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Resumen

El sistema inmune tiene la capacidad de responder a una amplia variedad de antigenos
al generar un amplio repertorio de receptores de células B (BCR). Sin embargo, la
generacion de anticuerpos de alta afinidad y alta capacidad neutralizante requiere de
la formacion de centros germinales (CG) en un proceso dependiente de antigeno y de
células T. Los CG son regiones sub-anatémicas en donde las células B que reconocen
al antigeno, se activan, proliferan y diferencian a células plasmaticas productoras de
anticuerpos o a células de memoria de vida larga. Estas estructuras son elementales
para la eficacia de la respuesta humoral y para generar memoria inmunoldgica para la
defensa contra los patdgenos. Por lo tanto, la generacion de CG in vitro brinda una
oportunidad para favorecer la generacion de anticuerpos antigeno especifico contra
patégenos. Por otro lado, un factor de importancia para la generacién de CG in vitro
es favorecer las condiciones que permitan una adecuada estimulacion y seleccion de
células B especificas. El objetivo de este trabajo fue la generacién de un método de
seleccion clonal especifico de antigeno, de SARS-CoV-2 para células B humanas, que
permita la produccién de anticuerpos contra el virus. La estrategia experimental fue
generar nanoparticulas de quitosan (Np-Ch) encapsulando un vector codificante para
el gen Bcl-6 (regulador maestro de la reaccion de CG) y acopladas a antigeno
especifico de SARS-CoV-2, para activar a células B humanas aisladas de sangre
periférica. Se generaron Np-Ch empleando como antigeno el dominio de unién al
receptor ACE2 recombinante (RBD) de SARS-CoV-2, asi como Np-Ch que contenian
proteina A de Staphylococcus aureus y Np-Ch conjugadas con albumina de suero
bovino como control positivo y negativo, respectivamente. Se caracterizé la forma,
tamafo y carga de todas las preparaciones generadas. Independientemente de su
contenido, las nanoparticulas (Np) tenian una forma esférica uniforme, con diametros
promedio entre 118 nm a 224.5 nm con carga negativa. La evaluacion in vitro se
realizd en presencia de células B aisladas de voluntarios recuperados de COVID-19
para su estimulacion. Empleando Np-Ch conjugadas con isocianato de fluoresceina
(FITC), evaluamos si éstas se unian o se incorporaban a las células B determinando

la proporcion de células B FITC* a diferentes tiempos y concentraciones. Evaluamos
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la viabilidad, la produccion de IgG total e IgG especificas de antigeno, asi como la
presencia de células secretoras de anticuerpos anti-RBD en células estimuladas con
las Np-Ch y las comparamos con la estimulacion con el antigeno monovalente y
soluble. Se determiné que: 1) la presencia de Bcl-6 en las Np-Ch aumento la viabilidad
de las células B estimuladas; 2) la estimulacion con el antigeno multimerizado en Np-
Ch tiende a incrementar la proporcién de anticuerpos anti-RBD, y consecuentemente,
una mayor concentracion de anticuerpos monoclonales especificos en comparacién
con el antigeno soluble. Concluimos que el método de seleccion clonal especifico de
antigeno presentado en este trabajo es una estrategia prometedora para la expansion
selectiva de células B y para la identificacion de anticuerpos contra diversos

patdégenos.

PALABRAS CLAVE: nanoparticulas, linfocitos B, centros germinales, RBD de SARS-

CoV-2, anticuerpos monoclonales.
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INTRODUCCION

Pandemia por COVID-19 e intervenciones basadas en inmunoterapia pasiva.

La pandemia actual de la enfermedad por coronavirus 2019 (COVID-19) causada
por el coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave tipo 2 (SARS-CoV-2) ha
generado alarma mundial debido a su alta morbilidad y mortalidad. Al no existir
tratamientos especificos, al inicio de la pandemia, la administracion de suero de
pacientes convalecientes surgi6 como una opcion para la prevencién y el
tratamiento de la enfermedad COVID-19. Una alternativa al suero convaleciente
es la identificacion y la produccién recombinante de anticuerpos monoclonales
(mAbs) neutralizantes contra el SARS-CoV-2, basando el tratamiento en el mismo

principio de inmunoterapia pasiva.

Los anticuerpos neutralizantes son un componente clave de la inmunidad
protectora para la mayoria de las enfermedades virales (Marovich et al., 2020),
aguellos neutralizantes contra SARS-CoV-2 tienen potencial para aplicaciones
tanto terapéuticas como profilacticas y pueden guiar el disefio y desarrollo de
vacunas (Marston et al., 2018a). Avances significativos en el descubrimiento de
anticuerpos neutralizantes humanos han dado como resultado el desarrollo de
inmunoterapia con posible aplicacion clinica para pacientes con COVID-19.
Diversas técnicas como la clonacién de genes de anticuerpos, la tecnologia de
hibridomas, la inmortalizacién de células B, el despliegue de fagos, los ratones
transgénicos con inmunoglobulina humana y la secuenciacion de células B
individuales, han sido utilizadas con este fin (Casadevall & Pirofski, 2020) Durante
la pandemia de COVID-19 en curso, la mayoria de los anticuerpos especificos
contra el SARS-CoV-2 se han obtenido mediante la secuenciacion de células B
individuales (Chen et al., 2023). Ademas, la inmunizacion con proteinas RBD o con
la proteina Spike (S), asi como la infeccidon directa de ratones con el sistema
inmunitario humanizado genéticamente también pueden generar anticuerpos

neutralizantes humanos completos contra SARS-CoV-2 (Hansen, J. 2020).

La mayoria de los anticuerpos monoclonales neutralizantes contra SARS-CoV-2
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se dirigen al dominio RBD de la proteina S, lo cual evita que el virus entre en
contacto con el receptor ACE2 (Ju et al., 2020; Pinto et al., 2020).

Algunos de los mAbs contra SARS-CoV-2 que ha recibido autorizacion de la Food
and Drug Administration (FDA) de Estados Unidos para su uso en humanos son
bamlanivimab / etesevimab, casirivimab/imdevimab (REGEN-COV), sotrovimab
y bebtelovimab, asi como tixagevimab / cilgavimab (Evusheld) para la profilaxis
previa a la exposicion (Marston et al., 2018b). Sin embargo, debido a que las
nuevas variantes como Omicron y algunas de sus subvariantes se han vuelto
resistentes a los mAbs, todas las autorizaciones de uso de emergencia han sido
revocadas. Entre los mAbs que estan en desarrollo se encuentra IBIO123 que es
una combinacion de tres mAbs dirigidos a dominios diferentes y mas estables en
la proteina S (incluida la hélice del tallo potencialmente menos mutable) fabricado
por Immune Biosciences; y el mAb Regdanvimab dirigido contra RBD de la
proteina S, el cual se encuentra en fase clinica 3 (Strohl et al., 2022). Una revision
de Cocharane concluyé que el Regdanvimab puede reducir el riesgo y
hospitalizacion o muerte en pacientes con COVID-19 de leve a moderado
(Kreuzberger et al., 2021).

Los anticuerpos de alta afinidad se generan en los centros germinales.

El sistema inmune tiene la capacidad de responder a una amplia variedad de
antigenos al generar un repertorio de receptores de antigeno de células B (BCR)
mediante recombinacion VDJ en células B en desarrollo, de una manera
independiente del antigeno. Sin embargo, el ambiente necesario para la
generacion de mAbs de alta afinidad requiere la formacion de centros germinales
(CG). Los CG son estructuras sub-anatémicas que se forman en los érganos
linfoides secundarios durante las respuestas inmunitarias dependientes de células
T. En los CG ocurren los acontecimientos caracteristicos de las respuestas
dependientes del linfocito T cooperador, como: maduracion de la afinidad, cambio
de clase, y la generaciéon de células plasmaticas de vida larga y linfocitos B de

memoria (Calado, 2017). Estas estructuras se forman solo en respuesta a los
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antigenos y son elementales para la eficacia de la respuesta humoral y la
formacion de memoria inmunoldgica y, en consecuencia, para la defensa contra
los patégenos. Los CG se producen entre 4 y 7 dias después del inicio de una
respuesta del linfocito B dependiente de linfocitos T al antigeno. EI microambiente
del CG esta compuesto por una variedad de células y matriz extracelular que
proporcionan sefiales para la proliferacion, diferenciaciéon y migracion de las
células B frente al antigeno (Figura 1). Dentro de cada CG se distinguen dos
regiones, una zona oscura (DZ) llena de un cumulo denso de linfocitos B que
proliferan y se les conoce como centroblastos; y una zona clara (LZ) donde los
linfocitos B (aqui llamados centrocitos), interactdan con el antigeno presentado por
las células dendriticas foliculares (CDF), (Gars et al., 2020) Tras su interaccién con
las células B, las CDF liberan citocinas como IL-6 y BAFF, mientras que el antigeno
es reconocido por el BCR especifico. La célula B también interactta con el linfocito
T cooperador folicular (THF), el cual libera citocinas como interleucina (IL)- 21 e
IL-4, y reconoce al antigeno por medio de su receptor especifico de células T
(TCR), (Gars et al., 2020; Nojima et al., 2011).

Activacion de linfocitos B Linfocito T
y migracion al centro Linfocito B
germinal . : cooperador

Centro l{
@ germinal
X >

Proliferacion del linfocito B

Jl

Mutacién somatica y
maduracion de la
afinidad; cambio de isotipo

Célula Adg ; :
dendn’tica‘.,& Linfocito

folicular  #775Sa™ TrH

Célula
plasmatica

memoria
Salida de linfocitos B L i‘
memoria y secretores de @'rx,(
anticuerpos con afinidad alta

Figura 1. Reaccion del centro germinal. Los linfocitos B activados migran al foliculo y

proliferan, formando la DZ del CG, estos linfocitos B sufren un cambio de isotipo extenso

e hipermutacién somatica de los genes V de Ig y migran hacia la LZ donde se encuentran

con las células dendriticas foliculares que presentan el antigeno y con los linfocitos T
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cooperadores foliculares. Se seleccionan a los linfocitos B con los receptores Ig de afini-
dad mas alta para que sobrevivan y se diferencien en linfocitos secretores de anticuerpos
o linfocitos B de memoria. Las células secretoras de anticuerpos salen y residen en la
médula ésea en forma de células plasmaticas de vida larga y los linfocitos B de memoria
entran en la reserva linfocitica recirculante (modificado de Abbas, 2015).

El fenotipo linfocitario incluye diferentes marcadores especificos de linaje en la su-
perficie de la membrana celular, entre los marcadores comunmente utilizados para
la identificacion de los linfocitos B humanos se encuentran CD19 y CD20, mientras
que el fenotipo del pre-CG se identifica por la expresion de CD38 en ausencia de
CD27, el fenotipo de las células B del CG es CD38* CD27*, y para plasmablastos
es CD38*** CD27* (Wagar et al., 2021).

Bcl-6, regulador maestro de los CG

Una pieza fundamental para que se lleve a cabo la reaccion del CG es la expresion
de un represor transcripcional denominado proteina 6 del linfoma de células B (Bcl-
6). En particular, Bcl-6 se expresa en células B de CG pero no en otro tipo de
células B (Bunting & Melnick, 2013). Se considera un regulador maestro de la reac-
cion del CG, ya que es esencial para el desarrollo y funcién de las células B del
CG y células THF. La regulacion positiva de la expresion de Bcl-6 es esencial para
el inicio de la reaccion del CG, ya que las células B precursoras del CG deficientes
en Bcl-6 no logran ingresar al foliculo(Bannard et al., 2013). Las funciones biolo-
gicas de Bcl-6 incluyen facilitar la rapida proliferacion y tolerancia del dafio gené-
mico que ocurre durante la expansion clonal y la hipermutacion somatica. Bcl-6
ademas regula la expresion de la enzima desaminasa inducida por activacion
(AID), responsable del cambio de isotipo y del proceso de hipermutacién somatica
e inhibe la expresion del gen PR /SET dominio 1 (PRDM1), que es crucial para el
desarrollo de células plasmaticas(Basso & Dalla-Favera, 2012). Por lo tanto, la ex-
presiéon de Bcl-6 es uno de los factores determinantes para que una célula B acti-
vada se convierta en una célula plasmatica o una célula de memoria (Basso & Dalla-
Favera, 2012)y es de suma importancia considerarlo en la generaciéon de CG in

vitro.
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Presentacion del antigeno: elemento clave paraunareaccion de CG eficiente.
En los CG, una densa red de CDF muestra antigenos que son reconocidos por las
células B con un BCR especifico. La interaccion BCR de alta afinidad es un factor
determinante en la eficiencia de la reaccion CG, ya que promueve sefiales de su-
pervivencia mas fuertes que hacen que las células B especificas de antigeno sean
mas capaces de competir por las sefiales de THF (Figura 2). Por ello, los antigenos
polivalentes inducen una respuesta mas potente que los antigenos monovalentes,
asimismo antigenos unidos a membrana son mas eficientes para inducir la activa-
cion de células B que los antigenos solubles (Chattopadhyay et al., 2017).

20 M)
Of M,

o

\ BCR
Am-g T Apoptosns

= epllde
Pmliferaﬂonv‘ cmo
> \a / ; Selectlon
Antigen- . /

activated /v
Differentiation @))

Plasmablast

GC
precursor
B cell

\_/ Proffferation—" \ \
E and SHM { = Memory B

precursor

\B;rl; zionieﬂ ,"': . Light zone .

Figura 2. Dinamica de la reaccién de CG y seleccion de mutantes de anticuerpos de
alta afinidad. EI CG maduro se caracteriza por la presencia de la DZ y la LZ. Durante la
proliferacion de las células B, el proceso de hipermutacion somatica (SHM) introduce cam-
bios de pares de bases en la regiéon VDJ de los genes de la region variable de inmunoglo-
bulina (IgV, puntos rojos). Entonces las células B de la DZ con su BCR mutado se mueven
hacia la LZ. Entre las células B de la LZ que expresan mutantes de BCR (resultantes de
la SHM), una mayor afinidad BCR se asocia directamente con una mayor captura de an-
tigeno. Esto a su vez conduce a una mayor densidad de complejos péptido- MHC presen-
tados en la superficie de la célula B. Por otro lado, las células B de la LZ recién generadas
que expresan un anticuerpo desfavorable, se vuelven incapaces de capturar suficiente
antigeno y sufren apoptosis. La recirculacion entre la LZ y LA DZ facilita varias rondas
iteractivas de mutacion y seleccion, y en poco tiempo conduce la generacion de células B
de memoria de alta afinidad y células plasméaticas (De Silva & Klein, 2015).

Las interacciones multivalentes promueven la agrupacion y sefalizacion del BCR

14



y facilitan la internalizacion del antigeno mediada por el receptor. La interaccion
con el antigeno permite la sefalizacion a través del BCR y su captacion en un
proceso llamado endocitosis mediada por BCR. En este proceso el antigeno es
endocitado, llevado a lisosoma para su degradacion a péptidos, y después presen-
tado por medio del complejo principal de histocompatibilidad 1l (MHC-II), para su

reconocimiento por las THF por medio del TCR (Figura 3) (Abbas, 2004).

B-cell
receptor
(BCR) — I_I_I L
Antigen
Lysosome &
I\ - &
|

K

B cell
_4""';\
& Class 11

histocompatibility

> molecule
. Peptide
T cell receptor (TCR)

Helper T cell

Figura 3. Endocitosis mediada por receptor. Las células B reconocen al antigeno por
medio del BCR, lo endocitan, y es llevado al lisozoma para su degradacién a péptidos.
Estos péptidos son rpresentados por el MHC-II al TCR de la célula T cooperadora (To-
mado de Kimball, 2022).

Las nanoparticulas son eficaces para la presentacién antigénica.

Se ha encontrado que la presentacion de antigenos en nanoparticulas mejora las
respuestas de anticuerpos al inducir una agrupacion eficiente de BCRs
(Chattopadhyay et al., 2017). Estudios de inmunizacion de ratones con Np han
demostrado su mayor eficacia en comparacion con los antigenos solubles
(Kanekiyo et al., 2019; Korangath et al., 2020) y su capacidad para transportar
moléculas co- estimuladoras (Zilker et al., 2017). Ademas, la estimulacion de las
células B de ratdon in vitro con microperlas magnéticas unidas a CD40L y
empleando un antigeno multimérico mejoré la proliferacion de células B e indujo la

15



expresion de fenotipos de CG (Roh et al., 2018). Entre los diversos materiales que
se utilizan para la generacion de Np, se encuentra el quitosan, el cual es un
polimero biocompatible, biodegradable y de baja toxicidad. El quitosan puede
formar peliculas, hidrogeles, andamios porosos, fibras, micro y Np en condiciones
y medios acidos suaves (Elvira Pujalte, 2001), por ello, las nanoparticulas de
quitosan (Np-Ch) pueden ser una alternativa inocua para acoplar el antigeno y la

estimulacion a linfocitos B para favorecer su activacion e induccion de anticuerpos.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y PREGUNTA DE INVESTIGACION

Una nueva variante de coronavirus se propago en Wuhan, China, en diciembre del
2019. Este virus fue denominado SARS-CoV-2, ya que esta genéticamente rela-
cionado con el virus SARS-CoV perteneciente a la misma familia y causante del
sindrome respiratorio agudo severo que tuvo un brote en China en 2002-2003
(Brussow, 2020). Este virus ha planteado graves amenazas para la salud mundial
y la economia. La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) en enero del 2023
determind que la infeccién por SARS-CoV-2 ha provocado 665 millones de casos
de COVID-19 confirmados y 6.71 millones de muertes en todo el mundo (OMS,
2023). En la actualidad existen vacunas contra el SARS-CoV-2, sin embargo, el
enfoque es preventivo, no detienen la infeccion por este virus. Asi mismo, se des-
conoce la eficacia de las vacunas a largo plazo y su actividad contra nuevas va-
riantes del virus. Por ello, debemos considerar otras opciones terapéuticas y profi-

lacticas como la investigacion y el desarrollo de mAbs neutralizantes humanos.

Un método que ha sido propuesto para la produccion e identificacion de mAbs es
a través de la estimulacion in vitro de linfocitos B, lo cual puede lograrse mediante
diferentes protocolos. Un factor de importancia para la generacion de CG in vitro
es lograr una adecuada estimulacion y seleccion de células B especificas. La ad-
ministracion de agentes estimulantes de forma soluble en el medio de cultivo in-
duce la activacién de células B con diversas especificidades. Por ello, proponemos
la generacion de un método de estimulacion antigeno-especifico que permita la
propagacion selectiva de los linfocitos B de interés. Este método de seleccion clo-
nal esta basado en generar Np recubiertas de antigeno y conteniendo sefiales de
co-estimulacién para los linfocitos B, con el objetivo de estimular la formacién de
CG in vitro. Esto nos lleva a plantearnos la siguiente pregunta de investigacion: ¢ la
aplicacion de un método de seleccion clonal basado en Np-Ch unidas a un anti-
geno de SARS- CoV-2 aplicadas en un cultivo de células B humanas permitira la
activacion y expansion selectivas de las células B y la generacion de anticuerpos
contra SARS-CoV-2.

17



ANTECEDENTES

Una variedad de protocolos han sido descritos para la proliferacion de las células

B, asi como su diferenciacion hacia células plasmaticas y células de memoria in

vitro. En estos modelos, células B humanas o murinas son estimuladas con citoci-

nas como IL-4, IL-21 y CD40L, afadidas al medio de cultivo. Asimismo, se ha en-

contrado que la transfeccion de células B con un vector codificante para Bcl-xL y

Bcl-6 estimula la proliferacion y sobrevivencia de las células B (Kwakkenbos,

2010). Los principales hallazgos y los protocolos empleados para los modelos de

CG in vitro se resumen en las Tablas 1y 2.

Tabla 1. Protocolos reportados para la estimulacién de células B de memoria hu-

manas y plasméticas in vitro.

Modelo humano
Referencia Fuente de células | Estimulo Protocolo Resultados
B y aislamiento.
Kim 2022 Amigdala FGF-2 Formacion de or- Remdesivir suprimio
Biomaterials FGF-10 ganoides con ma- | el nUmero de copias
R-spondin- | trigel. de RNA viral intrace-
1 (RSPO1). | 6X10%células epi- | lular.
teliales de las Organoides de amig-
amigdalas. dala desarrollaron
estructuras epitelia-
les estratificadas a
los dias 10y 15.
Waggar Amigdala BAFF 1.6x10* células. -Sistema organoti-
2021 Anti-CD40 Organoides pico funcional con
Nat Med IL-4 7 dias de estimu- | fenotipo de CG.
IL-21 lacion. - Transicion tem-
prana a un fenotipo
pre-CG.
Schmidt Amigdalas farin- CD40L 1.4x108 célu- -El bloqueo de
2020 geas Super anti- | las/pozo. P96. CDA40L reduce las
EBioMedicine geno (Cy- 8 ug/ml de anti- células B del CG.
tostim). CDA40L. - La inhibicion de
IL-4 8 pg/ml de anti- JAK reduce la expre-
CD40L. sion de Bcl-6.
20 ng/ml de rhiL-
4.
Franke 2020 -PBMCS de sangre | R848 2X108 Células /mL | IL-21 junto con Anti-
Cells periférica humana. | IL-2 en P24. CD40 e IL-4 consti-
-Utilizando leucofé- | Anti-CD40 Durante 5 dias tuyen una estimula-
resis bajo el IRB de | IL-4 1 ug/mL R848 cion policlonal para
Hemacare. IL-21 10 ng/mL IL-2 la produccién de an-
1 ug/mL Anti- ticuerpos de células
CD40.
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30 ng/mL IL-4. B de memoria. Mien-
50 ng/mL IL-21. tras que R848 e IL-2
lo hace a partir de
células Naive.
Kwakkebos -Sangre periférica, | CD40L Tansfeccion de No observo cambio
2010 amigdala. IL-4 Bcl-6 y Bel-XL a de isotipo, y baja fre-
Nat Med -Seleccion positiva, | IL-20 células de memo- | cuencia de hipermu-
células de memoria | IL-21 ria. tacién somatica.
2x10° células/mL. | La transfeccién dis-
105 CD40L-L minuyé la produc-
Cel/ml. cion de IgG.
IL-2 100 U/mL. Las células transfec-
IL-4 50 ng/mL. tadas sobreviven va-
IL-21 25 ng/mL rios meses.
Cao 2010 Sangre periférica, CD40L Células B 3x10°. Diferentes fuen-
J. Imm Meth médula 6sea, amig- | IL-21 Células noB 5.7 tes/localizacién de
dalas. CpG x108. células B especificas
Aislamiento células | Células no | CD40L 500 (TT+ encontrados en
B con el Kit Il Mil- B. ng/mL. amigdalas)
tenyi. IL-21 50 ng/mL.
CpG 6 pg/mL.
Incubacién de 3 a
6 dias.
Traggiai 2004 Sangre periférica. CpG Aislamiento de cé- | Las células B de me-
Nat Med Células B de me- EBV lulas B de un pa- moria se inmortaliza-
moria, CD22 Mil- ciente recuperado | ron con EBV.
tenyi. de SARS. El uso de sangre pe-
CpG 2.5 pg/mL. riférica de un pa-
Incubacion por 2 ciente con SARS
semanas. permitio la recupera-
cion de Abs neutrali-
zantes.
Pound 1997 Células B humanas | IL-4 20 ng/mL de cito- | IL-2 estimulé la sin-
Blood de amigdala. IL-3 cinas. tesis de DNA de cé-
IL-6 Células B: 108 lulas B del CG.
IL10 cel/mL.
Arpin 1995 Amigdalas IL-2 Células B 25 000. | CD40L dirige la dife-
Science IL10 Células CD40L-L | renciacién de las cé-
5000. lulas de memoria.
Para generar cé-
lulas de memoria
+CD40L 4 d.
para células plas-
méticas —CD40L
4d

Tabla 2. Protocolos reportados para la estimulacion de células B de memoria mu-

rinas y plasméticas in vitro.
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Modelo murino

Referencia Fuente de células | Estimulo Protocolo Resultados
B y aislamiento.

Kramer células B Naive ais- | IL-4 Células B Naive Liposomas de 50-

2022 ladas de ratones L-21 2x10° /pozo. P24 | 800 nm.

Adv. NanoBio- negros C57BL/6J CD40L En el dia 3 se Mayor proliferacién

med Res de 6 a 12 semanas | BAFF remplazo IL-4 por | celular con antigeno
de edad. IL-21. unido a liposomas
Seleccion negativa, CD40L en micro- | que con el antigeno
Miltenyi. esferas. 100 soluble.

ng/mL

Purwada 2019 Bazos de ratones IL4 Tejido sintético Co-cultivo 2D mostré

Biomaterials C57BL/6. Anti- FAS con 7.5% PEG- distribuciéon mas es-
Cell Isolation Kit Antigeno MAL. casa de Células B.
deStem Cell Tech- | NP.
nologies. BAFF

Robinson Células B de Bazo | BAFF 8x10%células B Fenotipo de células

2019 de ratén C57BL/6. IL-4 /pozo. P6. B activadas.

Immunol Cell IL-21 1 ng/ml IL-4 IL-21 aumento la

Biol Anti CD40 1ng/ml IL-21 proliferacion celular.

Anti CD40 2 IL-4 e IL21 genera-
ug/ml. ron células B del
CG.

Roh, 2018 Sangre periférica, CD40L Células B Naive CD40L funciona me-

Biomaterials. bazo. IL-4 10%/pozo. jor que anti-CD40.
Seleccibn negativa, | BAFF Perlas unidas a
Miltenyi IL-21 CD40L (100 CDA40L y antigeno

Antigeno ng/mL) (Ag) unido a perlas
son mejores que el
Ag soluble.

Purwada 2017 Células B Naive de | Hidrogel Organoides de hi- | Las células B expre-

ACS Biomate- bazo de raton. Se- | IL-4 drogel sintético saron la integrina

rials leccion negativa, Células es- | 7.5 % PEGMAL, 0431y avp3.
EasySep Mouse B | tromales fusionalizados con | Organoides a base
Cell Isolation kit. con CD40L. | péptidos. de hidrogel.

BAFF 10 ng/mL IL-4

Abbott 2016 Ratones hembra Inmuniza- P24 En condiciones hi-

J Immunol C57BL/6J. cion con Hi- | 0.1 X 108 cel/mL poxicas se acelero el
Esplenocitos sepa- | droxido de | anti-CD40 2.5 cambio de clase y la
racion con Ficoll. aluminio. ug/mL. formacion de células

IL-4 IL-4 10 ng/mL. plasmaticas y au-
Anti-CD40 mento la expresion
de GL-7.

Purwada 2015 Bazo. RGD 20,000 células 3D mejor que 2D.

Biomaterials Seleccién negativa, | (ECM) Naive RGD promueve la
Stem Cell Techno- | IL-4 Hidrogeles (2% supervivencia celular
logies. CD40L gelatina + 1.5% a largo plazo.

BAFF SiNP).
Incubacién de 6
dias
Nojima 2011 Bazo CD40L Células B Naive IL-21 acelera la pro-
Nat Comm Sistema iMag (BD). | BAFF 5x105. liferacion de células
IL-4 Células 40LB B de CGy la diferen-
IL-21 3x1068. ciacion parcial a
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IL-4 1 ng/mL. plasmablastos.
IL-21 10 ng/mL

Por otro lado, en nuestro grupo de investigacion también se ha desarrollado un
modelo para el aislamiento de mAbs dirigidos contra bacterias a partir de un cultivo
de células B humanas estimuladas in vitro (Bravo, 2018). Sin embargo, al igual que
en otros modelos, se encontré elevada activacion policlonal. Por ello, para la
generacion de un modelo in vitro de CG planteamos el desarrollo de un método de
seleccion y estimulacion especifico de antigeno. Durante mi tesis de licenciatura
realicé experimentos preliminares para la generacion de este método. Se
prepararon Np-Ch por el método de gelificacion iondtropica, el cual consiste en la
mezcla de dos fases acuosas, una que es el polimero del quitosano y la otra un
poli-anién que es el tripolifosfato de sodio (TPP). Esta técnica nos permite producir
sistemas poliméricos mdultiples, generalmente de forma esferoidal. De esta forma,
las Np-Ch se prepararon encapsulando un vector codificante para Bcl-6. El
represor transcripcional Bcl-6 se amplificé a partir de una muestra de amigdala
humana, purificando el mMRNA y empleando un kit de one-step PCR. Se cloné en
el vector pIRES2-EGFP y la construccién se transfectd en células HEK-293T para
corroborar indirectamente la expresion de Bcl-6 mediante la expresiéon de EGFP.
Después se estandarizé el método de unién de proteina, utilizando albumina de
suero bovino (BSA) y utilizando como entrecruzador TPP, el cual se une a los
grupos del quitosan y con residuos de aminoéacidos de la proteina. La eficacia de
unién se evalué mediante electroforesis de proteinas en geles de acrilamida y
mediante ensayos de &cido bicinconinico (BCA). Ademas, se prepararon
complejos de quitosan con DNA, y proteina, utilizando como antigeno la proteina
A de Staphylococcus aureus (SpA), el cual es un super antigeno que activa
alrededor del 30-50% de las células B debido a que se une a regiones estructurales

conservadas a las células del clan VH3 de las inmunoglobulinas (Silverman &
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Goodyear, 2002), por lo cual se preparé como control positivo. En la figura 4 se

resumen estos experimentos.

A B C D
hset o MPM 1 2 MPM 12 3 4

pIRES2-EGFP

PpIRES2-EGFP
si08 80

MPM

1.Quitosan +H20

53
Narl
3:) Kasl

(3172) BspDL* - Clal
(3153} S

2.pIRES2-EGFP/Bcl6

Figura 4. Bcl-6 es expresado por el constructo pIRES2-EGFP/Bcl-6. A. Vector pl-
RES2-EGFP, que contiene una secuencia IRES downstream del sitio de clonacién malti-
ple y el gen reportero EGFP, bajo control del promotor de citomegalovirus. Las flechas
sefialan el sitio de insercion de Bcl-6. B. Electroforesis en gel de agarosa de la amplifica-
cion (DNA) de Bcl-6 a partir de una muestra de amigdala humana (2 kb). C. Encapsula-
miento del constructo pIRES2-EGFP/Bcl-6 y del vector vacio en Np-Ch. El quitosan y los
complejos de DNA-quitosan no migran durante la electroforesis. D Transfeccion del cons-
tructo pIRES2-EGFP / Bcl-6 y el vector vacio en células HEK-293T observadas por en un

microscopio de fluorescencia a las 48 h posteriores a la transfeccion.

En el presente trabajo los complejos de Np-Ch que contienen el vector codificante
para Bcl-6 unidos a proteina, se evaluaron en un cultivo de células B, comparando
la proliferacion de las células con complejos que contengan Bcl-6 contra vector
vacio, asi como también con antigeno y sin antigeno para verificar la eficacia del

método de seleccion clonal.

Entre los diversos mAbs neutralizantes contra SARS-CoV-2, se han identificados

anticuerpos que se unen al dominio N-terminal (NTD), a RBD o0 a ambos en la
22
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subunidad S1, asi como anticuerpos dirigidos contra las regiones hélice del tallo y
al péptido de fusion en la subunidad S2 (Chen et al., 2023; Montgomerie et al.,
2023). La mayoria de anticuerpos anti-SARS-CoV-2 descubiertos hasta la fecha
se dirigen a RBD, este dominio contiene 193 residuos de longitud y seis de sus
residuos (Leu-445, Phe-486, GIn-4943, Ser-494, Asn-501 y Try-505) son cruciales
para la interaccion de la proteina S con ACE2 como receptor (Hussain et al., 2020).
En nuestro caso, optamos por el empleo de RBD como antigeno, dadas las pro-
babilidades de que los anticuerpos dirigidos contra esta region sean neutralizantes

y por la disponibilidad de la proteina.
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JUSTIFICACION

Los mAbs son ampliamente utilizados en el diagnostico y tratamiento de enferme-
dades infecciosas, autoinmunes y neoplasicas. Su aplicacion se extiende a la in-
vestigacion, siendo empleados para la deteccion y cuantificacion de varias molé-
culas. La generacion de un método que permita reproducir la reaccion del CG hu-
mano donde se formen y seleccionen los mAbs para el tratamiento de enfermeda-
des ofrece un potencial invaluable. Este modelo sera util para aumentar la com-
prension de la biologia de las células B y la memoria inmunoldgica y sobre todo
contribuira al desarrollo de mAbs con potencial terapéutico. Sin embargo, un factor
importante en el disefio y generacion de CG, es la activacion policlonal generada
por la estimulacion in vitro de las células B, por lo que se requiere del desarrollo
de métodos que permitan la estimulacion y seleccion de células B especificas.
Ademas, en el contexto de la actual pandemia de COVID-19 usaremos un antigeno
del SARS-CoV-2 para identificar mAbs humanos contra el SARS-CoV-2 para ge-
nerar una opcion de prevencion y tratamiento de la enfermedad. Por otro lado,
conocidas las caracteristicas de los antigenos multivalentes para inducir una res-
puesta inmune mas robusta, proponemos el disefio y aplicacion de un método de
seleccion antigeno-especifico que mejore la presentacion antigénica y multimeri-
zacion de un antigeno en Np. Al mismo tiempo, aprovechando el proceso de en-
docitosis asociada al reconocimiento de BCR, las Np pueden ser utilizadas como
nanoacarreadores para un vector codificante de Bcl-6 para estimular la diferencia-

cion de las células al fenotipo de CG.
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HIPOTESIS

La aplicacién de un método de seleccién clonal especifico de antigeno en un cul-
tivo de células B humanas permitira la activacion y expansion selectivas de células
B, asi como la generacion de mAbs contra el antigeno de interés (RBD de SARS-
CoV-2).

OBJETIVO GENERAL
Generar un método de seleccidn especifico de antigeno para células B humanas

gue permita la produccion de anticuerpos contra SARS-CoV-2.

OBJETIVOS ESPECIFICOS:

1) Generar y caracterizar nanoparticulas de quitosan conjugadas con un antigeno
de SARS-CoV-2 y un plasmido codificante para Bcl-6 (RBD/Np-Ch/Bcl-6).

2) Evaluar la incorporacion de las nanoparticulas conjugadas a antigeno en células

B especificas.
3) Comparar la eficacia en la generacion de anticuerpos contra SARS-CoV-2 entre

células B estimuladas con las nanoparticulas RBD/Np-Ch/Bcl-6 y con el antigeno

soluble.
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METODOLOGIA.

Objetivo 1. Generar y caracterizar nanoparticulas de quitosan conjugadas con un
antigeno de SARS-CoV-2 y un pladsmido codificante para Bcl-6 (RBD/Np-Ch/Bcl-
6).

1. Preparacion de las nanoparticulas.
1.1Purificacion de la construccion de pIRES2-EGFP/Bcl-6.

Se crecieron bacterias de E. coli DH5a que contienen el plasmido pIRES2-
EGFP/Bcl6 en placas de medio solido Luria Bertani (LB) con antibiético kanamicina
(30 mg/ml) y se creci6 durante 24 horas. Después, se tomd una colonia aislada y
se sembrd en 3 ml de medio LB liquido con kanamicina, a 37°C en agitacion a 180
rpm por 8 horas. Transcurrido este tiempo se pas6é 1 ml del cultivo a 100 ml de
medio fresco LB con kanamicina, se dejo durante 16 horas a 37° C a 180 rpmy se
realizo la purificacién con el kit Pure Yield Plasmid Midiprep System (Promega) de
acuerdo con las instrucciones del kit. Brevemente, se resuspendio el pellet de bac-
terias con una solucién que contiene 50 mM Tris-HCI pH 7.5, 10 mM EDTA pH 8,
100 pug/mL de RNasa A, después se le agregé la solucién de lisis celular (0.2 M
NaOH y 1% SDS) se deja incubando a temperatura ambiente (TA) durante 20 min
0 hasta que se perciba transparentoso, después se le agrego la solucion de neu-
tralizacién que contiene 4 M clorhidrato de guanidina pH 4.2, 760 mM acetato de
potasio y 2.1 M de &cido acético glacial. Posteriormente, se centrifugé a 4900 rpm
por 30 min a TA, luego la solucién de lisis se pasé por la columna azul y el filtrado
colectado se paso6 después por la columna blanca, ésta se lavo con la solucion de
lavado libre de endotoxina y después con la solucién de lavado de columna que
contiene 163 mM de acetato de potasio, 22.6 mM de Tris-HCI, 0.1 mM de EDTA
pH 8, diluido a 1X con etanol al 95%. Por ultimo, el DNA se eluyo con agua desti-
lada previamente calentada (65°C).

1.2Generacion de nanoparticulas de quitosan.
Se prepararon Np-Ch por el método de gelificacién ionotrépica, primero se prepard
una solucién de quitosan de bajo peso molecular (Sigma, cat 448869-50G) al 2%

disuelto en acido acético al 5%. Después, se mezclé con 10 pug de DNA (pIRES2-
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EGFP/Bcl-6 o vector vacio) y 10 ug proteina (RBD de SARS-CoV2, BSA o0 SpA),
con ayuda de un agitador magnético. Se agregoé TPP al 2 %, (Sigma, Cat.238503-
25G), concentracion final de 3.3 mg/mL, este se agrega una gota cada 12 minutos
hasta cumplir 1 hora. Todo esto se realizé a TA seguido de dos lavados para retirar
las impurezas. Para ello, se centrifugaron las Np-Ch a 3000 rpm durante 30 min,
el sobrenadante se separ6 del sedimento (que contenia las Np-Ch) y se afiadié
agua destilada. Se repitidé el procedimiento recolectando el sobrenadante de la
primera y segunda centrifugacién para analizar la eficiencia de pegado del DNA 'y

de las proteinas. En la tabla 3 se muestran los complejos y su composicion.

Nombre del complejo DNA Proteina
RBD/Np-Ch/Bcl-6 pIRES2-EGFP/Bcl-6 | RBD de SARS-CoV2
RBD/Np-Ch/g pIRES2-EGFP RBD de SARS-CoV2
RBD/Np-Ch Sin DNA RBD de SARS-CoV2
SpA/Np-Ch/Bcl-6 pIRES2-EGFP/Bcl-6 | SpA

SpA/Np-Ch/g pIRES2-EGFP SpA

SpA/Np-Ch Sin DNA SpA
BSA/Np-Ch/Bcl-6 pIRES2-EGFP/Bcl-6 | BSA

BSA/Np-Ch/g pIRES2-EGFP BSA

BSA/Np-Ch Sin DNA BSA

Tabla 3. Preparacion de Np-Ch. Se prepararon los complejos de Np-Ch con distintos
componentes, Np-Ch con DNA de la construccién pIRES2-EGFP/Bcl-6 y la proteina RBD,
o bien con la proteina SpA, o la proteina BSA, de la misma manera se prepararon Np-Ch
que contenia DNA de la construccion pIRES2-EGFP sin Bcl-6 (vector vacio). Vector vacio
es representado con el simbolo g. Concentracion final de proteinas y DNA: 40 pg/mL.

2. Caracterizacion de las nanoparticulas.

2.1 Eficiencia de union de proteina.
Se realizaron ensayos de acido bicinconinico (BCA) en los sobrenadantes gene-
rados durante la preparacion de las Np-Ch (lavados) para obtener la eficiencia de
pegado de proteina, también se realiz6 electroforesis en geles de poliacrilamida
con dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE) para la identificacion de la proteina que

no fue retenida. El contenido de proteina en los sobrenadantes, que representa la
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cantidad total de proteina que no se uni6 a las Np, se determin6 usando un ensayo
de BCA y electroforesis en geles de poliacrilamida con dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE).

2.1.1 Ensayo de BCA.
Este ensayo de proteinas depende de la reaccién de biuret como primer paso,
donde los péptidos que contienen tres 0 mas residuos de aminoacidos forman un
complejo de quelato coloreado con iones cupricos en un ambiente alcalino que
contiene tartrato de sodio y potasio. Biuret reacciona con el cobre para formar un
complejo tetradentado de color azul. La absorbancia de este complejo se analizo
a 562 nm con concentraciones crecientes de proteinas.
-Se prepararon los estandares (1 mL) de la proteina BSA, con concentraciones de
1500, 750, 500, 250, 125, 50, 25 y 5 yg/mL, a partir de un stock de BSA de 2
mg/mL.
-Se preparo el reactivo de trabajo (WR) de acuerdo al Kit “Pierce™ BCA Protein
Assay” con una relacion de 50:1, es decir, 50 partes del reactivo A por cada parte
del reactivo B.
-Para la preparacion de las muestras a analizar se mezclaron 25 pl de la muestra
problema/estandares, mas 200 yl de WR. Se mezcl6 durante 30 segundos, y se
dejé incubando a 37° C por 30 minutos, se cubrié la placa con parafilm, después
se dejo la placa un par de minutos a TA y se midio la absorbancia a 562 nm en un
lector de placas (Biotek).

La eficiencia del pegado de la proteina se determind mediante la siguiente férmula:

L [proteina anadida] — [proteina en sobrenadante]
% eficiencia = = —— — =
[proteina afiadida]

2.1.2 SDS-PAGE.
Se prepararon geles de acrilamida al 10% con un espesor de 1 mm, de un tamafio
de 8 x10 cm. La polimerizacién se llevo a cabo a TA y los geles se dejaron reposar

10 minutos antes de su utilizacion.
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e Para preparar el gel separador se mezclaron 2 mL de la mezcla de acrila-
mida /bis-acrilamida (30%:0.8%), 2.25 mL de tris-HCI 1 M pH 8.8, 60 ul de
persulfato de amonio 10%, 6 ul de TEMED y agua BD.

e Para preparar el gel concentrador se mezclaron 0.66 mL de la mezcla de
acrilamida /bis acrilamida (30%:0.8%), 416.66 pl de tris- HCI 1 M pH 6.8,
33.33 ul de SDS 10%, 16.66 pl de persulfato de amonio al 10%, 3.33 ul de
TEMED y agua BD.

Las muestras se desnaturalizaron diluyéndolas 1:1 (V:V) con buffer reductor (Tris
120 mM, glicerol 10%, SDS 6%, beta- mercaptoetanol 299.0%, azul de bromofenol
0.05%) / buffer no reductor (tris 120 mM, gricerol 20%, SDS 4%, azul de bromofe-
nol 0.1%). Se cargaron las muestras en el gel con un volumen final de 25 pl en
cada pozo y se corrieron a 115 V por 120 minutos. Después se tifié el gel con
tincion de Comassie que contiene azul de comassie R-250 0.1%, acido acético
10%, metanol 40% y agua, por 12 horas y se destifié con solucién destefidora a

base de metanol 40%, acido acético 10% y agua.

2.2 Tamafo y forma de las nanoparticulas por microscopia electrénica de
transmision (MET).

Para determinar el tamafio y la morfologia de la superficie de las Np-Ch se utilizo
un microscopio electronico de transmisién Tecnai 200 kV D2360 Super Twin de
Thermo Fisher Scientific. Para el andlisis se colocé una gota de la muestra en
rejillas de cobre cubiertas con una pelicula de carbono fornvar y se dejo reposar
durante 20 minutos a TA, en una placa de petri cerrada para evitar que la muestra
se secara. Posteriormente, se elimind el exceso de la gota y se fij6 la muestra
adherida a la rejilla con glutaraldehido al 2.5 % en buffer de cacodilato de sodio
(0.1M, pH 7.4) durante 10 minutos. Las rejillas se lavaron con agua bidestilada y
se contrastaron con acetato de uranilo al 2.5% en solucion acuosa durante 5 mi-
nutos, se dejo que la rejilla se secara por 10 minutos y se examind bajo el MET.
Se tomaron fotografias con el sistema de captura a 10 000 X, 80 000X y 100 000X.
Se determiné el tamafio de las Np-Ch midiéndolas directamente con el software

del equipo.
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2.3 Carga superficial de nanoparticulas de quitosan.
Cuando una particula estad en una solucion que contiene iones esta rodeada por
una doble capa eléctrica de iones y contraiones, el potencial que existe en el limite
hidrodindmico de la particula se conoce como potencial Z (Hembram et al., 2016).
Para evaluarlo utilizamos la deteccion sintonizable de pulsos resistivos (TRPS) en
un equipo Exoid de 1ZON, esta técnica utiliza la impedancia de un nanoporo en
una celda de fluido electrolitico en el que se muestrea 50,000 veces por segundo.
Las muestras se dispersaron en acido acético en concentraciones que oscilaban
40 pg/mL como soluciones stock, las muestras se diluyeron 1:50 (V: V) en electro-
lito de medicion que consiste en una solucién tamponada de fosfato y un sulfac-
tante IZON para mantener himedos los nanoporos en todo momento y evitar va-
riaciones de corriente. Las mediciones se realizaron con un sistema Exoid de IZON
Science (Izon Science Ltd, Medford, MA, United States) equipado con una celda
de fluido que contiene dos electrodos Ag/AgCl para permitir el flujo de corriente
eléctrica a través del electrolito acuoso. Las mediciones se realizaron utilizando la
solucion de electrolito de medicién. El estiramiento de la membrana se mantuvo
en 46 mm y el voltaje se ajusté para tener una corriente de referencia entre 100 y
130 nA (tipicamente alrededor de 400 mV). Los datos se adquirieron utilizando
Exoid Control Suite V1.0.0.181. Para cada muestra se obtuvieron registros de paso
de al menos 100 Np. El tamafio de las Np y el potencial zeta se calcularon después
de la medicion de las soluciones de particulas calibradas (CPC200 de IZON) con
Nanopore NP250 (IZON) que permite medir un rango de tamafo total entre 90 y
500 nm segun el proceso de calibracion. Los resultados se determinaron utilizando
el software IZON Data Suite 1.0. Los resultados se reportaron como histogramas

con valores de media, moda y desviacion estandar.

Objetivo 2. Evaluar la incorporacion de las nanoparticulas conjugadas a antigeno

en células B especificas.
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3. Obtencién de células B derivadas de pacientes recuperados de
COVID-19.

Al iniciar el proyecto, dado el limitado numero de individuos que se habian infec-
tado con SARS-CoV-2, planteamos el reclutamiento de voluntarios con un diag-
nostico previo de COVID-19 para la donacién de muestras sanguineas que serian
utilizadas para la purificacion de las células B. Posteriormente, con el avance de
la pandemia en nuestro pais, la probabilidad de encontrar voluntarios con las ca-
racteristicas solicitadas se incremento. Por lo cual, se establecié una colaboracion
con el Centro Estatal de Transfusion Sanguinea del Estado de Morelos para la
donacién de “buffy coats” derivados de paquetes globulares, que son productos de

desecho de los bancos de sangre.

3.1 Obtencién de muestras sanguineas de voluntarios.
Se reclutaron 50 voluntarios (muestreo a conveniencia del investigador), de los
cuales fueron seleccionados cinco con los titulos mas altos de anticuerpos anti-
RBD de SARS-CoV-2, para una nueva donacién de muestras sanguineas con el
objetivo de aislar células B a partir de éstas. El consentimiento informado se en-

cuentraenelanexo 1y 2.

3.1.1 Reclutamiento de voluntarios.

Se realizé una invitacion via Twitter (@inspmx) a personas que tuvieron COVID-
19 (30-40 dias después del inicio de los sintomas) en el area metropolitana de
Cuernavaca, Morelos, para participar voluntariamente en el estudio. Se les pidi6
gue proporcionaran un diagnostico verificado de SARS-CoV-2 por RT-PCR de los
Servicios de Salud del Estado de Morelos o de otro laboratorio certificado. Se re-
clutaron hombres y mujeres, mayores de 18 y menores de 60 afos, previamente
sanos Yy sin comorbilidades. Las mujeres embarazadas fueron excluidas del estu-
dio.

3.1.2 Toma de muestras de sangre.
Se obtuvieron muestras sanguineas de los voluntarios con un ayuno de al menos

8 horas. Los voluntarios recibieron una carta de consentimiento informado para

31



leer y firmar. Las muestras de sangre se tomaron mediante venopuncion en el
antebrazo con un sistema Vacutainer. La muestra inicial consistio en 1 tubo de 5
mL (suero), que se utilizé para analizar los titulos de anticuerpos RBD por ELISA.
A los voluntarios seleccionados, se les invité a donar una segunda muestra san-
guinea de cuatro tubos CPT (Becton-Dickinson, 8 ml cada uno) para el aislamiento
de células B. En el momento del segundo muestreo, se solicitd nuevamente el

consentimiento para continuar participando.

3.2 Obtencién de muestras procedentes de buffy coats.
Los paquetes leucocitarios (Buffy Coat) fueron donados por el Centro Estatal de
Transfusion Sanguinea de Cuernavaca, Morelos (anexo 3). Se realizo la solicitud
de paquetes leucocitarios frescos, de voluntarios de sexo indistinto, edad de entre
18 y 50 afios, vacunados contra SARS-CoV-2 y/o convalecientes de COVID-19 en
los dltimos 6 meses. En estas muestras se verificd la fecha de obtencién y se
realizd una ELISA para corroborar la concentracion de anticuerpos anti-RBD de

SARS-CoV-2, se verificé que la OD a 490 nm fuera igual o mayor que 2.

4. Analisis de anticuerpos anti-RBD por ELISA.
Para este ensayo se utilizaron placas de ELISA de 96 pozos de alta afinidad, se
cubrieron con 50 pl por pozo de la solucién de antigeno RBD en PBS 1X (2 pg/ml),
se dejaron en incubacion por toda la noche a 4°C. Las muestras de suero de los
voluntarios se inactivaron en bafio maria a 56°C + 1 °C durante una hora exacta.
Al dia siguiente se lavaron las placas 3 veces con solucién de lavado PBS-T (PBS
+ 0.1% (v/v) Tween 20) dando ligeros golpes sobre una toalla absorbente, en se-
guida se bloquearon la placa con 200 pl por pozo de la solucién de PBS-T + 5%
(p/v) leche en polvo y se guardaron durante 2 horas a 4°C. Se prepararon las
muestras a una dilucién 1:5 en PBS 1X, y luego éstas a una dilucion final 1:50 en
PBS-T + 1% (p/v) leche en polvo. Acabando el tiempo de incubacion con la solu-
cion de bloqueo, se tir6 la solucion y se secaron las placas golpeando de manera
firme seis a ocho veces en una toalla absorbente, luego se transfierén las muestras

en las placas, 100 pl por cada pozo y se incubaron por 2 horas a TA. Enseguida
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se lavaron 4 veces las placas con PBS-T y se agregaron 50 pl por pozo de anti-
cuerpo humano IgG-HRP conjugado (Sigma, #A0293) dilucién 1:5000 disuelto en
PBS-T +1% (p/v) de leche en polvo y se incubd 1 hora a TA. Por dltimo, se realizo
el revelado de las placas, para ello se lavaron 3 veces con PBS-T y se agregaron
100 pl por pozo de la solucion de o-phenylenediamine dihydrochloride (OPD,
Thermo Scientific Alfa Aesar cat. J60354.22), disuelto en buffer de citratos que
contiene Na2HPO4 y acido citrico monohidratado mas H20230%, y se incub6 a TA
en obscuridad por 10 minutos. Posteriormente, se agregaron 50 pl de HCI 3N a
todos los pozos para detener la reaccion y se midio la absorbancia a 490 nm. El

punto de corte definido para una muestra positiva a 490 nm fue de = 0.3.

5. Separacion de células mononucleares de sangre periférica (PBMC).

5.1Separacion de células a partir de tubos CPT.
La sangre de los voluntarios recuperados de COVID-19 se recogi6é en tubos CPT
y se centrifugé a 1500 g durante 30 min a TA. La fase de PBMC se recogio en
medio RPMI 1640 (Gibco, cat. 31800-022) y se centrifugd a 300 g durante 15 min.
Luego, el sedimento celular se lavo de nuevo usando RPMI que contenia suero
fetal bovino (FBS) al 10%. Se contaron las células y se procedid a la separacion
de las células B utilizando el kit de aislamiento total de células B (Miltenyi Biotech)
de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Solamente se realiz6 la purficacion

de las células cuando su viabilidad, determinada por azul de tripan, fue = a 90%.

5.2 Separacion de células a partir de Buffy Coats.
El contenido de los buffy coats se vacié en tubos de fondo conico falcon de 50 mL.
Las siguientes soluciones se prepararon en fresco y se esterilizaron: solucion A (1
g/L de D-glucosa anhidra, 0.0074 g/L de CaClz x 2H20, 0.1992 g/L de MgClz x
6H20, 0.4026 g/L de KCI, 17.565 g/L de Tris) y solucién B (8.19 g/L de NaCl). Se
mezclaron las soluciones A y B en una proporcion 1:9. Se diluy6 la sangre con la
mezcla de soluciones A y B en una proporcion 1:1 y se agregé lentamente por la
pared de un tubo que contenia Ficoll-Paque (Thermo Fisher Scientific, cat
11778538). Se emplearon 3 mL de Ficoll-Paque por cada 4 mL de sangre diluida.
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Se centrifug6 a 400 g por 30-40 minutos a 18-20°C. Se colecto la fase correspon-
diente a las PBMCs (Figura 5) y se coloco en tubo nuevo. Realizamos lavados de
las PBMCs con medio RPMI sin suero, seguido de lavados con un buffer (prepa-
rado en fresco y estéril) que contenia EDTA al 0.5 mM, BSA al 1% y PBS 1x. Se
contaron las células obtenidas y se procedio a la separacion de los linfocitos B.
Solamente se realiz6 la purficacion de las células cuando su viabilidad, determi-

nada por azul de tripan, fue = a 90%.

~« =-—— Plasma —>

~

. -— PBMCs i
l» =7 Ficoll 'l

eritrocitos —

Figura 5. Separacién con Ficoll. Se observan las fases que se obtienen al separar por
gradiente de densidad utilizando Ficoll, la fase de hasta arriba color amarillo es el plasma,
enseguida se encuentra una capa que corresponde a las células PBMCs, después el Ficoll
y hasta abajo sedimentan los granulocitos y eritrocitos.

6. Purificacion de células B empleando perlas magnéticas.
Se preparo el buffer para el lavado de las PBMC que contenia PBS, pH 7.2, 0.5%
BSAy 2 mM EDTA (4°C, preparado justo antes de su uso). El enriqguecimiento de
las células B se realiz6 empleando el B cell Isolation Kit Il, human cat. 130-091-
151 y la columna MS (MACS, Miltenyi Biotec) con capacidad de 107 células y un
maximo de 2 x 108 células. Se tomd un determinado nimero de células y se colocé
en un tubo coénico de 15 mL en 10 mL de medio, se centrifugd a 1800 rpm y se
resuspendié el pellet celular en 40 pl de buffer por cada 107 células totales. Des-

pués, afiadimos 10 pl de biotin-antibody cocktail por cada 107 células totales, se
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mezcl6 bien y se incub6 a 4°C por 5 minutos. Se afiadieron 30 pl de buffer, 20 pl
de Anti-Biotin MicroBeads por cada 107 células totales, se mezcld y se incub6 a 4
°C por 10 minutos, después se hizo un lavado con 5 ml de buffer y se centrifugo
por 5 minutos a 2,000 rpm a TA. Posteriormente, el pellet se resuspendié en 5 ml
de buffer y se pasoé por la columna previamente hidratada con el buffer, se colec-
taron las células B que pasaron por la columna, se contaron en una camara de

Neubauer para posteriormente sembrarlas en placas de 96 o placas de 24 pozos.

7. Ensayos de incorporacion de Np-Ch en células B.

7.1Preparaciéon de Np-Ch acopladas a fluoresceina.
Se prepararon RBD/Np-Ch, BSA/Np-Ch y SpA/Np-Ch por el método descrito ante-
riormente, después se liofilizaron en un concentrador de vacio Savant de Thermo
Scientific. Posteriormente se acoplaron con isotiocianato de fluoresceina isbmero
1 (FITC, SIGMA) siguiendo el protocolo de Zhao et.al., 2006 que consiste en liofi-
lizar las Np-Ch, disolverlas en dimetilsulfoxido (DMSO) con NaOH 0.1 M y dejar
incubando con la proteina FITC 10 mg/mL por 10 horas en la oscuridad a TA.
Después del tiempo de incubacion se realizaron dos lavados con DMSO para eli-
minar residuos de FITC que no se hayan unido.

7.2 Analisis de la incorporacién de Np-Ch en células B por citometria de flujo.
Se sembraron 2.0 x10° células B por pozo en una placa de 96 pozos y se agrega-
ron 2 ug/mL o 4 pg/mL de RBD/Np-Ch-FITC, BSA/Np-Ch-FITC 0 SpA/Np-Ch-FITC,
se incubo a 37°C con 5% de CO:2 durante 8 y 24 horas. Como control negativo se
incubaron células B sin Np-Ch. Después del tiempo de incubacion se realizaron
dos lavados con FACS buffer (EDTA 0.5mM, BSA 1% y PBS 1X) y se agrego pa-
raformaldehido (PFA) al 4%. Las muestras se conservaron a 4 °C en obscuridad
hasta su analisis. Para el control positivo, las células B fueron colocadas en buffer
de permeabilizacion (Triton X-100 al 0.1% en PBS) y se le afiadio 0.1 pl (dilucion
1:1000) de anticuerpo constitutivo primario antigeno nuclear de proliferacion celu-
lar (PNCA) de conejo en 100 ul de buffer. Se mantuvo a 4°C durante 30 minutos,

después se lavé con buffer de permeabilizacién a 300 x g por 10 minutos y se
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agregaron 10 pl de anticuerpo secundario IgG acoplado a FITC anti-conejo (dilu-
cion 1:500 en FACS Buffer) se tomaron 10 pl en 90 pl de buffer de permeabiliza-
cion, de igual manera se incubé durante 30 min a 4°C en la oscuridad, se volvié a
lavar con buffer de permeabilizacion a 300 x g por 10 min y se resuspendié en 300
ul de FACS buffer. Cabe mencionar que todas las muestras fueron tratadas de la
misma manera que los controles y se realizaron por duplicado. Para la adquisicion
de las muestras se emple6 el equipo BD FACS Canto Il y para el andlisis de los
datos el software FlowJo CE. Version 10.

7.3 Microscopia Confocal

Se incubaron 2 x10° células B por pozo en una placa de 96 pozos con 2 pg/mL
RBD/Np-Ch, BSA/Np-Ch y SpA/Np-Ch acopladas con FITC a 37°C con 5% de CO:
durante 8 h. Como control negativo se incubaron células B sin Np-Ch. Después de
realizar dos lavados con PBS, las células fueron fijadas con PFA 4% en hielo du-
rante 20 min y se lavaron nuevamente con PBS. Posteriormente, se colocaron 10
ul de la muestra en un portaobjetos, se colocé un cubreobjetos y se observaron en
un microscopio Confocal Olympus MPhot invertido. Se realizaron capturas de iméa-
genes con los objetivos de 10X y 60X, y las imagenes obtenidas se analizaron en
FIJI ImageJ.

Objetivo 3. Comparar la eficacia en la generacién de anticuerpos contra SARS-
CoV-2 entre células B estimuladas con las nanoparticulas RBD/Np-Ch/Bcl-6 y con

el antigeno soluble.

8. Anadlisis de viabilidad de las células B en presencia de Bcl-6.
Se realiz6 utilizando el kit MTS/PMS CellTiter 96 (Promega) que determina la can-
tidad total de células metabdlicamente activas a través de la conversion de una sal
de tetrazolio a formazan que se solubiliza y se determina espectrofotométrica-
mente a 490 nm. Se sembraron en placas de 96 pozos, 2 x10° células B por pozo,
incubando con RBD/Np-Ch/Bcl-6 RBD/Np-Ch/g o sin Np-Ch a 37°C con 5% de
COg, después de 8, 24 y 48 horas de incubacién se agregaron 20 pl de la mezcla
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de MTS/PMS a cada pozo y se dej6 incubando a 37°C durante 4 horas, después
se midi6 la absorbancia a 490 nm en un espectrofotometro BioTek ELx800. El por-
centaje de actividad metabdlica se calculé6 mediante comparacién con la absorban-
cia media de control sin Np-Ch, que fueron células B en RPMI 10% SFB. Se reali-

zaron al menos cuatro réplicas por cada condicion.

9. Estimulacion in vitro de células B con RBD/Np-Ch

Para el mantenimiento y proliferacion de las células B, éstas se crecieron con me-
dio RPMI 1640 suplementado con 10% SFB, 1% de HEPES (Gibco), aminoacidos
no esenciales (NEAA Mixture 100 X, Lonza), 1% de piruvato de sodio (Sigma) y
una mezcla de penicilina y estreptomicina al 1X (Gibco, 100X). Se incubaron a
37°C con 5% de CO2 con combinaciones de 500 ng/ml de ligando de CD40 hu-
mano (CD40L; Miltenyi Biotech), 50 ng/ml de factor de activacion de células B
(BAFF, R&D), 10 ng/ml de IL-21 (R&D), 10 ng/ml de IL-2 (mAbTech), 20 ng/ml de
IL-4 (R&D) y 5 pg/ml anti-human anti-Fas antibody (Miltenyi Biotech). Ver tabla 4.
Para la estimulacién antigeno-especifica de células B con el antigeno RBD se afia-
dieron 2 ug/mL de RBD recombinante o el equivalente a 2 ug/ml de RBD contenido
en las RBD/Np-Ch/Bcl-6 Se incubaron las células durante 14 dias.

Referencia Protocolo IL-4 IL-21 BAFF CcD4aoL anti-fas Celulas No B IL-2
Kyung-Ho, 2018  P1
Purwada, 2015 P2
Purwuada, 2018. P3
Cao, 2010 P4
Nojima, 2011 P5

J Imm Meth, 2010. P6

Este rabajo P | I

Tabla 4. Protocolos de estimulacién que se probaron en células B. Las células B
humanas fueron estimuladas in vitro con distintos protocolos encontrados en la literatura
gue contienen una mezcla de citocinas para la proliferacion, sobrevivencia y diferenciacion

de las células B.
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10. Deteccidén de anticuerpos liberados por células B.

Las respuestas de anticuerpos IgG especificos de antigeno se determinaron con
sobrenadantes de cultivo (100 pul sin diluir) mediante el ensayo de ELISA anti-RBD,
como se describié anteriormente. El limite de deteccion se correspondi6 al prome-
dio de diez blancos (medio de cultivo) mas 3 veces su desviacion estandar, mien-
tras que el limite de cuantificacion fue el promedio de diez blancos mas 10 veces
la desviacion estandar (Miller & Miller, 2002) Con los sobrenadantes de cultivo tam-
bién se realizaron ensayos de ELISA para determinar IgG total.

10.1 ELISA IgG total en sobrendantes de cultivo.

Se recubri6é una placa de 96 pozos con 50 pl/pozo de 10 pg/ml de anticuerpo pri-
mario anti-human antibody (Affinity Pure Goat Anti-Human IgG Fc fragment speci-
fic, Lot 88934 de Jackson Inmuno Research) disuelto en buffer de carbonatos (34
mM de NaHCOz y 15 mM de Na2CO3s) pH 9.7 durante toda la noche a 4°C. Al dia
siguiente se lavo la placa 3 veces con PBS-T (4°C), después se incubd con buffer
de bloqueo que contiene BSA al 3% en PBS 1X por 60 minutos a TA en agitacion
en un Thermomixer Eppendorf (300 rpm). Se lavé la placa 3 veces con PBS-T
(4°C), se agregaron 50 ul del sobrenadante del cultivo celular (como control nega-
tivo se utiliz6 medio RPMI y como control positivo suero de voluntarios en dilucion
1:100 en PBS) y se incubd por 120 minutos en agitacién en un Thermomixer Ep-
pendorf (300 rpm). Después del tiempo de incubacién se lavo 3 veces con PBS-T
(4°C), se agregaron 50 ul de anticuerpo secundario conjugado con HRP (Goat anti-
human IgG Fc HRP secondary antibody, Abcam cat. ab98567) y se incubd a TA
por 60 minutos en agitacion en un Thermomixer Eppendorf (300 rpm). Se lavo 3
veces con PBS-T (4°C), para el revelado se agregaron 50 pl de OPD 10 mg/mL
disuelto en buffer de citratos pH 5 + H202 (1 pl de H202 por ml de buffer), se detuvo
la reaccion a los 15 minutos con 50 pl de H2SO4 1M. Se leyd la placa en un lector
de ELISA con filtro de 490 nm de absorbancia.

11. Deteccidn de células productoras de anticuerpos.

Para detectar células B secretoras de inmunoglobulinas especificas de antigeno e
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inmonoglobulinas totales, se utilizé una técnica de inmunopunto ligado a enzimas
(ELISPOT) utilizando el kit Enzyme-Linked ImmunoSpot (ELISpot), (MabTech, Cat
354-7768.). Se emplearon placas PDVF de 96 pocillos de fondo plano (MultiS-
creen-IP; Millipore) que se activaron humedeciendo la membrana con 50 pl/pozo
de etanol al 70% durante dos minutos. El etanol incrementa la carga neta de los
poros de la membrana y mejora la sensibilidad del ensayo. Se retiré el etanol y
para eliminar su exceso la placa se lavo 5 veces con 200 pl/pozo de agua estéril,
posteriormente la placa se cargé con 100 pl de 10 uyg/ml de RBD recombinante de
SARS-CoV-2 en PBS, como control positivo se empled el anticuerpo monoclonal
MT91/145 (incluido en el kit) diluido a 15 pg/mL con PBS 1X y como control nega-
tivo se utilizd PBS 1X. La placa se incub¢ toda la noche a 4°C. Al dia siguiente, la
placa se lavé 5 veces con 200 pl/pozo de PBS 1X (pH 7.4) para remover el exceso
de antigeno. Los sitios de unidn a proteinas libres se bloquearon mediante incu-
bacion con RPMI 1640 (Gibco) que contenia FBS al 10%, durante 30 minutos a
TA. Para la estandarizacion de la cantidad de células a emplear, se sembraron
diferentes cantidades de células (PBMCs o células B) incluyendo 1x10°, 2x10°,
3x10°, 4x10° y 5x10° células por pozo, mientras que para el control positivo se
sembraron 2.5 x104, 5 x10*y 10 x104, por duplicado. Se incubé a 37°C con 5% de
CO2 durante 24 horas. A continuacion, las placas se lavaron 5 veces con 200
ul/pozo de PBS 1x, seguido de incubacién con 1 pg/ml de anticuerpo MT91/145
IgG anti-humano de cabra conjugado con peroxidasa (HRP, Mabtech) durante 2 h
a TA. Después del tiempo de incubacion la placa se lavo con PBS 1X y se le adi-
cionaron 100 pl/pozo de una solucion de Streptavidin-HRP diluida 1:1000 en PBS
1X adicionado con 0.5% SFB y se mantuvo a TA por 1 hora. Enseguida, la placa
se lavd 5 veces con PBS 1X y se reveld adicionando 100 pl/pozo del substrato
cromoégeno TMB previamente filtrado por un periodo de 15-30 minutos, después

se lavo la placa con agua del grifo (a bajo flujo) y se dejo secando en la oscuridad.

12.. Transfeccion de Bcl-6 en células HEK-293T.
Debido a que el constructo pIRES2-EGFP-Bcl6 contiene la secuencia de EGFP
downstream de Bcl-6 y la secuencia IRES2, al traducirse si se expresa la proteina
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EGFP podemos deducir que Bcl-6 también es expresado. Esto es una forma indi-
recta de verificar la expresion de Bcl-6. Para ello se hicieron transfecciones en las
células HEK-293T, usando 1 ug de DNA y el método de transfeccion de CaClz. Se
crecieron células HEK-293T en medio DMEM preparado con 10% de SFB, y los
antibioticos penicilina y estreptomicina, incubando a 37°C en una atmosfera hu-
meda con 5% CO2. Cuando las células alcanzaron una confluencia del 80%- 90%
fueron transferidas a placas de 6 pozos para realizar la transfeccién. Cuando las
células llegaron a una confluencia de cerca del 90%, se cambi6 el medio por
DMEM 2% de SFB y se mantuvieron en incubacion por 2 horas previo a la trans-

feccion.

Se emplearon 4 condiciones: pIRES2-EGFP-Bcl-6, pIRES2-EGFP (vector vacio),
GFP (control positivo) y sin DNA (control negativo). En condiciones de esterilidad
se prepararon las siguientes mezclas: 1) para pIRES2-EGFP-Bcl-6 y pIRES2-
EGFP, 1 ug de DNA, 2 M de CaClz, HBS 2X, cbp H20 40 ul; 2) para el control
positivo: 1 ug de GFP, CaCl2 2M, HBS 2X y cbp H20 40 ul; y 3) para el control
negativo: CaClz 2M, HBS 2X y cbp H20 40 ul. Se mezclaron con ayuda del vértex.
Cada condicién se preparo por triplicado y se aplicd sobre las células HEK-293T
manteniéndolas en incubacion por 48 horas. Posteriormente, se verificd la expre-

sion de EGFP en un microscopio de fluorescencia.

12.1 Analisis de la expresién de Bcl-6 en células HEK-293T por FACS.

Después de corroborar la expresion de Bcl-6 por fluorescencia, proseguimos al
marcaje de las células con el anticuerpo anti-Bcl-6 acoplado al fluoroforo ficoeri-
trina (PE). Para ello levantamos las células HEK-293T transfectadas con ayuda de
tripsina, realizamos 2 lavados con FACS Buffer a 300 x g por 10 minutos, se re-
suspendio en 1 mL de solucion de fijacion PFA al 4%, se incubd por 30 minutos a
4° C, después se volvieron a lavar las células con FACS Buffer y se afiadio 1 mL
de buffer de permeabilizacion (triton 0.1 % en PBS 1X). Se centrifugo a 300 x g
durante 5 minutos, se aspir0 el sobrenadante y se agregaron 98 ul de buffer de
permeabilizacién y 2 ul de anticuerpo Anti-Bcl-6-PE (dilucién 1: 100, Cat 130-118-
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346, MACS Miltenyi Biotec) incubando en la oscuridad por 30 minutos a 4°C. Des-
pués, las células se lavaron con buffer de permeabilizacion a 300 x g por 10 minu-
tos, se aspird el sobrenadante y se resuspendidé en FACS Buffer. Como controles
se utilizaron células HEK-293T sin marcar y células B marcadas con PE. Los con-

troles fueron tratados con el mismo protocolo que las muestra problema.

13. Analisis estadistico.
Todos los andlisis estadisticos y las graficas se realizaron utilizando el software
GraphPad Prism, version 5.0 (Software GraphPad). Los datos fueron expresados
como medias * desviacion estandar. Se prob6 la normalidad en todos los conjun-
tos de datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk y posteriormente se verificaron
los conjuntos en busca de valores atipicos (eliminacion de valores atipicos Q = 1
%) antes del andlisis. Para determinar las diferencias entre dos grupos, los datos
se analizaron mediante la prueba U de Mann-Whitney de dos colas no paramétrica
y para mas de dos grupos analizamos mediante la prueba de Kruskal-Wallis con

una prueba posterior de Dunn. Diferencias significativas con un valor p<0.05.
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RESULTADOS

Objetivo 1. Generar y caracterizar nanoparticulas de quitosédn conjugadas
con un antigeno de SARS-CoV-2y un plasmido codificante para Bcl-6.

Se purificd la construccion pIRES2-EGFP/Bcl6 y se prepararon RBD/Np-
Ch/Bcl-6 probando distintas concentraciones de proteina y de DNA hasta
encontrar la concentracién éptima que uniera la totalidad del DNA y proteina al
quitosan. Se evalué el pegado del DNA por electroforesis en geles de agarosa y el
pegado de la proteina se analiz6 en el sobrenadante (el cual se obtuvo por medio
de lavados de las Np-Ch). Se cuantifico la proteina por ensayos de BCA y se
observaron las muestras por electroforesis en geles de acrilamida para confirmar
la ausencia de proteina suelta. Se realiz6 el calculo de eficiencia de union de DNA
y proteina al quitosan con la férmula indicada en la seccion de métodos. Se
encontré que la mejor condicion donde se pegaba por completo los componentes
al quitosan era la relacion 1:1, es decir 10 pg de DNA con 10 pg de proteina (Tabla
5).

DNA Proteina % Eficiencia de %Eficiencia de
Nanoparticulas . . )
(ug/mL)  (ug/mL) unidon del DNA unién de proteina.

Np-Ch/Bcl-6 10 - 100 -

Np-Ch/@ 10 - 100 -

BSA/Np-Ch - 10 - 100
BSA/Np-Ch/Bcl-6 10 10 95.4 100
BSA/Np-Ch/@ 10 10 96.8 100
SpA/Np-Ch - 10 - 100
SpA-CS-Np/Bcl-6 10 10 89.4 100
SpA/Np-Ch/@ 10 10 94.3 100
RBD/Np-Ch - 10 - 100
RBD/Np-Ch/Bcl-6 10 10 100 76.5
RBD/Np-Ch/@ 10 10 100 78.7
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Tabla 5. Eficiencia de union de proteinay DNA en las Np-Ch. Porcentajes de eficiencia
de unién de proteina (RBD, SpAy BSA) obtenidos con los ensayos de BCA y de eficiencia
de unién de DNA determinados por espectrofotometria en el equipo Inplen, analizados en
los sobrenadantes de las preparaciones de las Np-Ch.

Microscopia electrénica de transmision (MET)

La morfologia de las Np-Ch fue investigada por MET donde se observé que tienen
forma esferoidal. Los diametros promedio de BSA/Np-Ch y BSA/Np-Ch/Bcl-6 fue-
ron 118 £ 29y 224.5 + 22, respectivamente. Por lo tanto, la incorporacion de ADN
y proteina aumenté significativamente el tamafio de las Np. Las Np-Ch que contie-
nen RBD fueron mas pequefias en comparacion con BSA/Np-Ch (Figura 6G). Los
didmetros medios de RBD/Np-Ch y RBD/Np-Ch/Bcl-6 fueron 124.5 + 27 y 146.2 +
15, respectivamente. Esto es consistente con el tamafio de las proteinas, ya que
BSA tiene un peso molecular de 66.5 kDa, mientras que RBD es de alrededor de
25 kDa. En la Figura 6 se muestran fotografias representativas de cada prepara-

cion.
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G Nanoparticulas Tamaiio (nm)
o0 RBD/Np-Ch/Bcl-6 146.2 +15.8

'g 200 RBD/Np-Ch 124.5 + 27

:é' 300 SpA/Np-Ch/Bcl6 222.1+50

£ 200 SpA/Np-Ch 198.3+21

[4+]

P 1004 BSA/Np-Ch/Bcl-6 224.5+22
0 BSA/Np-Ch 118 +29
S

)
R S
eQ FN &R R
L ¥ R

Figura 6. Las Np-Ch generadas tienen forma esférica. Se prepararon Np-Ch conjuga-
das con proteina (RBD de SARS-CoV-2, BSA y SpA) y con DNA (vector codificante de
Bcl-6) por el método de gelificacion ionotrépica. Se evalud su morfologia por microscopia
electrénica de transmision. A-F. Fotografias representativas de las Np-Ch/RBD/Bcl-6 (A),
BSA/Np-Ch/Bcl-6 (B), SpA/Np-Ch/Bcl-6 (C), RBD/Np-Ch (D), BSA/Np-Ch (E) y SpA/Np-
Ch (F). La barra de escala representa 100 nm. Las diferentes preparaciones de Np-Ch
fueron observadas en el MET a la magnificacion de 100 000 X y se obtuvieron mediciones
del tamafio de las particulas individuales empleando el software del equipo. G. Compara-
cion del tamafio de los distintos complejos medidos por MET (n=16-83/grupo). Grafica de
puntos; las barras de error indican la mediana y el rango intercuartilico. *P<0,05; **P<0,01;
***P<(,001; ****P<0,0001. Kruskal Wallis con comparaciones mdltiples de Dunn. En la
tabla se muestra el tamafio de los complejos de Np-Ch indicados como mediana y rango
intercuartilico.

Deteccion de pulso resistivo ajustable (TRPS) para mediciones de tamafio y po-
tencial zeta.

El andlisis del potencial Z se realizo a través de una colaboracion con el Dr. Arturo
Galvan Hernandez del Instituto de Ciencias Fisicas (ICF) de la UNAM. El analisis
determind que la media de la carga de las RBD/Np-Ch/Bcl-6 es de -31.2 mV, de
RBD/Np-Ch es de -17.3 mV, de SpA/Np-Ch/Bcl-6 de -17.3 mV, SpA/Np-Ch fue de
-66.6 mV, de BSA/Np-Ch/Bcl-6 fue de -17.6 mV y de BSA/Np-Ch fue de -17.0 mV

(Figura 7). Como se observa, todas las cargas fueron negativas (Figura 8). Asi
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mismo el equipo también analizé el tamafio del diametro de las Np-Ch tal como se

muestra en la tabla 6.

El tamafio de las Np-Ch se evalué por estos dos distintos métodos, con TRPS se
obtuvieron diametros de 150 nm hasta de 240 nm, comparando con el tamafio que
obtuvimos en MET que el promedio fue de 141.9 nm siendo un poco mas peque-
fias. Sin embargo, en el MET se visualiza un ndmero limitado de Np-Ch, mientras
que cientos de Np-Ch se analizan durante las mediciones con el TRPS, por lo cual

este tipo de medicion seria mas precisa.

En resumen, logramos la preparacion de las RBD/Np-Ch/Bcl-6, con un 100% de
eficiencia de union de DNA y un 76.5% de eficiencia de union de proteina RBD, se
obtuvo por MET su forma esférica y tamafio de 146.2 nm, para tener un resultado
mas completo analizamos su tamafio con TRPS donde obtuvimos el tamafio de

240 nm, presentaron carga negativa de -31.2 mV.

Complejo Carga (mV) tamaiio (nm) SD doo/d10 SPAN
RBD/Np-Ch/Bcl-6 -31.2 240 63.7 2.15 0.75
RBD/Np-Ch -17.3 164 53.8 2.05 0.83
SpA/Np-Ch/Bcl-6 -17.3 150 43.1 1.59 0.51
SpA/Np-Ch -66.6 156 21.4 1.43 0.37
BSA/Np-Ch/Bcl-6 -17.6 158 64.5 1.85 0.73
BSA/Np-Ch -17 174 72.7 2.3 1.06

Tabla 6. Carga y tamarfio de los complejos de Np-Ch obtenidas por TRPS. Para los
distintos complejos preparados se indica la carga en mili Volts (mV), la media del tamafio
en nm, la cuarta columna se observa la desviacion estandar de cada grupo, el valor
d90/d10 que es la razén entre nimero de particulas que estan al 90% y al 10% del ancho
de la distribucion la anchura de dispersion y la relacion con la anchura de la distribucion
(SPAN). Los resultados corresponden a la medicion de 100 nanoparticulas por grupo.
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Figura 7. Distribucion del potencial Z y tamafio de las diferentes preparaciones de
Np-Ch. Se muestran graficas que se obtuvieron de los resultados de TRPS, en el eje Y el
porcentaje de poblacion de cada complejo, y en el eje X el potencial Z en mV y en tamafio
en nm. Los distintos complejos fueron RBD/Np-Ch/Bcl-6, SpA/Np-Ch/Bcl-6, BSA/Np-
Ch/Bcl-6, RBD/Np-Ch, SpA/Np-Ch y BSA/Np-Ch. De cada grupo se analizaron 100 Np-
Ch, se realiz6 un solo experimento, se utilizé el equipo TRPS de IZON y el software version
1.0.2.32.

47



400 +

300 4+ RBD-Np-Ch-BCL6
L]

200 4 . BSA-Np-Ch-BCL6

RBD-Np-Ch

100 + * %

SpA-Np-Ch

4 wlp REP000 & swes o RSA-Nn-Ch

Particle Zeta Potential (mV)
L]

-100+

-200+

-300 + + + + + 1 + + {
100 150 200 250 300 350 400 450 500 550
Particle Diameter (nm)

Figura 8. Las Np-Ch tienen carga negativa. Se observa el potencial Z de los distintos
complejos de Np-Ch preparados, donde la mayoria tiene una carga negativa y un tamafio
de didmetro entre 140 a 200 nm. En el caso de las RBD/Np-Ch/Bcl-6, BSA/Np-Ch y
RBD/Np-Ch encontramos mayor dispersiéon en tamafio, mientras que las SpA/Np-Ch
muestran un tamafio mas homogéneo. Se analizaron 100 Np-Ch por cada grupo. Se
realizé un solo experimento, se utilizé el equipo TRPS de IZON, y el software version
1.0.2.32.

Objetivo 2. Evaluar la incorporacion de las nanoparticulas conjugadas a an-
tigeno en células B especificas.

Separacion de células B.

Se estandariz6 el método para la purificacion de células B, partiendo de tubos CPT
con 8 mL de sangre cada tubo, se obtuvieron en promedio 1x108 células PBMCs
por cada 1 mL de sangre y alrededor del 5% de células B a partir de células
PBMCs. Estas células nos sirvieron para la estandarizacién de los protocolos de
estimulacion de células B. Posteriormente, se obtuvieron paquetes leucocitarios
(Buffy Coats) con los que se obtuvo una mayor cantidad de células PBMCs, 3x10°
por cada mL de sangre, asi como una mayor cantidad de células B 5x10° por mL
(Figura 9).
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Figura 9. Separacién de PBMCs y de células B a partir de tubos CPT y de buffy coats.
Concentracién de PBMCs y células B por mL de sangre obtenidas a partir de tubos CPT
(A) y a partir de Buffy Coats (B). Los datos representan la media +/- desviacion estandar,
7 muestras de tubos CPTs y 5 Buffy Coats. C. Porcentaje de pureza del enriquecimiento
de las células B analizado por citometria de flujo utilizando el marcador CD19* de células
B.

Incorporaciéon de Np-Ch en células B

Se evalud la incorporacion de las Np-Ch en las células B incubandolas con Np-Ch-
FITC, y evaluando la frecuencia de células fluorescentes (FITC*) por citometria de
flujo. Las BSA/Np-Ch-FITC se utilizaron como control negativo, esperando que no
entraran a las células por medio del BCR y nos podrian dar un estimado de la
cantidad de Np-Ch que entran inespecificamente. Como control positivo utilizamos
SpA/Np-Ch-FITC que como se ha mencionado, SpA es un super antigeno acti-
vando a las células B. Cuando incubamos las células B con las Np-Ch-FITC du-
rante 8 horas a una concentracion de 2 pg/mL el porcentaje de incorporacion de
las SpA/Np-Ch-FITC (47.95 +10 %) fue mayor que con las BSA/Np-Ch-FITC (3.16
2.4 %), y con las RBD/Np-Ch-FITC (15.15 +£16.6 %). Estos resultados coinciden
con lo esperado, ya que las SpA/Np-Ch-FITC por ser un super antigeno se incor-
poraria en mayor cantidad a las células B, mientras que las BSA/Np-Ch-FITC por
contener un antigeno convencional se esperaria una incorporacion baja en las cé-
lulas B. El porcentaje de incorporacion de RBD/Np-Ch-FITC nos pudiera indicar
gue se incorporaron de forma especifica de antigeno, ya que el cultivo de células

B pertenecian a voluntarios que ya habian presentado la enfermedad de COVID-
49




19 y por ende tenian células que presentaban los BCR para el antigeno RBD.

Adicionalmente, se probd con una concentracién mayor de Np-Ch (4 pug/ml) incu-
bando por 8 horas. Encontramos que las BSA/Np-Ch-FITC entraron en un 37.7
29 % de las células, las SpA/Np-Ch-FITC en 43.7 £ 50% y las RBD/Np-Ch-FITC
en 71.35 + 6 %. Esto nos puede indicar que al aumentar la concentracion de las
Np-Ch aumenta la probabilidad de que estas entren a las células de manera no
especifica. También evaluamos la incorporacion de las Np-Ch a las 24 horas con
estas dos mismas concentraciones 2 ug/mly 4 ug/mly se obtuvo una incorporacion
mayor en todos los casos de los complejos, esto nos dice que al incrementar el
tiempo de incubacion de las Np-Ch en el cultivo tienden a incorporarse o bien pu-
dieran estar adhiriéndose a las células. Por lo cual interpretamos que la mejor con-
diciéon probada para la incorporacion especifica de las Np-Ch es a las 8 horas uti-

lizando 2 pg/mL (Figura 10y 11).

Incorporacién Np-Ch Incorporaciéon Np-Ch
4 pg/mL
80 2 ug/mL 100 Hg
e ———
:E 60 :g 80 —
g g 6on
o o
2 40+ o
3 S 40+
£ £
8 27 8 204
0= O
RBD SPA BSA RBD SPA BSA RBD SPA BSA RBD SPA BSA
8h 24h 8h 24h

Figura 10. La especificidad de laincorporacion de Np-Ch en las células B disminuye
conforme la concentracién de las Np-Ch y el tiempo de incubacion aumentan. Las
células B fueron incubadas con 2 pg/mL (A) y 4 pg/mL (B) de RBD/Np-Ch-FITC, BSA/Np-
Ch-FITC, SpA/Np-Ch-FITC y evaluado el % de células B FITC* a las 8 y 24 horas por
citometria de flujo. Los datos representan la media +/- desviacion estandar, de dos expe-
rimentos con dos réplicas cada uno.
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Figura 11. Las Np-Ch son incorporadas por células B especificas. Plots representati-
vos del andlisis de la incorporacion de RBD/Np-Ch-FITC en células B por FACS alas 8 h
empleando 2 ug/mL de Np-Ch. Se emplearon como controles células sin Np-Ch (negativo)
y células B marcadas con anticuerpo anti-CD19 FITC (positivo).

Para corroborar si las RBD/Np-Ch-FITC se encontraban dentro de la célula y no
solo adheridas en su membrana, se evalud por microscopia confocal. Se observo
fluorescencia en los diferentes cortes analizados (Figura 12), por lo que estos re-
sultados sugieren que las Np-Ch/FITC con proteina RBD se encontraban en toda
la célula, tanto en la membrana celular como en citoplasma, por lo cual es probable

gue sean internalizadas por las células B.

1 2
CONTROLES
Np-Ch Células B
Figura 12. Analisis de la incorporacion de las RBD/NP-Ch-FITC en células B humanas.
Fotografias representativas de la microscopia confocal de las células B que fueron estimuladas

RBD/Np-Ch-FITC (2 pg/mL) a las 8 h, se muestran distintos cortes de imagen. En el recuadro
51



inferior derecho se observa una imagen en contraste de fases tomada en el mismo campo. Como
control negativo se emplearon células B sin Np-Ch. Barra de escala de 2 um. Para su analisis se
utilizé Fiji Image)

Viabilidad celular

Para evaluar la viabilidad de las células B después de la exposicion a Np-Ch se
realizaron ensayos de MTS/PMS, utilizando dos concentraciones de RBD/Np-
Ch/Bcl-6 2 pg/mL y 4 pg/mL, incubando con células B durante 24 horas (Figura
13). Posteriormente, se repitié el procedimiento alargando el periodo de incubacion
con las Np-Ch hasta 7 dias, donde observamos que Bcl-6 induce la proliferacion y
supervivencia celular, ya que las células B tienden a proliferar mas cuando estan
en presencia de antigeno unido a Np-Ch que contienen el vector codificante para

Bcl-6, que cuando tienen el vector vacio o sin Np-Ch (Figura 13).

A Viabilidad con B Viabilidad con

_ wo NP-Ch24h. Np-Ch 2 pg/mL

[+ © *

8 * Q 120 = SinNp-Ch

o o T T

8 1 : S = = RBD/Np-Ch/g
o e

a - 2E RBD/Np-Ch/Bcl-6

€9 100 )

25 T £

2 S s § 8 ™

S £

> 0 =

Dia 1 Dia 7

Figura 13. Viabilidad de las células B en presencia de Np-Ch. A. Porcentaje de viabi-
lidad de células B en presencia de RBD/Np-Ch/Bcl-6 utilizando 2 pg/mL y 4 ug/mL com-
parando con células sin Np-Ch. Observamos que aumenta la proliferacion de células B
conforme aumentamos la concentracion de RBD/Np-Ch/Bcl-6. B. Porcentaje de viabilidad
de las células B en presencia de RBD/Np-Ch/Bcl-6 y RBD/Np-Ch/g utilizando 2 pg/mL
comparando con células sin Np-Ch. Observamos que aumenta la proliferacion de células
B en presencia de RBD/Np-Ch/Bcl-6. Los datos representan la media +/- desviacion es-
tdndar de dos experimentos, con 4-5 réplicas cada uno. *P<0,05; Kruskal-Wallis con com-
paraciones multiples de Dunn.
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Expresion de Bcl-6 en células HEK-293T

Se corrobor¢ la expresion del gen Bcl-6, transfectando en células HEK-293T como
se describi6 en los métodos. Se observaron células transfectadas después de 24
horas de cultivo con el constructo pIRES2-EGFP/Bcl-6, tras la observacion de la
expresion de la proteina EGFP en el microscopio de fluorescencia (Figura 14A).
Dado que el gen codificante para EGFP se encuentra unido a la secuencia IRES
rio arriba de la region codificante para Bcl-6, interpretamos que, si EGFP se ex-
presoé, Bcl-6 también debid de ser expresado. Para demostrar directamente la ex-
presion de Bcl-6, realizamos citometria de flujo a las células transfectadas y las
marcamos con el anticuerpo anti-Bcl-6-PE. Observamos que la eficiencia de la
transfeccion fue baja, pues menos de 30% de las células expresaban EGFP, y en
aquellas transfectadas con el vector codificante de Bcl-6, se pudo detectar la ex-
presion de esta proteina, aunque con baja frecuencia, a diferencia de las transfec-

tadas con el vector vacio, en cuyo caso la expresion de Bcl-6 fue nula (Figura 14).
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Figura 14. Expresion de Bcl-6 en células HEK-293T transfectadas. A. Células HEK-
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293T a las 24 horas de transfeccion con el constructo pIRES2-EGFP/Bcl-6 observado en
microscopio de fluorescencia. Andlisis de la expresion de EGFP y Bcl-6 en células sin
transfectar (control negativo) (B), células transfectadas con la proteina eGFP (control po-
sitivo) (C), células B marcadas con ficoeritrina (PE) (control positivo para tincién intracelu-
lar) (D), células HEK-293T transfectadas con pIRES2-EGFP/Bcl-6 marcadas con el anti-
cuerpo anti-Bcl-6-PE (E), células HEK-293T transfectadas con pIRES2-EGFP marcadas
con anti-Bcl-6-PE (F), por citometria de flujo. Solo se realizé un experimento por duplicado.
En el caso de la transfeccion se realizaron 3 experimentos por separado cada experimento
por triplicado.

Objetivo 3. Comparar la eficacia en la generacion de anticuerpos contra
SARS-CoV-2 entre células B estimuladas con las nanoparticulas RBD/Np-

Ch/Bcl-6 y con el antigeno soluble.

Estimulacion de células B con RBD soluble.

De los distintos protocolos de estimulos que probamos (Tabla 4), algunos se en-
contraron en la literatura y otros se generaron a partir de nuestra experiencia. Los
protocolos contienen un coctel de citocinas que incluye la estimulacién proporcio-
nada por las FDC (presentacion de antigenos BAFF) y células THF (CD40L, IL-4,
IL-21) como se producen in vivo. En algunos protocolos se incluyeron células no B
gue corresponden a las células mononucleares obtenidas durante la separacion
de las células B. Al cuarto dia de cultivo en todos los protocolos se observo que
habia mayor agregacion celular comparada con el cultivo que no contenia estimu-
los de ningun tipo (control). Los protocolos se probaron sin antigeno y con anti-
geno, observando en todos los cultivos estimulados con el coctel de citocinas, que
aun en ausencia de antigeno ocurria la formacion de rosetas. Seleccionamos
como mejor protocolo aquel que contiene IL-4, IL-21, IL-2, BAFF, CD40L y células
no B, ya que con esta mezcla de nutrientes las células sobrevivian por mas tiempo

en cultivo y habia mas formacion de rosetas (Figura 15).
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Células B + IL-21, IL-4, BAFF, CD4OL, Células B +1L-21, IL-4, BAFF, Células B sin estimular
IL-2 + RBD. CD40L, IL-2.

Figura 15. Estimulacién de las células B in vitro. Las células B fueron cultivadas en
medio RPMI adicionado con SFB 10% y estimuladas por 4 dias con IL-21, IL-4, BAFF, IL-
2y RBD (A), IL-21, IL-4, BAFF, IL-2 sin RBD (B), o mantenidas sin estimulacion (C). Se
observa la formacion de rosetas (flechas) que corresponden a agregados de células en
proliferacion. Magnificacion 20X, barra de escala 50 pm.

Estimulacién de las células B con nanoparticulas.

Posteriormente, se procedié a estimular el cultivo con el antigeno unido a Np-Ch
es decir RBD/Np-Ch comparandolo con el cultivo que contenia RBD soluble. De-
jamos el cultivo durante 7 dias, al tercer dia se agregé mas medio con el corres-
pondiente de estimulos y observamos una formacion de rosetas desde el cuarto
dia (Figura 16 B) comparada con el cultivo que contenia RBD de forma soluble,

ambos protocolos presentaban mayor numero de rosetas que el cultivo control que

A RBD/Np-Ch 6 RBD soluble. B RBD/Np-Ch RBD 7 ~ control

L Estimulacion

I
1 7 days

Andlisis
no contenia estimulos.
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Figura 16. Cultivo de células B estimuladas con RBD/Np-Ch. A. Se observa el
esquema de estimulacion de células B con antigeno RBD soluble y con RBD/Np-Ch,
dejando el cultivo con estimulos hasta por 7 dias. B. Fotografias del cultivo al cuarto dia
de estimulacion con IL-2, IL-4, IL-21, BAFF, CD40L y células no B, se adicionod el antigeno unido a las
nanoparticulas (RBD/Np-Ch, panel de la izquierda) o de forma soluble (panel central). En el panel
de la derecha se muestra el cultivo control que no contiene estimulos ni antigeno (control
negativo). La formacién de rosetas se identifica con un circulo.

Se estimularon las células B y PBMCs en presencia de estimulos (IL-4, IL-21,
BAFF, CD40L, IL-2 y células no B) y se analizd por ELISA la produccién de anti-
cuerpos IgG totales y anti-RBD en los sobrenadantes de las células estimuladas y
sin estimular. Los resultados de IgG total nos indicaron que las células producen
anticuerpos IgG y el ensayo de ELISA para RBD nos muestra los anticuerpos es-
pecificos contra el dominio RBD de SARS-CoV-2. Para el limite de deteccién se
analizaron 10 muestras blanco y se obtuvo el promedio mas 3 veces la desviacion
estandar de los blancos, mientras que para el limite de cuantificacion se obtuvo el

promedio de los blancos méas 10 veces la desviacion estandar del blanco.

Se realizé una prueba preliminar para la estimulacién con las Np, empleando tres
de los protocolos que favorecian mas la sobrevivencia de las células, estimulando
PBMCs con el coctel de citocinas correspondiente (Tabla 4) y RBD soluble o aco-
plado a las RBD/Np-Ch/Bcl-6. Encontramos que la produccion de IgG total era mas
alta con uno de los protocolos en comparaciéon con los otros, ademas de que al
parecer algunos protocolos favorecen mas la estimulacion al afiadir las Np-Ch que

con el antigeno soluble (Figura 17).

1gG
2.5 1 [0 RBD/Np-Ch/Bcl-6
O RBDsoluble

OD (490 nm)

] m1H-

Protocolo1l Protocolo3 Protocolo5

Figura 17. Anticuerpos anti-lgG presentes en el sobrenadante del cultivo de células
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PBMCs estimuladas con RBD. Determinacion de la IgG total en sobrenadantes de cultivo

de células PBMCs estimuladas con RBD/Np-Ch/Bcl-6 y RBD soluble (dia 7), probando 3
protocolos diferentes, protocolo 1 contiene IL-2, IL-4, IL-21, BAFF y CD40L, protocolo 2
que contiene IL-4, BAFF y CD40L y el protocolo 5 que contiene IL-2, IL-4, IL-21 y CD40L
analizadas por ELISA a una densidad éptica de 490 nm. Resultados de un solo experi-
mento cada muestra por triplicado.

Primeramente, se realizé un andlisis longitudinal de la estimulacién en PBMCs
para determinar a partir de qué dia podiamos detectar produccion de anticuerpos.
Se emplearon diferentes preparaciones de Np-Ch y se compard la produccion de
anticuerpos totales entre las células con antigeno soluble (RBD y SpA) y con Np-
Ch (RBD/Np-Ch/Bcl-6 y SpA/Np-Ch/Bcl-6). Se tomaron sobrenadantes alos 3,5y
10 dias (Figura 18). Los resultados mostraron que tras la estimulacion hubo pro-
duccién de anticuerpos IgG totales en todos los casos, detectable a partir del dia
3 y hasta el dia 1 con una tendencia a ser mayor al dia 5 (Figura 18). Al comparar
la estimulacién de SpA con la de las SpA/Np-Ch/Bcl-6 se observé una tendencia a
mayor produccién de IgG en las células estimuladas con las Np. Sin embargo, en
el caso de RBD, la deteccion de IgG total fue similar al estimular con el antigeno
soluble o con las Np a los dias 3 y 5, mientras que al dia 10 se detecté mayor

produccion de 1gG en el caso del antigeno soluble.

IgG total

Figura 18. Deteccién de anticuerpos IgG totales en sobrenadantes de cultivo de
PBMCs estimuladas. ELISA para IgG total de sobrenadantes de las células PBMCs es-
timuladas con el protocolo 7 y con RBD/Np-Ch/Bcl-6, RBD soluble, Np-Ch/Bcl6/SpA 'y SpA
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soluble, al dia 3, dia 5 y dia 10. La linea punteada muestra el punto de corte el cual se
obtuvo con las desviaciones estandar de las muestras control que fueron medio RPMI.
Resultados de un experimento.

Una vez que verificamos que habia produccion de anticuerpos en las células esti-
muladas, realizamos el ensayo de ELISA contra RBD en los sobrenadantes de las
PBMCs. En presencia de SpA soluble se observé mayor produccién de anticuer-
pos anti-RBD que cuando el antigeno se encontraba unido a las Np-Ch. Al com-
parar las RBD/Np-Ch/Bcl-6 con el RBD soluble no se observaron diferencias, Se
observd, como era de esperarse, que la estimulacion con el superantigeno SpA
indujo mayormente la produccion de anticuerpos contra RBD en comparacion con

la estimulacion con el antigeno especifico (Figura 19).
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Figura 19. Deteccion de anticuerpos anti-RBD en sobrenadantes de cultivo de
PBMCs estimuladas. ELISA para RBD de sobrenadantes de las células PBMCs estimu-
ladas con el protocolo 7 (IL-2, IL-4, IL-21, BAFF y CD40L) y con antigeno Np-
Ch/Bcl6/RBD, RBD soluble, Np-Ch/Bcl6/SpA y SpA soluble, al dia 3, dia 5, y dia 10. El
punto de corte es de DO =0.01 que fue obtenida con las muestras blanco que fueron medio

RPMI. Se realizo solo un experimento cada muestra por triplicado.

Posteriormente, se realiz6 la estimulacién en células B. Se sembraron y estimula-
ron con Np-Ch/RBD, RBD soluble, SpA soluble, Np-Ch/SpA en medio RPMI y los
estimulos correspondientes al protocolo 7. Se dejaron proliferar 7 dias, se tomo el

sobrenadante y se realiz6 el ensayo de ELISA tanto para IgG total como para RBD.
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En todas las condiciones estimuladas hubo produccién de anticuerpos IgG totales
incluyendo en aquellas células en las que no se adicion6 antigeno, en especial al
estimular con SpA (Figura 20 panel A). Por otro lado, en el caso de la ELISA para
RBD, se observé la produccién de anticuerpos especificos para RBD cuando las
células B se crecieron con el protocolo que contiene IL-2, IL-4, IL-21, BAFF,
CDA40L, células no B, y cuando el antigeno estaba unido con Np-Ch, comparado

con la estimulacion con antiaeno soluble (Fiaura 20 panel B).
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Figura 20. Deteccidon de anticuerpos IgG totales y anti-RBD en los cultivos de células
B humanas estimuladas. A. Determinacién de anticuerpos IgG producidos en células B
estimuladas con el protocolo 7 y con Np-Ch/RBD, RBD soluble, Np-Ch/SpA y SpA soluble,
alos 7 dias de estimulacion, analizados por ELISA. B. Anticuerpos contra RBD de células
B estimuladas con el protocolo 7 y con Np-Ch/RBD, RBD soluble, Np-Ch/SpA y SpA solu-
ble, a los 7 dias. Resultados de un experimento por duplicado.

Deteccion de células productoras de anticuerpos por ELISPOT.

Para determinar la presencia de células secretoras de anticuerpo se realizé la
técnica de ELISPOT en las células B. Primero estandarizamos la cantidad de
células para el control positivo (Figura 21), donde observamos que con 25,000
células hay formacion de spots y los campos no se observan tan saturados como
con concentraciones mayores de células, por lo que decidimos ocupar esa
cantidad para los futuros ensayos. También evaluamos células B estimuladas con
el protocolo seleccionado (IL-2, IL-4, IL-21, BAFF, CD40L y células no B), con

antigeno soluble y en Np-Ch. Para ello sembramos 2.5 x10* células por pozo para
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RBD y para el control positivo, por duplicado. Al revelar la placa de ELISPOT se
observé la formacion de spots en todos los controles positivos (Figura 22 A).
Mientras que para el ensayo de ELISPOT para RBD el cultivo estimulado no
presentd spots (Figura 22 B), por lo que decidimos aumentar la densidad de

células. IgG positivo

[

Células 2.5x10* c/pozo Células 5x10* ¢/pozo Células 10x10* ¢/pozo

Figura 21. Estandarizacién del ensayo de ELISPOT. Para el control IgG positivo se
utilizaron distintas concentraciones de células B: 2.5 x10%, 5.0 x10* y 10x10* en cada pozo,

se realizé un solo experimento por duplicado.

IgG

Sin antigeno SpA/Np-Ch RBD/Np-Ch RBD soluble

Dia 7

Figura 22. Deteccion de células secretoras de anticuerpos IgG totales y anti-RBD a
partir de células B estimuladas. Ensayo de ELISPOT que muestran los spots formados

por las células B estimuladas con el protocolo que contiene IL-21, IL-4, IL-2, BAFF, CD40L
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y células no B, al dia 7. El cultivo celular se estimulé con antigeno SpA/Np-Ch, RBD/Np-
Ch, y RBD soluble. En los paneles superiores se observa la deteccién de células
secretoras de IgG total, mientras que en los paneles inferiores observamos que no hubo
deteccidn de células productoras de anticuerpos anti-RBD. Solo se realizé un experimento
por duplicado. Las fotos fueron tomadas con Digital Microscope RoHS.

Al no detectar spots en la ELISPOT de RBD, aumentamos el nimero de células B
a una densidad de 1 x10° para la deteccién de anticuerpos especificos y probamos
otros protocolos de estimulacion encontrados en la literatura (Tabla 7). Probamos
estimular el cultivo con antigeno RBD soluble, dejamos el cultivo durante 7 dias y
observamos la formacién de rosetas mas robustas comparadas cuando el cultivo
de células no contenia estimulos ni antigeno (Figura 23), en el protocolo 7 se
muestra un gran numero de células y la formacion de 2 a 3 rosetas por campo,
mientras que en los protocolos 8 y 9 la mayoria de células estaban formando ro-
setas. Al realizar el ensayo de ELISA del sobrenadante obtuvimos que habia pro-
duccién de anticuerpos contra RBD en el cultivo de células que contenian el pro-
tocolo de estimulacion 2, del trabajo de Su, 2016 (Figura 24) mientras que en los
otros protocolos no presentaron absorbancias positivas.

En el ensayo de ELISPOT observamos que las células B estimuladas con el
protocolo 7 que es el protocolo seleccionado anteriormente propuesto por nosotros
que contiene IL-2, IL-4, IL-21, BAFF, CD40L y células no B, present6 spots en la
muestra de IgG positivo es decir que el cultivo si produjo células productoras de
anticuerpos, mientras que, en la muestra problema que es para RBD positivo
también mostro6 la formaciéon de spots, aunque en una menor cantidad comparada
con el control. Para el protocolo 9 de (Roh et al., 2018) que contiene IL-4, BAFF,
IL-21 y CD40L donde IL-21 se agrega al tercer dia de estimulacion y es restituida
por IL-4, contiene un significativo nimero de spots comparado con el control IgG
positivo el cual también tiene un gran nimero de spots, lo que nos puede indicar
que las células estimuladas con este protocolo y con el antigeno RBD esta
produciendo anticuerpos especificos contra RBD. En el caso del protocolo 8 (Su
et al., 2016) que incluye IL-2, IL-4, IL-21, BAFF y CD40L la diferencia con el 9 es

que la citocina IL-21 se agrega desde el inicio del cultivo y al cuarto dia se agrega
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mas medio con el estimulo correspondiente, observamos en las imagenes que se
aprecian la formacion de spots para RBD positivo, y una mayor cantidad de spots
para el control IgG positivo. Los protocolos 8 y 9 utilizados mostraron un mayor
namero de spots comparado con el protocolo 7, esto pudo ser porque se agregé
la misma cantidad de células en todos los protocolos, pero en el caso del protocolo
7 tenia una menor cantidad de células B porque incluia también células no B, y

como resultado un menor numero de spots (figura 25).

Referencia Protocolo -2 IL-4 IL-21 BAFF cD4oL CelNo B
Este trabajo 7
Su, 2016 8

Roh, 2018 9

Tabla 7. Protocolos de estimulacién para células B. Se observan protocolos de esti-
mulacion encontrados en la literatura, el estimulo IL-21 en el protocolo de Su, 2016 se
agrega desde el primer dia de cultivo, mientras que en el protocolo de Roh, 2018 se agrega
al tercer dia y es sustituido por IL-4. El primer protocolo es propuesto por nosotros men-
cionado anteriormente.

Control . Control Protocolo 7 Protocolo 8 Protocolo 9

\ j\ LAY
IL-2, IL-4, IL-21, BAFF, IL-4, 1L-21, BAFF,

,1L-4, IL-21, BAFF,

- - :
IL-2, IL-4, IL-21, BAFF, Sin estimulos IL-

CD40L. RBD soluble CD4O0L y Células No B. CDAOL. CD40L.
Sin Antigeno RBD soluble RBD soluble RBD soluble

Figura 23. Las células B forman rosetas en presencia de estimulos y antigeno RBD
soluble. Se observan el cultivo de células B con los distintos protocolos utilizados de la
tabla 7 y con RBD soluble. El protocolo 7 propuesto por este trabajo, contiene IL-2, I1L-4,
IL-21, BAFF, CD40L y células No B, el protocolo 8 de Su, 2016 contiene IL-2, IL-4, IL-21,
BAFF y CD40L, el protocolo 9 de Roh, 2018 contiene IL-4, IL-21, BAFF y CD40L. Como
controles fueron cultivo celular con estimulos sin antigeno y cultivo celular sin estimulos y
con antigeno. Barra de escala de 100 um.
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Figura 24. El cultivo de células B en presencia del protocolo 8 produjo anticuerpos
anti RBD. Se observa los resultados del ensayo de ELISA de los sobrenadantes del cultivo
estimulado con los distintos protocolos 7, 8 y 9 descritos en la tabla 7 Resultados de un
solo experimento por triplicado.

Controles RBD IgG

Estimuladas, sin antigeno Protocolo 7

Sin estimular, con antigeno

Sin estimulo, sin antigeno

Figura 25. Spots formados por células en cultivo con estimulos y RBD soluble. Se
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observan la formacion de spots formados por las células en cultivo estimuladas con 3
distintos protocolos, protocolo 7 propuesto por nosotros, que contiene IL-2, IL-4, IL-21
(agregada al tercer dia de cultivo), BAFF, CD40L, y células no B. Protocolo 9 de (Roh et
al., 2018) que contiene IL-4, BAFF, IL-21 (agregada Yy restituida por IL-4 al tercer dia de
cultivo), CD40L, y protocolo 8 de (Su et al., 2016) que contiene IL-2, IL-4, IL-21, BAFF y
CDA40L. Se incubaron las células B por 7 dias, se tomaron las células y se sembraron en
la placa de ELISPOT. Se fijo el antigeno RBD e IgG como control positivo en la placa de
ELISPOT. Se realizo solo un experimento, sin replicas. Las fotos fueron tomadas con
Digital Microscope RoHS.

Se prosigui6 a realizar el ensayo de ELISPOT a las células en cultivo estimuladas
con IL-2, IL-4, IL-21, BAFF CDA40L, células no B y con RBD/Np-Ch. Se observaron
spots tanto para IgG positivo como para RBD, aunque se observa una menor can-
tidad de spots comparada con el antigeno soluble. Sin embargo, seguimos traba-
jando en ello, debido a que solo se ha realizado un experimento sin réplicas toda-
via. Hasta ahora los resultados muestran que el cultivo de células B estimulado
con las distintas citocinas producen células productoras de anticuerpos especificos
de antigeno, y que cuando el cultivo esta estimulado con RBD/Np-Ch también hay

formacion de spots para IgG positivo como para RBD positivo.

RBD/Np-Ch

IgG positivo RBD positivo

Figura 26. Formacién de spots en cultivo de células B estimuladas con RBD/Np-Ch.
Se observan los spots formados por las células que estaban cultivadas con IL-2, IL-4, IL-
21 BAFF, CD40L y células no B. Y el antigeno en RBD/Np-Ch. Hubo formacion de spots
para IgG positivo (control) como para RBD. Se utilizaron 1x10° células, se realizé un solo
experimento sin replicas. Las fotos fueron tomadas con Digital Microscope RoHS.
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DISCUSION

En general el uso de las Np como medio de transporte 0 vacunas han arrojado
beneficios como lo es la presentacion de antigenos multivalentes y la administra-
cién coordinada de antigenos y adyuvantes (Chattopadhyay et al., 2017). Algunos
de los materiales que habitualmente se utilizan para su preparacioén son los poli-
meros, éstos tienen una gran ventaja ya que permiten una liberacion controlada
de biomoléculas, la cual se regula con la composicion del polimero y el peso mo-
lecular (Li et al., 2001). En el caso del quitosan, un polimero derivado de la quitina,
tiene la facilidad de modificacion de la forma y tamafio deseable (Akagi et al., 2011)
. Ademas de que su preparacion es sencilla y de bajo costo, por lo cual este ma-
terial fue seleccionado en este proyecto para la preparacién de Np-Ch como medio
de transporte de proteinas y DNA.

En este trabajo se logré la preparacion y la caracterizacién de diversas prepara-
ciones de Np-Ch con la finalidad de evaluar la capacidad de entrar en células B
especificas. Nuestro interés principal fue la generacion de Np-Ch conjugadas con
un antigeno de SARS-CoV-2 y con un plasmido codificante para Bcl-6 (RBD/Np-
Ch/Bcl-6), con el objetivo de favorecer la activacion de las células B especificas y
para la obtencion de anticuerpos anti-SARS-CoV-2. Preparamos ademas Np-Ch
conjugadas con las proteinas SpA y BSA para ser utilizadas como controles y para
la estandarizacion. De acuerdo a la medicion de las Np-Ch realizada por MET,
obtuvimos un tamafio variado de acuerdo al tipo de proteina que contenian, por
ejemplo, las Np-Ch que llevaban BSA solian ser un poco mas grandes comparadas
con las que llevaban la proteina RBD, lo cual coincide con el tamafio de las protei-
nas (BSA 66.5 kDa, RBD 25 kDa). Sin embargo, en este estudio no consideramos
relevante que tengan un tamafio igual entre diferentes grupos de Np-Ch, mientras
que el rango de tamafo sea similar, para que el mecanismo por el cual se interna-
licen también lo sea. No obstante, consideramos importante que las preparaciones
sean homogéneas dentro del mismo grupo para asegurar la reproducibilidad de

los experimentos.
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En general, el diametro de las Np-Ch es importante porque nos permite entender
como interactiian con la célula y como podrian entrar en ella. El sistema inmunita-
rio contiene células con varias vias endociticas incluidas la fagocitosis, la pinocito-
sis, la endocitosis mediada por receptores y las caveolas, que permiten la capta-
cion de antigenos extrafios para su procesamiento y presentacion (McShane & Ma-
linova, 2022). Las vias de entrada de las Np a las células por distintos procesos
depende del tipo celular, segun (Behzadi et al., 2017) las células HelLa tienden a
incorporar Np por medio de la proteina Clatrina; las células del musculo liso, célu-
las endoteliales, adipocitos, fibroblastos y neumocitos 1 tienden a incorporarlas por
endocitosis dependiente de caveolas; mientras que las células neuronales, leuco-
citos y Hep22 no pueden internalizar sustancias por endocitosis mediada por ca-
veolas, ya que estos tipos celulares carecen de caveolin-1(Fujimoto et al., 2000).
En el trabajo de (Minguet et al., 2017) informan sobre la ausencia de caveolin-1 en
linfocitos B. Entonces este mecanismo de entrada celular no podria estar suce-
diendo para el caso de la incorporacion de las Np-Ch en los linfocitos B de nuestro
cultivo celular. Un punto importante sobre la entrada de Np es la forma de éstas.
En el trabajo de (Chithrani et al., 2006) encuentran que Np de oro esféricas tienen
una mayor incorporacion comparada con las Np de oro en forma de baston en
macroéfagos, asi mismo utilizando células HelLa se observo que éstas absorben Np
de oro con una tasa de 3.75 veces mas alta que las Np de oro en forma de baston.
Chithrani et. al. explica que se puede deber a que la envoltura de la membrana
para las Np en forma de baston lleva méas tiempo en cubrir, comparado si las Np
son esféricas. Por otro lado, en el trabajo de Behzadi et.al., 2017 mencionan que
la endocitosis mediada por clatrina es el mecanismo mas favorable para las Np
esféricas mientras que Np de forma de bastos/varilla es por medio de micropinoci-
tosis o fagocitosis. Las Np-Ch generadas en este trabajo son de forma esférica por

lo que, en teoria, es mas facil su incorporacion.

En referencia a la preparacion de las Np-Ch, el método utilizado de gelificacion

ionotropica, el cual es un método que permite formar Np-Ch de tamafio homogé-
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neo (Hembram et al., 2016), ademas de ser sencillo y no se necesita equipos au-
tomatizados. Para las Np, la homogeneidad de la preparacion se observa con un
andlisis de polidispersidad, en nuestro caso los resultados proporcionados por el
TRPS nos indican un indice d90/d10 (razén entre el nUmero de particulas que es-
tan al 90% y 10% del ancho de la distribucion) que iba de 1.43 a 2.3. Ademas,
muestran un valor SPAN aceptable (alejadas al valor 1). En el caso de las SpA/Np-
Ch y de SpA/Np-Ch/Bcl-6, el valor SPAN fue el mas bajo de entre las diversas
preparaciones, por lo que podemos decir que presentan una menor dispersidad y
mayor homogeneidad en el tamafio, mientras que las BSA/Np-Ch y las RBD/Np-
Ch fueron las que presentaron un mayor grado de dispersidad. Podemos decir que
la muestra del complejo con menor grado de dispersion fueron las SpA/Np-Ch,
mientras que presentaron mayor polidispersidad fueron BSA/Np-Ch lo que puede
deberse a que BSA es una proteina que actia como acarreadora, por lo que tiene
la caracteristica de adhesion, por ello podria estar formando agrupamientos de Np-
Ch.

Otro aspecto importante en la evaluacién de las Np-Ch es su carga, ya que ésta
influye en la agregacion, estabilidad y entrada celular (Ozturk et al., 2020; Shang
et al., 2014). Por medio del andlisis por TRPS en las Np-Ch generadas, se observé
que los valores positivos son menos frecuentes que los valores negativos, siendo
la media de -27.8 mV con una desviacién estandar baja. Esto nos indica que las
Np al incubarse con las células B tienen poca probabilidad de ser incorporadas por
carga, ya que se repelarian con la membrana plasmatica de los linfocitos. Ademas,
la carga de las Np-Ch nos permite saber qué tan agregadas pueden estar, asi
como su estabilidad, Np con carga de 30 a 60 mV presentan excelente estabilidad
segun (Ozturk et al., 2020). Si las Np-Ch en suspension tienen valores de carga
negativos o positivos elevados tienden a repelarse entre si y no hay tendencia a la
agregacion; por el contrario, si las Np-Ch tienen valores bajos del potencial Z en-
tonces no hay suficiente fuerza repulsiva y las particulas tienden a aglomerarse
(Hembram et al., 2016). La aglomeracion de las Np-Ch seria desfavorable, ya que

aglomeradas aumentarian el tamafio y la homogeneidad de la suspension y eso
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afectaria la entrada a la célula y la reproducibilidad de los resultados.

Por medio del analisis de TRPS se encontr6 que la distribucion de tamafios es
bastante similar para todas las preparaciones de Np. En la mayoria de las
muestras el promedio de los dimetros varia entre 150 y 240 nm. Observamos
gue las mediciones del tamafio de las Np-Ch determinadas por TRPS fueron un
poco distintas de aquellas en el MET. Empleando TRPS, la distribucién de tamafios
fue més uniforme, siendo solo las RBD/Np-Ch/Bcl-6 méas grandes que el resto. En
este caso no se observo la diferencia de tamafios de acuerdo con el peso de la
proteina, por lo que posiblemente, las diferencias que habiamos observado en el
MET sean producto de la preparacion de las muestras. Por otro lado, la distribucion
de las cargas también fue similar para las diferentes preparaciones, excepto para
las RBD/Np-Ch/Bcl-6 y para las SpA/Np-Ch cuya carga fue mas negativa.

Posiblemente, en este caso, las Np hayan captado mayor cantidad de DNA.

Ademas, observamos que al disminuir el tamafio de las Np-Ch de 148-180 nm
éstas tienden a tener una carga positiva, 1o que permitiria la entrada a la célula de
forma no especifica, sin embargo, hay una poca cantidad de Np-Ch que presenta-
ron carga positiva (menos del 10%). Esta pequefia poblacion de Np-Ch de tamafio
pequefio y carga positiva pudieran estar entrando a las células por medio de en-
docitosis mediada por clatrina. En el trabajo de Bannunah, 2014 realizaron pruebas
en las que demostraron que la entrada de Np de latex con carga positiva en células
epiteliales de intestino no ocurria cuando eran incubadas en presencia de clorpro-
mazina (inhibidor de clatrina), mostrando que ésta podria ser la principal via de
ingreso para Np con carga positiva. Sin embargo, en nuestro caso la mayoria de
las Np-Ch tienen carga negativa, por lo que se esperaria que estén entrando solo
aguellas que reconocen el BCR especifico.

Los resultados obtenidos al incubar las Np-Ch con las células B durante 8 horas

sugieren que las Np-Ch estan entrando de forma especifica, ya que de lo contrario
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entrarian en la misma proporcion, sin importar el antigeno, sin embargo, para de-
mostrarlo necesitariamos de ayuda de otros métodos como el bloqueo de BCR. Al
aumentar el tiempo de incubacion a las 24 horas, obtuvimos que las Np se incor-
poraban aproximadamente en el mismo porcentaje. Algo similar sucedia cuando
se incubaban las células con el doble de la cantidad de Np-Ch. Esto puede deberse
a que a mayor tiempo de incubacion o mayor concentracion las Np-Ch podrian
estar entrando por otra via y no por receptores BCR. En soporte a esta hipotesis,
en el trabajo de Bannunah y colaboradores, se hicieron pruebas para demostrar la
adhesion e incorporacion en células epiteliales del intestino y encontraron que las
Np de latex aminado con carga negativa entran a las células epiteliales por endo-
citosis mediada por caveolas, mientras que aquellas con carga positiva entran por
medio de clatrina y macropinocitosis (Bannunah et al., 2014). En el caso de las

células B no se han descrito trabajos de investigacion de este tipo.

Considerando que la adicién de las Np-Ch podria generar toxicidad en los cultivos
de las células B, adicionamos concentraciones crecientes de Np-Ch y realizamos
ensayos de viabilidad de los linfocitos B. Los resultados indicaron que las células
en presencia de Np-Ch no morian, sino que aumentaban su proliferacién respecto
al control que fueron células B sin Np-Ch. Por lo cual, las concentraciones adicio-
nadas de Np-Ch no son toxicas para las células B en las condiciones probadas en
estos experimentos. Por otro lado, aunque no pudimos demostrar de forma confia-
ble la expresiéon de Bcl-6 (se observd poca expresion por FACS) encontramos que
las RBD/Np-Ch/Bcl-6 inducian mas proliferacion que las RBD/Np-Ch/g, compro-
bando que Bcl-6 ayuda a la proliferacion de células B. Esto es coincidente con lo
descrito por Kwakkenbos y colaboradores, quienes estimularon células plasmati-
cas Yy las transfectaron con genes de Bcl-6 y Bcl-XL, este abordaje permitio la ex-
pansion de linfocitos B in vitro, ademas hubo diferenciacion celular y produccion

de anticuerpos monoclonales (Kwakkenbos et al., 2016).

Una vez que observamos que las Np-Ch eran incorporadas a las células y que no

inducian muerte celular, sino proliferacion, evaluamos las condiciones de
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estimulacién de las células B. Para ello primero estimulamos cultivos de células B
en presencia de diferentes cocteles de activadores policlonales, observando que
algunos de los protocolos de estimulacion favorecian la sobrevivencia de las
células y otros la produccién de anticuerpos. En cuanto a las mezclas de citocinas
empleadas para la estimulacién de las células B, se sabe que la IL-2 mejora la
proliferacion y la secrecion de Inmunoglobulinas (Ig) por las células B humanas
activadas (Bansal et al., 2012); mientras que la IL-4 induce el cambio de isotipo
preferentemente a IgG1, IgG4 e IgE (Armitage, Maliszewski, et al., 1993), e IL-21
dirige la diferenciacion de células B y la produccién de anticuerpos (Bansal et al.,
2012). IL-21 se ha descrito como un regulador fundamental de la diferenciacién de
células B y se sabe que al actuar en conjunto con IL-4 aumenta la expresion de
Bcl-6 (Robinson et al., 2020). La importancia de incluir todos estos estimuladores
de células B en nuestro cultivo se debié a que la interaccion CD40/CD40L induce
la activacion, la blastogénesis y la proliferacion de las células B sin promover la
produccién de anticuerpos (Armitage, Tough, et al., 1993), mientras que IL-2 con
R848 promueven la activacion de células plasmaticas productoras de anticuerpos.
Por otro lado, la mezcla de anti-CD40, IL-4 e IL-21 son un potente régimen de
estimulacién policlonal para la produccion de anticuerpos por parte de células B
de memoria (Franke et al., 2020). También se ha observado que agregando a los
cultivos BAFF el cultivo de células B sobrevive por méas tiempo, debido a que BAFF
regula la supervivencia de células B a través de la activacion de factores anti-
apoptoticos de la familia Bcl-2 también actia como coestimulador de la
proliferacion de células By T (Robinson et al., 2020). En este trabajo, ademas se
opto por la adicion de células no B que incluyen células T, monocitos y células
dendriticas, obtenidas durante la separacion negativa de los linfocitos B, lo cual de

acuerdo a (Cao et al., 2010) favorece la estimulacion de las células B.

De acuerdo a la literatura, CD40L e IL-4 promueven la activacion de células naive
(Jahnmatz et al., 2013) y en diversos trabajos se ha visto que tanto el empleo de
CD40L como de anti-CD40 estimula la proliferacién de las células B, por lo cual
suele emplearse indistintamente; sin embargo, recientemente se ha visto que los
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efectos de estos componentes pueden ser diferentes. En el trabajo de Roh y cola-
boradores, se encontré que CD40L favorece el fenotipo de CG, mientras que anti-
CD40 favorece el cambio de isotipo (Roh et al., 2018). Por ello, en este proyecto
se opto por el empleo de CD40L, esperando que se favorezca la diferenciacion de

las células B a un fenotipo de CG.

Estandarizamos las condiciones de estimulacion en las células B utilizando como
antigeno RBD de SARS-CoV-2 y evaluamos la produccion de anticuerpos IgG to-
tales, asi como la presencia de células secretoras de anticuerpo. Nuestros resul-
tados indicaron que se logré activar a los linfocitos B, proliferaron y se diferenciaron
a células plasméticas productoras de anticuerpos, los cuales pudieron ser detec-
tados en el sobrenadante de cultivo por medio de una ELISA para 1gG total. En
todas las condiciones de estimulacién observamos generacion de anticuerpos to-
tales, esto es porque utilizamos células B totales que incluye células B de memoria
y plasméticas, sin embargo, el interés es que la adicion de las RBD/Np-Ch incre-
mentara la cantidad de células B especificas, para lo cual se realizaron ensayos
de ELISA y ELISPOT buscando células secretoras de anticuerpos anti-RBD. Para
la identificacion de células productoras de anticuerpos presentes en el cultivo, nos
basamos en el ensayo de ELISPOT, esta técnica es mas sensible para detectar la
secrecion de analitos, ya que el analito se captura muy cerca de la célula secretora
antes de que pueda diluirse en el sobrenadante del cultivo, dejando una huella
para cada célula secretora antes de que pueda diluirse en el sobrenadante del
cultivo, mientras que en el ensayo de ELISA el analito se mide en el sobrenadante
del cultivo. En los ensayos de ELISPOT se lograron observar la formacion de spots
en todos los controles positivos que consistian en anticuerpos contra IgG totales,
sin embargo para RBD mostraban muy pocos o habia ausencia de spots, por lo
gue se pudo deber a la baja concentracion en la que se encuentran células pro-
ductoras de anticuerpos especificas en sangre periférica, cerca de 0.01% para un
antigeno convencional (Perez-Andres et al., 2010), Ademas, en un estudio reciente

se reportd bajo nimero de spots a partir de células B totales obtenidas de PBMCs
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de personas recuperadas de COVID-19 (Byazrova et al., 2021). Esto podria expli-

car porque en los ensayos de ELISPOT que realizamos hubo una baja deteccion.

Posteriormente, comparamos la estimulacién en presencia de RBD/Np-Ch/Bcl-6 y
de antigeno soluble, para evaluar si la estimulacion con las Np-Ch favorecia la
produccion de anticuerpos anti-RBD. En uno de los ensayos encontramos que la
estimulacién con SpA/Np-Ch favorecia la produccion de anticuerpos totales, pero
no asi los anti-RBD, mientras que la presencia de RBD/Np-Ch estimuld la
produccion de anticuerpos especificos. Desafortunadamente, tuvimos un
problema con la purificacion del plasmido codificante para Bcl-6, por lo cual no se
pudo repetir este ensayo de ELISA y los resultados no pudieron ser corroborados.
De igual forma, en uno de los ensayos en los que estimulamos a las células B con
las RBD/Np-Ch y comparamos con el antigeno soluble, observamos que hubo
generacion de spots en presencia de las Np y la cantidad fue menor empleando el
antigeno soluble, sin embargo, por la falta del plasmido de Bcl-6 no pudimos repetir

el experimento.

Por otro lado, con el objetivo de incrementar la deteccion de células secretoras de
anticuerpos especificos, repetimos los ensayos de ELISPOT probando otras mez-
clas de activadores policlonales en presencia del antigeno soluble. El coctel de
estimuladores (protocolo 8) descrito por Su y colaboradores, contiene los mismos
activadores policlonales que el protocolo propuesto por nosotros, a diferencia que
cambia la concentracion de IL-2 aumentado a 50 ng/mL y disminuyendo la con-
centracion de IL-4 a 10 ng/mL (Su et al., 2016), también en este protocolo agregan
a IL-21 desde la siembra de las células, mientras que nuestro protocolo se agre-
gaba al tercer dia. Los resultados mostraron una mayor deteccién de spot especi-
ficos de antigeno, esto pudiera indicar que esas concentraciones de los estimulos
serian mas adecuadas para la produccion de anticuerpos contra RBD, quedando
pendiente la comparacion de la estimulacion con las RBD/Np-Ch/Bcl-6 y con el

antigeno soluble, en estas condiciones para completar el objetivo 3.
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Anterior a este trabajo, se han realizado estudios similares en los cuales se busca
la funcionalizacion de las Np para dirigirlas a un blanco de interés, o bien para la
incorporacion de estimulos a las células B. Por ejemplo, en el trabajo de Sokolova,
2010 y colaboradores, quienes disefiaron Np de fosfato de calcio que encapsulan
ligandos de receptores de tipo Toll, asi como también el antigeno hemaglutinina
para inducir la maduracidén de células dendriticas y activacion de células T. En
dicho trabajo demuestran que las Np cargadas con oligonucle6tidos pueden activar
a las células dendriticas mejor que los oligonucleétidos libres en solucion; y sugie-
ren que dependiendo de los antigenos que contengan las Np, éstas pueden con-
vertirse en vacunas debido a su capacidad para inducir una potente inmunidad
celular especifica de antigeno (Sokolova et al., 2010). Otro ejemplo es el trabajo
de (Hocevar et al., 2019) donde ocupan Np de oro como herramienta dirigida a las
células B, obteniendo que las Np revestidas de polimero polietilenglicol (PEG) no
afectaron a la viabilidad celular, probando concentraciones altas y por periodos
largos (20 pg/mL por 24 horas). Ademas, mencionan que las Np tampoco afectaron
a los distintos marcadores de activacion de los linfocitos B naive, ni provoco un
aumento en las citocinas proinflamatorias. Evaluaron también la forma de las Np,
encontrando que las de forma de varilla deterioraron la produccion de citocinas
como IL-6 en linfocitos B estimulados por TLR7, sugiriendo que la forma de Np
controla la interferencia con eventos tempranos de activacion independiente de

antigeno en los linfocitos B (HoCevar et al., 2019).

A diferencia de los trabajos anteriores, el objetivo de este proyecto ademas de
dirigir un agente (vector codificante para Bcl-6) para la estimulacion de las células
B, es la obtencidn de anticuerpos especificos de antigeno. Por ello, la deteccién
de anticuerpos contra RBD en nuestro método de seleccion, es un avance hacia
la formacion de un CG in vitro y no dudamos en la mejoria de este método a futuro,

para poder obtener anticuerpos contra una gran variedad de patdégenos.
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LIMITACIONES

Algunas de las limitaciones de nuestro estudio fueron las pocas réplicas y el nu-
mero limitado de células B. Esto se debid a la poca disponibilidad de donadores al
inicio del proyecto, lo cual se resolvié con la donacién de buffy coats tras el avance
de la pandemia. Ademas, en cuanto a la obtencion de células B de los donadores,
encontramos que variaba la cantidad de células obtenidas dependiendo del volun-
tario, asi como la proporcion de células B especificas de antigeno, lo cual no de-
terminamos directamente pero que observamos al realizar los ensayos de ELISA
y ELISPOT anti-RBD. Por otro lado, durante el transcurso del proyecto nos enfren-
tamos con dificultades técnicas en la purificacién del plasmido codificante de Bcl-

6, por lo cual no nos fue posible repetir experimentos clave.

CONCLUSIONES

En este trabajo se logré la generacion de Np-Ch conjugadas con antigenos protei-
cos (BSA, SpA, RBD) y con un vector codificante para Bcl-6 para utilizar como un
método de seleccion especifico de antigeno para células B humanas. Las Np-Ch
generadas son de forma esférica, su tamafio varia de acuerdo a sus componentes,
en un rango de 118 nm a 224.5 nm y su carga es hegativa (-17 a -66.66 mV). Los
valores de Span y el indice d90/d10 de los conjugados indican que la distribucion
de sus tamafos es variado, poco homogéneo y que las particulas tienden a agre-
garse, por ello tuvieron que mantenerse en acido aceético para su conservacion y

ser lavadas con agua estéril previo a su uso.

La presencia del antigeno permite que sean incorporadas las Np-Ch de forma es-
pecifica en las células B, dado que aquellas Np-Ch conjugadas con SpA ingresan
en mayor cantidad a las células B como era de esperarse de un superantigeno,
mientras que las Np-Ch conjugadas con RBD y BSA tienen el comportamiento es-
perado para un antigeno convencional. Al incrementar la concentracion de las Np-

Ch o el tiempo de incubacion la especificidad de incorporacion disminuye. Debido
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a las caracteristicas que presentaron las Np-Ch como la carga negativa nos acer-
camos a la idea que no se unen a la membrana celular por interaccion electrosta-
tica sino por endocitosis mediada por BCR. Para estar seguros que las Np-Ch es-
tuvieran dentro de las células, lo demostramos con microscopia confocal en el cual
observamos que las Np-Ch se encuentran en toda la célula y no solo adheridas a

la membrana.

La incorporacion del plasmido codificante para Bcl-6 es importante dado que esta
proteina es fundamental para la formacion de centros germinales. Se demostré la
expresion de la proteina, aunque en baja proporcion, ya que la eficiencia de la
transfeccion fue baja. Sin embargo, cuando se estimularon las células B con las
RBD/Np-Ch conteniendo el plasmido vacio o con Bcl-6, las que contenian Bcl-6
tendieron a proliferar mas. Ademas, fue de gran importancia la evaluacion de la
viabilidad celular en presencia de Np-Ch, nuestro trabajo demuestra que estas Np-
Ch no dafian a las células, sino al contrario cuando las dejamos en presencia de
Np-Ch/Bcl-6 tienden a proliferar mas. Por esta razon el transporte de antigenos

por medio de Np-Ch es inocua para las células.

Para poder mantener un cultivo de células B humanas durante 7 dias y asi crear
un ambiente de células productoras de anticuerpos, tuvimos que probar distintos
protocolos de activadores policlonales y seleccionar el mejor. El protocolo selec-
cionado prometio la supervivencia celular, la proliferacion y la diferenciacion de las
células B. De los métodos utilizados para la evaluacion de la produccion de anti-
cuerpos, el ensayo de ELISPOT fue uno de los mas sensibles en la deteccion de
éstos, sin embargo, reforzamos los resultados obtenidos en los ensayos de ELISA.
Encontramos que el ambiente mas favorecedor para la produccion de anticuerpos
especificos de antigeno fue en presencia de IL-4, IL-21, IL-2, CD40L y BAFF, asi

como de células no B que posiblemente proporcionaran coestimulacién.

Finalmente, nuestro objetivo principal era comparar la estimulacion de las células
B empleando RBD/Np-Ch con el antigeno soluble, para ello realizamos un par de

75



experimentos independientes en los que observamos que habia mayor cantidad
de anti-RBD (por ELISA) y mayor nimero de células secretoras de anticuerpos
especificos (por ELISPOT) empleando las Np-Ch. Desafortunadamente, teniamos
pocas células B para incluir réplicas y por problemas técnicos estos resultados no
pudieron ser corroborados. Por ello, aun queda pendiente la comprobacion de si
la estimulacién con el antigeno multimerizado en las Np-Ch estimula de mejor
forma a las células B en comparacién con el antigeno soluble, como lo indica la
teoria.
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PERSPECTIVAS

e Repetir los experimentos de la comparacion de la produccion de anticuer-
pos en células B estimulados con RBD/Np-Ch/Bcl-6 y con RBD soluble.

¢ Realizar microscopia de amplia resolucion de las células B que incorporaron
las RBD/Np-Ch-FITC.

e Bloquear distintas vias de entrada de las células B para la corroborar la
especificidad.

e Realizar ensayos de neutralizacién empleando pseudovirus de SARS-CoV-
2 con los anticuerpos monoclonales contra RBD de SARS-CoV-2 obtenidos
en el sobrenadante del cultivo de células B.

e Analizar fenotipo las células B estimuladas con RBD/Np-Ch/Bcl-6 y con
RBD soluble.

e Determinar la secuencia de los genes de Ig para los anticuerpos anti-RBD
para su produccion recombinante.

e Evaluar el cambio de isotipo en las células B estimuladas con RBD/Np-
Ch/Bcl-6 y con RBD soluble.

e Probar en nuestro modelo otros antigenos de interés, o bien proteina de
otra variante de SARS-CoV-2.

e Demostrar especificidad de la incorporacién utilizando un cultivo de lineas
celulares.

e Encontrar condiciones de cultivo que permitan que las células B sobrevivan
por mas tiempo para poder realizar ensayos prolongados.

¢ Reproducir un centro germinal con la capacidad de producir anticuerpos
monoclonales humanos especificos de antigeno seria un gran logro, princi-
palmente porque no habria necesidad de humanizarlos y porgue se podria

emplear para generar tratamientos contra diferentes blancos.

77



REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Akagi, T., Baba, M., & Akashi, M. (2011). Biodegradable Nanoparticles as Vaccine Adjuvants
and Delivery Systems: Regulation of Immune Responses by Nanoparticle-Based Vaccine.
Advances in Polymer Science, 247(1), 31-64. https://doi.org/10.1007/12_2011_150

Armitage, R. J., Maliszewski, C. R., Alderson, M. R., Grabstein, K. H., Spriggs, M. K., & Fanslow,
W. C. (1993). CD40L: a multi-functional ligand. Seminars in Immunology, 5(6), 404—-412.
https://doi.org/10.1006/SMIM.1993.1046

Armitage, R. J., Tough, T. W., Macduff, B. M., Fanslow, W. C., Spriggs, M. K., Ramsdell, F., &
Alderson, M. R. (1993). CD40 ligand is a T cell growth factor. European Journal of Immu-
nology, 23(9), 2326—2331. https://doi.org/10.1002/EJI1.1830230941

Bannard, O., Horton, R. M., Allen, C. D. C., An, J., Nagasawa, T., & Cyster, J. G. (2013). Ger-
minal center centroblasts transition to a centrocyte phenotype according to a timed pro-
gram and depend on the dark zone for effective selection. Immunity, 39(5), 912-924.
https://doi.org/10.1016/J.IMMUNI.2013.08.038

Bannunah, A. M., Vllasaliu, D., Lord, J., & Stolnik, S. (2014). Mechanisms of nanopatrticle inter-
nalization and transport across an intestinal epithelial cell model: Effect of size and surface
charge. Molecular Pharmaceutics, 11(12), 4363—-4373. https://doi.org/10.1021/mp500439c

Bansal, R. R., Mackay, C. R., Moser, B., & Eberl, M. (2012). IL-21 enhances the potential of
human yd T cells to provide B-cell help. European Journal of Immunology, 42(1), 110-119.
https://doi.org/10.1002/eji.201142017

Basso, K., & Dalla-Favera, R. (2012). Roles of BCL6 in normal and transformed germinal center
B cells. Immunological Reviews, 247(1), 172-183. https://doi.org/10.1111/J.1600-
065X.2012.01112.X

Behzadi, S., Serpooshan, V., Tao, W., Hamaly, M. A., Alkawareek, M. Y., Dreaden, E. C.,
Brown, D., Alkilany, A. M., Farokhzad, O. C., & Mahmoudi, M. (2017). Cellular uptake of
nanoparticles: Journey inside the cell. In Chemical Society Reviews (Vol. 46, Issue 14, pp.
4218-4244). Royal Society of Chemistry. https://doi.org/10.1039/c6cs00636a

Bravo, S. (2018). Identificacion in vitro de anticuerpos monoclonales humanos con potencial
terapéutico contra Staphylococcus aureus multirresistente.

Brissow, H. (2020). The Novel Coronavirus - A Snapshot of Current Knowledge. Microbial Bi-
otechnology, 13(3), 607—612. https://doi.org/10.1111/1751-7915.13557

Bunting, K. L., & Melnick, A. M. (2013). New effector functions and regulatory mechanisms of
BCL6 in normal and malignant lymphocytes. Current Opinion in Immunology, 25(3), 339—
346. https://doi.org/10.1016/J.C0OI1.2013.05.003

Byazrova, M., Yusubalieva, G., Spiridonova, A., Efimov, G., Mazurov, D., Baranov, K., Bak-
laushev, V., & Filatov, A. (2021). Pattern of circulating SARS-CoV-2-specific antibody-se-
creting and memory B-cell generation in patients with acute COVID-19. Clinical & Transla-
tional Immunology, 10(2). https://doi.org/10.1002/CTI2.1245

Calado, D. P. (2017). Germinal centers : methods and protocols. In Human Press.

Cao, Y., Gordic, M., Kobold, S., Lajmi, N., Meyer, S., Bartels, K., Hildebrandt, Y., Luetkens, T.,
Ihloff, A. S., Krbéger, N., Bokemeyer, C., & Atanackovic, D. (2010). An optimized assay for
the enumeration of antigen-specific memory B cells in different compartments of the human
body. Journal of Immunological Methods, 358(1-2), 56—65.
https://doi.org/10.1016/J.JIM.2010.03.009

Casadevall, A., & Pirofski, L. A. (2020). The convalescent sera option for containing COVID-19.
The Journal of Clinical Investigation, 130(4), 1545-1548.
https://doi.org/10.1172/JCI138003

Chattopadhyay, S., Chen, J. Y., Chen, H. W., & Jack Hu, C. M. (2017). Nanoparticle Vaccines

78



Adopting Virus-like Features for Enhanced Immune Potentiation. Nanotheranostics, 1(3),
244-260. https://doi.org/10.7150/NTNO.19796

Chen, Y., Zhao, X., Zhou, H., Zhu, H., Jiang, S., & Wang, P. (2023). Broadly neutralizing anti-
bodies to SARS-CoV-2 and other human coronaviruses. Nature Reviews. Immunology,
23(3). https://doi.org/10.1038/S41577-022-00784-3

Chithrani, B. D., Ghazani, A. A., & Chan, W. C. W. (2006). Determining the size and shape
dependence of gold nanopatrticle uptake into mammalian cells. Nano Letters, 6(4), 662—
668. https://doi.org/10.1021/NL0523960

De Silva, N. S., & Klein, U. (2015). Dynamics of B cells in germinal centres. Nature Reviews.
Immunology, 15(3), 137-148. https://doi.org/10.1038/NRI13804

Elvira Pujalte, C. (2001). Quitosano: un polisacérido natural biodegradable y biocompatible con
aplicaciones en biotecnologia y biomedicina. Revista de Plasticos Modernos: Ciencia y
Tecnologia de Polimeros, ISSN 0034-8708, N° 535, 2001, Pags. 81-91, 535, 81-91.
https://dialnet.unirioja.es/servlet/articulo?codigo=2895509

Franke, F., Kirchenbaum, G. A., Kuerten, S., & Lehmann, P. V. (2020). IL-21 in Conjunction
with Anti-CD40 and IL-4 Constitutes a Potent Polyclonal B Cell Stimulator for Monitoring
Antigen-Specific Memory B Cells. Cells, 9(2). https://doi.org/10.3390/cells9020433

Fujimoto, T., Kogo, H., Nomura, R., & Une, T. (2000). Isoforms of caveolin-1 and caveolar struc-
ture. Cell Science.

Gars, E., Butzmann, A., Ohgami, R., Balakrishna, J. P., & O’'Malley, D. P. (2020). The life and
death of the germinal center. In Annals of Diagnostic Pathology (Vol. 44). W.B. Saunders.
https://doi.org/10.1016/j.anndiagpath.2019.151421

Hembram, K. C., Prabha, S., Chandra, R., Ahmed, B., & Nimesh, S. (2016). Advances in prep-
aration and characterization of chitosan nanoparticles for therapeutics. In Artificial Cells,
Nanomedicine and Biotechnology (Vol. 44, Issue 1, pp. 305-314). Taylor and Francis Ltd.
https://doi.org/10.3109/21691401.2014.948548

Hocevar, S., MiloSevi¢, A., Rodriguez-Lorenzo, L., Ackermann-Hirschi, L., Mottas, I., Petri-Fink,
A., Rothen-Rutishauser, B., Bourquin, C., & Clift, M. J. D. (2019). Polymer-Coated Gold
Nanospheres Do Not Impair the Innate Immune Function of Human B Lymphocytes in
Vitro. ACS Nano, 13(6), 6790—6800. https://doi.org/10.1021/ACSNANO.9B01492

Hussain, A., Hasan, A., Nejadi Babadaei, M. M., Bloukh, S. H., Chowdhury, M. E. H., Sharifi,
M., Haghighat, S., & Falahati, M. (2020). Targeting SARS-CoV2 Spike Protein Receptor
Binding Domain by Therapeutic Antibodies. Biomedicine & Pharmacotherapy = Biomede-
cine & Pharmacotherapie, 130. https://doi.org/10.1016/J.BIOPHA.2020.110559

Jahnmatz, M., Kesa, G., Netterlid, E., Buisman, A. M., Thorstensson, R., & Ahlborg, N. (2013).
Optimization of a human IgG B-cell ELISpot assay for the analysis of vaccine-induced B-
cell responses. Journal of Immunological Methods, 391(1-2), 50-59.
https://doi.org/10.1016/J.JIM.2013.02.009

Ju, B., Zhang, Q., Ge, J., Wang, R, Sun, J., Ge, X., Yu, J., Shan, S., Zhou, B., Song, S., Tang,
X., Yu, J,, Lan, J., Yuan, J., Wang, H., Zhao, J., Zhang, S., Wang, Y., Shi, X,, ... Zhang, L.
(2020). Human neutralizing antibodies elicited by SARS-CoV-2 infection. Nature,
584(7819), 115-119. https://doi.org/10.1038/S41586-020-2380-Z

Kanekiyo, M., Joyce, M. G., Gillespie, R. A., Gallagher, J. R., Andrews, S. F., Yassine, H. M.,
Wheatley, A. K., Fisher, B. E., Ambrozak, D. R., Creanga, A., Leung, K., Yang, E. S., Bo-
yoglu-Barnum, S., Georgiev, I. S., Tsybovsky, Y., Prabhakaran, M. S., Andersen, H., Kong,
W. P., Baxa, U., ... Graham, B. S. (2019). Mosaic nanoparticle display of diverse influenza
virus hemagglutinins elicits broad B cell responses. Nature Immunology 2019 20:3, 20(3),
362-372. https://doi.org/10.1038/s41590-018-0305-x

Korangath, P., Barnett, J. D., Sharma, A., Henderson, E. T., Stewart, J., Yu, S. H., Kandala, S.
K., Yang, C. T., Caserto, J. S., Hedayati, M., Armstrong, T. D., Jaffee, E., Gruettner, C.,
Zhou, X. C., Fu, W., Hu, C., Sukumar, S., Simons, B. W., & Ivkov, R. (2020). Nanopatrticle

79



interactions with immune cells dominate tumor retention and induce T cell-mediated tumor
suppression in  models of breast cancer. Science Advances, 6(13).
https://doi.org/10.1126/SCIADV.AAY 1601

Kreuzberger, N., Hirsch, C., Chai, K. L., Piechotta, V., Valk, S. J., Estcourt, L. J., Salomon, S.,
Tomlinson, E., Monsef, I., Wood, E. M., So-Osman, C., Roberts, D. J., McQuilten, Z., &
Skoetz, N. (2021). SARS-CoV-2-neutralising monoclonal antibodies for treatment of
COVID-19. Cochrane Database of Systematic Reviews, 2021(2).
https://doi.org/10.1002/14651858.CD013825

Kwakkenbos, M. J., van Helden, P. M., Beaumont, T., & Spits, H. (2016). Stable long-term cul-
tures of self-renewing B cells and their applications. Immunological Reviews, 270(1), 65—
77. https://doi.org/10.1111/IMR.12395

Li, X., Deng, X., & Huang, Z. (2001). In vitro protein release and degradation of poly-dl-lactide-
poly(ethylene glycol) microspheres with entrapped human serum albumin: quantitative
evaluation of the factors involved in protein release phases. Pharmaceutical Research,
18(1), 117-124. https://doi.org/10.1023/A:1011043230573

Marovich, M., Mascola, J. R., & Cohen, M. S. (2020). Monoclonal Antibodies for Prevention and
Treatment of COVID-19. JAMA, 324(2), 131-132.
https://doi.org/10.1001/JAMA.2020.10245

Marston, H. D., Paules, C. I., & Fauci, A. S. (2018a). Monoclonal Antibodies for Emerging In-
fectious Diseases - Borrowing from History. The New England Journal of Medicine,
378(16), 1469-1472. https://doi.org/10.1056/NEIJMP 1802256

Marston, H. D., Paules, C. I, & Fauci, A. S. (2018b). Monoclonal Antibodies for Emerging In-
fectious Diseases — Borrowing from History. New England Journal of Medicine, 378(16),
1469-1472. https://doi.org/10.1056/NEJMP 1802256

McShane, A. N., & Malinova, D. (2022). The Ins and Outs of Antigen Uptake in B cells. In Fron-
tiers in Immunology (Vol. 13). Frontiers Media S.A.
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.892169

Miller, & Miller. (2002). Estadistica y Quimiometria para la Quimica Analitica. PEARSON EDU-
CACION S.A.. Madrid. https://sceqa.files.wordpress.com/2012/05/quimica-y-quimiome-
tria.pdf

Minguet, S., Klasener, K., Schaffer, A. M., Fiala, G. J., Osteso-lbanez, T., Raute, K., Navarro-
Lérida, I., Hartl, F. A., Seidl, M., Reth, M., & Del Pozo, M. A. (2017). Caveolin-1-dependent
nanoscale organization of the BCR regulates B cell tolerance. Nature Immunology, 18(10),
1150-1159. https://doi.org/10.1038/ni.3813

Montgomerie, I., Bird, T. W., Palmer, O. R., Mason, N. C., Pankhurst, T. E., Lawley, B., Her-
nandez, L. C., Harfoot, R., Authier-Hall, A., Anderson, D. E., Hilligan, K. L., Buick, K. H.,
Mbenza, N. M., Mittelstadt, G., Maxwell, S., Sinha, S., Kuang, J., Subbarao, K., Parker, E.
J., ... Connor, L. M. (2023). Incorporation of SARS-CoV-2 spike NTD to RBD Protein Vac-
cine Improves Immunity  Against  Viral  Variants. IScience, 106256.
https://doi.org/10.1016/J.1SCI.2023.106256

Nojima, T., Haniuda, K., Moutai, T., Matsudaira, M., Mizokawa, S., Shiratori, |., Azuma, T., &
Kitamura, D. (2011). In-vitro derived germinal centre B cells differentially generate memory
B or plasma cells in vivo. Nature Communications, 2(2).
https://doi.org/10.1038/ncomms1475

OMS. (2023). Brote de Enfermedad Por El Coronavirus (COVID-19). https://www.who.int/es

Ozturk, K., Arslan, F. B., Tavukcuoglu, E., Esendagli, G., & Calis, S. (2020). Aggregation of
chitosan nanoparticles in cell culture: Reasons and resolutions. International Journal of
Pharmaceutics, 578. https://doi.org/10.1016/).ijpharm.2020.119119

Perez-Andres, M., Paiva, B., Nieto, W. G., Caraux, A., Schmitz, A., Almeida, J., Vogt, R. F.,
Marti, G. E., Rawstron, A. C., Van Zelm, M. C., Van Dongen, J. J. M., Johnsen, H. E., Klein,
B., & Orfao, A. (2010). Human peripheral blood B-cell compartments: a crossroad in B-cell

80



traffic. Cytometry. Part B, Clinical Cytometry, 78 Suppl 1(SUPPL. 1).
https://doi.org/10.1002/CYTO.B.20547

Pinto, D., Park, Y. J., Beltramello, M., Walls, A. C., Tortorici, M. A., Bianchi, S., Jaconi, S., Culap,
K., Zatta, F., De Marco, A., Peter, A., Guarino, B., Spreafico, R., Cameroni, E., Case, J.
B., Chen, R. E., Havenar-Daughton, C., Snell, G., Telenti, A., ... Corti, D. (2020). Cross-
neutralization of SARS-CoV-2 by a human monoclonal SARS-CoV antibody. Nature,
583(7815), 290-295. https://doi.org/10.1038/s41586-020-2349-y

Robinson, M. J., Ding, Z., Pitt, C., Brodie, E. J., Quast, I., Tarlinton, D. M., & Zotos, D. (2020).
The Amount of BCL6 in B Cells Shortly after Antigen Engagement Determines Their Rep-
resentation in Subsequent Germinal Centers. Cell Reports, 30(5), 1530-1541.e4.
https://doi.org/10.1016/j.celrep.2020.01.009

Roh, K. H., Song, H. W., Pradhan, P., Bai, K., Bohannon, C. D., Dale, G., Leleux, J., Jacob, J.,
& Roy, K. (2018). A synthetic stroma-free germinal center niche for efficient generation of
humoral immunity ex vivo. Biomaterials, 164, 106—120. https://doi.org/10.1016/j.biomateri-
als.2018.02.039

Shang, L., Nienhaus, K., & Nienhaus, G. U. (2014). Engineered nanoparticles interacting with
cells: Size matters. In Journal of Nanobiotechnology (Vol. 12, Issue 1).
https://doi.org/10.1186/1477-3155-12-5

Silverman, G. J., & Goodyear, C. S. (2002). A model B-cell superantigen and the immunobiology
of B lymphocytes. Clinical Immunology, 102(2), 117-134.
https://doi.org/10.1006/clim.2001.5143

Sokolova, V., Knuschke, T., Kovtun, A., Buer, J., Epple, M., & Westendorf, A. M. (2010). The
use of calcium phosphate nanoparticles encapsulating Toll-like receptor ligands and the
antigen hemagglutinin to induce dendritic cell maturation and T cell activation. Biomateri-
als, 31(21), 5627-5633. https://doi.org/10.1016/J.BIOMATERIALS.2010.03.067

Strohl, W. R., Ku, Z., An, Z., Carroll, S. F., Keyt, B. A., & Strohl, L. M. (2022). Passive Immuno-
therapy Against SARS-CoV-2: From Plasma-Based Therapy to Single Potent Antibodies
in the Race to Stay Ahead of the Variants. BioDrugs, 36(3), 231-323.
https://doi.org/10.1007/S40259-022-00529-7

Su, K.-Y., Watanabe, A., Yeh, C.-H., Kelsoe, G., & Kuraoka, M. (2016). Efficient Culture of
Human Naive and Memory B Cells for Use as APCs. The Journal of Immunology, 197(10),
4163-4176. https://doi.org/10.4049/jimmunol.1502193

Wagar, L. E., Salahudeen, A., Constantz, C. M., Wendel, B. S., Lyons, M. M., Mallajosyula, V.,
Jatt, L. P., Adamska, J. Z., Blum, L. K., Gupta, N., Jackson, K. J. L., Yang, F., Roltgen, K.,
Roskin, K. M., Blaine, K. M., Meister, K. D., Ahmad, I. N., Cortese, M., Dora, E. G, ...
Davis, M. M. (2021). Modeling human adaptive immune responses with tonsil organoids.
Nature Medicine, 27(1), 125-135. https://doi.org/10.1038/s41591-020-01145-0

Zilker, C., Kozlova, D., Sokolova, V., Yan, H., Epple, M., Uberla, K., & Temchura, V. (2017).
Nanoparticle-based B-cell targeting vaccines: Tailoring of humoral immune responses by
functionalization with different TLR-ligands. Nanomedicine : Nanotechnology, Biology, and
Medicine, 13(1), 173-182. https://doi.org/10.1016/J.NANO.2016.08.028

81



ANEXOS

Anexo 1
CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Dirigido a paciente confirmado de SARS-CoV2

Titulo de proyecto: Organoides de centro germinal humano como una herramienta para comprender
la biologia de las células B y para la identificacién de anticuerpos monoclonales con potencial
terapéutico contra el SARS-CoV2.

Nombre del Investigador Principal: Dra. Hilda Minerva Gonzalez Sanchez.

Objetivo

Estimado(a) Sefor/Sefora:

Lo invitamos a participar en el presente proyecto de investigacion, el cual se desa-
rrolla en el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), sede Cuernavaca.

Si Usted decide participar en el estudio, es importante que considere la siguiente
informacion y siéntase libre de preguntar cualquier asunto que no le quede claro.
El propésito del estudio es el desarrollo de una técnica que permita la identificacion
de anticuerpos contra SARS-CoV2 (especificamente para una region del virus lla-
mada RBD) los cuales podrian tener utilidad terapéutica. Le pedimos participar en
este estudio porque usted ha sido confirmado positivo a SARS-CoV2 por los Ser-
vicios Estatales de Salud de Morelos o por alguna otra institucional avalada por el
INDRE.

Su participacion consistira en:

- Proporcionar informacién demogréfica general (edad, sexo, lugar de resi-
dencia y fecha de inicio de sintomas).

- Proporcionar una muestra de sangre por venopuncion, igual a cuando se
hacen estudios de sangre, le pedimos aproximadamente dos cucharadas
soperas de sangre (1 tubo de 8 mL). Es posible que llegue a presentar un
moretdn por el piquete de la aguja.

- Siusted esta de acuerdo, su muestra se almacenaran en un biobanco para
realizar otros estudios en el futuro, relacionados con enfermedades infec-
ciosas de importancia en salud publica. Las muestras seran etiquetadas con
un numero de folio y no con su nombre, para asegurar la confidencialidad
de sus datos personales. Estas muestras podran ser utilizadas para el ana-
lisis de genes de anticuerpos, no se llevara a cabo ningun procedimiento de
secuenciacion de ADN fuera de esta regién, por lo cual no se conocera el
genotipo del individuo en cuanto a mutaciones de riesgo de enfermedades.

- Las muestras se procesaran en el INSP para determinar sus titulos de anti-
cuerpos contra RBD de SARS-CoV2. Estos resultados le seran entregados.
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- Al momento de entregarle sus resultados, se le pedird nuevamente su par-
ticipacion donando otra muestra de sangre (4 tubos de 8 mL). A partir de
esta muestra se obtendran células que seran clave para la identificacion de
anticuerpos contra RBD de SARS-CoV2 que posteriormente podrian ser de
utilidad terapéutica.

- No tiene obligacion de donar segunda muestra, es libre de retirarse del es-
tudio cuando asi lo desee. Los resultados de sus titulos de anticuerpos se
le entregaran independientemente de la donacion de la segunda muestra.

Beneficios: Si usted acepta participar en este estudio, se le dara a comunicara
por escrito la cantidad de anticuerpos que su cuerpo género para una proteina del
virus SARS-CoV-2 llamada RBD. Conocer la cantidad de anticuerpos generada en
una infeccion, refleja hasta cierto punto el grado de proteccién contra una reinfec-
cion que podria tener contra el patégeno que la causo, en este caso SARS-CoV-
2. Adicionalmente, usted estara colaborando con el INSP en la investigacién para
opciones de tratamiento para los enfermos de COVID-19.

Confidencialidad: Toda la informacién que nos proporcione para el estudio sera
de caracter estrictamente confidencial, sera utilizada unicamente por el equipo de
investigacion del proyecto y no estara disponible para ningun otro propdésito. Usted
quedara identificado(a) con un nimero y no con su nombre. Los resultados de este
estudio seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera
que usted no podré ser identificado(a).

Participacion Voluntaria/Retiro: Su participacién en este estudio es absoluta-
mente voluntaria. Usted esta en plena libertad de retirarse en cualquier momento.
Podra solicitar también que se retiren sus muestras sin que implique ningun tipo
de consecuencia, para ello le pedimos dirigirse al Dra. Hilda Minerva Gonzélez
Sanchez, investigadora responsable del estudio, al correo electrdnico hilda.gonza-
lez@insp.mx.

Riesgos Potenciales/Compensacion: Los riesgos potenciales que implican su
participacion son minimos. Usted no recibira ningun pago por participar en el estu-
dio, y tampoco implicara algun costo para usted.

Por favor marque uno de los recuadros de abajo para indicar su deci-
sion

|:| Mis muestras pueden ser utilizada solo para este estudio

futura.

Aviso de Privacidad Simplificado: El investigador principal de este estudio, Dra.
Hilda Minerva Gonzalez Sanchez, es responsable de los datos personales que nos
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proporcione, los cuales seran protegidos conforme a lo dispuesto por la Ley Ge-
neral de Proteccién de Datos Personales en Posesiéon de Sujetos Obligados.
Los datos personales que le solicitaremos seran utilizados exclusivamente para
las finalidades expuestas en este documento. Usted puede solicitar la correccion
de sus datos o que sus datos se eliminen de nuestras bases o retirar su consenti-
miento para su uso. En cualquiera de estos casos le pedimos dirigirse con la in-
vestigadora responsable del proyecto a la siguiente direccién de correo hilda.gon-
zalez@insp.mx.

NUumeros a Contactar: Siusted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion
con respecto al proyecto, por favor comuniquese con la investigadora responsable
del proyecto: Dra. Hilda Minerva Gonzélez Sanchez al siguiente nimero de telé-
fono (777)329 30 00 ext:2732 en un horario de 9:00-16:00 6 al correo electrénico
hilda.gonzalez@insp.mx.

Si usted tiene preguntas generales relacionadas con sus derechos como partici-
pante de un estudio de investigacion, puede comunicarse con la Presidenta del
Comité de Etica en Investigacion del INSP, Dra. Angélica Angeles Llerenas, al te-
léfono (777) 329-3000 ext. 7424 de 9:00 am a 16:00 hrs. 6 si lo prefiere puede
escribirle a la siguiente direccion de correo electronico etica@insp.mx

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este docu-
mento que le pedimos sea tan amable de firmar.

Declaracion de la persona que da el consentimiento

e He leido esta carta de consentimiento.

e Me han explicado el estudio de investigacion incluyendo el objetivo, los posibles ries-
gos y beneficios, y otros aspectos sobre mi participacion en el estudio.

e He podido hacer preguntas relacionadas a mi participacion en el estudio, y me han
respondido satisfactoriamente mis dudas.

Si usted entiende la informacion que le hemos dado en este formato, esta de acuerdo en
participar en este estudio, de manera total o parcial, y también esta de acuerdo en permitir
gue su informacion de salud sea usada como se describio antes, entonces le pedimos que
indique su consentimiento para participar en este estudio.

Registre su nombre y firma en este documento del cual le entregaremos una copia.

PARTICIPANTE:

Nombre:

Firma:
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Fecha/hora

Nombre y firma del investigador o persona que obtiene el consentimiento:

Nombre:

Firma:

Fecha/hora
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Anexo 2.

CARTA DE CONSENTIMIENTO INFORMADO
Dirigido a paciente confirmado de SARS-CoV2

Titulo de proyecto: Organoides de centro germinal humano como una herramienta para
comprender la biologia de las células B y para la identificaciéon de anticuerpos monoclonales con
potencial terapéutico contra el SARS-CoV2

Nombre del Investigador Principal: Dra. Hilda Minerva Gonzdlez Sdnchez

Objetivo

Estimado(a) Sefor/Sefora:

Lo invitamos a participar en el presente proyecto de investigacion, el cual se desa-
rrolla en el Instituto Nacional de Salud Publica (INSP), sede Cuernavaca.

Si Usted decide participar en el estudio, es importante que considere la siguiente
informacion y siéntase libre de preguntar cualquier asunto que no le quede claro.
El propésito del estudio es el desarrollo de una técnica que permita la identificacion
de anticuerpos contra SARS-CoV2 (especificamente para una region del virus lla-
mada RBD) los cuales podrian tener utilidad terapéutica. Le pedimos participar en
este estudio porque usted ha sido confirmado positivo a SARS-CoV2 por los Ser-
vicios Estatales de Salud de Morelos o por alguna otra institucional avalada por el
INDRE, y ya ha donado previamente una muestra de sangre en la cual se deter-
minaron sus titulos de anticuerpos contra RBD de SARS-CoV2.

Su participacién consistira en:

- La donacion de una muestra de sangre (4 tubos de 8 mL). A partir de esta
muestra se obtendran células que seran clave para la identificacion de an-
ticuerpos contra RBD de SARS-CoV2 que posteriormente podrian ser de
utilidad terapéutica.

Beneficios: Si usted acepta participar estara colaborando con el INSP en la inves-
tigacion de opciones para el tratamiento de enfermos con COVID-19.

Confidencialidad: Toda la informacion que nos proporcione para el estudio sera
de caracter estrictamente confidencial, sera utilizada Unicamente por el equipo de
investigacion del proyecto y no estara disponible para ningan otro proposito. Usted
guedara identificado(a) con un nimero y no con su nombre. Los resultados de este
estudio seran publicados con fines cientificos, pero se presentaran de tal manera
que usted no podra ser identificado(a).
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Participacion Voluntaria/Retiro: Su participacion en este estudio es absoluta-
mente voluntaria. Usted esta en plena libertad de retirarse en cualquier momento.
Podréa solicitar también que se retiren sus muestras sin que implique ningun tipo
de consecuencia, para ello le pedimos dirigirse al Dra. Hilda Minerva Gonzélez
Sanchez, investigadora responsable del estudio, al correo electrénico hilda.gonza-
lez@insp.mx.

Riesgos Potenciales/Compensacion: Los riesgos potenciales que implican su
participacion son minimos. Usted no recibira ninglin pago por participar en el estu-
dio, y tampoco implicara algun costo para usted.

Por favor marque uno de los recuadros de abajo para indicar su deci-
sion

|:| Mis muestras pueden ser utilizada solo para este estudio

Mis muestras pueden ser utilizada para este estudio y para investigacion
futura.

Aviso de Privacidad Simplificado: El investigador principal de este estudio, Dra.
Hilda Minerva Gonzélez Sanchez, es responsable de los datos personales que nos
proporcione, los cuales seran protegidos conforme a lo dispuesto por la Ley Ge-
neral de Proteccidon de Datos Personales en Posesion de Sujetos Obligados.
Los datos personales que le solicitaremos seran utilizados exclusivamente para
las finalidades expuestas en este documento. Usted puede solicitar la correccion
de sus datos o que sus datos se eliminen de nuestras bases o retirar su consenti-
miento para su uso. En cualquiera de estos casos le pedimos dirigirse con la in-
vestigadora responsable del proyecto a la siguiente direccién de correo hilda.gon-
zalez@insp.mx.

Numeros a Contactar: Si usted tiene alguna pregunta, comentario o preocupacion
con respecto al proyecto, por favor comuniquese con la investigadora responsable
del proyecto: Dra. Hilda Minerva Gonzéalez Sanchez al siguiente numero de telé-
fono (777)329 30 00 ext:2732 en un horario de 9:00-16:00 6 al correo electronico
hilda.gonzalez@insp.mx.
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Si usted tiene preguntas generales relacionadas con sus derechos como partici-
pante de un estudio de investigacion, puede comunicarse con la Presidenta del
Comité de Etica en Investigacion del INSP, Dra. Angélica Angeles Llerenas, al te-
léfono (777) 329-3000 ext. 7424 de 9:00 am a 16:00 hrs. 6 si lo prefiere puede
escribirle a la siguiente direccién de correo electrénico etica@insp.mx

Si usted acepta participar en el estudio, le entregaremos una copia de este docu-
mento que le pedimos sea tan amable de firmar.

Declaracion de la persona que da el consentimiento

e He leido esta carta de consentimiento.

e Me han explicado el estudio de investigacion incluyendo el objetivo, los posibles ries-
gos y beneficios, y otros aspectos sobre mi participacion en el estudio.

e He podido hacer preguntas relacionadas a mi participacion en el estudio, y me han
respondido satisfactoriamente mis dudas.

Si usted entiende la informacién que le hemos dado en este formato, esta de acuerdo en
participar en este estudio, de manera total o parcial, y también esta de acuerdo en permitir
gue su informacién de salud sea usada como se describié antes, entonces le pedimos que
indigue su consentimiento para participar en este estudio.

Registre su nombre y firma en este documento del cual le entregaremos una copia.

PARTICIPANTE:

Nombre:

Firma:

Fecha/hora

Nombre y firma del investigador o persona que obtiene el consentimiento:

Nombre:

Firma:

Fecha/hora
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Anexo 3.

MORELOS MORELOS

Gobierno del Estodo
2018 - 2024 2018-2024

Dependencia: Servicios de Salud de Morelos

Seccién: Direccién de Atenciéon Médica

Area: Subdireccién de Ensefianza, Investigacién y Capacitacién
Departamento de Investigacion y Capacitacién

No. Oficio DAM/SEIC/DIC/2450/2021

“2021: Afo de la Independencia”
Jiutepec, Morelos, a 06 de octubre del 2021.

ASUNTO: Aprobacién de Proyecto de Investigacion.

DRA. HILDA MINERVA GONZALEZ SANCHEZ

INVESTIGADORA PRINCIPAL DEL INSP

Avenida Universidad 655
Col. Santa Maria Ahuacatitian C.P. 62100
Cuernavaca, Mor.

PRESENTE

En respuesta a su solicitud para la revision del proyecto titulado: “Human germinal center
organoids as a tool to understand B cell biology and for the identification of monoclonal
antibodies with therapeutic potential against SARS-CoV2, al respecto le informo que la
documentacion que presentd se encuentra completa y es factible realizarlo en el Centro Estatal
de Transfusién Sanguinea en el periodo comprendido del 06 de octubre de 2021 al 31 de
diciembre de 2022, con la participacién del personal que se enlista a continuacién como
asesores por parte de SSM:

Area Nombre Cargo Correo Electrénico Teléfono

Centro  Estatal de | Trinidad Margarita Zufiga ; 3
Transfusién Sanguinea Navarro Asesor Técnica nazu_mar@hotmail.com 7772361919

Centro  Estatal de | Fabiola Edely Marquez - > ;
Transfusién Sanguinea Tores Asesor Técnica fabiola_edely@hotmail.com | 7341269682

Debera mantener informada a esta Subdireccién los avances de su proyecto a los 3, 6 meses y
al finalizar a través del formato de seguimiento que se adjunta al presente, asi mismo se solicita
estricto apego a la version del protocolo aprobada y discutir los resultados del proyecto
con la Subdireccion de Ensefianza, Investigacién y Capacitacion, previo a su publicacion,
haciendo énfasis en la proteccién de datos personales.

SERVICIOS _
bt http/ssm.gobmx Servicios de Salud Morelos Clerslosalud

Priv. La Joya s/n, Col. Centro, Jiutepec, Mor. C.P. 62550
Tel. 3207336/ 3221008
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MORELOS  MORELOS
ANFITRION DEL MUNDO
2018 - 2024 Gobierno del Estado

2018-2024

Dependencia: Servicios de Salud de Morelos

Seccién: Direccién de Atencion Medica

Area: Subdireccion de Ensefianza, Investigacion y Capacitacion
Departamento de Investigacién y Capacitacion

No. Oficio DAM/SEIC/DIC/2450/2021

Para cualquier duda relacionada con este asunto, queda a sus ¢rdenes la DSP. Mariana Irina
Gonzalez Fernandez, Jefa del Departamento de Investigacion y Capacitacion, de esta
Subdireccién a mi cargo, en el correo electronico mariana.gonzalez@gob.mx y/o al teléfono
3207336 Ext. 104.

Sin otro particular al cual referirme, aprovecho la ocasién para enviarle un cordial saludo.

UL

DR. HUMBERTO E. LOPEZ GONZALEZ j
SUBDIRECTOR DE ENSENANZA, |NVEST| ACION Y CAPACITACION

C.c.p. MTRO. OSCAR DANIEL ORTIZ OROZCO. ENCARGADO QE DESP, (CHO DE LA/ DIRECCION DE ATENCION MEDICA. Notificado via digital al correo
direccion.atmedica@ssm.gob.mx. Conocimiento.

C.c.p. DR. LORENZO ALCANTAR GARCIA. SUBDIRECTOR DE HOSPITALES. Notificado via djdital al correo sub.hospitales@ssm.gob.mx. Mismo fin.

C.c.p. DR. JUAN JOSE ORELLANA GARIBAY. RESPONSABLE DEL CENTRO ESTA RANFUSION SANGUINEA. Notificado via digital al correo juan.orellana@ssm.gob. mx.
Mismo fin

C.c.p. TRINIDAD MARGARITA ZUNIGA NAVARRO. ASESOR TECNICA DEL CETS. Notificado via digital al correo nazu_mar@hotmail.com. Atencién y fines pertinentes.

C.c.p. FABIOLA EDELY MARQUEZ TORRES. ASESOR TECNICA DEL CETS. Notificado via digital al correo fabiola_edely@hotmail.com. Atencién y fines pertinentes.

SERVICIOS

DE SALUD et / S aluc ) V|| @Morelossalud

Priv. La Joya s/n, Col. Centro, Jiutepec, Mor. C.P. 62550
Tel. 3207336/ 3221008
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UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL

INSTITUTO DE INVESTIGACION EN CIENCIAS BASICAS Y APLICADAS

Posgrado en Ciencias

ESTADO DE MORELOS

L o ;
Insfituto de 1"7' = \'1“-'-5 S %c"c“ (D
Investigacion en

Ciencias

Basicasy

Aplicadas

&

DR. JEAN MICHEL GREVY MACQUART

COORDINADOR DEL POSGRADO EN CIENCIAS

PRESENTE

Atendiendo a la solicitud para emitir DICTAMEN sobre la revision de la TESIS
titulada: Generacién de un método de seleccion clonal especifico de antigeno y su
aplicacion para laidentificacién de anticuerpos monoclonales contra el SARS-CoV-
2, que presenta el alumno Rocio Quinto Manzanares (10046083) para obtener el titulo

de Maestro en Ciencias.

Director de tesis: Dra. Hilda Minerva Gonzalez Sanchez.
Unidad Académica: Instituto de Investigacion en Ciencias Basicas y Aplicadas (IICBA)

Nos permitimos informarle que nuestro voto es:

NOMBRE DICTAMEN FIRMA
Dr. Ivan Martinez Duncker Ramirez
CIDC — UAEM APROBADO
Dra. Verdnica Mercedes Narvaez Padilla
CIDC - UAEM APROBADO
Dr. Victor Hugo Bermudez Morales
INSP APROBADO
Dr. Ramén Antonio Gonzalez Garcia- Conde
CIDC - UAEM APROBADO
Dra. Maria Angélica Santana Calderon
CIDC - UAEM APROBADO



mailto:posgradoenciencias@uaem.mx

UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

MARIA ANGELICA SANTANA CALDERON | Fecha:2023-02-24 11:46:11 | Firmante
1gCFtVdERxmsvIzs0I3WwWPYKgA8q2VZ4qKi8X9+piSTy/Sqoii/wrhjLIdhwigHeN4pHIcYWY PyiNZEPif1CmJr95JXdjgNo3YWo8DjJHgYBaQp7z+bZy2KEm7yKgs/qKcQz614384bg6
Pl+DdeUh82YCGmZZ5z3aA5M//aiWMMy8ITYE++rJTkkwKgveP1Afd3LkbrASZJOFKNjNpBJkfJjy8zBTKuJZV689ybGeBY|GxBh4kBmCf9+fsiXd/d+LDgwcpwevtdidU+dIzQepuiga
UNGPGXSgE10m2uCrhCBxm9uSSPWkBa0QdBkBeGOu2Dv40zM3AnIN5cQHIBjvQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

v9iPd8Kbq

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/pXmFruAUcUk60c49z8IPa2ybiFU4E6I0




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
27 de abiril del 2020.

El presente documento cuenta con la firma electrénica UAEM del funcionario universitario competente,
amparada por un certificado vigente a la fecha de su elaboracion y es valido de conformidad con los
LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

VICTOR HUGO BERMUDEZ MORALES | Fecha:2023-03-03 13:09:17 | Firmante
Ag9INpxmwNhIZghS/xXBJIBxgSkY6yR3nACmMcs7ZUWYIULMuHVg/WpPI1KAsctSDv3nBYmnletnMu2UcbAV1Amew3DriGQsqdsN9AKz4ul3quG2mlaLPOI3Fq6DGXkfSXJWOsO
6YItzwUlllgmI/RZUYWe8qfxpdWPDJInVVI6r90NvcCX50jWxIZnwdgSs8gmh+0aDDaLOt+QqDJYY S+WbFKuorBQpwTrbokdUHN8nrPCLIgWLIR5yzMNXJIMkvemO 1PQ+YRc/Yfed
Xp+0D6cDM5K4BcPIGBU0B93QLPxmLDej17ChZyKGnduMfm+ykY47avRZMbHVCwpFXBtQIT8wDSg==

RAMON ANTONIO GONZALEZ GARCIA CONDE | Fecha:2023-03-03 20:02:01 | Firmante
GZBljr9+/yzt/Nv4HCckfRxyB9tDiwJttBexONOJDW1FtHSp1pg8JojgOzBtTyWMLbeollKwmxsxv/RpeE4nUcUANIMB+tCLkJO5rM2uLPucy9BAt6hz/8RMgeZXmLIMNEfnDXEKR3i4
zmDrjy+GRMRI3TOYWep509IEf+VmucglGl1ixCDo5jPBLFAWx46YHvIAf2atOIRQN1tol/[+CU0JfcJundxN/oubZFnReWLhSOZK4baXxPbOmDm44gm8hlEv+4fjitQY ZeFcvOitX2sc
jK1UrDx3a70I12Yz/9PUjTtls80rPADLwhUhBpVcbU5nESLkc6MjCRcY 4vS7B8lw==

VERONICA MERCEDES NARVAEZ PADILLA | Fecha:2023-03-13 23:01:37 | Firmante
UWnXty6LIKpXXhIWYpSVpj2/w5Baf/54nHDT|jp8521vyQC7Q6G57wbmxXOVXXRTFAYEI7+/GNbffrPdIVKTgNK2FAC/4xCW1joQr25WWhrpxtCKgh/fNRsOHYqMfEPC9/JzDeS64
fAZ+PbKcyVVFdAeDIgzQoRLGIwhdyYO0f2Ps4xkOC3k67tkDrAM7TI/OdWwO5AtyAWK 1+5wC 1t8aJhRNk3UKIry2mgnWxuB/gkCV620KsISBEXE1PfxTgcDb SZhKn/qG9ZesGR3b
OhC0/0qYMGbIFkvd3AJIX2uik/IFABNErbUGTp8Rdo7EvIhu2F3Z+9tnyfXWZ/IrER7tZI9w==

IVAN MARTINEZ DUNCKER RAMIREZ | Fecha:2023-03-14 14:08:58 | Firmante
GlgCSngx3saZIEd26CnyNXEXVIS2SVclezFVEaJWD6EQrFGeEeYAJAWSYi//9k5QCDc/zyiauBavruntSZ70IKXSelTk+WyrBvfTgkbaiMuSJIxY QLw+NgLW52R73jPKpmi01T4KE+c
RDueSRdAQP8L1TulVvxgOWcfhZuCvIWOWRf53ma9+0I16 UKNY ShRSroOxCVnqlgKdYIgTdAS/b/P6ut7WU2ibQ009FHON9zqddrzdiGF7KGHS/WLSrr1gvVQVN48ES5UMzimAuSyOl
3cjBN50TEusb12wHHAEB/XzDTeOYK/g/jj4pQ2mBkxjLOE+kZFdt/irJZ+PifNLkdXykg==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccién electrénica o
escaneando el c6digo QR ingresando la siguiente clave:

elanCxt4Vv

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/07Y CXRjgMSH3C1IzRdB2MpV{jdSRZp0OY
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