
immunization against a particular variant also generates a certain degree of protection against
other variants by still retaining a large number of common epitopes.

Keywords: coronavirus, S protein, SARS-CoV-2, alpaca antibodies, cross-immunity
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I. INTRODUCCION

La pandemia del COVID-19 producido por el SARS-CoV-2, ha generado la atenciéon en la
respuesta inmune de los mamiferos frente al virus emergente para su prevencion. Se ha
determinado que la proteina S del virus es altamente inmunogénica, pero atin se desconoce cudles
son los epitopos que inducen a producir anticuerpos neutralizantes que eviten la infeccion del
virus en los animales susceptibles. En diversos estudios se han producido anticuerpos
monoclonales con diferentes grados de neutralizacion viral, lo que indica que existen muchos
epitopos que inducen a producir anticuerpos neutralizantes, y que podrian ser comunes no
solamente al SARS-CoV-2 sino también a otros coronavirus que afectan a distintos animales
domésticos y humanos de los ya conocidos coronavirus de la gripe comun (Ravichandran et al.,

2020; Kyriakidis et al., 2021).

También se ha determinado que los anticuerpos de camélidos sudamericanos producidos contra
el SARS-CoV-2 son altamente especificos y aun a ser considerados en estudios para analizar su
posible terapia en infecciones graves de COVID-19. Estudios recientes realizados en otros paises
produjeron nanoanticuerpos a partir de los anticuerpos de cadena pesada (Hcab) de alpacas. Estos
nanoanticuerpos fueron enfrentados al antigeno S del SARS-CoV-2 logrando unirse al dominio
receptor-obligatorio (RBD por sus siglas en inglés Receptor Binding Domain) de la region S1,
bloqueando asi su union a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) y logrando

neutralizar al virus (Chow et al., 2019; Huo et al., 2020).

Se especula que los anticuerpos producidos por infecciones o enfrentamiento a diversos
coronavirus pueden inducir alguna proteccion para prevenir la infeccion o reducir la severidad de
la enfermedad (COVID-19), ademas de que el virus tiene la capacidad de producir mutaciones en

la proteina S e inducir variantes genomicas y que se debe determinar su capacidad de reaccion



cruzada inmune entre estas variantes. Por lo que es necesario averiguar mas sobre la especificidad
y la posible reaccion cruzada entre los anticuerpos contra SARS-CoV-2 de diversas variantes del

virus y del coronavirus aislado de alpacas.

El objetivo del presente trabajo es determinar las diferencias de las respuestas de neutralizacion
viral de los anticuerpos IgG de alpacas inoculadas con la proteina S de las variantes original, alfa,
beta y delta del SARS-CoV-2. Ademas, determinar si existe inmunidad cruzada entre el

coronavirus de alpaca y el SARS-CoV-2.



II. REVISION DE LITERATURA

2.1 Coronavirus

Los coronavirus (CoVs) son causantes de enfermedades en humanos y animales vertebrados,
afectando a los sistemas respiratorio, gastrointestinal, hepatico y nervioso central (Chen et al.,

2020).
2.1.1 Taxonomia y evolucion

De acuerdo con su clasificacion taxonomica, los coronavirus se sitian dentro del orden de los
Nidovirales, suborden Cornidovirineae, familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronavirinae,

de la cual se subdividen cuatro géneros:

e Alfacoronavirus (a): Infectan principalmente a humanos y animales domésticos. Como
ejemplos incluye al HCoV-229E (Coronavirus humano 229E) causante de infecciones
respiratorias leves en humanos; al coronavirus felino causante de la peritonitis infecciosa
felina y al virus de la gastroenteritis transmisible (TGEV) que infecta a cerdos (Ge et al.,

2017).

e Betacoronavirus (B): Infectan humanos, murci¢lagos y animales domésticos. Entre los
mas conocidos tenemos al SARS-CoV (Sindrome Respiratorio Agudo Severo) que causa
enfermedad respiratoria grave en humanos, el MERS-CoV (Sindrome Respiratorio de
Oriente Medio) y al SARS-CoV-2 (COVID-19) causante de la reciente pandemia mundial
(Cui et al., 2019).

e Gammacoronavirus (y): Infectan principalmente a aves, como el virus de la bronquitis

infecciosa aviar (IBV) (Cavanagh, 2007).



e Deltacoronavirus (6): También infectan principalmente a aves, aunque ademads se ha
detectado en murciélagos y algunos mamiferos como el deltacoronavirus porcino

(PDCoV) (Pérez-Rivera et al., 2019).

El analisis evolutivo de los coronavirus ha demostrado que tanto los alfacoronavirus como los
betacoronavirus se originan en murci¢lagos y roedores, mientras que gammacoronavirus y
deltacoronavirus provienen de especies de aves. De acuerdo con las bases de datos de secuencias
actuales, todos los coronavirus humanos tienen origen animal: el SARS-CoV, el MERS-CoV, el
HCoV-NL63 y el HCoV-229E se originaron en los murciélagos; mientras el HCoV-OC43 y

HKUI1 probablemente se originaron en roedores (Su et al., 2016; Saberiyan et al., 2022).

Coronavirus

‘:— ancestor
” /
v L

gammacoronavirus
alfacoronavirus betacoronavirus deltacoronavirus

Figura 1. Modelo de la evolucién de los coronavirus. Se postula que los coronavirus en
murciélagos son el reservorio genético de los coronavirus de los alfacoronavirus y
betacoronavirus, mientras que los coronavirus en aves son el reservorio genético de los
gammacoronavirus y deltacoronavirus (Woo et al., 2009).

Una vez transmitidos, los CoVs pueden adaptarse al nuevo huésped debido a su alta frecuencia
de recombinacion, su genoma ARN permite una plasticidad adicional en su modificacion
mediante mutaciones y recombinaciones, aumentando la probabilidad de que surjan variabilidad
intraespecies, "salto de huésped" entre especies y nuevos CoVs en las condiciones adecuadas. La
creacion de conjuntos de ARN subgenomicos (sgARN) durante la replicacion del virus pueden
aumentar la tasa de recombinacion homologa entre genes estrechamente relacionados de
diferentes linajes de CoVs; sin embargo, el mecanismo exacto de recombinacion sigue siendo
incierto, los puntos de cruce de los genes recombinantes entre dos cepas o genotipos virales
distintos parecen ser aleatorios (Woo et al., 2009; Su et al., 2016).

Los animales domésticos pueden desempeiar funciones importantes como huéspedes

intermediarios que permiten la transmision de virus desde los huéspedes naturales a los humanos.
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Ademés, las infecciones causadas por coronavirus propagados por murciélagos o animales
estrechamente relacionados pueden afectar también a los animales domésticos. Por ejemplo, se
han encontrado secuencias genémicas sorprendentemente similares al PEDV, que afecta a cerdos,

en murciélagos (Cui ef al., 2019).
2.1.2 Caracteristicas generales

El viridon presenta una morfologia esférica, con un didmetro que varia entre 80 a 220nm, Su
estructura se compone de una nucleocapside que protege al genoma viral y una envoltura externa.
La superficie de estos viriones estd decorada con unas proyecciones en forma de puas, que al ser
observadas bajo microscopia electronica confieren una apariencia similar a una corona y es por
esta caracteristica que se les denomina “coronavirus”. Estas proyecciones que pueden medir entre
17 a 20 nm corresponden a trimeros de la glicoproteina S o proteina espiga, la cual se conserva
en diversos grados en toda la familia Coronaviridae y desempena un rol importante en la union

inicial y la fusion del virus con la célula huésped (Bosch et al., 2003; Casalino et al., 2020).

El genoma del coronavirus es el mayor genoma de ARN virico conocido. Se trata de un ARN
monocatenario de sentido positivo (+ARNSss) de entre 26 y 32 kb de longitud. Se parece mucho
al ARNm de la célula huésped porque tiene una cola poliadenilada poli-A en el extremo 3'y una

tapa metilada en el extremo 5' (Livingston et al., 2020; Zhou et al., 2020).

Dos tercios del genoma del extremo 5’ codifica las poliproteinas la y lab (ppla/pplab) a partir
de ORFlay ORFlab y que luego se traducen en proteinas no estructurales (nsps) necesarias para
la sintesis del ARN, dentro de ellas a la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp). El otro
tercio de genoma del extremo 3’ codifica las proteinas estructurales principales: S (spike o
proteina espiga), M (membrana), E (envoltura) y N (nucleocapside). Ademas de estas proteinas
principales, otros CoVs codifican proteinas estructurales y accesorias especiales, como la proteina
HE (hemaglutinina esterasa), la proteina 3a/b y la proteina 4a/b (Nal ef al., 2005; Wrapp et al.,
2020).

Toda la sintesis del ARN se realiza dentro del citoplasma de la célula huésped. A partir de las
proteinas no estructurales (nsps) se forma el complejo replicasa-transcriptasa (RTC) en vesiculas
doble membrana (DMV) previamente elaboradas en el reticulo endoplasmico; el RTC sintetiza
un conjunto anidado de ARN subgenomicos (sgRNA) mediante una transcripcion discontinua y
a partir de ellos se traducen todas las proteinas estructurales y accesorias de la particula viral

(Nieto-Torres et al., 2014; Fehr y Perlman, 2015).



Seglin la Figura 2, la alineacion de secuencias de los genomas de varios CoV revela un 58% de
identidad en la regién que codifica para proteinas no estructurales y un 43% de identidad en la
region que codifica para proteinas estructurales, para un total de 54% de identidad en todo el
genoma. Esto sugiere que los genes que codifican proteinas no estructurales estan mads
conservados, mientras que los que codifican proteinas estructurales son mas diversos y requieren

adaptacién a nuevos huéspedes (Chen et al., 2020).
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Figura 2. Estructura gendmica de cuatro géneros de coronavirus. Ppla y pplb son las
poliproteinas que se procesan en proteinas no estructurales. S, E, M y N indican las cuatro
proteinas estructurales: espiga, envoltura, membrana y nucleocapside; HE: hemaglutinina-
esterasa. Nombres de virus: HCoV, coronavirus humano; MHV, virus de la hepatitis murina;
SARS-CoV, Sindrome Respiratorio Agudo Severo; MERS-CoV, Sindrome Respiratorio de
Oriente Medio; IBV, virus de la bronquitis infecciosa; HKU, coronavirus identificados por la
Universidad de Hong Kong. (Chen et al., 2020).

2.1.2.1 Proteinas no estructurales

Ha sido reportado que la mayoria de las nsps, comprendidas entre la nspl y nspl6 tienen roles

especificos en la replicacion de los CoVs (Jin ef al., 2020).

La nspl actia como inhibidor de la expresion génica del huésped al unirse a los ribosomas 40S

para inactivar sus funciones de traduccion e induce la degradacion del ARNm; ademas antagoniza



la respuesta inmune innata mediante la inhibicion de la sefializacion de los interferones (Huang

et al., 2011; Chaudhuri, 2020).

La nsp2 genera una alteracion del entorno celular del huésped al unirse a las proteinas prohibitina
1 y prohibitina 2 (PHB1 y PHB2) las cuales son importantes para el desarrollo del ciclo celular,

la apoptosis y la biogénesis mitocondrial (Cornillez-Ty et al., 2009).

La nsp3 interviene provocando cambios en la proteina STAT-1 del huésped, involucrada en la
sefalizacion de interferones tipo I (IFN-a, IFN-B) y tipo II (IFN-y), lo que se postula como una
posible causa de la tormenta de citoquinas (Claverie, 2020). En cuanto a la nsp4 es crucial para
la organizacion y estabilidad de las estructuras de membrana doble (DMV), necesarias para la
sintesis eficiente de ARN y la replicacion viral. La nsp5, también conocida como proteasa
quimiotripsina-like (3Clpro) o proteasa principal (Mpro), facilita el clivaje de polipéptidos para
generar otras proteinas no estructurales. Mientras tanto, la nsp6 limita la expansion de los
autofagosomas al hacerlos mas pequenos, impidiendo su fusién con los lisosomas y preservando
asi la maquinaria viral. Ademas, colabora en la formacion de las DMV junto con la nsp3 y nsp4,
contribuyendo asi al ciclo replicativo del virus (Gadlage et al., 2010; Angelini et al., 2013; Cottam

etal.,2014; Jin et al., 2020)

El complejo hexadecamérico formado por nsp7 y nsp8 presenta un canal central con dimensiones
y propiedades electrostaticas positivas ventajosas para la union de 4acidos nucleicos. Esto sugiere
que la funcion del canal es dar procesividad a la ARN polimerasa dependiente de ARN, o nsp12

(Zhai et al., 2005; te Velthuis et al., 2012).

La nsp9 facilita la dimerizacion del ARN viral mediante mecanismos variados, lo que aumenta
su union al acido nucleico y potencialmente estabiliza los ARN durante su sintesis, ofreciendo
proteccion contra nucleasas (Zeng et al., 2018). Por otro lado, la nsp10 actia como una plataforma
para las proteinas nsp14 y nsp16, ayudando a su union al complejo de replicacion y mejorando su
actividad durante el proceso de replicacion viral. Aunque la funcion precisa de la nspl1 atin no
esta esclarecida y se considera principalmente como un punto de escision, la nsp12 es crucial ya
que codifica la ARN polimerasa dependiente de ARN, una enzima vital que controla directamente
el proceso de sintesis del ARN viral. Esta enzima, en colaboracion con los cofactores nsp7 y nspS,
optimiza su actividad, garantizando asi la eficiencia del proceso de replicacion viral ((Fang et al.,

2008; te Velthuis et al., 2010; Bouvet et al., 2014)

La nsp13 presenta actividad helicasa, puede desenrollar tanto ADN de doble cadena como ARN

en una direccion de 5' a 3' utilizando la energia derivada de la hidrolisis del ATP (Jia et al., 2019).



La nspl14 lleva a cabo tanto la actividad de exonucleasa (ExoN) usando de cofactor a la nsp10
como la actividad de metiltransferasa de guanina-N7 (N7-MTasa) desempefiando un papel en la

correccion o reparacion del ARN (Eckerle ef al., 2010; Bouvet et al., 2012).

La nspl5 es una endorribonucleasa hexamérica especifica de uridilato. Segliin analisis de
productos de ARN separados por electroforesis en gel desnaturalizante, se ha informado que
Nspl5 corta tanto en el 5’ como en el 3’ de la uridina, sin embargo, en un estudio realizado por
Bhardwaj et al. se informa que la escision es en el sitio 5' de la uridina. Ademas, se sabe que la
afinidad de unién al ARN aumenta con el contenido del cofactor Mn2+ (Ivanov et al., 2004;

Bhardwaj et al., 2006).

La nspl6 es una 2’-O-metiltransferasa que solo se activa en presencia de su pareja activadora
nspl10. Funciona disminuyendo las actividades de RIG-I (Retinoic Acid Inducible Gene 1) y
MDAS (Melanoma Differentiation-Associated Protein 5) los cuales son receptores de
reconocimiento de patrones (PRRs) que juegan un papel en la deteccion y respuesta inmune frente

a los virus de ARN (Decroly et al., 2011; Shi et al., 2019).

2.1.2.2 Proteinas estructurales

Las cuatro principales (S, M, E y N) son esenciales para el ensamblaje de nuevos viriones. La
proteina S (proteina espiga o spike) se conserva en diversos grados dentro de la familia
Coronaviridae; es una proteina de fusion clase I, sintetizada como una unica cadena polipeptidica
de 1273 aminodcidos que forman un complejo trimérico sobre la superficie viral, el cual se
clasifica funcionalmente en dos subunidades distintas: S1 y S2, separadas por la furina y un sitio
de clivaje reconocido por las proteasas de la célula huésped. La subunidad S1 contiene el dominio
de unidn al receptor (RBD por sus siglas en inglés) que interactua con una proteina receptora de
la célula huésped; y la subunidad S2 contiene la maquinaria de fusion de membranas (Delmas y

Laude, 1990; Beniac et al,. 2006).

La proteina M (membrana) es la mas abundante en la estructura viral siendo la principal
responsable de dar forma a los viriones, ayudando a mantener su curvatura permitiendo la union

de la nucleocapside a la membrana (Neuman ef al., 2011).

La liberacion de particulas viricas de la célula huésped se debe a los niveles infimos de la proteina
E (envoltura). Las proteinas M y E controlan el ensamblaje viral y la formacion de la envoltura

(DeDiego et al., 2007)



La proteina N (nucleocapside) se une de forma directa al material genético viral y lo provee de
estabilidad, siendo necesaria para el empaquetamiento viral durante su ensamblaje (Hurst ef al.,

2009; Chang et al., 2014)

2.1.3 Coronavirus en mamiferos domésticos

En los caninos, el Coronavirus Canino (CCV) perteneciente al género Alphacoronavirus,
subgénero Tegacovirus, ocasiona cuadros de enteritis tras infectar el epitelio del intestino delgado,
resultando en descamacion de las microvellosidades. La presentacion clinica es variable, desde
una enfermedad leve autolimitante donde los vomitos y diarreas cesan tras el octavo dia, hasta un
cuadro severo llegando a la deshidratacion severa el cual se da mayormente en cachorros y esta

relacionado a coinfecciones (Decaro et al., 2004; Buonavoglia ef al., 2006).

El coronavirus felino (FCoV), un tipo de coronavirus que se clasifica en dos tipos -tipo 1 y tipo
2-, afecta tanto a los felinos domésticos como a los salvajes. Pertenece al género
Alphacoronavirus y al subgénero Tegacovirus. El patotipo Coronavirus entérico felino (FEC) es
la causa de la mayoria de las infecciones por FCoV, que son asintomaticas o pueden causar
enteritis leve (Kipar et al., 2010). La segunda pequefia fraccion, causada por el patotipo del virus
de la peritonitis infecciosa felina (FIPV), desarrolla una sintomatologia més grave porque también
infecta a los monocitos, que son los responsables de transmitir el virus a otros sistemas (Pedersen

et al., 2009).

En bovinos, el coronavirus més comun es el coronavirus bovino (BCoV), perteneciente al género
Betacoronavirus, subgénero Embecovirus, especie Betacoronavirus 1. Infecta las vias
respiratorias superiores e inferiores, como también al intestino, siendo responsable de cuadros
clinicos como la Diarrea Neonatal y el Complejo Respiratorio Bovino (Saif, 2010; Luna ef al.,

2015).

Los porcinos son afectados por coronavirus pertenecientes al género Alfacoronavirus,
Betacoronavirus y Deltacoronavirus. Los pertenecientes al primer género son: el virus de la
Gastroenteritis Transmisible Porcina (TGEV), el virus de la Diarrea Epidémica Porcina (PEDV)
y el Coronavirus Respiratorio Porcino (PRCoV) (Wang et al., 2019). Los dos primeros, tal como
su nombre lo menciona afectan al sistema gastrointestinal causando diarreas acuosas y vomitos
resultando en alta mortalidad sobretodo en lechones; en cambio el PRCoV afecta al tracto
respiratorio y desarrolla una enfermedad leve ¢ incluso de presentacion subclinica. Dentro del

género Betacoronavirus se encuentra el virus de la Encefalomielitis Hemaglutinante Porcina
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(PHEV) el cual afecta las vias respiratorias altas, bajas y también al intestino delgado, alcanzando
al sistema nervioso central donde inicia la sintomatologia nerviosa como convulsiones,
opistotonos y paralisis. En el caso del Deltacoronavirus Porcino (PDCoV) genera también cuadros
entéricos muy similares al PEDV, pero la enfermedad es menos severa (Pérez-Rivera et al., 2019;

Yang et al., 2020).

En el caso de los camélidos sudamericanos, la infeccidon por coronavirus en alpacas y llamas fue
identificada por primera vez en 1998. El analisis filogenético indica que el coronavirus de alpaca
(ACoV) esta cercanamente relacionado al coronavirus bovino, teniendo una similitud del 99.5%,
sugiriendo un origen ancestral compartido entre ambos (Jin et al., 2007). La enfermedad
desarrolla una sintomatologia entérica y en combinacion con otros patégenos virales, bacterianos
y parasitarios generan el complejo diarreico neonatal que resulta en alta mortalidad en las crias
(Banks et al., 2018). Un estudio realizado el afio pasado en la provincia de Canchis, Cuzco,
determind mediante analisis molecular de muestras de heces tomadas de alpacas neonatas
infectadas que el coronavirus fue el patdgeno mas cominmente detectado en este complejo

(87.5%) (Castilla et al., 2023).

2.2 Virus del SARS-CoV-2

En diciembre de 2019 se notifico a la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) un brote de
neumonia no identificado en Wuhan, provincia china de Hubei. Al cabo de un mes, se aislo el
virus de las células epiteliales del tracto respiratorio de los individuos afectados. Se secuencid su
estructura genomica y se determiné que el agente pertenecia al género Betacoronavirus, de ahi la
denominacion SARS-CoV-2. Después se propagd rapidamente por China y desencadend
epidemias en otros muchos paises, como Corea del Sur, Japon, Italia y Estados Unidos. La OMS
reconocio la enfermedad por coronavirus causada por el SARS-CoV-2 2019 (COVID-19) como
una emergencia de salud publica de importancia mundial el 31 de enero de 2020, y el 11 de marzo

de 2020 se clasifico como pandemia (Wan et al., 2020; Zhu et al., 2020).

2.2.1 Origen

Los estudios filogenéticos muestran que el SARS-CoV-2 se encuentra dentro del subgénero
Sarbecovirus del género Betacoronavirus; y comparte una similitud del 88% con dos coronavirus

derivados de murcié¢lagos: Bat-SL-CoV ZC45 y el Bat-SL-CoV ZXC21; ademas se encuentra
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lejanamente relacionado con el SARS-CoV-1 (alrededor del 79% de identidad) y el MERS-CoV
(alrededor del 50% de identidad) (Chen et al., 2020; Lu et al., 2020).
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Figura 3. Analisis filogenético de los genomas de SARS-CoV-2 y otros virus representativos de
género Betacoronavirus (Lu et.al., 2020)
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En un estudio realizado por Paraskevis et al., se destaca que el SARS-CoV-2 comparte una
afinidad genética del 96,3% con el coronavirus de murci¢lago denominado RaTG13, que fue
identificado en un murciélago en Yunnan en el afio 2013. Si bien varias investigaciones apuntan
a que debido a su similitud genética el SARS-CoV-2 podria tener sus raices en el coronavirus del

murciélago, este no se reconoce como la fuente directa del SARS-CoV-2 (Paraskevis et al., 2020).

Segun nuestra comprension actual sobre la cadena de transmision del SARS-CoV-2, se identifica
al murciélago como el huésped reservorio, mientras que el pangolin es propuesto como huésped
intermediario, el cual facilita la transmision del virus hacia los humanos. Esto ultimo se ve
respaldado por los hallazgos de Xiao et al. quienes reportaron la presencia de un coronavirus

(denominado pangolin-CoV) con semejanza al SARS-CoV-2 en 17 de 25 pangolines malayos
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recolectados en la provincia de Guangdong al sur de China. Ademas, se describe que las
estructuras de la glicoproteina Spike de los coronavirus RaTG13 y GX Pangolin-CoV, aisladas
de especies de murciélago y pangolin respectivamente resultaron estar estrechamente
relacionadas con la estructura del Spike del SARS-CoV-2 (Xiao et al., 2020; Zhou et al., 2020;
Gupta et al., 2022).

2.2.2 Caracteristicas generales

Como todos los coronavirus, el SARS-CoV-2 es un virus esférico con un diametro de 60-100
nanometros (nm) que esta envuelto en una bicapa lipidica. Su genoma de ARN monocatenario de
sentido positivo tiene una longitud aproximada de 30.000 nucledtidos (Figura 4a). La estructura
de su genoma es la siguiente: ORF replicativola/b, el extremo 5', proteina de espiga (S), proteina
de envoltura (E), proteina de membrana (M), nucleoproteina (N), y proteinas accesorias como los
ORFs 3, 6, 7a, 7b, 8 y 9b, culminando en el extremo 3' (Figura 4b) (Wrapp et al., 2020; Zhou et
al., 2020).
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Figura 4. a) Estructura general del virus SARS-CoV-2 y sus proteinas estructurales. b)
Organizacion gendmica del SARS-CoV-2. Esta dispuesto en el siguiente orden: extremo 5’; marco
de lectura abierto (ORF) la/b; espiga (S); envoltura (E); membrana (M); proteina de la
nucleocéapside (N); proteinas accesorias como orf 3, 6, 7a, 7b, 8 y 9b; y el extremo 3’ (Zhou et al.,
2020).

I

i

3"-Cola poliadenilada

La proteina S del SARS-CoV-2 es una glicoproteina transmembranal de tipo I que incluye un
dominio extracelular, un dominio transmembranal y un dominio intracelular. El dominio
extracelular contiene dos subunidades, S1 y S2, cada una desempefiando un papel diferente en el
reconocimiento, la union al receptor y la fusion de membranas (Yoshimoto, 2020). La subunidad
S1 estructurada en una forma ectotrimérica similar a una V apical incluye el dominio N-terminal
(NTD) y el dominio C-terminal (CTD). El dominio de union al receptor (RBD) se encuentra en
el CTD, este dominio se une al ACE2 de la célula huésped para desencadenar la fusion de
membranas (Coutard et al., 2020; Wang et al., 2020). La subunidad S2 contiene a la maquinaria
necesaria para la fusion de membranas viral y celular, incluyendo el péptido de fusion (FP), la
hélice central (CH), el dominio de conexion (CD), dominios de repeticion heptad-1 y -2 (HRI,
HR2), un dominio transmembrana (TM) y el tallo citoplasmatico terminal (CT) (Figura 5)
(Delmas y Laude, 1990; Casalino et al., 2020).

Mediante Crio-microscopia electronica (Crio-ME) se demostré que el trimero de la proteina S

experimenta movimientos tipos bisagra entre dos conformaciones: el estado abierto donde uno de
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los RBD se encuentra arriba (up conformation) permitiendo la interaccion con el receptor, y el
estado cerrado donde los tres RBD se encuentran abajo (down conformation) permitiendo el

repliegue de S2 para la fusion de membranas (Gui et al., 2017; Sternberg y Naojukat, 2020).

A _Tallo cT

1% Y Y "7 1140/ 1234 1273

— Y P

Sitio de furina st/s2 s2

Figura 5. Esquema de la estructura completa de la proteina S. De izquierda a derecha: dominio
N-terminal (NTD), dominio de union al receptor (RBD), sitio de escision de furina (S1/82),
péptido de fusion (FP), hélice central (CH), dominio de conexion (CD), dominio de repeticion de
heptad 2 (HR2), dominio transmembrana (TM) y cola citoplasmatica (CT). También se
representan iconos representativos para N-glicanos (azul y verde) y O-glicanos (amarillo) segtin
su posicion en la secuencia (Casalino et al., 2020).

En cuanto a las otras proteinas estructurales, conservan las caracteristicas tipicas de los
coronavirus, pero presentan algunas diferencias. Por ejemplo, la proteina M muestra una serina
en el extremo N (Hasan y Hossain, 2020), mientras que la proteina E se distingue por la presencia

de Arginina en la posicion 69, en lugar de Glutamato, Glutamina o Aspartato como se encuentra

en otras proteinas homoélogas del SARS-CoV (Bianchi et al., 2020).

2.2.3 Mecanismo de sintesis de ARN del SARS-CoV-2

La proteina S interactiia con el receptor ACE2 en la membrana plasmatica de las células de varios
tejidos, incluidos el higado, el corazén y el pulmoén, para iniciar el proceso de entrada del SARS-
CoV-2 en la célula huésped (Raj et al., 2013). La serina proteasa transmembrana 2 (TMPRSS2)
de la superficie celular es la responsable de catalizar la escision de la proteina S en sus
subunidades S1 y S2, necesaria para que esta interaccion sea efectiva. La subunidad S1, portadora
del dominio de unién al receptor (RBD), facilita el acoplamiento de ACE2 con el virus, mientras
que la subunidad S2 favorece la fusion del virus con las membranas celulares. Cuando la
TMPRSS2 no esta presente, la catepsina-L de los endosomas puede desempefiar una funcion
comparable; sin embargo, esta via alternativa provoca una tasa de infeccion mas lenta. Este
mecanismo asegura que el virus pueda adaptarse y entrar en una amplia gama de células
huéspedes, lo que contribuye a su propagacion y virulencia (Song et al., 2019; Magazine et al.,

2023).
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La membrana plasmatica de la célula huésped se pliega para engullir la particula virica después
de que el receptor la reconozca. Esta estructura, conocida como endosoma temprano, estd rodeada
por dos conjuntos de membranas lipidicas y es transportada para fusionarse con otra estructura
celular, conocida como lisosoma, que esta igualmente rodeada por dos conjuntos de membranas.
El interior de esta estructura generada, conocida como fagolisosoma, presenta alteraciones
metabolicas como la incorporacion de glucosa y un descenso del pH (Masters, 2006). En lugar de
destruir las particulas viricas como se pretendia, los endosomas tardios no lo hacen, liberando el
material genético virico al citosol celular, una enorme zona con un pH mas cercano a la

neutralidad que el pH acido de los fagolisosomas (Figura 6) (Zhu et al., 2020)

Una vez liberado el genoma viral, este mimetiza al ARN mensajero celular al presentar una
capucha metilada en el extremo 5’ y una cola poliadenilada en el extremo 3’, Esta caracteristica
facilita la unidon del genoma viral a los ribosomas eucariotas 80S del hospedador para su
traduccion, aprovechando la maquinaria celular (Ghosh et al., 2020). La ARN-polimerasa
dependiente de ARN, sintetizada a partir del extremo 5’ del ARN viral, replica el genoma
generando multiples ARNm a partir de cadenas subgendémicas negativas. Estos ARNm
subgenomicos dirigen la sintesis de proteinas virales tanto estructurales como no estructurales.
Posteriormente, el montaje de estos componentes, junto con el ARN viral, se lleva a cabo en el
reticulo endoplasmatico y el aparato de Golgi, culminando en la formacién de nuevos viriones
que se liberan para infectar mas células, perpetuando el ciclo viral (Figura 6) (Lan ef al., 2020;

Tian et al., 2020).
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Figura 6. Esquema del mecanismo de sintesis de ARN del SARS-CoV-2 (Magazine et al., 2023).

Como hallazgo de este proceso se origina el denominado efecto citopatico, el cual es distintivo
de cada tipo de virus y se manifiesta como indicio de la actividad viral dentro de la célula huésped.
En el contexto del SARS-CoV-2, se observa la formacion de sincitios celulares, conglomerados
de células afectadas y células adyacentes en areas especificas de los 6rganos diana, donde la

replicacion viral estd activa (TaStan et al., 2020).

2.2.4 Variantes del SARS-COV-2 y sus caracteristicas

Durante la fase de replicacion del SARS-CoV-2, se producen cambios espontaneos en su
secuencia genética. Aunque el genoma de ARN del virus parece bastante estable, se producen
mutaciones adaptativas a un ritmo estimado entre 10° - 10* en cada ciclo replicativo
(Ovsyannikova et al., 2020). Tales mutaciones pueden afectar a la forma en que el antigeno
espicular (S) interactia con su receptor particular de la célula huésped (enzima convertidora de
angiotensina 2). Esto podria alterar la capacidad de propagacién del virus, su susceptibilidad a

una respuesta inmunitaria y el grado de infeccion. Esto podria dar al virus una ventaja evolutiva
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y promover la seleccion natural de variantes particulares (Lauring y Hodcroft, 2021; Zhang et al.,

2021).

Hasta la fecha, las seis mutaciones mas significativas son D614G, N501Y, E484K, P681H,

L452R y T478K, cuyas caracteristicas se detallan en el Cuadro 1 (Di Giacomo et al., 2021;
Jackson et al., 2021; Nelson et al, 2021; Pérez-Abeledo y Moreno, 2021). Aunque se ha

divulgado principalmente la influencia de las mutaciones en la proteina S sobre los cambios

fenotipicos del virus, también se estan examinando los efectos de las mutaciones en las proteinas

no estructurales (NSP). Un hallazgo reciente sobre la variante delta sugiere que una mutacion en

su proteina nsp12, parte del complejo RdRp, le confiere mas estabilidad y por consecuencia una

mayor capacidad de sintesis de ARN, desencadenando al desarrollo de una enfermedad mas

severa y de mayor mortalidad (Mason, 2020; Mlcochova et al.,2021).

Cuadro 1. Principales variantes del SARS-CoV-2 con sus caracteristicas mas destacadas
(Abeledo-Pérez y Moreno, 2021)

VARIANTES
Denominacion  Original Britanica Sudafricana Brasilefia Californiana India
coloquial o salvaje
Linaje - B1.1.7 B.1.351 P.1 B.1.427 B.1.617
Pangolin
Denominacion --- 201/501Y.V  20H/501.V2  20J/501Y.V3 20C/S:452R 20A
Nexstrain 1
D614G,
D614G, D614G, N501Y,
N501Y, N501Y, E484K, L18F, D614G, D614G,
Mutaciones D614G A570D, D215G, T20N, P26S, L452R N501Y
P681H, K417N, D138Y, L452R,
T716l, E484K, R190S, E484Q
S982A, AT01V K417T,
DI118H T10271
--- Incremento  Incremento  Reduccidnen Incremento del Indicios de
del 50% en del 50% en la 20%en la mayor
la capacidad  la capacidad  neutralizacién  capacidad de  transmisibil
de de por suero transmision. 1dad’. .
L L . ., patogenicid
fransmision.  transmisién.  convaleciente  Reduccion en ady
Gravedad Reducciéon  y postvacunal. la
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aumentada enla neutralizaciéon ~ potencial
Caracteristicas seglin tasas  neutralizacio por suero reduccion
) de 1 por Suero convaleciente enla
asociadas NRTI . neutralizaci
hospitalizaci  convalecient v postvacunal. .
) on por
ony €y suero
letalidad. postvacunal. postvacunal
Reduccion
enla
neutralizacid

n por suero
convalecient
ey
postvacunal.

La OMS clasifica las variantes del SARS-CoV-2 en diferentes categorias segin su impacto en la
salud publica. Estas categorias son: Variantes de Preocupacion (VOC), Variantes de Interés (VOI)
y Variantes de Alta Importancia (VOHC). Las VOC son aquellas que han demostrado cambios
significativos en la transmisibilidad, virulencia o eficacia de las medidas de salud publica, como
las vacunas. Las VOI tienen mutaciones que podrian afectar estas caracteristicas y son
monitoreadas por su potencial para convertirse en VOC. Hasta el momento, no se ha clasificado
ninguna variante como VOHC, una categoria que se reservaria para variantes que impactan

significativamente la eficacia de las medidas preventivas o médicas actuales (PHE, 2021).

Para la nomenclatura de las variantes se puede utilizar el término vernaculo que suele
corresponder a la nacion o lugar de descubrimiento, un codigo de la base de datos Pangolin y un
codigo basado en la pagina Nextstrain (GISAID, 2021; O'Toole et al., 2021). Para facilitar la
pronunciacion y evitar estigmatizar a los paises de origen de las variantes, la OMS propuso una

nueva nomenclatura que utiliza el alfabeto griego (Konings et al., 2021).

2.3 Respuesta inmune humana frente al SARS CoV-2

El SARS-CoV-2, al infectar al huésped, desencadena una serie de respuestas inmunologicas que
varian significativamente entre individuos. Estas respuestas pueden clasificarse en dos categorias

principales: respuestas innatas y adaptativas (Casalino et.al., 2020; Chen et.al., 2020).
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2.3.1 Sistema inmune innato

El sistema inmunitario innato es la primera linea de defensa durante las primeras fases de una
infeccion. Para causar dafio o destruccion celular como resultado de su replicacion, el SARS-
CoV-2 infecta primero las células que recubren el epitelio de las vias respiratorias, incluidos los
neumocitos de tipo 2 en los alvéolos, las células endoteliales y los macrofagos alveolares. Los
macrofagos alveolares, los mastocitos, las células dendriticas, las células natural killer (NK) y
otros mecanismos humorales de defensa detectan las sefiales de alarma emitidas por este dafio

(Gomez et al., 2020; Harrison et al., 2020).
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Figura 7. Esquema de la respuesta inmune contra SARS-CoV-2 (Prompetchara et al., 2020).

Cuando se estimula a los macrofagos a través de sus receptores de reconocimiento de patrones
(PRR), se liberan citocinas proinflamatorias como la IL-1f, la IL-6, el TNF-a y el IFN-y, junto
con quimiocinas como la IL-8, la MCP1 y la IP-10. Para combatir la infeccion virica e intensificar
la respuesta inflamatoria, este proceso aumenta la permeabilidad vascular y favorece la rapida
extravasacion de monocitos, que se diferenciaran en neutrofilos, células dendriticas y macrofagos

(Figura 7). (Otsuka y Seino, 2020; Tay et al., 2020).
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2.3.2 Sistema inmune adaptativo

En una fase posterior, se activa la respuesta inmune adaptativa la cual consiste principalmente en
respuestas celulares (células T) y humorales (células B). Los linfocitos Th (colaboradores) juegan
el papel de dirigir y regular la respuesta inmune lo cual logran mediante la liberacion selectiva de
citocinas, y en funcion de la correcta informacion proporcionada por la inmunidad innata ante la
infeccion por SARS-CoV-2 (Sette y Crotty, 2021). Por su parte, los linfocitos Tc (citotoxicos) en
su rol esencial se encargan de la eliminacion de las células infectadas por el virus, mediante la
liberacion de granulos citotdxicos, entre los que destacan la granzima B y perforina A (Diehl y

Rincon, 2002; Prompetchara et al., 2020).

Cuando las particulas del virus SARS-CoV-2 son reconocidas por las IgM e IgD contenidas en
su membrana, las células B se activan. En respuesta a esta identificacion se activan dos tipos
distintos de linfocitos B, cada uno con trayectorias y funciones unicas. Por un lado, los linfocitos
B extrafoliculares se activan rapidamente, se multiplican y se diferencian en linfocitos B
plasmaticos, que producen cantidades significativas de IgM y, en algunos contextos inflamatorios,
de IgG. Por el contrario, los linfocitos B que participan en una interaccion dependiente del timo
con linfocitos T activados pasan al foliculo, donde experimentan una serie de cambios intrincados
y graduales que finalmente dan lugar al desarrollo de linfocitos B plasmaticos de larga duracion
(Long et al., 2020). Este proceso implica la creacion de linfocitos B de memoria, la hipermutacion
somatica en sus dreas de reconocimiento y el cambio de isotipo de IgM a IgA, IgG o IgE (en
funcién de las citocinas recibidas de las células Th). Los anticuerpos resultantes muestran una
mayor afinidad, lo que permite la citotoxicidad dependiente de anticuerpos y la degranulacion,

asi como la opsonizacion y la neutralizacion (McKechnie et al., 2020; Paces et al., 2020).

En gran parte de los casos de infeccion por SARS-COV-2, todos estos mecanismos defensivos
son suficientes para contrarrestar la infeccion pulmonar, reducir la respuesta inflamatoria, iniciar
la reparacion de tejidos y conducir a la recuperacion del paciente. Sin embargo, cerca del 20% de
los pacientes experimentan una neumonia grave, vinculada a un estado hiperinflamatorio
denominado "tormenta de citocinas” (Meckiff et al, 2020). La IL-6 se identifica como una
citocina particularmente critica en este proceso, incrementandose significativamente en relacion
con la severidad de la enfermedad y llegando a ser un indicador clave para diferenciar entre los

pacientes que logran sobrevivir al virus y aquellos que no (Atyeo et al., 2020).

Segun los datos relacionados con la sobreproduccion de IL-1p, IL-6 e IL-8 por parte del sistema

inmunitario innato, el SARS-CoV-2 puede eludir o posponer la respuesta mediada por interferon
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(IFN) de tipo I y III, impidiendo asi la activacion de las células T (Thoms et al., 2020). En
pacientes con casos graves, este déficit puede conducir a una repoblacion celular innata agresiva,
agravando asi la inflamacion. Por otro lado, los pacientes asintomdticos o que se estan
recuperando y tienen un prondstico favorable tienen ciertas células T que producen [FN-y. Estos
resultados llevan a la conclusion de que el éxito de la eliminacion viral depende de una respuesta

inmunitaria suficiente de tipo Thl (Tay ef al., 2020).

Dado que el dominio RBD del SARS-CoV-2 es la porcion mas inmunogénica del virus, es el
encargado de producir mas del 90% de los anticuerpos neutralizantes que se observan en los
pacientes. Al mismo tiempo, todos los individuos afectados adquieren anticuerpos IgM, IgA e

IgG particulares dirigidos contra la proteina S (Sette y Crotty, 2021; Zhang et al., 2021).

La presencia de anticuerpos neutralizantes es clave para prevenir la infeccion viral, siendo este el
fundamento de la vacunacion; sin embargo, vale la pena resaltar que tanto la IgA como la IgG
pueden ejercer una funcién opsonizante, lo cual en ciertas circunstancias podria favorecer la
infeccion. Esto ultimo mencionado se conoce como el fenomeno de mejora dependiente de
anticuerpos (ADE Antibody-Dependent Enhancement) en el cual los anticuerpos opsonizantes
(no neutralizantes) facilitan la entrada del virus en los macrofagos a través de los receptores Fc
de su membrana (Blanco-Melo ef al., 2020). Este mecanismo también es aplicable a otras células
del sistema inmune, como los neutréfilos o células dendriticas, que poseen estos receptores. Los
macrofagos estan equipados para destruir patdgenos; sin embargo, algunos virus, incluido
potencialmente el SARS-CoV-2, pueden tener mecanismos para evadir o sobrevivir dentro de
estas cé¢lulas y conducir a una mayor replicacion viral (Li et al., 2020). En el contexto de COVID-
19, la preocupacion sobre el ADE surge porque el SARS-CoV-2 es un virus que ha demostrado
tener cierta capacidad para evadir respuestas inmunitarias. Sin embargo, la evidencia de ADE en
este virus sigue siendo limitada y es mas una consideracion tedrica basada en experiencias con

otros virus, como el dengue (Gomez et al., 2020).

Un estudio realizado por Gaeblet et al. evaluo la respuesta humoral en una cohorte de 87 personas
analizadas en 1.3 y 6.2 meses después de la infeccion natural con SARS-CoV-2, en donde se
encontr6 que aunque los titulos de anticuerpos IgM e IgG y su capacidad neutralizante
disminuyeron significativamente con el tiempo, las células B de memoria especificas para el RBD
persistieron hasta 6 meses después de la infeccion, mostrando cambios en la composicion clonal
y generando anticuerpos con mayor potencia de neutralizacion y amplitud. Estos datos sugieren
que la persistencia de células B de memoria que contintian evolucionando podria proporcionar

una respuesta humoral efectiva en caso de una nueva exposicion al virus (Gaebler ef al., 2021).
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2.4 Anticuerpos de alpaca

La familia de los camélidos, que engloba tanto a las especies sudamericanas como a los camellos
del Viejo Mundo, presenta caracteristicas notables que generan gran interés en el campo
cientifico, particularmente en inmunologia. Estos mamiferos, que han evolucionado para
adaptarse a condiciones extremas, desde los altiplanos andinos hasta los desiertos aridos, han
desarrollado sistemas inmunologicos singulares que facilitan su supervivencia en dichos entornos

desafiantes (Hussen y Schubert, 2021).

Dentro de su sistema inmune, los camélidos expresan los cinco isotipos de inmunoglobulinas
tipicos de los mamiferos (IgM, IgG, IgA, IgE, e IgD), destacando por su abundancia en la sangre
las IgG e IgM. Sin embargo, en 1993 Hamers-Casterman et al. descubrieron en estos animales la
presencia de isotipos de IgG que no contienen cadenas ligeras, un fenémeno no observado en
otros mamiferos. Estos anticuerpos, compuestos exclusivamente por cadenas pesadas, recibieron
el nombre de anticuerpos no convencionales o anticuerpos de cadena pesada (HCAbs, por sus
siglas en inglés). Estos HCabs constituyen aproximadamente el 45% del total de IgG en el suero
de las especies del género Lama spp. (guanaco y llama) y el 75% en el género Camelus spp.
(camello y dromedario) (Hamers-Casterman et al. 1993; Daley et al., 2010; Muyldermans et al.,
2013).

2.4.1 Caracteristicas generales

Estos anticuerpos IgG se distinguen por poseer un tnico dominio variable (VHH) en vez de dos
dominios variables (VH y VL) que hacen el equivalente al fragmento de union a antigeno (Fab)
de los anticuerpos IgG convencionales (Nguyen et al., 2001). Estos anticuerpos estan desprovistos
del primer dominio constante de la cadena pesada (CH1), de modo que tienen una estructura de 6
dominios (cada cadena posee los dominios VHH, CH2 y CH3) (Figura 8). La omision de este
dominio se atribuye a un fendmeno de splicing alternativo, en donde el exon correspondiente al
dominio CHI se excluye del ARNm maduro a pesar de que esta codificado en el genoma

(Wernery, 2001).
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Figura 8. Estructura de las subclases de la inmunoglobulina G (IgG) de camello (Hussen y

Schuberth, 2021)

Otra posible causa de la ausencia del dominio CH1 es la ausencia de la proteina chaperona de
union a cadena pesada (Binding immunoglobulin Protein o BiP segtn sus siglas en inglés), cuya
funcién es unirse a las cadenas pesadas recién sintetizadas en el reticulo endoplasmatico para
estabilizarlas y evitar su degradacion o union antes de que se asocien con las cadenas ligeras, todo
eso como parte del control de calidad para asegurar que solo las inmunoglobulinas correctamente
ensambladas y plegadas sean transportadas a la superficie celular o secretadas (Blond-Elguindi et
al., 1993). La asociacion de BiP con las cadenas pesadas de los anticuerpos parece ocurrir a través
de la interaccion entre CHI1 y VH, por lo tanto, la falta del segmento CH1 en los HCabs podria
estar relacionada con la ausencia de Bip, lo que a su vez influiria en la secrecion eficiente de estos

anticuerpos al entorno extracelular (Knarr et al., 1995; Krah et al., 2015).

Se han identificado tres subclases especificas de IgG: IgG1, IgG2 e IgG3. De estas, [gG2 e IgG3
son notables por carecer de cadenas ligeras. La clasificacion de estas subclases se basa tanto en
la presencia o ausencia de cadenas ligeras como en las caracteristicas de la secuencia de
aminodcidos de la region bisagra (Caggiano et al., 2014). Asi, se distingue a IgGl como una
subclase convencional, mientras que IgG3, con una bisagra corta, e IgG2, con una bisagra larga,
son clasificados como subclases no convencionales. Se cree que la serie de sustituciones
aminoacidicas en las secuencias de los péptidos de estos anticuerpos sean una adaptacion a la

ausencia del segmento CH1 (Daley et al., 2005; Daley- Bauer et al., 2010).

Estas inmunoglobulinas poseen ventajas por sobre las convencionales, pues al carecer de cadena
ligera, el dominio variable de union a antigeno (VHH) se une directamente a la region bisagra sin

el primer dominio constante (CH1), haciendo que el peso de IgG2 e IgG3 sea menor, 92kDa y
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90kDa respectivamente; en comparacion con la IgG1l convencional cuyo peso es de 150kDa
(Dumoulin et al., 2002). Al poseer menor peso molecular mejora su biodistribucion permitiendo
una mayor penetracion al tejido. E1 VHH, siendo el fragmento peptidico mas pequefio (15 KDa)
con capacidad de union antigénica en el rango micromolar, se destaca por su estructura de cadena
peptidica tnica (Ferrari et al., 2007). Esta singularidad facilita su expresion en bacterias y
levaduras (De Simone et al, 2008). A ello se suman sus excepcionales propiedades
fisicoquimicas, como la capacidad de revertir la desnaturalizaciéon causada por cambios en
temperatura y pH, lo que contribuye significativamente a su amplio potencial en aplicaciones
industriales y biotecnologicas. (Decanniere et al,1999; Muyldermans et al., 2001).
Consecuentemente diferentes subisotipos fueron clasificados mediante analisis genomicos de
secuencias de cadenas de ADN correspondiente a la region bisagra, descubriéndose que IgG1
posee dos subisotipos: IgGla e IgG1b; y la IgG2 posee tres: 1gG2a, IgG2b e IgG2c¢. (Vu K et al.,
1997; Nguyen et al., 1998).

La region determinante de la complementariedad (CDR3) de estos tipos de anticuerpos de cadena
pesada es otra caracteristica digna de mencion. A diferencia de los anticuerpos normales, es mas
larga y se inserta mas profundamente en el sitio activo del antigeno, aumentando el area de
acoplamiento necesaria para neutralizarlo por completo. Seglin varios estudios, contiene cinco
aminodcidos mas que el CDR de los anticuerpos convencionales porque contiene aminoacidos
hidrofilos, que también confieren flexibilidad y solubilidad al dominio de unién al antigeno. Esto
le permite reconocer epitopos a los que los anticuerpos convencionales no podrian unirse (Li et
al., 2016; Wesolowski et al., 2009). Esto sugiere que contribuyen al desarrollo de una respuesta
inmunitaria humoral frente a microorganismos que alteran sus antigenos de superficie para eludir

la deteccion (Stijlemans et al., 2004).

En otro estudio se demostr6 que estos anticuerpos de cadenas pesadas son estables a temperaturas
extremas, pues pudieron unirse al antigeno a una temperatura de 90°C. (Van Der Linden et al.,
2000). En general, los camélidos poseen una clase Unica de anticuerpos que ofrecen multiples
ventajas en comparacién con los anticuerpos convencionales, especialmente en aplicaciones
donde aspectos como la neutralizacion enzimatica, el tamafio o la estabilidad son un problema

(Desmyter et al., 2001; Dumoulin ef al., 2002).

2.4.2 Respuesta contra SARS-CoV-2

Se sabe que los HCabs representan un gran porcentaje de las IgG, lo que concuerda con una

funcién importante en la inmunidad en términos de sus funciones bioldgicas. (Desmyter ef al.,
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2013). Un estudio realizado por Daley et al. examind la participacion de anticuerpos IgG
convencionales y HCabs en la defensa inmune de los camélidos dirigida contra el virus del Nilo
Occidental (WNV) y se demostrd que el tamafio reducido y la estructura distinta de la IgG3 de
alpaca no impacto6 negativamente en su capacidad para neutralizar al virus; en contraste, la IgG2

parecio6 ser menos eficiente en la neutralizacion (Daley et al., 2010).

Ante esto las alpacas se han vuelto una fuente comun de generacion de anticuerpos para
investigacion biomédica pues estos anticuerpos particulares pueden ser producidos en masa,
debido al bajo costo de produccion, ademas por su alta especificidad y afinidad. La especificidad
se refiere a la capacidad de los anticuerpos para reconocer y unirse Unicamente a un antigeno
particular, mientras que la afinidad se relaciona con la fuerza con la que estos se unen a su

antigeno especifico (Mass et al., 2007; Chow et al., 2019).

Actualmente han sido reportados estudios donde caracterizan anticuerpos de cadena pesada de
camélidos altamente especificos a la proteina S del SARS-CoV-2. En el 2020, Huo et al.
produjeron dos nanoanticuerpos (fragmentos ain mas pequenos y versatiles derivados de los
anticuerpos de cadena pesada) a partir de la creacion de una biblioteca de anticuerpos de llama y
mediante criomicroscopia electronica se revel6 que se unian con mayor afinidad al dominio RBD
de la porciéon S1 del SARS-CoV-2 bloqueando su union a la ACE2 y asi neutralizando al virus
(Huo et al., 2020).
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III. MATERIALES Y METODOS

3.1 Lugar y tiempo de ejecucion

El estudio fue llevado a cabo entre abril del 2022 a febrero del 2023. Se utilizaron alpacas sin
infeccion viral de coronavirus diagnosticada por PCR en heces y ausencia de anticuerpos
contra coronavirus de alpacas y SARS Cov2 en suero sanguineo por virus neutralizacion.
Todas las alpacas fueron provenientes del [IVITA Marangani, provincia de Canchis,
departamento de Cusco- Pert. La muestras de heces y suero fueron procesadas en el
Laboratorio de Microbiologia y Parasitologia de la Facultad de Medicina Veterinaria de la

Universidad Nacional mayor de San Marcos.
3.2 Descripcion del material experimental

Se trabajo con el suero sanguineo de 35 alpacas adultas clinicamente sanas las cuales fueron
seleccionadas para su inmunizacion segun los criterios de inclusion y exclusion descritos en el
subindice correspondiente. A continuacion, se dividieron en siete grupos: un grupo de control
inoculado con suero fisiologico y seis grupos experimentales para cada antigeno inoculado
(Proteina S recombinante completa cepa Wuhan, fraccion de la proteina S de las variantes alfa,
beta y delta, SARS-CoV-2 completo aislado de lima brote 2020 y coronavirus de alpaca

completo). Por disponibilidad se seleccionaron 5 alpacas para cada inmunogeno (Cuadro 2).
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Cuadro 2. Distribucion de los grupos y ntimeros de alpacas experimentalmente inmunizadas

Grupo Inmunogeno Numero de alpacas
Proteina S variante alfa 5
Proteina S variante beta 5
Proteina S variante delta 5
Experimental
Proteina S variante Wuhan 5
SARS-CoV-2 completo 5
Coronavirus alpaca 5
Control Suero fisiologico 5

3.2.1 Criterios de muestreo

Antes de la inmunizacidn, se realiz6 un muestreo por conveniencia de las alpacas de la estacion

IVITA Marangani basado en los siguientes criterios:

Criterios de inclusion

Alpacas clinicamente sanas, negativas a coronavirus de alpaca mediante analisis molecular (RT-

PCR) y también negativas al analisis serologico (prueba de neutralizacion viral).

Criterios de exclusion

Alpacas clinicamente afectadas o tratadas con antibioticos en los ltimos 3 meses, positivas a
coronavirus de alpaca mediante analisis molecular (RT-PCR) y también positivas al analisis

serologico (prueba de neutralizacion viral).

3.2.2 Consideraciones éticas
Se extrajeron las muestras de sangre con el consentimiento informado del director del IVITA-
Marangani; mediante un personal capacitado que incluia al tesista, al asesor de tesis y a un

profesor de la misma estacion, quien es un médico veterinario encargado de la Sanidad Animal y

se encuentra involucrado en el proyecto. El manejo de los animales se llevo a cabo siguiendo el
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protocolo establecido en la Autorizacion N.o 2009-001 del Comité de Etica y Bienestar Animal
de la Facultad de Medicina Veterinaria de la Universidad Nacional Mayor de San Marcos,
garantizando el manejo adecuado de los animales sin dolor ni maltrato. Luego de la inmunizacion
cada alpaca fue mantenida en observacion durante 20 minutos para identificar cualquier reaccion,

asimismo fue con cada extraccion de sangre realizada.

3.3 Disefio experimental
3.3.1 Seleccion de alpacas a inmunizar

3.3.1.1 Examen clinico

Se consideraron varios aspectos para determinar la condicion de salud de los animales que serian
seleccionados. Se evaludé su nivel de alerta, condicion corporal, temperatura, presencia de
sintomas como tos, estornudos, descargas nasales, y la consistencia y color de sus heces. También
se examino su piel para detectar areas sin pelo, ectoparasitos y abscesos; se reviso su cavidad oral
en busca de espuma, Glceras y abscesos, sus oidos para evaluar inflamacion, pus, costras y ulceras,
y sus ojos en busca de lagafias, conjuntivas rojas y exudado purulento. Finalmente, se palp6 su
abdomen para detectar hinchazén y dolor.

Los animales que se determinaron como sanos fueron trasladados a otro corral con el fin de
recolectar muestras de heces y sangre para su posterior analisis molecular y serologico. Estas

muestras se mantuvieron en congelacion a 4°C por aproximadamente 4 dias hasta su uso.

3.3.1.2 Analisis molecular para la deteccion de coronavirus de alpaca

3.3.1.2.1 Procesamiento de las muestras fecales

Los procedimientos de clarificacion y filtracion se aplicaron a las muestras previamente
descongeladas. Inicialmente, se prepararon muestras fecales al 10% a pH 7,2 en solucion salina
tamponada con fosfato y se centrifugaron durante 5 minutos a 2500x g. Posteriormente, se
utilizaron filtros de 0,22 pm de diametro para filtrar el sobrenadante resultante, eliminando los
principales contaminantes como hongos, bacterias y parasitos. Para extraer el ARN viral, se

utilizo el sobrenadante fecal depurado.

3.3.1.2.2 Extraccion de ARN

Se extrajo el ARN empleando Trizol®LS (Ambion, life technologies) seglin las recomendaciones

del fabricante. Se afiadieron 300 pl de la muestra fecal y 900 ul de Trizol®LS (tiocinato de
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guanidina + fenol) a un vial de 1,5 ml. Tras multiples homogeneizaciones y un periodo de
incubacién de 5 minutos a temperatura ambiente, se afiadieron 240 pl de cloroformo y se agito la
mezcla en vortex. La mezcla se centrifugd a 12000g durante 15 min a 4°C tras una incubacioén
adicional de 5 min a temperatura ambiente, capturandose la fase superior acuosa (que contiene el
ARN genoémico) y se llevd a un nuevo tubo Eppendorf. A continuacion, se adiciond 600 pl de
alcohol isopropilico, se agitd en vortex y se incubd en hielo durante 10 minutos. Luego se
centrifugd por 10 minutos a 12000g a 4°C para precipitar el ARN genomico. Finalmente, se
descarto el sobrenadante y se agrego al pellet del tubo 1 ml de etanol al 75%, se agitd y se
centrifugd por 5 minutos a 12000g a 4°C. Posteriormente, el sobrenadante fue eliminado y el
pellet fue dejado secar al medio ambiente por 10 minutos. Como ultimo paso, se resuspendio el
ARN en 30 pl de agua libre de nucleasas y se puso a incubar a 60°C durante 15 minutos. Al

finalizar la incubacion, el ARN fue guardado a -70°C hasta su uso.

3.3.1.2.3 Produccion de ADN complementario (ADNCc)
La obtencion del ADNCc se inicié colocando 5 pul. del ARN extraido de cada muestra en tubos de
PCR para su desnaturalizacion incubandose en el termociclador a 95°c por 5 minutos, para

después dejarlas enfriar por 5 minutos a 4°C.

La transcripcion reversa (RT) fue realizada mediante el kit GoScriptTM Reverse Transcription
System (Promega, USA) que proporciona todos los componentes para realizar el Master Mix
(Cuadro 3). Se utilizo el primer reverso del Pancoronavirus (Cor-Rv) y la enzima transcriptasa

reversa ImProm-II (Promega, Madison, Estados Unidos).

Cuadro 3. Componentes y cantidades del Master Mix para la transcripcion reversa (RT)

RT Mix Vol para 1 reaccion

dH20 0,4 ul
5X RT buffer 2ul

MgCl2 25mM 1,2 ul

dNTPs 10mM 0,6 ul

Primer Cor-Rv/reverso (20uM) 0,4 ul

Enzima RT Promega 0,4 ul
Total S5ul
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Se afiadieron 5 pl de este mix a cada muestra de ARN en su respectivo tubo de PCR, la mezcla
fue homogenizada y llevada al termociclador modelo TI00TM (BIO-RAD, USA). El ciclo
térmico para la retrotranscripcion de este kit consistié en una temperatura inicial de 25°C durante
5 minutos, seguida de una temperatura de 42°C durante 1 hora para luego quedar a la temperatura

final de 4°C. E1 ADNCc obtenido se almacend a -20°C hasta ser sometido a la reaccion de PCR.

3.3.1.2.4 Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR)

Se tomo 5 pl del ADNc de cada muestra y 20 pl de la mistura (6,5 pl agua libre de nucleasas,
12,5 ul GoTaq r Green Master Mix, 2X (Promega USA), 0,5 ul de primers New Beta F y 0,5
New Beta 3XR especificos para todos los BCoV siguiendo el protocolo de Castilla et al. 2021
(cuadro 3) a una concentracion de 20 uM para la generacion de u fragmento de 227pb. Las
amplificaciones fueron procesadas en un termociclador T1I00TM (BIO-RAD, USA). Las
condicione de cada ciclo de PCR se detallan en el cuadro 4. Se utilizaron los primers detallados

en el cuadro 5.

Cuadro 4. Condiciones de la PCR para la deteccion de Panbetacoronavirus

Fase Temperatura Tiempo

Desnaturalizacion inicial 95°C 3 minutos
94°C 40 segundos

Desnaturalizacion
o . 57°C 1 minuto
Hibridacion (35 ciclos)
Elongacion 72°C 40 segundos
Extension final 72°C 10 minutos
C
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Cuadro 5. Oligonucleétidos utilizados en la reaccion de RT- PCR para la deteccion de
Panbetacoronavirus. Oligonucleotidos degenerados: W= A/T, Y= C/T, *pb = pares de bases

Virus Gen Ensayo Primers Secuencia  Posicion Referencia
del primer
Todos los ORF1b RT Cor-Rv  TCRCAYT 15,153- Moés et al.,
Cov TDGGRTA 15,172 2005
RTCCCA
Panbetaco  ORF1b PCR  New ATTAGTG 14,946— Castilla et
ronavirus Beta F CWAAGA 14,971 al., 2021
ATAGAGC
YCGCAC
New TCACAYT 15,148-
Beta3X TWGGRT 15,172
R ARTCCCA
DCCCA

3.3.1.2.5 Electroforesis en gel de Agarosa

El analisis de los resultados de la reaccion de RT-PCR se realizoé por electroforesis en gel de

agarosa al 1.5% con TBE 0.5X (Tris 0,089 M; acido borico 0,0089M; EDTA 0.025M, pH 8,3)

adicionando 5 pl de bromudio de etidio (0,5 pg/ ul). Se aplicoé 5 pl de cada poducto de PCR al

pocillo respectivo en el gel y sometido a una corriente de 120V por 100 minutos en buffer TBE

0,5X. Después de la corrida electroforética se visualizd con un transiluminador con luz

ultravioleta y fotografiado con camara digital. El tamafio del fragmento (227pb) fue estimado por

comparacion con un patron de tamafio molecular de 100 pares de bases (Promega, USA).
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Figura 9. Gel de agarosa al 1.5% tefiido con bromuro de etidio mostrando los productos
amplificados del RT-PCR BetaCoV, gen ORF1b (227pb). Linea PM:100 pb del marcador de
ADN; las lineas del 37 al 44, muestras de heces; tres lineas +C, controles positivos de BCoV;
linea -C, control negativo.

3.3.1.3 Analisis serologico para la deteccion de anticuerpos contra coronavirus de

alpaca

Con el objetivo de determinar la posible presencia de anticuerpos contra el coronavirus de alpaca
que sugieran la ocurrencia previa de una infeccion, se llevo a cabo la prueba de neutralizacion
viral en microplacas descartables de 96 pocillos con todas las muestras de suero recolectadas
segun el protocolo disponible en la Seccién de Virologia del Laboratorio de Microbiologia y
Parasitologia de la FMV-UNMSM.

Las muestras de suero se colocaron en Bafio Maria a una temperatura de 56°C durante 30 minutos
para su inactivacion. Los controles de virus previamente titulados fueron preparados en
concentraciones de 100 DISO CC/50 uL (Dosis infectiva 50 en cultivo celular), 10 DISO CC/50
pL, 1 DI5S0 CC/50 pL y 0.1 DISO CC/50 pL. Se agregaron 50 pL de diluyente estéril (MEM +
antibidtico) a cada pocillo de cada microplaca, a continuacion, se agregaron 50 uL de cada suero
en la primera hilera de la microplaca, desde la fila A hasta la H, creando una mezcla diluyente-
suero. A partir de la primera hilera, se realizaron diluciones seriadas empezando con una dilucion
1:2 (fila A), 1:4 (fila B) y hasta llegar a 1:256 (fila H). Posteriormente, se anadieron 50 pL de
coronavirus de alpaca en concentracion de 100 DIS0 CC/50 pL a todos los pocillos, exceptuando
al control celular. Las microplacas se incubaron a 37°C durante una hora. Luego de ese tiempo,
se agregaron 100 pL de una suspension de células VERO21 a cada microplaca, incluyendo los

controles, para finalmente dejarlas incubar a 37°C y 5% de CO2 durante 3 dias. Se consideraron
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negativas aquellas alpacas cuyos sueros daban un titulo de anticuerpos <1/2; es decir, no tenian

anticuerpos contra coronavirus de alpaca. (Victorio, 2004)

Finalmente fueron seleccionadas aquellas alpacas que resultaron negativas a coronavirus de
alpaca mediante la prueba molecular y también las negativas a la presencia de anticuerpos
mediante la prueba serologica, resultando un total de 35 alpacas a inmunizar. Todas fueron
alpacas hembra, de raza Huacaya, pertenecientes al mismo rebafio y mayores a 2 afios de edad.
Estas alpacas fueron separadas del resto y colocadas en otro ambiente a la espera de su

inmunizacion.

3.3.2 Inmundgenos

3.3.2.1 Preparacion de inmundgenos de cepas aisladas

El inoculo de SARS-CoV-2 fue obtenido de un aislado del tracto respiratorio de gato
aparentemente normal con familia positiva a COVID-19 por inmunocromatografia. El aislado fue
determinado como un Betacoronavirus mediante RT-PCR para el gen RdRp. Posteriormente el
producto de esta PCR fue enviado a la reconocida Plataforma de secuenciamiento gendmico
Macrogen Inc. (Setl, Corea) en la cual se utilizé el método de Sanger para obtener la secuencia

de nucledtidos del virus detallado a continuacion:

SARS-CoV-2 - aislado gato - gen RdRp
GAATAGAGCCCGCACCGTAGCTGGTGTCTCTATCTGTAGTACTATGACCAATAGAC
AGTTTCATCAAAAATTATTGAAATCAATAGCCGCCACTAGAGGAGCTACTGTAGTA
ATTGGAACAAGCAAATTCTATGGTGGTTGGCACAACATGTTAAAAACTGTTTATAG
TGATGTAGAAAACCCTCACCTTATGGGCTGGGATTACCCTAAATGTG

Al comparar esta secuencia de nucledtidos en la base de datos del programa BLAST®
[www.blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi] se pudo confirmar que se trataba de SARS-CoV-2
(Figura 10).
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Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 genome assembly, complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% 7e-103 99.07% 29846 0Y610300.1
Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 genome assembly, complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% 7e-103 99.07% 29847 0Y610222.1
Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 genome assembly, complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% 7e-103 99.07% 29847 0Y575028.1
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 genome assembly,_complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% T7e-103 99.07% 29890 OY574637.1
Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 genome assembly, complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% 7e-103 99.07% 29851 0OY566916.1
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 genome assembly._complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% Te-103 99.07% 29890 OY566827.1
Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 genome assembly, complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% 7e-103 99.07% 29890 0Y534261.1
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 genome assembly._complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% Te-103 99.07% 29890 OY¥532511.1
Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 genome assembly, complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% 7e-103 99.07% 29890 0Y5321101
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 genome assembly._complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% Te-103 99.07% 29890 0OY¥5154191
Severe acute respiratory_syndrome coronavirus 2 genome assembly,_complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% T7e-103 99.07% 29890 0OY5113131
Severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 genome assembly._complete genome: monopartite Severe acute res 387 387 100% Te-103 99.07% 29890 O¥5021331

Figura 10. Alineamiento multiple de las secuencias nucledtidos obtenidas del SARS-
CoV-2 mediante el programa de BLAST.

Respecto al coronavirus de alpaca, el laboratorio contaba con el virus cultivado en células VERO.

La preparacion de los inmunogenos a partir de estos virus aislados fue hecha de la misma manera
(Reyes et al., 2017). En primer lugar, fueron sembrados en células VERO observandose a los
cuatro dias el efecto citopatico caracteristico de los coronavirus, posteriormente fueron

cosechados y sometidos al siguiente procedimiento:

a) Inicialmente se llevaron a cabo tres ciclos de congelacion y descongelacion, seguidos de
una centrifugacion a 2500rpm durante 10 minutos.

b) Tras este proceso se obtuvo un sobrenadante de 15ml el cual fue sometido a precipitacion
con acetona en una proporcion 50:50 (15ml de sobrenadante y 15ml de acetona),
dejandose incubar a 20°C durante 30 minutos.

¢) Serescata el pellet obtenido para continuar con la preparacion del inoculo, afiadiéndosele
Iml de albumina y 100ul de formaldehido para luego dejarlo incubar a temperatura
ambiente durante 30 minutos.

d) Finalmente se agrega 1ml de adyuvante de FREUDS para obtener la emulsion.

Luego de obtener ambos productos, se procedié a cuantificar sus proteinas utilizando la técnica
de fluorometria a través del Qubit Protein Assay. Este ensayo es capaz de detectar muestras con
concentraciones de proteinas en un rango que va desde 12.5 pg/mL hasta 5 mg/mL, permitiendo
asi calcular con precision la concentracion de las proteinas obtenidas en la unidad de medida

necesaria. (Figura 11).
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Para el lisado completo de SARS-CoV-2 el resultado fue de 732 ug/ml y para el coronavirus de
alpaca se obtuvo un resultado de 744 ug/ml, indicando en ambos casos una cantidad adecuada de

antigenos a inocular.

Estandares del kit.
il Aseglrese de que todos

. 5 - " .
los reactivos estén a m m
temperatura ambiente. |
]
M M

Qubit™ reactivo 10 pL\J \, \ 10 L

(I 190 L g E ‘g
Bkl 180-199 pL

El volumen final del tubo Qubit™ es de 200 pL.
Qubit™ Solucién de trabajo

buffer

199 x n pL* Muestras del usuario.

I

120 pL\ 1-20 pl\, 1-20 uL\

* donde n = nlimero de estandares mas nimero de muestras. g ; ;

El volumen final del tubo Qubit™ es de 200 pL.

Figura 11. Esquema del protocolo de cuantificacion de proteinas utilizando Qubit Protein
Assay. (https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/Q33211?SID=srch-srp-Q33211)

3.3.2.2 Inmunogenos obtenidos de laboratorios comerciales

Las fracciones de la proteina S de las variantes alfa, beta y delta del SARS-CoV-2 fueron
obtenidas del laboratorio BPS Bioscience (California, EE.UU.). Y la proteina S Recombinante
completa cepa Wuhan fue obtenida del laboratorio CUSABIO (Houston, EE.UU.).

Las especificaciones de cada antigeno se encuentran descritas en el cuadro a continuacion (Cuadro

6).
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Cuadro 6. Caracteristicas de los inmunogenos obtenidos de laboratorios comerciales.

Variante  Nombre Linaje Proteina  Mutaciones Concentracié6 Concentraci6 Volumen a
coloquial Pangolin S importantes n inicial n final a inocular
inocular por alpaca
Alfa Britanica B 1.1.7 S1+S2 N501Y 650 ug/ml 14.2 ug/ml Iml
P681H
D614G
Beta Sudafrica B 1. 351 S1+S2 N501Y 510 ug/ml 14.2 ug/ml Iml
na K417N
D614G
E484K
Delta India B.1.617.2 S1 L452R 2990 ug/ml 14.2 ug/ml Iml
E484Q
D614G
Original o Salvaje No S1 D614G 20 ug/ml 4 ug/ml Iml
Wuhan demonina
do

3.3.3 Inmunizacion de alpacas

A los dos dias de haber sido seleccionadas segun los criterios de inclusion y exclusion
previamente explicados, las alpacas del grupo experimental fueron identificadas con un arete
segun el antigeno inoculado. Las alpacas del grupo control fueron identificadas con un arete de

color diferente.

La primera inmunizacion fue realizada por via subcutanea a nivel de la base del cuello usando
una aguja de calibre 21, esto con el fin de estimular la respuesta inmune con la participacion activa
de células presentadoras de antigenos. Pasando 15 dias se realizd la segunda inmunizacién via
intramuscular en la region del triceps femoral para estimular la respuesta inmune adaptativa

humoral. Al término de cada inoculacion se mantuvo a las alpacas bajo observacion durante un
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lapso de 20 minutos, con el propdsito de identificar posibles reacciones alérgicas severas, tales
como aumento de la temperatura rectal por encima de 39.5°C, debilidad, vomitos, dificultad

respiratoria o diarrea.

Las alpacas del grupo control fueron inoculadas con suero fisiolégico manteniendo el mismo

lapso de 15 dias entre cada una de las aplicaciones (Cuadro 7).

Cuadro 7. Esquema de inmunizacion de las alpacas

GRUPO Dia 1 Dia 16 Dia 31
Experimental Primera inmunizacion Segunda Recoleccion muestras
inmunizacion sanguinea
Control Primera inoculacion ~ Segunda inoculacion ~ Recoleccion muestras
con suero fisiolégico  con suero fisiologico sanguineas

3.3.4 Obtencion de sueros

Transcurrido 15 dias después de haberse realizado la segunda inmunizacion, se procedio a la

extraccion de sangre de cada alpaca a través de la vena yugular.

En las alpacas la vena yugular no es prominentemente visible al aplicar presion, por lo que se
utiliza el proceso transverso de las vértebras cervicales como punto de referencia para realizar la
hemostasia en la zona medial de dicho proceso. Con el uso de agujas vacutainer de 20G x 1.57,
la sangre de cada alpaca fue drenada a recipientes estériles de 50ml con su correspondiente rotulo.
Las alpacas fueron supervisadas durante 20 minutos luego de la extraccion para detectar cualquier
signo de sangrado. La sangre extraida fue dejada a coagular naturalmente a 15-20°C durante una
hora, lo que permitié la separacion del suero sanguineo en la parte superior. Luego, se recolectod
el suero con una pipeta Pasteur en tubos de centrifuga de 20 ml y se centrifugo a 500 g por 10
minutos. El suero centrifugado se almacend en frascos estériles de 5 ml y se mantuvo a una

temperatura de 10°C para su uso posterior.

3.3.5 Deteccion de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2 mediante la prueba

de neutralizacion viral

La prueba de neutralizacion viral se erige como el estandar de oro para la identificacion de

anticuerpos neutralizantes dirigidos contra un virus especifico. En esta prueba se enfrentan el
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suero a analizar en distintas concentraciones contra el virus dentro de un medio donde se
encuentra una monocapa de células, esto con el fin de evaluar los anticuerpos mediante su
capacidad para interrumpir la infeccion viral, es decir neutralizar el virus. En este contexto, el

efecto citopatico asume un papel crucial en la cuantificacion de los titulos de anticuerpos.

Cuando los anticuerpos presentes en el suero cuentan con la capacidad de neutralizar el virus, se
evidenciard un efecto citopatico escaso o inexistente en las células indicando que lograron

bloquear la infeccion viral. De este modo se permite deducir los titulos de los anticuerpos.

El protocolo de neutralizacion viral es el mismo al explicado anteriormente, con la variacion en
este caso que los controles de virus que se prepararon fueron utilizando la cepa viral de SARS-
CoV-2 que se aisl6 en el Laboratorio de Virologia. Las microplacas se incubaron a 37°C durante
una hora. Luego de ese tiempo, se agregaron 100 pL de una suspension de células VERO-21 a
toda la microplaca, incluyendo los controles, y se incubaron a 37°C y 5% de CO2 durante 48

horas. Al finalizar, se realiz6 la lectura e interpretacion de los resultados.

3.3.6. Analisis de la informacion

Se empleo el software estadistico R para el desarrollo de la prueba no paramétrica de Kruskal
Wallis con el fin de determinar la existencia de diferencia estadistica significativa entre los titulos

de anticuerpos de cada antigeno, seguido del analisis post hoc correspondiente.
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Iv. RESULTADOS

4.1 Deteccion de anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2

La prueba de neutralizacion viral final fue realizada enfrentando los anticuerpos obtenidos de los
sueros de todas las alpacas inmunizadas contra los distintos inmundgenos previamente descritos
versus el antigeno del virus completo SARS-CoV-2 aislado. El titulo de anticuerpos neutralizantes
contra SARS-CoV-2 se determind como la dilucion mas alta del suero en la cual la infectividad
fue neutralizada en el 100% de las células en los pocillos. La seropositividad (presencia de

anticuerpos neutralizantes contra SARS-CoV-2) se definié como un titulo > 1/8.

Los resultados de la neutralizacion viral se muestran en el Cuadro 8 y Figura 12. El inmunégeno
de la proteina S de la variante alfa indujo anticuerpos neutralizantes en todas las alpacas (n=5)
con un titulo de anticuerpos >1/256; el inmunodgeno de la proteina S de la variante beta también
indujo anticuerpos neutralizantes en todas las alpacas (n=5) con titulos diferentes de 1/16 (n=1),
1/32 (n=2) y 1/128 (n=2). En caso del inmunogeno de la proteina S de la variante delta solo una
alpaca no produjo anticuerpos neutralizantes (titulo <1/2), las otras 4 fueron seropositivas, con
titulo 1/8 (n=2) y con titulo 1/16 (n=2); para el inmunogeno de la proteina S de la variante original
o Wuhan, todas las alpacas (n=5) produjeron anticuerpos neutralizantes, con titulo 1/8 (n=2) y

con titulo 1/16 (n=3).

En el caso del inmunogeno SARS-CoV-2 completo inactivado, indujo anticuerpos neutralizantes
en todas las alpacas (n=5) con un titulo de >1/256; mientras que el inmunogeno de coronavirus
de alpaca no produjo anticuerpos neutralizantes en ninguna alpaca inmunizada, resultando un

titulo de (<1/2), similar a lo obtenido con los sueros de las alpacas (n=5) del grupo control.
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Cuadro 8. Numero de alpacas distribuido en su resultado de titulo de anticuerpos por cada
antigeno inoculado.

Negativo (<1/2) 1/2 1/4 1/8 1/16 1/32 1/64 1/128  1/256

Proteina S - - - - - - - - 5
Variante Alfa

Proteina S - - - - 1 2 - 2 -
Variante

Beta

Proteina S 1 - - 2 2 - - - -
Variante

Delta

Proteina S - - - 2 3 - - - -
Variante

original o

Wuhan

SARS-CoV-2 - - - - ; - - - 5

lisado

completo

Coronavirus 5 - - - - - - - -

alpaca

Suero 5 - - - - - - - -

fisiolégico

Titulos {10"x)

variante
Alfa
Beta

t

Coronavirus alpaca
Delta

+

Original
SARS-CoV-2 completo
Suero fisiologico

NI
t

i
[N .

Alfa Beta Coronavirus alpaca Delta Criginal SARS-CoV-2 completo  Suero fisiologico
Variantes

Figura 12. Grafico de dispersion de las respuestas de titulos de anticuerpos por cada antigeno
inoculado realizado en R. Los titulos han sido expresados en escala logaritmica.
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4.2 Analisis estadistico

Como resultado de la prueba de Kruskal Wallis en R, con un nivel de significancia de 0.05 se
determino que se rechaza la hipétesis nula (p= 0,00001375), es decir los resultados de los titulos

de anticuerpos son estadisticamente diferentes.

Tras realizarse el andlisis post hoc se pudo obtener entre cuales antigenos existe esta diferencia

significativa, resumido en el siguiente cuadro:

Cuadro 9. Diferencias estadisticas (p<0.05) entre los resultados de anticuerpos por cada
antigeno indicado por superindices *><4<,

Antigeno

Proteina S variante Alfa?

Proteina S variante Beta ®

Proteina S variante Delta ©

Proteina S variante original o Wuhan <<

SARS-CoV-2 lisado completo *

Coronavirus alpaca °©

Suero ©

Estadisticamente, las respuestas de anticuerpos hacia las proteinas S de las variantes alfa, beta y
delta exhiben diferencias significativas entre ellas. Sin embargo, es importante destacar que la
respuesta de los anticuerpos neutralizantes ante la proteina S de la variante alfa no muestra
diferencia (p>0.05) con respecto a la respuesta de anticuerpos neutralizantes con el virus completo
SARS-CoV-2. Por otro lado, la respuesta de anticuerpos ante la proteina S de la variante original
muestran discrepancias (p<0.05) con la respuesta de la mayoria de los inmundgenos, a excepcion
de la proteina S de la variante delta. Ademas, la respuesta de los anticuerpos contra el coronavirus
de alpaca presenta diferencias significativas (p<0.05) con lo obtenido de todos los antigenos a
excepcion del suero control. Estos resultados determinan que los anticuerpos IgG son capaces de

neutralizar al virus SARS-CoV-2, demostrando asi su especificidad, ademas existe una inmunidad
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cruzada entre las distintas variantes de SARS-CoV-2 y no se evidencia una reaccion cruzada con

el coronavirus de alpaca.
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V. DISCUSION

Los resultados obtenidos en nuestra investigacion refuerzan una vez mas la capacidad de la
proteina S del SARS-CoV-2 para inducir la produccion de anticuerpos neutralizantes. Al
comparar la respuesta de neutralizacion viral de las alpacas inoculadas solo con la porcion S de
la variante alfa y aquellas inoculadas con el virus completo del SARS-CoV-2 se obtuvo en ambas
el mismo titulo de anticuerpos (=1/256), ademas no se observa diferencia estadistica al comparar
estas dos respuestas (p>0.05). La proteina S ha demostrado ser altamente inmunogénica, es decir,
tiene la capacidad de estimular una fuerte respuesta inmunitaria en el organismo, desde su entrada
mediante los receptores tipo toll (TLRs) hasta la produccién de anticuerpos (Zhao et al., 2021).
Mediante analisis computacional se ha encontrado que multiples residuos de la proteina S
probablemente interactian con TLR1, TLR4 y TLR6. Los sitios predichos en esta interaccion se
encuentran predominantemente en la subunidad S1 de Spike (Bhattacharya et al, 2020;
Choudhury y Mukherjee, 2020). Y mediante el analisis matematico de la entropia de Shannon
(SE), se determind una baja entropia genética indicando una baja tasa de variabilidad genética
dentro de esta region, sugiriendo que los residuos que interactian con TLR son relativamente
conservados. Por lo tanto, es probable que las respuestas inmunitarias inducidas por la vacuna
hacia estas regiones puedan inducir proteccion cruzada y duradera incluso en la aparicion de

nuevas variantes. (Barnes et al., 2020; Wang C et al., 2020).

En cuanto a la respuesta humoral, aunque multiples regiones de la proteina S son capaces de
provocar respuestas de anticuerpos, solo un pequefio subconjunto de estos anticuerpos parece ser
capaz de inhibir la infeccion por SARS-CoV-2 cuando se utilizan en ensayos de neutralizacion
(Xiaojie et al., 2021). Un estudio reciente de Magazine et al. profundizaron en la respuesta
inmunologica contra la proteina Spike del SARS-CoV-2, revelando que, aunque se genera una

respuesta inmune contra casi todas las regiones de esta proteina, solo ciertos sitios inducen una
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respuesta efectiva en la prevencion de la infeccion (Magazine et al., 2023). Esto debido a que
muchos de los epitopos reconocidos por los anticuerpos de los pacientes presentan altas tasas de
mutacion dentro del RBD, esto como parte de su papel para evadir la respuesta inmune (Ro6ltgen
et al., 2021). En cambio, aquellos epitopos ubicados en el dominio S2, especificamente en los
residuos 809-876 y 1140-1166, mostraron baja variabilidad genética y fueron reconocidos
eficazmente por los anticuerpos, resultando en una neutralizacion efectiva. Por lo tanto, tales
epitopos probablemente serian objetivos prometedores para el desarrollo de vacunas universales,
ya que los anticuerpos de los pacientes dirigidos a estas areas probablemente serian abundantes,

altamente neutralizantes y menos propensos a perder efectividad contra las nuevas lineas

emergentes de SARS-CoV-2 (Candido et al., 2022; Liu et al., 220).

En nuestro estudio se ha obtenido una estrecha correlacion serologica entre la respuesta de
anticuerpos contra SARS-CoV-2 de las alpacas inmunizadas con la proteina S de la variante alfa
y las inmunizadas con el lisado completo SARS-CoV-2, esto podria deberse a que el aislado viral
usado para la preparacion del inmunogeno de este tltimo fue obtenido a partir de muestras de un
gato infectado en julio del 2020, durante la primera ola de la pandemia de COVID-19 en el Peru.
En un reporte realizado por Padilla-Rojas et al. secuenciaron 34 genomas SARS-CoV-2
procedentes de diversas regiones, durante el inicio de la pandemia en Pert. Como resultado se
identificaron seis linajes genéticos del SARS-CoV-2 (A2, A5, B.1,B1.1, B1.1.1, B1.5) de acuerdo
con el andlisis de GISAID y Pangolin. La mayoria de las secuencias peruanas del SARS-CoV-2
obtenidas aqui fueron clasificadas como clado B.1 (38%, n = 13), y particularmente dentro del
subclado B.1.1.1 (29.4%, n = 10) clasificados en la variante alfa (Padilla-Rojas et al., 2020;
Gutiérrez-Tudela et al., 2021).

En este estudio se constata que la proteina S de la variante beta también es capaz de generar
anticuerpos neutralizantes en todas las alpacas inoculadas; sin embargo, los titulos de anticuerpos
obtenidos fueron inferiores en comparacion con los titulos obtenidos por la inmunizaciéon con el
virus SARS-CoV-2 completo, mostrando ademas una diferencia estadistica (p<0.05). Estos
resultados sugieren la existencia de altos niveles de reaccion cruzada seroldgica entre estas
variantes (Tegally ef al., 2021). Esta reaccion cruzada se atribuye a que la variante beta presenta
modificaciones en la proteina S en algunos de sus epitopos; sin embargo, se mantiene intactos
aquellos epitopos que son responsables de generar anticuerpos neutralizantes contra la cepa alfa

(Hoffman et al., 2021).
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En cuanto a la comparacioén entre la respuesta obtenida en titulos de anticuerpos contra SARS-
CoV-2 de la proteina S de la variante beta y la respuesta obtenida con los demas antigenos el
analisis estadistico demostrd diferencia significativa entre todas ellas (p<0.05). En un estudio
hecho por Zhou et al. se analiz6 la actividad neutralizante de la variante beta en comparacion con
un aislado relacionado a la cepa original Wuhan, denominado “Victoria” en el estudio. El estudio
utiliz6 pseudotipos portando las proteinas S de las variantes B.1.351 (beta), P.1 (gamma) y B.1.1.7
(alfa) del SARS-CoV-2 para investigar su neutralizacién mediante la Prueba de reduccion de foco
de neutralizacion (FRNT por sus siglas en inglés). Para este analisis, los pseudotipos se incubaron
con plasma derivado de pacientes con COVID-19 o suero de individuos vacunados con la vacuna
Pfizer-BioNTech BNT162b2. Entre los resultados se encontrd que tenia niveles de neutralizacion
significativamente reducidos en comparacion con la cepa Victoria. Ademas las muestras
plasmaticas convalecientes mostraron una reduccion de 13.3 veces en el titulo de neutralizacion
entre Victoria y la variante beta. Los anticuerpos resistentes a ciertas mutaciones en la variante
B.1.351, como K417N, E484K y N501Y, mostraron resiliencia y titulos de neutralizacion
similares entre Victoria y B.1.351 (Caly et al., 2020; Seemann et al., 2020; Zhou et al., 2021).

Respecto a la respuesta de anticuerpos neutralizantes tras la inmunizacion con la proteina S de la
variante delta contra el virus completo SARS-CoV-2, nuestros resultados muestran que en 1
alpaca no se desarrollaron anticuerpos neutralizantes y en las 4 alpacas restantes el titulo de
anticuerpos no fue muy alto, lo cual sugiere que las modificaciones realizadas en la proteina S de
esta variante han afectado ciertos epitopos que normalmente son responsables de inducir la
produccion de anticuerpos neutralizantes. Este resultado es consistente con investigaciones
anteriores que evaluaron la sensibilidad de esta variante a los anticuerpos monoclonales y a los
anticuerpos presentes en sueros de personas recuperadas o vacunadas contra el COVID-19.
(Lopez et al., 2021). Ciertos anticuerpos monoclonales dirigidos contra los dominios NTD y RBD
han demostrado ser ineficaces contra la version Delta. Cuando se tomaron sueros de pacientes
que se habian recuperado hasta 12 meses después de la aparicion de los sintomas, mostraron una
eficacia cuatro veces menor contra la variante Delta que contra la forma Alfa. Los sueros de
quienes recibieron una dosis unica de las vacunas de Pfizer o AstraZeneca apenas inhibieron la
Delta. Sin embargo, la administracion de dos dosis de la vacuna resultd en una respuesta
neutralizante en el 95% de los sujetos, aunque con niveles de anticuerpos de tres a cinco veces
inferiores contra Delta en comparacion con Alfa. Por lo tanto, la expansion de la variante Delta
se asocia con una capacidad de evasion de los anticuerpos que se enfocan en los epitopos RBD y
no RBD de la proteina espiga. (Planas ef al., 2021). Tras comparar la respuesta de anticuerpos

neutralizantes de este antigeno frente a los demas, se obtuvo que existe diferencia estadistica con
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todos ellos excepto con el antigeno de la proteina S de Wuhan, en donde se obtuvo un p>0.05

demostrando que no existe diferencia significativa entre las respuestas de ambos antigenos.

En el transcurso del estudio, se ha logrado determinar que el coronavirus que afecta a las alpacas
no produce anticuerpos neutralizantes contra el SARS-CoV-2 en ninguna de las alpacas a pesar
de pertenecer ambos al mismo género de Betacoronavirus. La inexistencia de inmunidad cruzada
entre estas dos cepas podria explicarse por su ubicacion en diferentes subgéneros.
Especificamente, el coronavirus de alpaca se engloba en el subgénero Embecovirus, mientras que

el SARS-CoV-2 se clasifica en el subgénero Sarbecovirus (Lopez et al., 2011; Luna et al., 2015)

En algunos estudios han determinado una reaccion cruzada entre SARS-COV-2 y algunas cepas
virales de humanos como en la cepa HCoV 119, especulandose que los coronavirus que afectan
animales mamiferos también podrian inducir anticuerpos neutralizantes por reaccion cruzada, sin
embargo, en este estudio determinamos que no existe reaccion cruzada inmunogénica entre el
coronavirus de alpaca y el SARS-CoV-2 humano. La reaccion cruzada se debe a que la proteina
S contiene multiples determinantes antigénicos que inducen una respuesta inmune humoral
eficiente; sin embargo, esta tiene una tasa de variacion que determina nuevas variantes virales que
producen cambios en estos determinantes antigénicos, haciendo poco efectivos los anticuerpos

generados de epitopos no modificados (Wrapp D. et al., 2020)

El estudio sobre la reactividad cruzada de anticuerpos contra coronavirus humanos y animales
revel6 resultados significativos: los pacientes recuperados de COVID-19 mostraron respuestas de
anticuerpos no solo contra SARS-CoV-2, sino también contra una amplia gama de otros
coronavirus humanos (como OC43, HKU1, NL63, 229E, SARS-CoV, y MERS-CoV) y 49 cepas
de coronavirus animales (aCoVs) procedentes de diversas especies como murci¢lagos, roedores,
aves y animales domésticos (Klompus et al., 2021). Se observé una reactividad cruzada notable,
indicando que los anticuerpos generados por la infeccién con un coronavirus pueden reconocer y
reaccionar con antigenos de otros coronavirus. Este hallazgo subraya la posibilidad de desarrollar
estrategias de diagnostico que puedan detectar infecciones zoondticas emergentes a partir de
respuestas inmunitarias a coronavirus conocidos, ofreciendo una herramienta potencialmente

valiosa para la vigilancia y respuesta rapida frente a futuras pandemias (Kim ez al., 2020).

En nuestro caso no hemos podido realizar el secuenciamiento completo de la proteina S de nuestro
aislado, lo que nos impide realizar un estudio bioinformatico preciso de los sitios modificados
entre esta cepa y las proteinas S de las variantes alfa, beta, delta y Wuhan trabajadas en este

estudio, sin embargo serologicamente nuestros resultados indicaria que es una cepa de la variante
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alfa y que es mas concordante con el estudio epidemioldgico de la cepa prevalente en Lima
durante la causada por la primera ola de COVID-19 que era provocada por esta variante

(Gutiérrez-Tudela et al., 2021) .

En nuestro estudio se determina que las alpacas son animales que reaccionan inmunogenicamente
contra las distintas proteinas S de las variantes del SARS-CoV-2, siendo utilizadas como modelo
animal para la produccion de anticuerpos especificos contra este virus. Se tiene el reporte de
Hanke et al., donde inmunizaron una alpaca con la porcion S1 del SARS-CoV-2 y mediante el
método de exposicion en fagos se aisldo un nanoanticuerpo el cual llamaron Ty1. Para determinar
si neutralizaba al SARS-CoV-2, el nanoanticuerpo fue enfrentado a particulas lentivirales
pseudotipadas con la proteina de espiga de SARS-CoV-2 mediante la prueba de neutralizacion in
vitro. Como resultado se tuvo que se une directamente al RBD con alta afinidad, bloqueando el

ACE2, evitando asi la infeccion viral (Hanke et al., 2020; Pardon ef al., 2014).

Las limitaciones del presente estudio se centran en que las concentraciones de los antigenos son
diferentes. En primer lugar, la concentracion de la proteina S de las variantes alfa, beta y delta
(14.2ug/ml cada uno) difieren de la concentracion de la proteina S de la variante Wuhan (4ug/ml).
No obstante, investigaciones previas de inmunizacion en ratones han demostrado que dosis de 5
ug/ml generan respuestas de anticuerpos protectivos a SARS-CoV-2, lo que permitié su andlisis
mediante neutralizacion viral (Pavel et al., 2021; Offersgaard et al., 2023). Estos hallazgos
sugieren que la concentracion de antigeno utilizada en este estudio podria ser suficiente para
inferir conclusiones sobre la respuesta de los anticuerpos. En segundo lugar, no se pudo obtener
una cuantificacion exacta de los antigenos S del SARS-CoV-2 completo y coronavirus de alpaca,
debido a que la cuantificacion de sus proteinas totales (732 ug/ml y 744ug/ml respectivamente)
incluye también otras proteinas virales inmunogénicas y proteinas celulares obtenidas durante la
cosecha viral. Otra limitacion es el ambiente de campo en el cual se encontraban las alpacas, al
ser un espacio libre y no completamente controlado, las alpacas podrian estar expuestas a otros
agentes ambientales con capacidad inmunogénica que podrian afectar la respuesta inmune contra

los inmunogenos inoculados.
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VI. CONCLUSIONES

1.- La proteina S del SARS-CoV-2 y sus distintas subunidades (S1, S2) inducen a la produccion

de anticuerpos neutralizantes en alpacas.

2.- Existe reaccion cruzada inmunogénica entre las proteinas S de las distintas variantes (alfa,

beta, delta y Wuhan) con diferencia estadistica entre ellas.
3.- No hay evidencia de inmunidad cruzada entre coronavirus de alpaca y SARS-CoV-2.

4.- El lisado completo SARS-CoV-2 obtenido en el laboratorio y utilizado en la prueba de

neutralizacion viral es serolégicamente similar a la variante alfa.
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VII. RECOMENDACIONES

1.- Debido a la aparicion de variantes que cambian sus epitopos inductores de anticuerpos
neutralizantes, se debe continuar con los estudios inmunoldgicos de las variantes de SARS-CoV-
2 presentes en la poblaciéon peruana para detectar a tiempo variantes que escapen a la respuesta
inmune de las cepas usadas en vacunas o en secuencias conocidas de la proteina S para produccion

de vacunas ARN usadas en las campaias de vacunacion.

2.- Continuar con los estudios inmunoldgicos de los coronavirus en camélidos como potenciales

virus zoonoéticos.

3.- Se debe continuar con los estudios inmunolégicos en camélidos sudamericanos, por demostrar
una fuerte respuesta inmune humoral, son potenciales productores de nanoanticuerpos
neutralizantes contra los epitopos de las de SARS-CoV-2 para utilizarse en diagndstico,

inmunoterapia o biosensores.
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ANEXOS

Anexo 2. Prueba de Kruskall Walis y post hoc en R.

= kruskal.test({valor -~ Tratamiento, data = datos)
Kruskal-wallis rank sum test

data: wvalor by Tratamiento
kruskal-wallis chi-squared = 32.388, df = &, p-value = 1.375e-05

=

= stri{datos)

"data. frame’: 35 obs. of 2 wvariables:
£ Tratamiento: chr "alfa™ "alfa" "alfa" "alfa"”
£ valor :int 8 888877554

=

= pairwise.wilcox. test({datos%valor, datosiTratamiento)

Pairwise comparisons using wilcoxon rank sum test with continuity correction

data: datos3valor and datosfTratamiento

alfa beta cov alpaca delta SARS COV Suero

beta 0.0838 - - - - -
cov alpaca 0.076 0.098 - - - -
delta 0.098 0.098 0.098 - - -
SARS COV - 0.098 0.076 0.098 - -
suero 0.076 0.098 - 0.098 0.076 -
wuhan 0.098 0.098 0.098 0.488 0.098 0.098

P value adjustment method: holm
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