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RESUMEN

Introduccion

El descubrimiento de los adyuvantes fue un gran avance en el desarrollo de la
vacunologia pues permitié mejorar y potenciar la respuesta inmunitaria reduciendo las
dosis suministradas y la cantidad de antigeno de cada una de ellas. Sin embargo, desde
el descubrimiento del hidroxido de aluminio como adyuvante, hace siete décadas, no se
han aprobado mas de 10 adyuvantes para uso humano. Este hecho, junto con la baja
capacidad de los adyuvantes disponibles para estimular la respuesta celular citotdxica,
deja de manifiesto la necesidad de busqueda de nuevos materiales que puedan ser

utilizados como adyuvantes.

En 2020 la sociedad vivid un hito histdrico, la primera pandemia del mundo globalizado
tal y como lo conocemos ahora. Esta pandemia, que se conocié como la COVID-19, fue
causada por el virus del SARS-CoV-2 y obligd a restringir la movilidad de los ciudadanos.
Sin embargo, esta pandemia nos permitid vivir otros hechos histéricos: la carrera
cientifica por la aprobacién de vacunas frente a esta enfermedad, y la aprobacién por

primera vez de vacunas basadas en la tecnologia del ARN mensajero.

Este trabajo se centra en estudiar tanto el potencial como el mecanismo de accién del
silicio mesoporoso como adyuvante en una vacuna proteica frente al SARS-CoV-2,
usando la subunidad S1 de la proteina de espicula (spike) como antigeno. Previamente,
nuestro grupo ya habia demostrado el potencial inmunoestimulador de las
microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs) en modelos in vitro, y su capacidad

adyuvante en una vacuna anti-tumoral usando un carbohidrato como antigeno.
Resultados

En primer lugar, se demostrd, en modelos in vivo, el potencial de las MSMPs conjugadas
a la subunidad S1 del SARS-CoV-2 para estimular la respuesta humoral, la capacidad de
neutralizacion y la respuesta celular en un ensayo longitudinal. Ademas, se comprobo,
en raton, la capacidad de las MSMPs para estimular la respuesta Th1 y su potencial para
inducir una respuesta T citotdxica especifica frente a la proteina S, corroborandose, con
los datos obtenidos in vitro en humanos, la capacidad de las MSMPs para aumentar la

respuesta T especifica de memoria en donantes sanos.
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En segundo lugar, se demostré en modelos in vivo k18-hACE2 la capacidad de las MSMPs
de proteger frente al desarrollo grave y la muerte por COVID-19, asi como su capacidad
para proteger de la infeccién por SARS-CoV-2, favoreciendo el aclaramiento viral y

evitando la infeccidon de 6rganos como el cerebro.

Finalmente, se comenzé a esclarecer el mecanismo de accién de este adyuvante
demostrandose a través del modelo in vivo iDTRMRP8xCRE, el papel crucial de los
neutrofilos en la accion adyuvante de las MSMPs y la capacidad de estas para reclutar a
los neutréfilos en la zona de inmunizacién e inducir la formacion de trampas
extracelulares de neutroéfilos (NETs) tanto in vivo como in vitro. Ademas, se demostro,
mediante el uso del modelo murino KOMyD88, la dependencia de las MSMPs de la

proteina adaptadora MyD88 para ejercer su actividad adyuvante.
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Introduction

The discovery of adjuvants was a breakthrough in the field of vaccinology, significantly
enhancing immune responses while requiring lower doses of antigens. However, since
the development of aluminum-based adjuvants seven decades ago, fewer than 10
adjuvants have been approved for human use. The scarcity of adjuvants, combined with
their limited ability to stimulate cellular responses, underscores the urgent need to

explore and develop new materials that can serve as adjuvants in human vaccines.

In 2020, humanity faced a historic event: the first pandemic in the modern globalized
world. This pandemic, widely known as the COVID-19 pandemic, was caused by the
SARS-CoV-2 virus and resulted in worldwide lockdowns. Nevertheless, it sparked an
unprecedented scientific race to develop vaccines against the disease, culminating in the

approval of the first mRNA vaccines.

This work focuses on studying both the potential and the mechanism of mesoporous
silicon microparticles (MSMPs) as an adjuvant in a protein-based vaccine against SARS-
CoV-2. This vaccine uses the S1 protein as the antigen and MSMPs as the adjuvant.
Previously, our group demonstrated the immunostimulatory effect of MSMPs through in

vitro models and confirmed their adjuvant effect in a cancer vaccine using in vivo models.
Results

First of all, we demonstrated the potential of MSMPs-S1 to stimulate and enhance
humoral response, neutralization capacity and cellular response in a long-term assay
using in vivo models. Additionally, we confirmed the ability of MSMPs to stimulate a Th1
response and to enhance the specific cytotoxic response against the S protein. These
findings aligned with in vitro studies on T cell responses against SARS-CoV-2 in healthy

donors.

Secondly, through the k18-hACE2 mice model, we observed the ability of MSMPs to
protect against severe forms of COVID-19, as well as their protective role in SARS-CoV-2

infection by promoting viral clearance in certain organs, such as the brain.

Finally, we began studying the mechanism of MSMPs, highlighting the crucial role of

neutrophils in their effect, using iDTRMRP8xCRE transgenic mice and demonstrating the
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capacity of MSMPs to stimulate and recruit this cell type. Furthermore, using MyD88 KO

mice we demonstrated the dependence of MSMPs on the adaptor protein MyD88 for

their adjuvant activity.
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A
ACE2
ACK
ADN
Al(OH)3
APCs
APTS
ARN
ARNm
ARN-seq
ASIA
BAFF
BSA
BV

°C
CNIC
cov
CT
DAB
DAMP
DAPI
DCs
DEGs
DTT
DTR
ELISA
FBS
FITC
FTIR

GM-CSF
hACE2
HCL

H/E
HLA
HRP
H3cit
Idtr

ABREVIATURAS

Amperios

Enzima convertidora de angiotensina 2
Amonio cloruro potasio

Acido desoxirribonucleico

Hidroxido de aluminio

Células presentadoras de antigenos
3-aminopropiltrietoxisilano

Acido ribonucleico

Acido ribonucleico mensajero

Secuenciacidn de ARN

Sindrome autoinmune/inflamatorio inducido por adyuvante
Activador de linfocitos B

Seroalbumina bovina

De sus siglas en inglés “Brillant Violet”

Grados centigrados

Centro Nacional de Investigaciones Cardiovasculares
Coronavirus

Ciclo umbral

Diaminobencidina

Patrones moleculares asociados a dafio

4' 6-diamidino-2-fenilindol

Células dendriticas

Genes de expresioén diferencial

Ditiotreitol

Receptor de la toxina diftérica

Ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzimas
Suero fetal bovino

Isotiocianato de fluoresceina

Infrarrojos por transformada de Fourier

Fuerza relativa de centrifugacion

Factor estimulante de colonias de granulocitos y monocitos
Enzima convertidora de angiotensina 2 humana
Acido clorhidrico

Hematoxilina/eosina

Sistema del antigeno leucocitario humano
Peroxidasa de rabano

Histona 3 citrulinada

Receptor de la toxina diftérica inducible
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IFNy Interferén gamma

Ig Inmonoglobulina

IL Interleucina

i.m. Inyeccién intramuscular

INIA Instituto Nacional de Investigacién y Tecnologia Agraria y Alimentaria
i.p. Inyeccién intraperitoneal

k18 Queratina 18

KEGGs Enciclopedia de Genes y Genomas de Kioto
KO Knock-out

LPS Lipopolisacarido

M1/M2 Macrdéfagos

MHC Complejo mayor de histocompatibilidad
MERS Sindrome respiratorio de oriente medio
MFI Intensidad media de fluorescencia

moDCs Células dendriticas derivadas de monocitos
MPO Mieloperoxidasa

MRP8 Proteina 8 relacionada con mieloides
MSMPs Microparticulas de silicio mesoporoso

MSN Nanoparticulas de silice mesoporosas
MyD88 Diferenciacién mieloide 88

NE Neutrdfilo elastasa

NETs Trampas extracelulares de neutroéfilos

NH; Nitrégeno

NK cells Células asesinas naturales (natural killers)
NLRP3 Receptor de la familia NOD con dominio pirina 3
oD Densidad dptica

OoMS Organizacion mundial de la salud

o/n De sus siglas en inglés “over night”

PAMPs Patrones moleculares asociados a dafio
PBLs Linfocitos de sangre periférica

PBMCs Células mononucleares de sangre periférica
PBS Solucioén salina tamponada con fosfato
PCLG Fosfolipasa C gamma

PCR Reaccién en cadena de la polimerasa

PFA Paraformaldehido

PFU Unidad formadora de placas

PMA Acido fosfomolibdico

PMNs Leucocitos polimorfonucleados
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PRR
gPCR
RZ

RAGE
RBD

Rh

Rm

Rpm
RPMI
RTg-PCR

S1
SARS
SD
SEM
SiOH
TA
Th
TIR
TLRs
TMB
TMPRSS2
TNF
TRIF
u
UAM
uv
VOCGCs
\W
WT
pm

@

ABREVIATURAS

Receptores de reconocimiento de patrones

PCR cuantitativa

Coeficiente de Pearson

Receptor de productos finales de glicacidon avanzada
Dominio de unidn al receptor

Recombinante humano

recombinante murino

Revoluciones por minuto

De sus siglas en inglés “Roswell Park Memorial Institute”
Reaccién en Cadena de la Polimerasa con Transcripcién Reversa Cuantitativa
Proteina Spike o espicula

Subunidad 1 de la proteina S

Sindrome respiratorio agudo

Desviacion estandar

Microscopio electrdnico de barrido

Silanol

Temperatura ambiente

Células T colaboradoras

Receptor Toll/IL-1

Receptores de tipo Toll

3,3',5,5' tetrametilbenzidina

Proteasa transmembrana serina 2

Factor de Necrosis tumoral

Interferén beta inductor del adaptador que contiene un dominio TIR
Unidades internacionales

Universidad Auténoma de Madrid

Ultravioleta

Variantes de interés, de sus siglas en ingles “variants of concern”
Vatios

De sus siglas en ingles “Wild type”

Micrémetros

Diametro
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1. Adyuvantes en vacunas.

Edwar Jenner fue el primero en demostrar cientificamente el efecto de la proteccion tras
la vacunacién, creando en 1796 la primera vacuna efectiva contra la viruela. A partir de
este momento, la vacunacién ha permitido reducir la incidencia de enfermedades con
alta morbilidad y mortalidad, permitiendo erradicar por completo una de las
enfermedades mas mortales, la viruelal. Las primeras vacunas estaban formadas por
patégenos vivos atenuados, lo que generaba una respuesta inmunitaria potente pero
una gran cantidad de efectos adversos, como la reversion de la virulencia?. Para evitar
estos efectos adversos y aumentar la confianza de la poblacidon en la vacunacion, se
cambid la composicidn de las vacunas, pasando a estar formadas por subunidades del
patégeno capaces de inducir una respuesta inmunitaria3, reduciendo asi los efectos
secundarios, pero también la duracién de la inmunidad y la eficacia de la respuesta®.
Estas subunidades es lo que hoy se conoce como antigenos® y los inconvenientes

derivados de su uso se resolvieron al usarse adyuvantes junto a ellos?.

Actualmente una vacuna estda compuesta por un antigeno y un adyuvante (del
latin adjuvare, «ayudar»). Los antigenos son proteinas, carbohidratos u otras moléculas
provenientes del patégeno, de las cuales se espera que desencadenen una respuesta
inmunitaria. Los adyuvantes son sustancias de distinta naturaleza que se afiaden a las
vacunas, o tratamientos, para mejorar su magnitud, su durabilidad y su efecto’. Sin
embargo, en muchos casos, aunque mejoren la respuesta inmunitaria son los
responsables de los principales efectos secundarios del complejo vacunal del que forman
parte®. Normalmente estos efectos adversos son transitorios, pero en algunos casos los
adyuvantes desencadenan efectos secundarios mucho mas severos como la
autoinmunidad, a esto se le conoce como sindrome autoinmune/inflamatorio inducido
por adyuvante (ASIA). Por ejemplo, los depdsitos de aluminio pueden generar a una

activacidn croénica de la respuesta Th2°.

La terminologia adyuvante fue acufada por primera vez en 1920 por el veterinario
Gaston Ramodn, quien descubrido que los caballos vacunados contra la difteria que
presentaban abscesos en la zona de inmunizacion tenian un mayor titulo de anticuerpos.
Ademas, demostré como afiadiendo diversas sustancias, como el almidon, a la toxina se

generaba una mayor produccién de anticuerpos®. Practicamente de forma simultanea,
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en 1925, Thomas Glenny descubrio las propiedades del aluminio, y es a partir de este
momento cuando se empezaron a utilizar las sales de aluminio como adyuvante en
vacunas®. Posteriormente, se descubrié el adyuvante incompleto de Freund, una
emulsién de aceites minerales en agua, que fue desestimada para su uso en humanos

debido a su efecto reactivo tras un uso continuado’.

Durante décadas se han ido estudiando diferentes compuestos con potencial para ser
utilizados como adyuvantes. En muchos casos, se ha demostrado su efecto y eficacia en
modelos preclinicos, pero muy pocos de ellos han conseguido llegar a ensayos clinicos al
no poderse asegurar su seguridad y tolerabilidad. Esto ha provocado que desde 1925
existan muy pocos adyuvantes aprobados para uso humano, siendo uno de ellos el
hidréoxido de aluminio>’. Actualmente, los adyuvantes se utilizan con dos objetivos
claros: aumentar la magnitud de la respuesta inmunitaria al antigeno, medida como
producciéon de anticuerpos y proteccion frente a nuevas infecciones, y producir una

respuesta adaptativa mas eficaz para cada patogeno®.
1.1. Caracteristicas de los adyuvantes.

Para que un compuesto quimico sea considerado adyuvante tiene que cumplir una serie
de caracteristicas® y posteriormente, tiene que cumplir otras caracteristicas para ser

considerado como ideal® (Tabla 11).

A pesar de que han pasado 100 afios desde de la utilizacion del primer adyuvante,
ninguno de los disponibles para uso humano ha sido considerado como ideal. Esto
demuestra la necesidad de buscar nuevos materiales y compuestos que, ademas de
cumplir con las caracteristicas basicas de los adyuvantes cumplan con el mayor nimero

de caracteristicas para llegar a ser considerados como ideales.
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CARACTERISTICAS
ADYUVANTES

GENERALES

CARACTERISTICAS ADYUVANTES IDEALES

Aumentar la inmunogenicidad de las

vacunas.

Seguro.

Reducir la cantidad de antigeno usado en

el complejo vacunal.

Bien definido quimicamente.

Permitir la inmunizaciéon con el menor

numero de dosis.

Biodegradable.

Asegurar la inmunizacién de individuos

Mecanismo de accién bien definido.

amplitud de la respuesta.

inmunocomprometidos.

Aumentar la generacion de células de | Quimicamente estable en su
memoria. almacenamiento.

Aumentar la velocidad de la respuesta | Elevada eficacia frente a cualquier
inicial. antigeno.

Aumentar la especificidad, afinidad y | Capaz de  desarrollar  respuestas

inmunitarias efectivas.

Facil de preparar.

Bajo coste.

Tabla 11: Caracteristicas generales que han de presentar todos los adyuvantes y las caracteristicas que

tienen que presentar los adyuvantes para que sean considerados ideales.

1.2. Mecanismo de accion de los adyuvantes.

El principal papel de los adyuvantes es la mejora de la respuesta adaptativa, y esto lo

consiguen mediante la estimulacion de la respuesta innata. Para ello, los adyuvantes

pueden actuar sobre distintos pasos (Figura 11):

e [Interaccién del adyuvante con los receptores de tipo Toll (TLRs): la interaccién de

los adyuvantes con estos receptores va a inducir la activacién y maduracién de

las células presentadoras de antigeno (APCs) mejorando la respuesta inmunitaria

adaptativa®.

e Presentacion antigénica: se puede deber al efecto depdsito, el cual se caracteriza

por una liberacion prolongada y lenta del antigeno, o el aumento de expresion

de moléculas co-estimuladoras,

como CD80 o CDS8e6,

las cuales son

fundamentales para la presentacion antigénica’”.
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e Liberacién de citoquinas: los adyuvantes inducen la liberacién de citoquinas
inflamatorias en células innatas como células dendriticas, macrofagos vy
neutrofilos. Esta liberacién de citoquinas tiene dos efectos, por un lado, atraer a
mas células de la respuesta innata y por el otro, aumentar la expresiéon de
moléculas co-estimuladoras facilitando en ambos casos la presentacion
antigénica’®.

e Polarizacion de la respuesta T: depende de las citoquinas liberadas por las células
innatas al interaccionar con el adyuvante. Esta polarizacion de la respuesta va a
condicionar el efecto del adyuvante®.

Adyuvante °®
+antigeno

e B
) PR
LIS ‘ R
.
) s Receptor
citoquinas

Antigeno

_____________ :
DER
.° MHC-I  TCR

Figura 11: Mecanismos de accion de los adyuvantes en cuanto a la estimulacion del sistema inmunitario.
Imagen realizada en Biorender.

1.3. Clasificacion de los adyuvantes.

Durante afios se han ido haciendo multiples clasificaciones en funcién de diversos
parametros. Una de las primeras clasificaciones, la cual ya estda en desuso, fue
determinada por Edelman R. (1992) 19, y clasificaba a los adyuvantes en tres grupos:
adyuvantes tipo vehiculo, proteinas portadoras e inmunoestimulantes activos. Dentro
de las clasificaciones que encontramos actualmente tenemos aquella que divide a los
adyuvantes segln su naturaleza o bien aquella que los divide en funcién de su

mecanismo de accién1l12,

Segln su mecanismo de accidon los adyuvantes se pueden clasificar en
inmunoestimulantes y en sistemas de administracién. El primer caso, se basa en la
actuacion del adyuvante como PAMP o DAMP lo que conlleva su interaccion con los PRRs
provocando la activaciéon y maduracion de las APCs”'3. En el segundo caso, los

adyuvantes se encargan de aumentar las sefiales del antigeno que estén presentando a
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las células dendriticas. Esto lo consigue mediante el aumento de la biodisponibilidad del
antigeno, como es el caso de MF59%4, la liberacién prolongada del antigeno, como es el
caso del hidréxido de aluminio®®, o la formacidn de un nicho inmunitario, de manera que
se prolonga la retencion del antigeno atrayéndose mas cantidad de células inmunitarias,

y, es lo que se conoce como efecto depdsito?®.
1.4. Adyuvantes autorizados.

Sales de aluminio

El hidroxido de aluminio (AI(OH)3) es el adyuvante mas utilizado. Se caracteriza por
inducir respuesta de anticuerpos y respuesta de células T CD4+ de tipo Th2'"12, E|
principal inconveniente que tiene este adyuvante, desde el punto de vista inmunoldgico,
es su incapacidad de producir una respuesta celular robusta y duradera’. Se ha visto que
su respuesta es independiente de TLR'?, y que su actividad se ejerce a través de la

activacion de la via del inflamasoma (NLRP3) en macréfagos y células dendriticas®2%21,

En un principio se pensé que el papel del aluminio venia dado por su capacidad para
inducir un efecto depdsito en la zona de inmunizacion®??, sin embargo, hoy se sabe que
este no es el principal mecanismo por el cual el hidréxido de aluminio ejerce su funcion.
Se ha demostrado como la inmunizacidn con aluminio genera un reclutamiento de
células del sistema inmunitario, como neutrdfilos, los cuales se activan pudiendo inducir
la liberacion de NETs?3, que podrian ser responsables del efecto del hidréxido de
aluminio. Sin embargo, no hay evidencias cientificas del papel de los NETs en la accién
adyuvante del aluminio. Parece ser que el mecanismo de accién del aluminio es
complejo, interviniendo en él diversos factores que todavia se desconocen. A pesar de
ser uno de los adyuvantes mas estudiados y utilizados, a dia de hoy siguen existiendo
controversia en relacién a su uso®. Uno de los principales inconvenientes del hidréxido
de aluminio es su toxicidad debido a su capacidad de atravesar la barrera
hematoencefalica y a su baja degradabilidad, provocando respuestas inflamatorias
exacerbadas?. Se ha demostrado la presencia del aluminio en el organismo hasta once
afios después de la vacunacidn, y esto junto con la exposicion prolongada a este material,
al encontrarse en muchos alimentos y cosméticos, podria provocar una hiperactivacion

del sistema inmunoldgico con su correspondiente inflamacion??.
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ME59

Es una emulsién de aceite en agua que se utilizd por primera vez como adyuvante en
1997 en una vacuna trivalente inactivada contra la gripe estacional. Estd compuesto por
escualeno, un aceite biodegradable y biocompatible que se encuentra de forma natural
en nuestro organismo?°. Fue el primer adyuvante aprobado para uso humano que no
contenia aluminio’. Es el adyuvante mas utilizado después del aluminio y tiene su base

en el adyuvante de Freund?®.

Cuando se suministra intramuscularmente genera una activaciéon de las células
dendriticas y macrdfagos en el musculo, las cuales liberan diversas citoquinas, como IL-
8, que se encargan del reclutamiento de mas células del sistema inmunitario innato
como neutrdfilos o monocitos?’. Posteriormente estas células migran a los ganglios
linfaticos donde activan a células B y T. Este adyuvante, al igual que el hidroxido de
aluminio, induce una respuesta de tipo Th2’, pero presenta ciertas diferencias con él,
principalmente en relacién a su mecanismo de accidn y es que, MF59 es capaz de activar
MyD88, de forma independiente a los TLRs, en lugar de activar a la via NLRP328, Ademas,
favorece el reclutamiento de células dendriticas en la zona de inmunizaciéon de forma

mas eficaz que el hidréxido de aluminio?®.
Matrix-M

Es un adyuvante basado en saponinas, formado por la mezcla de dos saponinas distintas.
Induce un reclutamiento, en la zona de inmunizacion, de células inmunitarias innatas,
pero sin inducir un efecto depdsito3’. Ademas, induce la liberacién de citoquinas
proinflamatorias que intervienen en la diferenciacidon de las células T hacia fenotipo
Th13L. Aunque no se conoce mucho el mecanismo de accién de este adyuvante, si que
se ha visto que es capaz de activar el inflamasoma3? y a células presentadoras capaces,

a su vez, de activar a las células T CD4+ a través del MHC-1139:33,

CpG108

Es un oligonucledtido no metilado que es capaz de activar las células T CD4+ hacia una
respuesta de tipo Thil, las células B y las células NK3* Estos oligonucleétidos se
encuentran habitualmente en organismos procaridticos pero no en eucarioticos®. El

mecanismo de accién de este adyuvante se basa en la activacién de TLR9 a través de
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MyD883%. Estos oligonucledtidos favorecen la maduracién de las células dendriticas que
expresan TLR9, siendo la mayoria de los estudios en ratén, pero solo las plasmacitoides

en humanos3>3°,

Adyuvantes lipidicos

Las nanoparticulas de lipidos (LNPs), con didmetros medios de 70nm, mejoran la
encapsulacién de los acidos nucleicos como el ARN, facilita la entrada en las células y

mejora la estabilidad del propio material genético®’.

Complejo ASO

Son una combinacion de adyuvantes cldsicos. Estdn compuestos por aluminio y lipidos®,
actualmente solo tres estan disponibles para uso humano AS04, ASO3 y ASO1 y su
mecanismo de accion depende de sus componentes. Por ejemplo, ASO4 se basa en una
forma inactivada de LPS en sales de aluminio que activa la via de TLR48, mientras que,
ASO3 lo hace en una emulsiéon de aceite de escualeno junto con vitamina E y su
mecanismo de accion se basa en la liberacion de citoquinas en los ganglios y en la zona
de inmunizacion que atrae a células del sistema inmunitario innato3°. Se ha aprobado el
uso de este tipo de adyuvantes en vacunas contra la hepatitis B (AS04), el papiloma

humano (AS04), virus de la gripe humana (AS03)*° y el virus de varicela zoster (AS01)*1.

ADYUVANTE MECANISMO DE ACCION CELULAS T RESPUESTA
Sales de aluminio NLRP3 CD4+ Th2
Matrix M Dependiente de MyD88 CD4+ Th2
CpG108 TLR9 CD4+ Thl
Adyuvantes lipidicos TLR7, TLR8 CD4+ Thl
Complejo ASO TLR4 y otros CD4+

Tabla 12: Principales adyuvantes aprobados actualmente para uso humano junto con su mecanismo de
accion, las células T a las que estimula y el fenotipo de la respuesta que desencadena.

Como se ha podido observar, ningiin adyuvante para uso humano es capaz de estimular
a las células T CD8+, fundamentales para el desarrollo de la respuesta adaptativa.
Unicamente las vacunas de ARNm, las cuales utilizan adyuvantes lipidicos, son capaces

de inducir esta respuesta, ya que permiten la produccién de péptidos virales de manera
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enddgena, los cuales son reconocidos por MHC-I y presentados, posteriormente, a las

células T CD8+>8.

La generacion de respuestas T CD8+ por parte de los adyuvantes es uno de los principales
retos a los que se enfrenta la sociedad cientifica. La ausencia de adyuvantes capaces de
estimular a estas poblaciones de células deja de manifiesto la necesidad de busqueda
de nuevos materiales que si que sean capaces de ello, y que cumplan las condiciones
necesarias para ser utilizados en el ser humano, pudiéndose asegurar tanto su seguridad

como su tolerabilidad.
1.5. Nuevos adyuvantes inorganicos.

La encapsulacion de proteinas recombinantes en micro y nanoparticulas biocompatibles
y biodegradables esta en auge, debido a la capacidad de estas particulas de activar a las

células presentadoras y otras células del sistema inmunitario®**3.

Actualmente se estan investigando nuevos materiales inorganicos para ser usados como
adyuvantes. Uno de los mas investigados es el oro, en forma de nanoparticulas, debido
a sus propiedades fisicoquimicas como su tamafio, morfologia, carga superficial, ect**.
Sin embargo, este material no es biodegradable, lo que supone un gran inconveniente
para su uso en humanos, al poder generar cierta toxicidad en el organismo®. Diversos
estudios han demostrado como las nanoparticulas de oro son capaces de activar la via
de NLRP3, provocando la liberacidn de citoquinas que favorecen la polarizacién de la
respuesta hacia fenotipo Th2%. De hecho, ensayos de infectividad frente al SARS-CoV-2
demostraron como este adyuvante no era capaz de generar una respuesta celular
potente*’. Ademas de las nanoparticulas de oro también se estd investigando el uso del
carbono o del silicio como adyuvantes. Algunas ventajas de estos materiales son su
biocompatibilidad, su biodegradabilidad, su morfologia y la posibilidad de elaborar una

capa porosa sobre ellos*>8,

El silicio mesoporoso fue descubierto en 1992 por la compafiia Mobil Corporation®® y
desde ese momento no se han dejado de estudiar sus propiedades fisicoquimicas, que
hacen de este material un candidato ideal, no solo para el transporte de farmacos, sino

también para ser utilizado como adyuvante en vacunas®°.
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2. Microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs).
2.1. Silicio como adyuvante.

El silicio se caracteriza por ser biocompatible y biodegradable®!. Presenta multiples
propiedades fisicoquimicas beneficiosas para su uso como adyuvante, como son la
elevada tensién superficial (de hasta 1500 cm2/g), el elevado volumen de poro en su
superficie (=1 cm3/g), la estructura porosa modulable y la facilidad de ser
funcionalizado®?. La funcionalizacién consiste en la adicién de grupos de distinta
naturaleza que aumenten la interaccion y la unién del silicio con el compuesto a
transportar. Este material también se caracteriza por la presencia de grupos silanol (Si-
OH) que permiten modificar sus propiedades facilmente®l. Ademas, se puede generar
sobre su superficie, de forma sencilla, una capa mesoporosa, con poros de entre 2-
250nm, de manera que se aumente su utilidad a la hora de transportar antigenos o

farmacos®3>%,

La primera vez que se utilizé el silicio como material para la administracidon de farmacos
fue en 2001, donde Vallet-Regi et al. utilizaron nanoparticulas de este material para
transportar ibuprofeno, el cual fue liberado de forma prolongada y pausada®®. A partir
de este momento se han disefiado particulas de silicio de diversos tamafios y formas,
entre las que destacamos las nanoparticulas de silice mesoporosas (MSN) y las
microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs). En ambos casos se ha demostrado su
capacidad para transportar proteinas en el interior de sus poros o unidas quimicamente
a su superficie®®™8, Actualmente, las nanoparticulas de silice mesoporoso se encuentra
en ensayos de inmunizacion en ratones para estudiar su capacidad adyuvante frente a
distintas enfermedades™. En estas nanoparticulas, al igual que en las microparticulas del
mismo material, se puede variar el tamafio del poro lo que permite cargar moléculas de
distinto tamafio, siendo proporcional el tamafio de la molécula, el tamafio del poroy la

velocidad de liberacién®8.

Las particulas de silicio mesoporoso se producen principalmente mediante dos métodos,
utilizdndose en la mayoria de los casos un método de condensacién en dos pasos que
acaba generando una estructura porosa y ordenada®®. Sin embargo, en otras ocasiones,

como es el caso de las microparticulas de silicio mesoporoso que se han utilizado en este
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trabajo, el adyuvante se obtiene a partir de una oblea de silicio a la cual, mediante un
método electroquimico, se le genera una capa mesoporosa, con tamafio de poro
ajustable, y la cual se tamiza y machaca para obtener el tamafio de particula deseado®?.

Este procedimiento se explicard mas adelante, en el apartado de métodos.

La presencia de poros en la superficie, junto con la funcionalizacion hacen de las
microparticulas de silicio un material ideal en el que cargar antigenos de distinta
naturaleza como péptidos o carbohidratos. Con respecto a la liberacion de la carga, las
MSMPs inducen una liberacidn lenta y paulatina®?, en el caso de los péptidos virales se
libera alrededor de un 30% de la carga original, porcentaje suficiente para inducir una

potente respuesta inmunitaria, como ya se ha demostrado en estudios previos>.
2.2. MSMPs inmunoestimuladoras del sistema inmunitario innato.

Experimentos in vitro en nuestro laboratorio han permitido demostrar como las MSMPs
son capaces de inducir la maduracion y activaciéon de células presentadoras como células
dendriticas humanas, observdndose un aumento de expresién de marcadores como HLA
I, HLA 1l, CD80 y CD86°%%3, Ademds, tienen un gran potencial activando a células T
virgenes, lo que es fundamental para el desarrollo de una respuesta inmunitaria

adecuada®.

Las MSMPs presentan una elevada capacidad inmunoestimuladora, activando de forma
mas eficiente a las células dendriticas cuando se conjugan con péptidos virales®°. Al
inducir la maduracién de las células presentadoras, se comprobd como las MSMPs
conjugadas con péptidos eran capaces de mejorar la actividad citotéxica de los
linfocitos°. La alta eficiencia de las MSMPs en activar a células dendriticas y favorecer la
presentacién cruzada, se debe, en parte, a la hidrdlisis de las MSMPs en los endosomas
de las células dendriticas y a la liberacién paulatina de los péptidos que se encuentran
conjugados a ellas®®®>6¢ Aparte de activar e inducir la maduraciéon de las células
dendriticas, las MSMPs son capaces de activar otras células inmunitarias como
macrofagos y neutréfilos®3. Las células epiteliales también son capaces de endocitar a
las MSMPs, siendo este proceso fundamental para el desarrollo de la actividad

adyuvante del silicio®”:8,
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2.3. Silicio como adyuvante en vacunas antitumorales.

Como precedente de las microparticulas como adyuvantes en vacunas antitumorales
encontramos diversos estudios sobre el uso de nanoparticulas en vacunas terapéuticas
frente a diferentes tipos de tumores. Ensayos in vivo demostraron como la inoculacién
de nanoparticulas de silicio conjugadas a péptidos tumorales retrasaba el crecimiento
tumoral en ratones con cancer de mama, llegando incluso a provocar la remisidn gracias

al infiltrado de células T que llegaba al tumor tras la inoculacidon de las nanoparticulas®®.

En los ultimos afios nuestro grupo se centrd en el desarrollo de una vacuna antitumoral,
usando como antigeno un carbohidrato tumoral y como adyuvante las MSMPs. En
modelos de ratén demostramos como las MSMPs conjugadas con el carbohidrato eran
capaces de inducir una potente respuesta humoral y celular siendo mayor a la generada
por el antigeno solo. Sin embargo, no solo se demostré la capacidad de las MSMPs para
estimular la respuesta adaptativa, sino que también se vio como los ratones inmunizados
con MSMPs junto con el antigeno estaban protegidos frente al desarrollo tumoral,

favoreciéndose su supervivencia tras la inoculacidn de las células tumorales®.
2.4. MSMPs como adyuvantes para una vacuna viral.

Actualmente las vacunas virales se centran en generar una potente inmunidad celular
intentando potenciar el componente citotdxico de esta’®, ademdas de potenciar la
respuesta humoral. Para que se produzca una activacién de los linfocitos T citotdxicos es
necesario que las células dendriticas presenten péptidos virales a través de su MHC-| a
los linfocitos T CD8+; a este proceso se le conoce como presentacidn cruzada’?, y es
fundamental para que se desencadene la respuesta celular que las nuevas vacunas

virales estan buscando.

Las vacunas virales suelen estar basadas en péptidos del propio virus, estos péptidos son
seleccionados normalmente por ser los mas inmunogénicos dentro de la proteina de
interés, es decir, son los que mas van a activar al sistema inmunitario. Muchas vacunas
suelen contener varios epitopos capaces de ser reconocidos y presentados por varios
HLA con el objetivo de activar tanto células T citotdxicas como foliculares. Sin embargo,
estas vacunas presentan una gran cantidad de inconvenientes en cuanto a su produccién

y seguridad’® debido a la mayor inestabilidad de los péptidos en comparacién con las
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proteinas completas’?. El uso de adyuvantes porosos permite solventar este problema,
ya que los péptidos se cargan en el interior de los poros reduciéndose asi el riesgo

asociado a la inestabilidad mencionada previamente’3,

Tras la inmunizacién frente a la hepatitis B de ratones BALB/c con un complejo vacunal
basado en nanoparticulas de silicio, se demostré como estos ratones presentaban una
elevada respuesta humoral muy similar a la generada en ratones inmunizados con el
complejo vacunal basado en hidréxido de aluminio. Ademas, se demostré como las
nanoparticulas de silicio estimulaban la produccién de IgG2a favoreciéndose una

polarizacién de la respuesta hacia fenotipo Th174.

De manera independiente, ensayos realizados por Adam et al. (2022) demostraron como
microparticulas de silicio poroso modificadas con CpG (ligando de TLR9) unidas la regién
RBD del SARS-CoV-2 eran capaces de inducir una liberacién prolongada y duradera del
antigeno estimulando a las células dendriticas y generando una robusta respuesta de

tipo Th17>.

A pesar de todo el potencial, que, tras afios de investigacion, se ha visto que poseen los
adyudantes basados en silicio, todavia no se ha aprobado ningun ensayo clinico con este
material, ni en su version terapéutica ni en su version de adyuvante’3. Ademds, tampoco
se conoce el mecanismo de accién de este adyuvante, lo cual es fundamental para su
aprobacién. Esto demuestra la necesidad de continuar con la investigacién en torno a
este material con el objetivo de conocer mas a fondo su mecanismo de accidn, su

trazabilidad y su papel sobre el sistema inmunitario.

Este trabajo trata de estudiar el papel del silicio, en forma de microparticulas de silicio
mesoporoso (MSMPs) para estimular la respuesta inmunitaria adaptativa aumentando
la proteccién frente a la infeccion. Ademas, pretende indagar sobre el mecanismo de
accion de este material, mediante su reconocimiento a través de TLRs y su interaccién

con diversas células del sistema inmunitario innato.
3. SARS-CoV-2y COVID-19.

Los coronavirus son un grupo diverso de virus que pueden infectar tanto animales como
personas causando en ellos una enfermedad respiratoria leve, produciendo en la

mayoria de los casos lo que conocemos como resfriado comun. Sin embargo, en
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determinadas ocasiones estos virus han sido responsables de enfermedades bastantes
mds graves que un simple resfriado’®’”, como por ejemplo la enfermedad de COVID-19
(enfermedad por coronavirus 2019). EI COVID-19 es una enfermedad infecciosa causada
por el virus del SARS-CoV-2 (coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2) que

provoca una heumonia viral bastante inusual’®.

El virus del SARS-CoV-2 es un virus de ARN de cadena simple, de aproximadamente
30kb”°, que forma parte de la familia de los beta-coronavirus 2, que se caracterizan por
presentar una unica hebra de ARN envuelta y de sentido positivo®.. Dentro de esta
familia encontramos siete tipos de coronavirus capaces de causar enfermedades al ser
humano, de los que tres de ellos han tenido una gran repercusion social y econdmica:
SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-282. Los tres tienen un origen zoondtico, siendo su
principal reservorio el murciélago y necesitando un hospedador intermedio para infectar
a los humanos, el cual fue la civeta y el dromedario en el caso del SARS-CoV y del MERS-
CoV respectivamente. En el caso del SARS-CoV-2 en un primer momento se pensé que
el pangolin podia ser el hospedador intermedio aunque actualmente esta practicamente

descartado®°.

Filogenéticamente se ha demostrado que el virus del SARS-CoV-2 comparte un genoma
idéntico al 80% con el virus del SARS-CoV y al 50% con el virus del MERS-CoV. Estos dos
tipos de coronavirus causaban neumonias graves con una elevada tasa de mortalidad,
siendo la elevada letalidad la razén por la cual no consiguieron diseminarse y se
guedaron restringidos en sus zonas de origen, China y Arabia Saudita respectivamente.
Sin embargo, el SARS-CoV-2, a pesar de causar también una neumonia grave, tiene una
letalidad menor, lo que le ha permitido diseminarse facilmente por el planeta, causando

la pandemia de COVID-197883,

El primer brote, de lo que hoy conocemos como COVID-19, fue reportado a la
Organizacién Mundial de la Salud (OMS) por China en diciembre de 2019, pero no fue
hasta el 11 de marzo de 2020 cuando la OMS declaré el estado de pandemia®3. Desde
gue se declaré el estado de pandemia, segun la Organizacion Mundial de la Salud (OMS),
se han registrado 316 millones de casos a nivel mundial, de los cuales un 4,4% se han

registrado en nuestro pais®.
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3.1. Estructura del SARS-CoV-2.

El SARS-CoV-2 consta de cuatro proteinas estructurales que son fundamentales para su
propagacion e infeccion y ocho proteinas no estructurales, como la ARN polimerasa,
fundamental para la replicacion viral, ademdas de distintas proteasas®® . Las cuatro

proteinas estructurales son las siguientes:

Proteina espicula (S): mds conocida por su nombre en inglés Spike. Esta proteina es

considerada la mas importante desde el punto de vista inmunoldgico, debido a que es la
responsable de la entrada del virus al organismo, la principal diana de las vacunas
aprobadas hasta el momento y la diana de los anticuerpos neutralizantes. La proteina S
consta de dos subunidades bien diferenciadas, S1 y S2, las cuales estan separadas por
un dominio de furina. La subunidad S1 es la encargada de reconocer al receptor de
angiotensina humana (ACE2), presente en muchas de nuestras células, y de unirse a él.
Este reconocimiento se produce gracias a una region muy concreta, el dominio RBD,
siendo este dominio la principal diana de los anticuerpos neutralizantes y, por lo tanto,
la region mas afectada por mutaciones en las distintas variantes®®. La subunidad S2 es la
responsable de la fusidn del virus con la membrana de las células favoreciéndose asi la

entrada del virus®”8 , Ademads, la proteina S determina el tropismo del virus®.

Proteina de membrana (M): juega un papel importante en el ensamblaje del virus con

las células humanas®.

Proteina de la nucleocdpside (N): es la responsable de la envoltura de la hebra

monocatenaria de ARN. No se conoce muy bien su funcién, pero se piensa que puede

estar relacionada con la replicacion viral dentro de las células®®.

Proteina de la envoltura (E): se encarga de formar canales idnicos y participa en el

ensamblaje del virus®°.
3.2. Mecanismo de infeccidon del SARS-CoV-2.

El virus del SARS-CoV-2 es un virus respiratorio por lo que su principal via de transmisién
es por aerosoles. También se ha demostrado la presencia de particulas virales en las
heces y orina de personas infectadas, lo que sugiere la via fecal-oral como via de

transmisién secundaria®l.
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Como se ha mencionado previamente, el SARS-CoV-2 es capaz de reconocer y de unirse
al receptor de angiotensina humana (ACE2), a través del dominio RBD. El receptor de
angiotensina humana es una proteina transmembrana que se encuentra en multiples
células de diferentes tejidos y érganos como el corazdn, los pulmones, el intestino o los
rifones y tiene un papel importante en la homeostasis y la respuesta inflamatoria. En el
tejido pulmonar se encuentra principalmente en las células alveolares de tipo 2, ademas
de en macrofagos y células endoteliales. Debido a la elevada presencia del receptor en
el pulmdn, este 6rgano es el principal afectado durante la infeccién por SARS-CoV-2,
observandose en él un infiltrado masivo de linfocitos y macréfagos, lo que conlleva a una
liberacién masiva de citoquinas proinflamatorias generando una tormenta de citoquinas,

la cual puede llegar a producir la muerte del paciente®3,

Al igual que muchos otros virus, el SARS-CoV-2 necesita la maquinaria del huésped para
comenzar su replicacién e infeccion. En primer lugar, se necesita un procesamiento
proteolitico de la proteina S, para ello, el virus va a utilizar las distintas proteasas del
huésped como la proteasa transmembrana serina 2 (TMPRSS2) para escindir la proteina
S a través de su dominio furina, dando lugar a las dos subunidades®®. Una vez el virus ha
liberado su material genético al interior de las células, este comienza a replicarse. En este
momento se produce la activacién de la respuesta inmunitaria innata, cuyas células son
capaces de reconocer a las células infectadas y desencadenar una cascada de
sefalizacion, basada en la liberacion de interferones (IFN) de tipo 1y 2, cuyo objetivo
final es evitar y detener la replicacidon del virus. A su vez, los antigenos virales son
endocitados por células fagociticas como células dendriticas, y presentados a los
linfocitos T a través de los complejos mayores de histocompatibilidad (MHC)
desencadendndose asi la respuesta adaptativa. Simultdneamente a estos procesos, se
produce la liberacién de citoquinas proinflamatorias con el objetivo de atraer a un mayor

nimero de células que participen en la respuesta inmunitaria®! (Figura 12).
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Figura 12: Mecanismo de infeccion por SARS-CoV-2 y respuesta inmunitaria a la infeccion. Imagen realizada
en Biorender.

3.3. Variantes de preocupacion (VOCs).

Las variantes ocurren debido a cambios en los nucledtidos durante la replicacién, que es
lo que se conoce como mutaciones. La tasa de mutacién de los virus de ARN es mayor
que la de los virus de ADN, por eso, el virus del SARS-CoV-2 presentan multiples
variantes®, algunas de las cuales son consideradas de interés debido a su elevada
capacidad de propagacién. Otra consecuencia de las mutaciones, ademas de su alta tasa
de propagacion, es su capacidad para evadir al sistema inmunitario, esto ocurre cuando
las alteraciones que se producen provocan que el virus ya no sea reconocido por el
sistema inmunitario y escape a éI°¢. Dentro de las variantes del SARS-CoV-2 encontramos
variantes de interés, variantes de preocupacion y variantes de baja transmision. Las
variantes de preocupacion (VOCs) presentan una o mds de las siguientes caracteristicas:
aumento de la trasmisibilidad, aumento de la virulencia y/o disminucién de la efectividad

de las técnicas usadas para el diagndstico y tratamiento®.

En el caso del virus del SARS-CoV-2 existen cinco variantes que han sido consideradas
variantes de preocupacion (VOCs). Estas variantes presentan mutaciones en la proteina
S que provocan una mayor transmisibilidad, una mayor unién de la proteina S al receptor
ACE2 y una ausencia de reconocimiento por parte de los anticuerpos generados ya sean
gracias a la vacunacidn o a una infeccién previa®”-8, Las cinco variantes de preocupacién

son:

Alpha B.1.1.7: se detectd en septiembre 2020 y fue predominante en Reino Unido.

Presenta 17 mutaciones de las cuales 9 afectan la proteina S°°, lo que genera un aumento
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en su tasa de transmisibilidad y una mayor virulencia. Dentro de las mutaciones destaca

la mutacidn N501Y, la cual mejora la unién con ACE2 y la adhesidn celular®,

Beta B.1.351: se detectd en octubre de 2020 y fue predominante en Sudafrica. Presenta
10 mutaciones en la proteina S°°, de las cuales 3 de ellas se encuentran en el dominio
RBD. Al igual que en el caso anterior se mejora la union con ACE2, aumentandose la

trasmisibilidad0?.

Delta B.1.617.2: se detectd en diciembre de 2020 y causo grandes olas infectivas en

India, Estados Unidos y Europa. Presenta 8 mutaciones en la proteina S, algunas en
comun con las variantes anteriores®. Tiene una mayor capacidad de replicacion

provocando una mayor transmision e infeccion0103,

Omicron B1.1.529: se detectd en enero de 2021 y rapidamente se extendié por todo el

planeta. Es la que mdas mutaciones presenta en la proteina S, concretamente 27, muchas
de ellas en la regién RBD®°. Este alto nimero de mutaciones hace que esta cepa tenga
un enorme potencial de escape inmunoldgico y una elevada trasmisibilidad??. Seis de
las mutaciones estan relacionadas con la mejora de la afinidad a ACE2 y otras siete con
la reduccion de la neutralizacién!®. Los estudios demostraron como esta variante era
mas contagiosa, con mayor capacidad de replicaciéon y con mayor reduccién de la

neutralizacién, pero con menor gravedad que las variantes anteriores0>106,
3.4. Desarrollo de vacunas frente al SARS-CoV-2.

Aunque existen diferentes terapias para paliar y disminuir los efectos del SARS-CoV-2, la
mejor estrategia para disminuir su incidencia o al menos reducir su letalidad es la
vacunacion preventiva de la poblacién. La base de la vacunacién es la induccién de una
respuesta inmunitaria capaz de proteger al individuo contra infecciones y de reducir o
eliminar el riesgo de contraer la enfermedad?. Durante la pandemia se vivié un momento
histdrico, donde cientificos de todo el mundo colaboraron para disenar vacunas eficaces
qgue pudieran estar disponibles para toda la poblacion. Ademas, se aprobaron por

primera vez las vacunas de ARN mensajero (ARNm).

Con los meses se demostrd como las vacunas frente al SARS-CoV-2 eran efectivas frente
al desarrollo de la enfermedad grave, la muerte e incluso el desarrollo sintomatico de la

enfermedad, pero no contra la infeccién!?’. El problema principal que se encontrd en
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estas vacunas fue la disminucion de la inmunidad y la proteccion con el paso de los
meses. Ensayos epidemiolégicos demostraron como el nivel de anticuerpos disminuia a
partir de los seis meses y eso provocaba que las personas fueran de nuevo susceptibles
a la infeccién y al desarrollo grave de la enfermedad!®®1%®, Desde que comenzd la
campafa de vacunacion se han administrado 13.640 millones de dosis obteniéndose una
vacunacion primaria completa (dos dosis) en el 67% de la poblacion mundial, mientras
que, solo un 32% de esta poblacién ha recibido una dosis de recuerdo. En el caso de
Espana, el 79% de la poblacion recibid la pauta completa y el 70% de la poblacién recibid
al menos una dosis de refuerzo. El porcentaje de vacunacion observado en Espaiia, el
cual estd por encima de la media si tenemos en cuenta las dosis de recuerdo, explica la
disminucion de la mortalidad a causa del COVID-19 observada en este pais en los Ultimos

afios®.

Las vacunas de administracion intramuscular generan una respuesta humoral pero no
son capaces de generar una respuesta local, mientras que, las vacunas administradas de
forma intranasal generan una inmunidad local potente dependiente de IgA, pero una
menor inmunidad sistémica. Ademas, las vacunas de administracién nasal son capaces
de generar una potente inmunidad de mucosas, fundamental para evitar la entrada del
virus, mientras que las vacunas intramusculares no son capaces de generar esta
inmunidad'*?. Todas las vacunas aprobadas hasta el momento frente al SARS-CoV-2 se
administran intramuscularmente, aunque ya se estan desarrollando vacunas de
administracién intranasal, siendo la mayor preocupacion de estas la posible llegada del
antigeno y el resto de los componentes de la vacuna al cerebro a través de los nervios

olfatorios10,

En Espaifa se aprobd la comercializacion de 7 vacunas frente al SARS-CoV-2 basadas en
las tecnologias que se explican a continuacién y cuyas bases quedan recogidas en la
Tabla I3. Sin embargo, se ha retirado la autorizacién de alguna de ellas como, las vacunas
basadas en vectores virales (Astrazeneca y Janssen) y la desarrollada por la farmacéutica

Sanofilll,
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Nombre Farmacéutica Composicién Adyuvante Dosis Eficacia
BNT162b2 | Pfizer/BioNTech ARNm Nar}?p‘;;;:;”'a 30 pg 95%
mRNA-1273 Moderna ARNm Nanoparticula | o 94%
lipidica
Vaxzevria No usa 5x 10"
(ChAdOx1 AstraZeneca Vector viral advuvante particulas 75%
nCoV-19) ¥ virales
Ad26.COV2.S Janssen Vector viral No usa 8.92 logro 66%
adyuvante ul
NVX Proteina . 0
CoV2373 Novavax recombinante Matrix-M > HE 90%
VidPrevtyn Sanofi Pasteur Prote_ma AS03 5ug
Beta recombinante
Proteina SQBA No se
Bimervax HIPRA . (escualenoy 40 pg .
recombinante . informa
excipientes)

Tabla 13: Vacunas frente al SARS-CoV-2 aprobadas hasta 2024 por la Agencia Europea del Medicamento
(EMA). *AgU: unidades de antigeno; Ul: unidades infecciosas.

Vacunas de ARNm

Se basan en el propio ARN mensajero de la proteina que se quiera usar como
inmundgeno. A diferencia de las vacunas de ADN, no necesita llegar al nucleo, lo que
puede suponer una ventaja. Sin embargo, el ARN es muy inestable, por lo que se necesita
incluir ciertas modificaciones que estabilicen el material genético para poder

suministrarlo92,

La efectividad de estas vacunas estaba demostrada en ratén desde 1990. Sin embargo,
la inestabilidad del propio material genético, la alta inmunogenicidad y sus problemas
de almacenamiento fueron los responsables de que no se aprobaran hasta 2020. Las
Unicas vacunas aprobadas de ARNm son las vacunas frente al SARS-CoV-2, en las cuales
el ARN codifica para la proteina S, y las cuales presentan una eficacia del 90%!%7. Estas
vacunas usan como adyuvantes nanoparticulas de lipidos, las cuales han permitido que
el ARNm pueda acceder a todas nuestras células. Adema3s, el uso de estas nanoparticulas
junto con la introduccion de nucledtidos modificados favorecio la estabilidad y evité la
degradacién del ARN''2, En este tipo de vacunas los principales efectos secundarios

provienen del adyuvante utilizado°2.
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Al introducir el ARNm que codifica para la proteina S, las células del individuo vacunado
son capaces de producir por si mismas los péptidos de esta proteina y presentarlos a
través de los MHC-l y Il, lo que induce una buena inmunidad celular y humoral. Ademas,
las nanoparticulas lipidicas activan la via de TLR7 y TLR8 favoreciendo el procesamiento

y reconocimiento del antigeno!®3.

Se ha observado como estas vacunas inducen una maduracién de los linfocitos T, tanto
CD4+ como CD8+''% y aumentan el porcentaje de linfocitos T de memorial?>,
fundamentales para la proteccidén ante una nueva infeccién. Ademas, estimulan a las
células T foliculares y a las células B del centro germinal*®. Por otro lado, son capaces de
inducir la maduracién de los linfocitos B aumentando la produccién de anticuerpos
especificos frente a la proteina S, sobre todo de tipo I1gG e IgM!?” y generando a su vez
linfocitos B de memoria, permaneciendo tanto los linfocitos B como T de memoria unos

seis meses en el organismo!2,

Vacunas de vectores virales

Se basan en el uso de virus inactivados como vectores para el transporte de antigenos
de un determinado patégeno. Ademas de transportar el antigeno, los vectores virales
pueden tener la capacidad de replicarse, aumentando de esta forma la produccién del
antigeno y la respuesta inmunitarial®2. Al igual que en el caso de las vacunas de ARNm,
el vector viral va a utilizar la maquinaria del propio individuo para producir la proteina
que transportal’®. Un inconveniente de este tipo de vacunas es la inmunidad
preexistente frente al adenovirus que se utiliza como vector, por ello se aconseja usar un
adenovirus de origen no humano, como fue el caso de la vacuna de AstraZeneca, o un
adenovirus humano con un serotipo poco comun, como fue el caso de la vacuna de

Janssen!?0,

Su uso estd mundialmente extendido. En el caso del SARS-CoV-2 demostraron una
eficacia menor que las vacunas de ARNm, debido a que se necesitan dos dosis de
refuerzo para generar un titulo elevado de anticuerpos y linfocitos de memoria. Sin
embargo, debido al bajo nimero de individuos que fueron vacunados exclusivamente
con este tipo de vacunas no se pudo evaluar la duracidn a largo plazo de la respuesta

inmunitaria®?107,
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Vacunas proteicas

Pueden estar formadas por proteinas enteras, fragmentos de estas o proteinas
recombinantes. Se consideran mas seguras que las vacunas basadas en vectores virales,
y la mayoria de sus efectos secundarios estan relacionados con el adyuvante
utilizado'1%7, En el caso de las vacunas frente al SARS-CoV-2 estdn formadas

principalmente por fragmentos de la proteina S'%7.

Vacunas inactivadas

Se basan en inactivar o matar el patdgeno mediante métodos quimicos o fisicos. El
problema de este tipo de vacunas es que se requieren laboratorios especializados para
producir la inactivacion, el proceso de produccién es largo y suelen tener efectos
adversos. La mayoria tienen como adyuvante el hidréxido de aluminiol®. En este caso,
y a diferencia de todos los tipos de vacunas nombrados previamente, estan dirigidas
frente a todo el virus y no exclusivamente frente a la proteina S'?*. En el caso del SARS-

CoV-2, ninguna se aprobd para su uso en Espaia.
4. Sistema inmunitario.

El sistema inmunitario se encarga de la defensa del organismo frente a patdgenos
extrafios para él. Se divide en dos componentes fundamentales, el sistema inmunitario
innato, que constituye la primera barrera de defensa, y el sistema inmunitario
adaptativo. El desarrollo de la respuesta inmunitaria es un proceso complejo en el que
intervienen multiples moléculas, citoquinas y células y una alteracion de cualquiera de

ellas esta relacionado con el desarrollo de enfermedades autoinmunes.
4.1. Neutrofilos.

Son células polimorfonucleares de sangre periférical?? que se producen diariamente en
la médula ésea vy se liberan de forma constitutiva a la sangre, constituyendo entre el 50-
70% de los leucocitos en humanos y entre el 10-25% de estos en ratones!?3124, Se
caracterizan por presentar un nicleo multilobulado?*y tener una vida media muy corta,
en torno a 24 horas'?®>. Ademads de estar presentes en sangre y en medula dsea, se
pueden encontrar en diferentes érganos como el bazo, el pulmdn o el higado'?* donde

su vida media aumenta ligeramente'?3. Los neutrdfilos llegan a estos érganos a través de
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la sangre gracias a la expresion de diferentes receptores de quimioquinas, citoquinas y
otras moléculas 1?6. Son primordiales para el correcto funcionamiento de la respuesta
inmunitaria y una disminucion en su numero esta relacionado con diferentes

enfermedades autoinmunes como el lupus?*.

Estas células son las primeras en responder ante la presencia de patdgenos, para ello
presentan moléculas ya formadas que se liberan en situaciones de dafio regulando
diferentes procesos como la adhesién, la fagocitosis y la formacion de trampas

extracelulares de neutréfilos (NETs)2.
4.1.1. Trampas extracelulares de neutrofilos (NETs).

Se basan en la liberacion de la cromatina descondensada al exterior junto con proteinas
nucleares, citoplasmaticas y granulares que provocan la eliminacién de los
patogenos!?”128 En la mayoria de los casos se libera la cromatina del ndcleo lo que causa
la muerte del neutrofilo, conociéndose este proceso como Netosis. Sin embargo, cuando
se produce la liberacion de la cromatina, pero el neutréfilo mantiene su viabilidad, se
habla de Netosis vital*?°. La cromatina liberada va unida a diferentes componentes del
ADN nuclear como las histonas, principalmente la Histona 3 (H3), y de ciertas proteinas
como la mieloperoxidasa (MPO) o la elastasa (NE)'?> (Figura 13). Este mecanismo se

desencadena cuando el resto de los mecanismos para la eliminacién de patégenos

fallan?’.
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Figura 13: Proceso de Netosis y liberacion de trampas extracelulares de neutrdfilos (NETs). Se representan
en la imagen los principales componentes de las NETs, en verde la enzima neutrdfilo elastasa, en rojo la
mieloperoxidasa y en azul la histona 3 citrulinada. Imagen realizada en Biorender.

A pesar de ser un proceso muy conservado se desconoce su mecanismo de accidn y la

mayoria de las moléculas implicadas. En las primeras etapas de este proceso, la
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membrana citoplasmatica se mantiene intacta, mientras que la membrana nuclear se
desintegra permitiendo la salida del material genético y su interaccion con los
componentes citoplasmaticos. En etapas posteriores, es cuando la membrana
citoplasmatica se desintegra permitiendo la liberacion al exterior de esas trampas
extracelulares que, como ya se ha mencionado previamente, estan formadas por
cromatina y moléculas citoplasmaticas*°. Ademds, durante este proceso las histonas
sufren modificaciones postraduccionales, como la metilacién o la citrulinacién, lo que
provoca la descondensacion de la cromatina. Por ejemplo, la H3 sufre un proceso de
citrulinacién, pasando a ser H3cit**!. Al igual que con la mayoria de los procesos del
organismo, una alteracién en la formacion de NETs esta relacionada con el desarrollo de

ciertas enfermedades como el lupus, el Alzheimer, la diabetes o el cancer'32.

En los ultimos afios se ha estudiado los mecanismos que desencadenan estas trampas
extracelulares, observandose que existe una via dependiente de peptidil arginina
deaminasa 4 (PAD4), asi como varias vias independientes. Dentro de las vias
independientes cabe destacar aquella que se desencadena debido a la activacién de

TLR8 y TLRY, es lo que se conoce como Netosis secundaria’33.

Se ha visto que las trampas extracelulares no son exclusivas de neutrdfilos, ni de la
especie humana. Otras células inmunitarias innatas, como macrdéfagos o monocitos, son
capaces de inducir esta respuesta, al igual que otras especies animales como ratones o
peces, demostrandonos que es un proceso altamente conservado e importante para la

defensa del organismo?3,

4.2. Receptores de tipo toll (TLRs).

Los receptores de tipo Toll son un tipo de receptores de reconocimiento de patdgeno
(PRR) presentes en las células del sistema inmunitario innato, especialmente en células
dendriticas!®®. Aunque no solo se encuentran en células inmunitarias sino también en
otro tipo de células como fibroblastos o células epiteliales3®. Estos receptores tienen

un papel fundamental en el desarrollo de la respuesta inmunitaria®?’.

Es una familia compuesta por 10 miembros en humanos y 12 miembros en ratones'3¢,

cada uno de los cuales reconocen distintos patrones moleculares asociados a patégenos.

Son receptores transmembrana que se encuentran, en su mayoria, en la membrana de
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las células aunque también encontramos TLRs enddgenos, como por ejemplo TLR3,
TLR7, TLR8 o TLR9'367138 | os neutrdfilos presentan todos los TLRs menos TLR3 y TLR7, lo
gue nos indica que este grupo celular también es susceptible a la accién de los

adyuvantes a través de estos receptores!3,

Los receptores de tipo Toll son glicoproteinas que constan de un dominio amino terminal
y un dominio citoplasmatico carboxilo terminal, homdlogo al receptor de la interleucina
1, que se denomina Toll/IL- Dominio de homologia 1R (TIR). A través de este dominio los
TLRs interaccionan con sus proteinas adaptadoras, las cuales son fundamentales para
desencadenar la cascada de sefializacion que finalizara con la activacion de

linfocitos!3”140 (Figura 14).
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Figura I14: Distintos receptores de tipo Toll (TLRs) junto con sus proteinas adaptadoras, su localizacién y los
estimulos que los activan. Imagen realizada en Biorender.

Las proteinas adaptadoras son MyD88, presente en todos los TLRs menos TLR3, y TRIF
presente exclusivamente en TLR3 y TLR4, es decir, todos los TLRs son dependientes de
MyD88 menos TLR3 y TLR4, el cual tiene una via dependiente y otra independiente de
MyD88. Las vias dependientes de MyD88 suelen inducir la liberacién de citoquinas
inflamatorias, mientras que, las vias dependientes de TRIF inducen la liberacidn tanto de

citoquinas inflamatorias como de interferones de tipo I3,
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Estos receptores se descubrieron a mediados de 1990, estan altamente conservados y
han permitido demostrar que el reconocimiento de antigenos por parte del sistema
inmunitario innato no es tan inespecifico como se pensaba!*!42, Ademds, se ha
demostrado que la activaciéon de los TLRs provoca la activacion de las células
presentadoras generando una estimulacién de la respuesta B y T a antigenos
especificos®. La expresion de los TLRs no es constante, sino que varia en funcidén de la
presencia de patdgenos, citoquinas y factores ambientales. Ciertos adyuvantes son
capaces de interactuar con estos receptores y desencadenar el inicio de la respuesta
inmunitaria. Por ejemplo, el adyuvante CpG activa a TLR9, mientras que, ASO1 activa a

TLR4’.
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HIPOTESIS Y OBJETIVOS

HIPOTESIS:

El complejo MSMPs-S1, basado en microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs)
conjugadas a la proteina S1, se presenta como una potencial vacuna proteica frente al
virus del SARS-CoV-2. Dicho complejo seria capaz de inducir una respuesta
inmunoestimuladora eficaz, siendo las MSMPs el elemento potenciador de la respuesta
inmunitaria generada frente a la proteina S. Se pretende demostrar que las MSMPs son
capaces, no solo de potenciar la respuesta inmunitaria frente a la proteina S, sino

también de proteger frente a la infeccion por SARS-CoV-2.
OBJETIVOS:

El objetivo general de este trabajo consiste en estudiar la capacidad adyuvante de las

microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs) en una vacuna proteica frente al SARS-
CoV-2, y profundizar en su mecanismo de accidn adyuvante. Para ello nos planteamos

los siguientes objetivos especificos:

1- Producir y caracterizar las MSMPs para que puedan ser utilizadas como
adyuvantes en vacunas proteicas.

2- Analizar, empleando el modelo murino BALB/c, la capacidad de las MSMPs
conjugadas con la proteina S1 para inducir una respuesta humoral y celular
robusta y generar una actividad neutralizante especifica contra el SARS-CoV-2.

3- Evaluar, mediante el modelo murino transgénico k18-hACE2, la eficacia del
complejo vacunal MSMPs-S1 en la proteccidn contra la infeccién por SARS-CoV-2
y la prevencidn del desarrollo de formas graves de la enfermedad.

4- |dentificar, en el bazo de ratones BALB/c inmunizados, posibles genes y vias de
sefalizacion implicadas en el mecanismo de accién de las MSMPs.

5- Estudiar, usando un modelo de raton BALB/c, qué ocurre en la zona de
inmunizacion después de la inoculacion de las MSMPs.

6- Evaluar, mediante un modelo de ratdn transgénico iDTRMRP8xCRE, el papel de
los neutrdfilos en la respuesta adyuvante de las MSMPs.

7- Estudiar en modelos de ratdn Knock-out para MyD88 (KO MyD88) y para TLR4
(KO TLR4) el mecanismo de accién de las MSMPs.
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8-

Estudiar in vitro en neutrdfilos humanos procedentes de donantes sanos, la
capacidad de las MSMPs para inducir la formacion de NETs, mediante métodos
cualitativos y cuantitativos.

Estudiar en humanos, mediante la estimulacién de PBLs y moDCs, |la capacidad
inmunoestimuladora de las MSMPs conjugadas a péptidos virales y su interaccidn

con las células presentadoras.
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MATERIALES
MATERIAL CASA COMERCIAL REFERENCIA
Placas de cultivo multipocillo (6 pocillos) Greiner Bio-One 657160
Placas de cultivo multipocillo (24 pocillos) Greiner Bio-One 662160
Placas de cultivo multipocillo (96 pocillos) Greiner Bio-One 655061
Tubos de microcentrifuga (0,5 ml) BD pastickplate 231539
Tubos de microcentrifuga (1,5 ml) Greiner Bio-One 616201
Tubos de microcentrifuga (2,0 ml) Greiner Bio-One 623201
Tubos de centrifuga (50 ml) Corining 430829
Tubos de centrifuga (15 ml) Corning 430791
Pipetas seroldgicas 5 ml Greiner Bio-One 606180
Pipetas seroldgicas 10 ml Greiner Bio-One 607180
Pipetas serolégicas 25 ml Greiner Bio-One 760180
Pipeta pasteur 3 ml Falcon 357575
Tamices celulares de 70 um Falcon 352350
Agujas de inyeccion 20 G bd microlance 301300
Agujas de inyeccion 25 G bd microlance 300600
Agujas de inyeccion 30 G bd microlance 304000
Jeringas 1 mL BD pastickplate 303172
Jeringas 5 mL Dismadel 00021911
Tubos de sangre EDTA BD 367525
Placas p96 fondo en V Greiner Bio-One 651101

Tabla M1: Material de laboratorio utilizado para la realizacion de los experimentos recogidos en este

trabajo.
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1. Microparticulas de Silicio Mesoporoso (MSMPs).
1.1. Fabricacion y funcionalizacion de las MSMPs.

La produccién de las microparticulas se llevd a cabo en el Departamento de Fisica
Aplicada de la Facultad de Ciencias de la Universidad Autonoma de Madrid (UAM). Para
su fabricacion se partié de obleas de silicio puro 1000425 um vy resistividad 0,01-0,02
Qcm (Institute of Electronic Materials Technology), las cuales fueron expuestas a un
tratamiento electroquimico con el objetivo de generar poros en su superficie. Este
tratamiento se baso en pasar una corriente eléctrica a través de las obleas en un medio
formado por dos electrolitos, con relacién 1:1 (acido fluorhidrico: etanol) en un volumen

final de 200 mL.

A cada oblea se le aplicaron tres ciclos de un programa, cuyas condiciones quedan
representadas en la tabla M2, con el objetivo de conseguir profundidad y una superficie
porosa uniforme y homogénea en cuanto al tamano y distribucién del poro. Una vez
finalizados los tres ciclos se retiré la oblea del medio electrolitico y se lavd con etanol
absoluto para retirar el exceso de acido. Tras retirar la capa porosa de la oblea y dejar
secar los fragmentos obttenidos, la cual contiene la capa mesoporosa, se procedid a
realizar su triturado manual en un mortero de cuarzo de agata. Finalmente, el producto
resultante se paso a través de dos tamices de distinto tamafo de poro (10 um y 5 pum)
con el objetivo de obtener microparticulas de silicio mesoporoso de tamano inferior a 5

pm, las cuales se guardaron en etanol hasta su uso.

PASO I(mA)/V(V) TIEMPO REPETICIONES
1 3435 50 35
2 4580 1 35

Tabla M2: Programa multipasos para la obtencion de silicio mesoporoso

Para su funcionalizacidén con grupos amino, las MSMPs fueron expuestas a 3-aminopropil
trietoxisilano (APTS) (Sigma-Aldrich) en una atmdésfera de nitrégeno con luz ultravioleta
durante 20 minutos. Por ultimo, se realizaron 5 lavados con etanol absoluto y se
almacenaron en este hasta su uso. Todos los experimentos se realizaron con MSMPs-

NHs, nombradas como MSMPs.
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1.2. Caracterizacion de MSMPs.

La caracterizacion de las microparticulas de silicio se realizé en la Universidad Autdnoma
de Madrid. Esta caracterizacion se basd en determinar la morfologia de las
microparticulas, para lo cual se utilizd la microscopia electrdnica de barrido (SEM), y
determinar la correcta funcionalizacion de las microparticulas mediante la
caracterizacion FTIR (Fourier-transform infrared spectroscopy) y el analisis quimico

elemental.
1.3. Marcaje fluorescente de las MSMPs con FITC.

Para la deteccidn de las MSMPs por inmunofluorescencia o por microscopia confocal se
marcaron las particulas con isotiocianato de fluoresceina (FITC). Para ello se mezcld 1 mg
de particula con FITC en una solucién etandlica a 0,19 mmol. La suspensién se mantuvo
a 4°C en rotacion y oscuridad durante toda la noche. El producto resultante (MSMPs-
FITC) se recogido mediante centrifugacion (10000 rpm 10 minutos) y se lavd tres veces

con agua miliQ para eliminar el exceso de FITC.
1.4. Carga de las MSMPs con péptidos y proteinas virales.

Para la carga de las MSMPs con péptidos virales del SARS-CoV-2 o con la proteina S1 de
dicho virus, se lavaron las MSMPs tres veces con 10 voliumenes agua miliQ
centrifugandolas a 10000 rpm durante 10 minutos. Una vez finalizados los lavados las
microparticulas se resuspendieron con el antigeno deseado y se incubaron a 4°C en

rotacion durante toda la noche.

Para estimulaciones in vitro, 0,09 mg/mL de MSMPs se cargaron con 20 pg/mL de
PepTivators SARS-CoV-2 prot_S (Miltenyi Biotec), un pool de péptidos de 15 residuos con
solapamiento de 11 aminodcidos, nombrado como Peptivator_S. Esta concentracion
asegura la carga en saturacion de las MSMPs. Al dia siguiente se resuspendieron en

RMPIc y se procedid a la estimulacién.

Para los ensayos de inmunizacion realizados en distintas cepas de ratén, 0,64 mg de
MSMPs se cargaron durante toda la noche con 4,5 ug de S1, para al dia siguiente

resuspender el conjugado en 50 plL de PBS.
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2. Células mononucleares humanas de sangre periférica (PBMCs).

2.1. Aislamiento de monocitos a partir de la fraccion tromboleucocitaria de la

sangre.

Para el aislamiento de monocitos se realizé en primer lugar el aislamiento de células
mononucleares de sangre periférica (PBMCs) de donantes sanos mediante un gradiente
de densidad (Ficoll-Paque PLUS GE Healthcare; Life Sciences). Una vez obtenidas las
PBMCs se procedio al aislamiento de los monocitos por seleccidén positiva. Para ello se
siguidé el protocolo del proveedor (separador magnético: MidiMACS y columnas LS:
MACS Columnas) utilizdindose para ello un anticuerpo anti-CD14 unido a bolas
magnéticas (CD14 MicroBeads Human MACS Miltenyi Biotec). Tras este proceso se
obtuvieron no solo los monocitos por seleccidén positiva, sino también los linfocitos de

sangre periférica (PBLs) por seleccidén negativa.

2.2. Diferenciacion de monocitos a células dendriticas derivadas de monocitos

(moDCs).

Los monocitos se cultivaron a una concentracion de 108 células/mL usdndose placas p96
y en medio de cultivo RPMI-1640 (Lonza BioWhittaker), suplementado con 10% de suero
bovino fetal (FBS) (Gibco Life Technologies) descomplementado previamente, con 1% de
L-Glutamina y con 1% de antibidtico/antimicdtico, nombrando este medio a partir de
ahora como RPMlc. Para la diferenciaciéon de los monocitos a células dendriticas, el
medio fue suplementado con rhGM-CSF e rhiL-4 (Immunotools) y el cultivo se mantuvo
durante 5 dias renovandose tanto el medio como las citoquinas cada dos dias. La

concentracion final para ambas citoquinas fue de 1000 U/mL.

Una vez diferenciados los monocitos a células dendriticas derivadas de monocitos
(moDCs), se co-cultivaron con PBLs provenientes del mismo donante durante 1 semana

en una proporcion 1:2.
2.3. Estimulacion de PBMCs y moDCs con péptidos virales.

Para el estudio de la respuesta T especifica en donantes sanos se estimularon tanto las

PBLs y las moDCs, con Peptivator_S y, con MSMPs-Peptivator_S. El pool de péptidos se
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afiadio a una concentracion de 20 ug/mL. Ademas, se utilizd LPS (100 ng/mL) como

control positivo de estimulacion y RMPIc como control negativo.

Las PBLS se cultivaron durante siete dias en placas p96 a una concentracién de 2x10°8
células/mL en RMPIc suplementado con rhiL-2 a 20 ng/mL (Inmunotools), renovando el
medio junto con rhiL-2 cada dos dias. Estas células fueron estimuladas a dia 1 y 6,

estudidndose a dia siete la respuesta celular T especifica (Figura M1).

En el caso del co-cultivo, las células dendriticas derivadas de monocitos se cultivaron
durante 5 dias en placas p96 a una concentracion de 1x10° células/mL, estimulandose a
dia 6 con Peptivator_S y MSMPs-Peptivator_S. Al dia siguiente de la estimulacién se
afiadieron PBLs del mismo donante estimuladas exclusivamente a dia 1 y se mantuvo el
co-cultivo durante seis dias mas, cambiando el medio junto con rhiL-2 cada dos dias. A
dia 13 las células del co-cultivo volvieron a ser estimuladas usando las mismas

condiciones estudidndose la respuesta celular T especifica (Figura M1).

o o i
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— — — ——
IL4 Dia 7: Estimulacion
‘ / \ GM-CSF

Dia 1: Estimulacion

Lz |7d
IL2 | 6d

i | Dia 13: EStimulacion
Dia 7: Estimulacion

produccion de IFNy

Figura M1: Esquema que muestra el protocolo seguido para el estudio de la respuesta T especifica frente
al SARS-CoV-2 en PBLs humanas solas y co-cultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos
(moDCs).

2.4. Estudio de la respuesta T especifica frente al SARS-CoV-2.

Para estudiar la respuesta celular T especifica frente al SARS-CoV-2 se estimularon las
células como se explica en el apartado anterior y se afiadieron 2,5 pug/mL de Brefeldina

A (Invitrogen) durante 16 horas. Posteriormente se analizd la produccion de IFNy
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mediante citometria de flujo intracelular, como se explica a continuacién. Para ello, se

utilizaron los siguientes marcadores (CD3, CD4 e IFNy) recogidos en la tabla M3.

ANTICUERPO | FLUOROFORO | CLON REFERENCIA CASA COMERCIAL
CD3 APC OKT3 317318 Biolegend
CD4 PerCP-Cy5.5 OKT4 317414 Biolegend
CD8 FITC SK1 344704 Biolegend
IFN FITC 4SB3 502506 Biolegend
CD16 Bv421 3G8 152400 Biolegend
H3cit - polyclonal RM1001 Abbcam

Tabla M3: Anticuerpos humanos utilizados para los estudios por citometria de flujo realizados en este

trabajo.

2.4.1. Citometria de flujo intracelular.

Para la tincion de moléculas de superficie se traspasaron las células a una placa de 96
pocillos de fondo coénico (Cellstar). A continuacion, se retiré el sobrenadante mediante
centrifugacion (1600 rpm 2 minutos) y se lavaron las células con PBS para
posteriormente realizar la tincién de superficie, incubandose las células con los
respectivos anticuerpos 30 minutos a 4°C. Una vez realizada la tincién de superficie, las
células se fijaron con PFA 4% durante 30 minutos a 4°C y se permeabilizaron con Tween
20 (Sigma) al 0,5% durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). Una vez
permeabilizadas, se realizé la tincidn intracelular con los anticuerpos deseados, en las
mismas condiciones que la tincién de superficie. Todos los anticuerpos se utilizaron a

una concentracién de 1 pug/10° células.

Finalmente, las muestras se pasaron a tubos de citdmetro diluidas en PBS y se analizaron
en el citdmetro FACSCalibur o BD FACsCelesta (BD Biosciences) mediante el programa
CellQuest (BD CellQuest). Los datos fueron procesados mediante el programa FlowJo

V.10 (FlowJo, LLC).
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3. Células polimorfonucleares humanas de sangre periférica (PMNs).
3.1. Aislamiento de neutréfilos por selecciéon negativa.

Para el aislamiento de neutréfilos se realizé una seleccidon negativa utilizando sangre de
donantes sanos. Para ello se siguieron las instrucciones del kit MACSxpress Whole Blood
Neutrophil Isolation (Miltenyi Biontech). Una vez aisladas las células polimorfonucleares
se realizd una lisis de eritrocitos incubando las células 3 minutos con 3 mL de ACK (Gibco
by Life Technologies). Posteriormente las células se lavaron con PBS, se resuspendieron

en RPMlc y se sembraron a 108 células/mL.
3.2. Estudio de la endocitosis y la formacién de NETSs.

Para el estudio de endocitosis de las MSMPs por parte de los neutréfilos y la posterior
formacion de NETs, los neutroéfilos fueron sembrados en placas p24, donde previamente
se habian colocado cristales de inmunofluorescencia (@ 12mm, Proquinorte) en cada
uno de sus pocillos, como se explica en el apartado siguiente. Posteriormente, las células
se estimularon con MSMPs-FITC durante 1 y 3 horas y se estudid tanto la endocitosis
como la produccion de NETs mediante inmunofluorescencia y microscopia confocal.
Como control positivo de la formacidén de NETs se utilizd PMA 100nM (Sigma Aldrich) y

como control negativo RMPlIc.
3.2.1. Inmunofluorescencia.

En primer lugar, se colocan los cristales de inmunofluorescencia, previamente tratados
con poli-L-Lysina (Invitrogen) en los pocillos de la placa. El tratamiento de los cristales
asegura la adhesidon de los neutrdfilos a la superficie. Para ello, se anadieron 500 plL de
una dilucién 1:1 de poli-L-Lysina en PBS incubandose los cristales a 37°C durante 15
minutos. Posteriormente se lavaron con PBS, se dejaron secar y se incubaron con luz UV

durante 30 minutos.

A continuacion, se cultivaron y estimularon los neutrofilos y, una vez transcurrido el
tiempo de estimulacion se retird el sobrenadante y se lavaron los cristales 5 minutos con
PBS, con cuidado de no levantar las células que se encontraban adheridas.

Posteriormente se fijaron con PFA 4% durante 10 minutos a TAy oscuridad, para después
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lavar los cristales 5 minutos con PBS. Las muestras se mantuvieron en PBS a 4°C hasta su

uso.

Para la realizacion de la tincion de inmunofluorescencia, primero se permeabilizaron las
células afiadiendo PBS-Tritén al 0,1% durante 5 minutos a TA. Después, las células se

bloguearon con BlockAid (Thermofisher Scientific) durante 1 h a TA y oscuridad.

A continuacion, se afiadid el anticuerpo primario, en este caso anti-mieloproxidasa
(Origen), diluido 1:25 en solucion de bloqueo y se incubd durante 1 hora a TA y
oscuridad. Después, se hicieron 2 lavados con PBS y se anadié el anticuerpo secundario
(IgG anti-ratén de cabra (H + L) Alexa Fluor 594, Thermofiser) diluido 1:500 en solucién
de bloqgueo e incubandose durante 30 minutos a TA y oscuridad. Finalmente, las células
se lavaron dos veces con PBS y una vez con agua miliQ y se montaron con ProLong

Diamond Antifade Mountant con DAPI (Invitrogen).
3.2.2. Cuantificacion de NETs.

Para cuantificar la produccién de NETs por parte de neutréfilos estimulados y analizar si
existian diferencias entre la estimulacién con MSMPs vy la estimulacidon con AlI(OH)s se
realizaron dos técnicas distintas. Por un lado, mediante ELISA, se cuantificd la liberacidn
de MPO al sobrenadante y, por otro lado, mediante citometria de flujo, se analizé el

porcentaje de Histona 3 citrulinada (H3cit).
3.2.2.1. ELISA de mieloperoxidasa (MPO).

Para valorar cuantitativamente la liberacion de MPO se aislaron neutréfilos humanos y
se sembraron en placas de p96. Posteriormente las células se estimularon durante 1y 3
horas y el sobrenadante fue recogido para evaluar en él, mediante ELISA, la liberacién

de MPO por parte de los neutroéfilos.

Para la realizacion de este ELISA se utilizé un kit comercial (Invitrogen) y se siguieron las
instrucciones del fabricante. Una vez realizado el ELISA, se analizaron los datos a través
de excell obteniéndose la concentraciéon de MPO de cada uno de los sobrenadantes, los

datos obtenidos de cada estimulacion se normalizaron respecto al control negativo.
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Este ensayo preliminar nos permitié determinar a qué tiempos ibamos a estudiar la
presencia de Histona 3 citrulinada la cual deberia estar presente en las células y no

liberada en el sobrenadante.
3.2.2.2. Histona 3 citrulinada (H3cit) mediante citometria de flujo.

Para corroborar de nuevo de forma cuantitativa la formacion de NETs se aislaron
neutrdfilos de donantes sanos, se incubaron en una p96 y se estimularon durante 30 y
90 minutos para posteriormente medir, mediante citometria de flujo, la presencia de la
Histona 3 citrulinada (H3cit). Para ello se siguidé el protocolo de tincion intracelular
explicado anteriormente y se utilizaron marcadores frente a CD16 (superficie) e H3cit
(intracelular), los cuales estan recogidos en la tabla M3. En este caso, el anticuerpo
frente a H3cit no estaba marcado, de manera que fue necesario realizar una tincién
indirecta con un anticuerpo secundario. Para ello, se anadieron 0,5 plL anti-rabbit IgG-
APC (Invitrogen) y se incubo durante 30 minutos a 42C. Posteriormente se lavaron las
células y se diluyeron en PBS para ser analizadas usando el citometro BD FACsCelesta
disponible en el departamento. Los datos obtenidos se representaron mediante la

intensidad media de fluorescencia (MFI).
4. Animales de experimentacion.

Todos los animales fueron estabulados en el animalario de la Facultad de Medicina de la
Universidad Complutense de Madrid (UCM). Los ratones fueron alimentados con pienso
ad libitum y se acondicionaron, cumpliendo la normativa vigente. Todos los
experimentos fueron aprobados por el Comité de Etica de Investigacion Animal de la
Universidad Complutense de Madrid y realizados de acuerdo con los requerimientos

legislativos relativos a la experimentacion animal (D.C. 86/609/CEE; RD 1201/2005).
4.1. Cepas.

Para la realizacion de este trabajo se utilizaron diferentes cepas de ratones en funcién
de los objetivos del ensayo. Las cepas utilizadas se nombran a continuacién,
incluyéndose una pequeiia descripcion de cada una y su utilidad para cada tipo de

ensayo.
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BALB/c'*3: esta cepa se caracteriza porque sus células Th2 se activan facilmente
tras las inmunizaciones, por lo que estos ratones responden muy bien en ensayos
de inmunizacidn. Esta cepa se utilizé para estudiar la diferencia entre la respuesta
humoral y celular frente al SARS-CoV-2 generada por las MSMPs y por el Al(OH)s.
k18-hACE2'**: es una linea de ratdén transgénica que se caracteriza por expresar
el receptor ACE2 humano (hCAE2) en las células epiteliales. Para ello, es
necesario el promotor de la queratina humana 18 (k18) que se expresa en todos
los epitelios, incluidos los epitelios respiratorios. Este modelo de ratdn se utilizé
para estudiar la infectividad del virus del SARS-CoV-2 y la capacidad de proteccion
que otorgaban las MSMPs en comparacién con el AL(OH)s.

iDTRMRP8xCRE: es un modelo de ratén transgénico que se caracteriza por
presentar el gen que codifica el receptor de la toxina diftérica inducible (iDTR)
bajo el promotor de MRP8, una proteina que se expresa fundamentalmente en
neutrdfilos. El sistema CRE-LoxP se basa en el reconocimiento por parte de la
recombinasa CRE de dos secuencias LoxP entre las que se localiza un codon de
stop. De manera que, cuando se inocula la toxina diftérica, la recombinasa CRE
se expresa reconociendo las secuencias LoxP y eliminando aquellas células que
presentan el promotor MRP8. Estos ratones fueron cedidos por el Centro
Nacional de Investigaciones Cardiacas (CNIC) y se utilizaron para estudiar el papel
de los neutrofilos en el desarrollo de la respuesta inmunitaria y su relacion con
las MSMPs.

KO MyD88%°: es un modelo de raton knock-out en el cual se encuentra silenciada
la proteina adaptadora MyD88, fundamental para la activacion de la mayoria de
los TLRs. Este modelo se utilizd para estudiar el mecanismo de accién de las
MSMPs.

KO TLR4%: es un modelo de ratén knock-out en el cual se encuentra silenciada
la via de TLR4. Este modelo, al igual que el anterior, sirve para estudiar el
mecanismo de accion de las MSMPs y para determinar si las MSMPs son capaces
de activar las células a través de TLR4. Estos ratones fueron cedidos por el Centro

de Investigaciones Bioldgicas Margarita Salas (CIB).
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4.2. Anestesia.

Para la realizacion de diferentes procedimientos como la inmunizacion o la obtencién de
sangre fue necesario el anestesiado de los animales. Para ello, los animales se
introdujeron en una camara de induccidn anestésica, donde se regulé el vaporizador de
isoflurano al 4% con un flujo de oxigeno a 1 L/min. Una vez anestesiado se extrajeron de
la caja y se les realizo el procedimiento en el menor tiempo posible, asegurando siempre

la recuperacion de los animales antes de devolverlos a la cubeta.
4.3. Inmunizacion intramuscular (i.m).

Las inmunizaciones de los ratones se hicieron en todos los casos por via intramuscular,
eligiéndose siempre la parte externa del cuadriceps izquierdo. Para llevar a cabo la
inmunizacion, los ratones fueron anestesiados segun lo establecido en el apartado
anterior y la zona de inmunizacion desinfectada con un antiséptico. Para las
inmunizaciones se inocularon 50 pL del complejo vacunal utilizandose una aguja de 25

G (Becton Dickinson).

Para el estudio de la respuesta humoral y celular, los ratones se inmunizaron con
diferentes complejos vacunales. Por un lado, un grupo fue inmunizado con MSMPs
conjugadas con la subunidad 1 de la proteina S (S1), otro grupo fue inmunizado
exclusivamente con la S1 y el tercer grupo fue inmunizado con AL(OH)s conjugado con
S1. De esta forma se pudo comparar la respuesta generada por nuestro adyuvante con
la generada por un adyuvante control (AL(OH)s) y por el uso exclusivo del antigeno.
Ademas, se utilizd como control de inmunizacién el PBS y ambos adyuvantes sin
antigeno. Estos seis grupos se mantuvieron en la mayoria de los ensayos, aunque hubo
ciertas modificaciones en funcién de la disponibilidad de ejemplares. Para las
inmunizaciones se utilizaron 4,5 ug de S1/ ratén, 0,64 mg de MSMPs/ratén y una

proporcion 1:1 de AL(OH)s/ratén.

En todos los casos se siguid el mismo protocolo de inmunizacién, que consistia en dos
dosis del complejo vacunal separadas 30 dias. Una semana después de la segunda dosis
los ratones fueron sacrificados para el estudio de la respuesta celular. En el caso del
modelo BALB/c, en el cual se hizo un estudio longitudinal de la respuesta inmunitaria, se

les suministro a los ratones una dosis de recuerdo, denominada boost, siete meses
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después de la primera dosis para siete dias después sacrificarlos. Los ratones k18-hACE2
se infectaron con el virus del SARS-CoV-2 (como se explica mas adelante), 15 dias
después de la segunda dosis de inmunizacién, en lugar de ser sacrificados para el estudio

de la respuesta celular.
4.4. Obtencion de suero a través del seno mandibular.

Con la finalidad de determinar el titulo de anticuerpos frente al SARS-CoV-2 que
presentaban los ratones inmunizados, se les extrajo sangre de forma periddica. Para ello,
se realizé una puncién en la vena del seno submandibular mediante la inmovilizacion del
raton a través del pliegue de la piel dorsocervical y de la cola, o bien mediante
anestesiado del mismo. La puncidn se realizdé con una aguja 20 G y tras ella se recogio
un volumen inferior al 10% del volumen total de sangre del animal (0,5 mL
aproximadamente). Finalmente, se aplicd una ligera presién sobre la zona con una gasa
con agua oxigenada durante unos minutos para cortar el sangrado y se devolvié al ratén

a su jaula previamente comprobado su estado.

Una vez obtenida, la sangre se centrifugé a 14000 rpm durante 15 minutos a TA y se
recogio la fraccion del suero, evitando siempre pipetear el coagulo de sangre. El suero

se almacend a -80°C hasta su uso.

En todos los casos se hizo una primera extraccion de suero previa a la inmunizacion, una
segunda extraccion 15 dias después de la primera dosis y una ultima extraccion en el
momento del sacrificio, en este caso la extraccidon fue por puncién cardiaca, como se
explica posteriormente. En el caso de los ratones BALB/c, debido al estudio longitudinal,
se hizo una tercera extraccion a los 30 dias de |la primera dosis, una cuarta a los 2 meses
y una quinta a los 5 meses. En el caso de los ratones k18-hACE2 se realizd una extraccién
siete dias después de la segunda dosis para comprobar la correcta inmunizacién y no se
extrajo sangre en el momento del sacrificio, debido a la posible presencia del virus en

esta.
4.5, Sacrificio y obtencidn de érganos.

Los ratones fueron sacrificados por dislocacidon cervical tras ser anestesiados con
isoflurano. Tras la eutanasia se disecciond a los ratones para extraer el bazo y los ganglios

inguinales. Previamente, se les extrajo sangre del corazdn para el posterior estudio de la
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respuesta humoral, para ello se utilizé una aguja 30 G, la cual se introdujo en el ventriculo

derecho con un angulo de 180¢9.

Tras extraer el bazo, se corté un fragmento pequefio para su inclusion en OCT,
utilizandose el resto para el aislamiento de esplenocitos. En el caso de los ganglios, se
extrajeron los inguinales por ser los mas cercanos a la zona de inmunizacién y se

incluyeron en OCT.

Para estudiar el efecto de las MSMPs en la zona de inmunizacién se extrajo el musculo
de la pata izquierda, donde se habia realizado la inyeccidn, y se incluyd en parafina para

realizar el andlisis histoldgico.
5. Respuesta humoral en ratones inmunizados frente al SARS-CoV-2.
5.1. Deteccidn de anticuerpos IgG1, IgG2a e IgG total mediante ELISA.

Para la deteccidon de anticuerpos especificos frente al SARS-CoV-2 se realizé un ELISA
indirecto en placas de p96 de alta absorcidon (Thermofisher Scientific). En primer lugar,
las placas se tapizaron durante toda la noche a 4°C con 5 pug/mL de la subunidad S1 de
la proteina S del SARS-CoV-2 (Miltenyi Biontech), o bien, con 1 pg/mL de la regiéon RBD
(Miltenyi Biontech) presente en la misma subunidad. Al dia siguiente las placas se
lavaron tres veces con PBS-Tween 20 (Sigma) al 0,5% y se bloquearon las uniones
inespecificas mediante la incubacién de las placas con BSA 5% durante 2 horas. Una vez
realizado el bloqueo se incubaron los sueros durante 1 hora a TA, diluidos en PBS 1/400
para detectar IgG1 e 1gG total y 1/200 para detectar IgG2a, realizdndose duplicados para
cada muestra. A continuacion, y después de realizar 3 lavados, se incubaron las placas
con los respectivos anticuerpos secundarios conjugados con peroxidasa diluidos 1:2000
en PBS durante 1 hora a TA. Después de 3 lavados se revelaron las placas afiadiendo TMB

y la reaccion colorimétrica se paré afiadiendo HCL 1N.

La lectura dptica se llevd a cabo en un lector de placas a una absorbancia de 450 nm.
Para el analisis de los datos, se calculd la media de OD de cada una de las muestras, se
tuvo en cuenta la dilucion empleada y se normalizé con el valor obtenido en las muestras

de ratones inmunizados con PBS.
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5.2. Estudio del porcentaje de neutralizacion frente a las diferentes variantes del

SARS-CoV-2.

Los estudios de neutralizacidon se realizaron mediante ELISA, de forma similar a la
explicada en el apartado anterior. En este caso se tapizd con el dominio RBD de las
distintas variantes del SARS-CoV-2 (1 pg/mL, Miltenyi Biontech), durante toda la noche
a 4°C. A continuacion, se realizaron cinco lavados con PBS-Tween 20 al 0,5%. Una vez
realizado el bloqueo, se afiadieron los sueros diluidos, en este caso 1/100, los cuales se
incubaron durante 1 hora a TA. Posteriormente y tras el lavado de las placas, se afadié
ACE2 (Miltenyi Biontech) diluida 1/100 en PBS a 37°C durante media hora. A
continuacidn, se lavaron las placas 5 veces y se volvieron a incubar a 37°C durante una
hora con Streptavidina-HRP diluida 1/1000 en PBS. Tras esta incubacion se lavaron las
placas, se afadié TMB y HCL 1N y se procedio a la lectura 6ptica, de la misma manera

que en el apartado anterior.

En este caso el analisis de los datos se realizd calculando la media de cada muestra y
restdndole el blanco. A continuacidn, se dividié la media total de los ratones inmunizados
con PBS, debido a que representan la ausencia de neutralizacidn, entre la media de cada
muestra. Este resultado se multiplico por 100 y finalmente se les resto 100,
obteniéndose asi el porcentaje de neutralizacion. Las muestras tendran un porcentaje
de neutralizacion de 0 a 100%, considerandose positivo para anticuerpos neutralizantes

aquellas muestras que presenten un porcentaje de neutralizacidén superior al 25%.
5.3. Estudio de la correlacion entre anticuerpos y neutralizacion.

Para detectar posibles diferencias en la produccion de anticuerpos y la neutralizaciéon
entre el hidroxido de aluminio y las MSMPs se estudid estadisticamente la correlacion
gue existia entre el titulo de anticuerpos y el porcentaje de neutralizacién. Para ello, se
agruparon los datos en dos variables, X= porcentaje de neutralizacién a los distintos
tiempos frente a la variante original e Y=titulo de anticuerpos a los distintos tiempos.
Posteriormente se hizo una regresion lineal donde se obtuvo un valor del coeficiente de
Pearson (R?), existiendo una mayor correlacién cuanto més cercano era el valor a 1, lo

gue indicaria una dependencia total entre las variables.
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6. Respuesta celular en ratones inmunizados frente al SARS-CoV-2.
6.1. Aislamiento de esplenocitos.

Para el aislamiento de los esplenocitos se machacaron los bazos sobre tamices de poro
de 70 um utilizando el embolo de una jeringa de 5 mL. Las células se resuspendieron en
una solucién hipotdnica de ACK (Gibco by Life Technologies) durante 3 minutos a
temperatura ambiente para lisar los eritrocitos. A continuacién, los esplenocitos se
lavaron con PBS frio al 2% de FBS, se volvieron a filtrar por tamices de poro de 70 umy
se resuspendieron en PBS frio al 2% de FBS para posteriormente contar el nimero de

células mediante tripan blue.
6.2. Cultivo y estimulacidén de esplenocitos.

Los esplenocitos se sembraron en placas de p96 a una concentracién de 2x106 células/mL
en un volumen final de 250 pL wusando RPMI 1640, 10% de FBS, 1%
antibiético/antimitotico, L-glutamina 200 mM, 15 U/mL de rmIL-2 y 0,05 mM de B-

mercaptoetanol.

Para la estimulacion se usé medio como control negativo y una mezcla de
PMA/lonomicina (1:1) como control positivo. Los esplenocitos fueron estimulados con
Peptivator_S a la misma concentracidn que se usé para el estudio de la respuesta celular
en PBLs humanas. Tras dos horas se afiadio Brefeldina A (2,5 pug/mL) y se dejé durante
16 horas para al dia siguiente realizar el analisis de la respuesta T especifica siguiendo el
protocolo explicado en el apartado 2.4 de este trabajo. Los anticuerpos utilizados para

ello quedan recogidos en la tabla M4.

ANTICUERPO | FLUOROFORO | CLON REFERENCIA CASA COMERCIAL
CD3 APC 17A2 100236 Biolegend
CDh4 PerCP-Cy5.5 GK1.5 100432 Biolegend
CD8 PE 53-67 100707 Biolegend
IFN-y FITC XMG1.2 505806 Biolegend
Ly6G PE 1A8 127608 Biolegend

CD19 PerCP-Cy5.5 1D3/CD19 152400 Biolegend

Tabla M4: Anticuerpos murinos utilizados para los estudios por citometria de flujo realizados en este
trabajo.
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6.3. Cuantificacion de células B y T del bazo.

Para cuantificar el niUmero absoluto de células B y T presentes en el bazo de los ratones
inmunizados, se utilizé el citdmetro BD FACsCelesta de la Unidad de Citometria y
Microscopia de Fluorescencia de la UCM. Para ello, se tifieron 200 uL de células con los
anticuerpos recogidos en la tabla M4 frente a CD3, CD4, CD8 y CD19, siguiendo el
protocolo de tincidn superficial explicado previamente en este trabajo. Una vez realizada
la tincidn las células se resuspendieron en 300 plL de PBS y se afiadio 250 plL de las Beads

de contaje (Invitrogen).

Los datos fueron procesados mediante el programa FlowJo V.10 (FlowlJo, LLC). Para
obtener el nimero absoluto de células (células/ pL) se utilizé la férmula matematica que
se muestra a continuacion, la cual recoge el nUmero de beads adquiridas, el volumen de
beads anadido (250 pL), el niumero de células adquirido, el volumen de células (300 pL)

y la concentracion de beads (1020 beads/ pL) la cual es caracteristica de cada lote.

)

celulas n2de células x volumen de beads beads
oL ) x 1020

0 A —
n® absoluto de células ( n? de beads x volumen de células ( uL

6.4. Extraccion de ARN de esplenacitos.

Para continuar con el estudio del efecto de las MSMPs sobre los esplenocitos, se extrajo
el ARN de esplenocitos de ratones inmunizados con los diferentes complejos vacunales
y se analizd mediante ARN-seq, comparando el efecto de MSMPs-S1 con el efecto del

Al(OH)3-S1y el no uso de adyuvantes
6.4.1. Lisis celular y extraccion de ARN.

Una vez extraidos los esplenocitos, segun lo explicado en el apartado 6.1 de este trabajo,
se resuspendieron en ARN later (Invitrogen) y se mantuvieron a 4°C durante toda la
noche. Al dia siguiente se centrifugaron a 1500 rpm 5 minutos, se eliminé el
sobrenadante y se mantuvieron a -80°C hasta su uso. Para realizar la lisis celular se
utilizaron 350 pL del reactivo RAI 1 presente en el kit NucleoSpin RNA/Protein kit
(Macherey-Nagel) afiadiendo 3,5 ulL de ditiotreitol (DTT) 1M, agente reductor que
reduce los puentes de disulfuro y protege de la oxidacidn. Las células se resuspendieron
en la mezcla varias veces y se pasaron a un tubo libre de ARNasa manteniéndose a -80°C

hasta su uso. Para la extraccién de ARN se siguieron las indicaciones del kit de

64



MATERIALES Y METODOS

purificacion de DNA, ARN y proteinas (Macherey-Nagel) y se cuantifico usando el

Nanodrop.
6.4.2. Anadlisis de ARN-seq.

Con el ARN obtenido se realizé un pool de las muestras, de manera que, cada condicién
analizada presentaba ARN de tres ratones distintos inmunizados con el mismo complejo.
Posteriormente se secuencié el ARNm de cada conjunto de muestras y se analizaron los

datos utilizando la plataforma Dr. TOM (BGI, Shanwai).

Para el andlisis de ARN-seq se analizaron los genes de expresion diferencial (DEG). En
primer lugar, se analizaron los procesos bioldgicos que se encontraban mas alterados
con cada grupo y dentro de cada uno de ellos las principales vias alteradas de cada grupo
en comparacién con el grupo control. Finalmente, se analizaron los genes de expresion
diferencial para cada via. Los grupos comparados fueron los siguientes PBS vs MSMPs;
MSMPs vs MSMPs-S1 y Al(OH)3-S1 vs MSMPs-S1, siendo el grupo control PBS; MSMPs y

Al(OH)3-S1 respectivamente.
7. Ratones k18-hACE2.

Para estudiar la capacidad de las MSMPs de proteger frente a la infeccion por SARS-CoV-
2 se inmunizaron 8 ratones k18-hACE2 con nuestro complejo vacunal, siguiendo el
mismo protocolo que en los ensayos anteriores. 7 dias después de la segunda dosis se
comprobd la correcta inmunizacion de todos los grupos estudiando la produccién de
anticuerpos IgG1 presentes en el suero. Posteriormente, los ratones fueron trasladados
al INIA (Instituto Nacional de Investigacion y Tecnologia Agraria y Alimentaria) para ser

infectados (reto infeccioso) por SARS-CoV-2 dos semanas después de la ultima dosis.
7.1. Reto infeccioso con el virus del SARS-CoV-2.

Para el reto infeccioso, en colaboracién con la Dra. Noemi Sevilla (CISA-INIA), ratones
k18-hACE2se fueron infectados intranasalmente con 10° PFU (unidades formadoras de
placas) de SARS-CoV-2 MAD6 (Delta), muy similar a la cepa original de Wuhan.
Posteriormente, se evalud el estado fisico de los individuos, la supervivencia, y la
presencia de particulas virales en distintos drganos como pulmones, cerebro y corazon.

Al contar con ocho ratones por grupo, Unicamente se analizé la carga viral cuatro dias
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después de la infeccion en tres ratones de cada grupo, el resto de los individuos se

utilizaron para el analisis de supervivencia.
7.2. Clinical score.

Para el analisis de los sintomas clinicos se tuvieron en cuenta los parametros recogidos
en la tabla M5. Cada uno de los parametros se compone de una serie de caracteristicas
o condiciones que otorgan al animal una puntuacién del 0 al 25, en funcién de la
severidad, siendo O sin alteracidén del parametro y 25 una alteracion muy elevada. Los
pardmetros que se tienen en cuenta son el peso, la apariencia fisica, la movilidad y la

respiracion.
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OBSERVACION PUNTUACION
Sin cambios 0
PESO
Pérdida < 25% %= puntos
CORPORAL
Pérdida > 25% 25
Brillante 0
Mate 2
Pelaje
Encrespada 5
Normales 0
APARIENCIA Ojos
Cerrados 5
Normal 0
Encorvado 5
Postura
Muy encorvado 15
Espontdanea (comportamiento normal) 0
Espontdnea, pero reducida 1
Moderadamente reducida 5
MOVILIDAD Movilidad solo después de |la
15
estimulacion
Alteracién de la coordinacién 20
Letargo 25
Normal 0
) Ligeramente alterada 1
RESPIRACION
Acelerada (>30%) 10
Muy acelerada (>50%) 25

Tabla M5: Parametros y caracteristicas a observar en los ratones después de la infeccion por SARS-CoV-2
junto con la puntuacion correspondiente.

La puntuacioén total obtenida de los parametros anteriores nos determina la severidad
de la enfermedad desarrollada por el individuo. Esta severidad se divide en 5 niveles,
teniendo una puntuacién de 0 el nivel mas bajo y una puntuacién mayor de 50 el nivel

mas alto (Tabla M6).
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indice de gravedad Puntuacion total
Nivel O: los animales estan sanos 0-5
Nivel 1: Baja morbilidad 5-10
Nivel 2: Morbilidad moderada 10-25
Nivel 3: Enfermedad moderada-grave 25-50
Nivel 4: Enfermedad muy grave (aplicar punto
final) >0

Tabla M6: Niveles de gravedad de la enfermedad en funcion de la puntuacion total obtenida en el clinical

score.
7.3. Analisis de la carga viral en érganos afectados.

El andlisis de la carga viral, al igual que el reto infeccioso, se realizd en las instalaciones
del INIA debido a la necesidad de realizar los experimentos en un laboratorio de riesgo
bioldgico 2. Para ello, se extrajeron los pulmones, el corazén y el cerebro de 3 ratones
de cada grupo 4 dias después del reto. Estas muestras se lisaron aplicindoles 3 ciclos de
congelacién-descongelacion seguidos de 20 ciclos de sonicacion, cada uno de ellos con
una duracién de 2 minutos y una potencia de 5 W. Los lisados obtenidos se centrifugaron
a 200 g 5 minutos con el objetivo de obtener las reservas virales. La extraccién de ARN

se realizo con trizol (Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante.

Una vez obtenido el ARN se realizé una RT-gPCR usandose la transcriptasa inversa
SuperScript Il (Invitrogen), una ADN polimerasa (Roche) y los cebadores (Tabla M7)
necesarios para poder detectar la presencia de la proteina N del virus en estos érganos

utilizandose como gen control la B-actina.

Primer N reverse TCTGGTTACTGCCAGTTGAATCTG
Primer N forward GACCCCAAAATCAGCGAAAT
Primer B-actina reverse CGGACTCATCGTACTCCTGCTT
Primer B-actina forward CAGCACAATGAAGATCAAGATCATC

Tabla M7: Cebadores utilizados para la deteccion de la proteina N mediante RT-qPCR.
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8. Ratones iDTRMRP8xCRE.

Estos ratones se mantuvieron en racks ventilados para evitar infecciones durante la

deplecidn de los neutrdfilos.
8.1. Inyeccion intraperitoneal (i.p).

Para la eliminacidn de los neutrdfilos se inocularon intraperitonealmente 100 pL de

toxina diftérica (MERCK) diluida en PBS, inyectandose una concentracion final de 0,0026

ug/uL.

Para la inyeccion intraperitoneal, los ratones fueron inmovilizados de forma correcta y
sujetados firmemente del pliegue dorsal-cervical y de la cola. Después, los ratones se
inclinaron hacia abajo para evitar pinchar 6rganos vitales, como el intestino, y la zona de
inyeccion fue desinfectada utilizando etanol al 70%. Para la inyeccion se introdujo la
aguja de 30G con un angulo del 452 en el cuadrante inferior derecho de la regién
abdominal del animal. Las inmunizaciones en este modelo de ratén se realizaron el dia
posterior a la deplecion de los neutréfilos, para asi asegurar la ausencia de estos durante

la inmunizacion.
8.2. Comprobacidon de la deplecién de neutréfilos mediante citometria de flujo.

Para comprobar la deplecién de los neutréfilos después de una Unica inyeccion de la
toxina diftérica se extrajo sangre a los animales, como se explica en apartados anteriores,

tras 24h y 48h de la misma.

Con la sangre se realiza una lisis de eritrocitos, efectuando tres incubaciones de 15
minutos con ACK (Gibco by Life Technologies) y lavando las muestras con PBS después
de cada incubacion. Una vez lisados los eritrocitos se realizé un marcaje directo de Ly6G
(tabla M4) y se analizo el porcentaje de células positivas mediante citometria de flujo.
Finalmente se compard dicho porcentaje en ratones CRE+, aquellos que presentan la
construccién y que sufririan la deplecion de los neutrdfilos, y ratones CRE-, aquellos que

no sufriran una deplecién después de la inoculacidon de la toxina diftérica.
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9. Estudio histoldgico.

Para conocer el efecto de las MSMPs in vivo y su relacidén con la respuesta celular se
realizaron distintos analisis histoldgicos estudiando las diferencias entre las poblaciones

de células presentes en bazo y pata asociadas a la presencia de particulas.
9.1. Inclusion, corte y fijado de las muestras.

Para la inclusion del bazo se utilizd medio de congelacion OCT (Tissue-Tek). Para ello, el
bazo se introduce en el medio de congelacién y tras 20 minutos a temperatura ambiente,
para favorecer la penetracion del medio en el tejido, se guarda a -80°C hasta su uso.
Posteriormente se realizaron cortes seriados de un grosor de 7 um en el criostato
(Shandon CryotomeE; Thermofisher Scientific) sobre portas tratados con poli-L-lysina
para favorecer la adhesion. Los cortes también se mantuvieron a -80°C hasta su uso. Para
realizar los cortes de manera correcta, es necesario mantener el 6rgano a -20°C la noche

previa.

Previamente a la realizacion de las distintas técnicas de tincidn, fue necesario fijar los
cortes con acetona. Para ello, se atemperaron las muestras dejandolas a TA durante 15
minutos para después incubarlas con acetona durante 10 minutos a TA y oscuridad.
Finalmente se realizan 2 lavados de cinco minutos con PBS para eliminar el exceso de

acetona vy se procede a realizar las diferentes técnicas de tincion.
9.1.1. Inclusién en parafina.

El segundo medio de inclusién fue la parafina, que se utilizé para realizar el estudio
histolégico de la pata. Para ello se introdujeron las muestras en formalina (Sigma-
Aldrich) durante 24h a 4°C y en agitacion. Posteriormente se lavaron introduciéndolas
en agua durante 40 minutos y en alcohol etilico al 70%. A continuacidn, las muestras se
introdujeron en concentraciones crecientes de etanol, 80%, 96% y 100%, durante 40
minutos repitiendo el proceso 1, 2, y 3 veces respectivamente, seguido de dos
inclusiones de 60 minutos en Clear Rite (Sigma-Aldrich) para el aclaramiento de la
muestra. Finalmente, se introdujeron las muestras en parafina durante 1 hora a 60°C, se
reintrodujeron en parafina limpia de nuevo durante una hora y transcurrido el tiempo se
realizaron los bloques para cortar las muestras en el microtomo realizando cortes

seriados de 7um cada uno.
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9.2. Tincién de Hematoxilina/Eosina.

Para desparafinar e hidratar las muestras incluidas en parafina estas fueron introducidas
3 veces durante 10 minutos en Xileno y posteriormente en concentraciones decrecientes
de etanol, desde etanol 100% hasta etanol al 96% realizandose 3 incubaciones de 10

minutos en cada uno de ellos (Tabla M8).

COMPUESTO TIEMPO OBIJETIVO
Xileno 10 minutos x 3 veces Desparafinacién
Etanol 100% 10 minutos x 3 veces e
Etanol 96% 10 minutos x 1 vez Hidratacion
H20 destilada 5 minutos x 1 vez Hidratacion
Hematoxilina 3-5 minutos Tincién nucleos
H20 15 minutos Lavado
Eosina 1-5 minutos Tincidn citoplasma
Etanol 96% 10 minutos x 1 vez
Etanol 100% 10 minutos x 3 veces Deshidratacion
Xileno 10 minutos x 3 veces

Tabla M8: Compuestos utilizados para las tinciones de hematoxilina/eosina recogiendo el objetivo
principal de cada uno de ellos y el tiempo de incubacion.

Las muestras se incubaron en hematoxilina durante 2-5 minutos dependiendo del tipo
de muestra, 3 minutos en el caso del bazo y 5 minutos en el caso de la pata. Una vez
transcurrido el tiempo se lavaron las muestras con agua corriente durante 15 minutos y
se paso a realizar la tincidn con eosina, la cual también difiere en tiempo segun el tipo
de muestra. Para los cortes de bazo se incubaron las muestras 1 minuto en eosina,

mientras que, para los cortes de pata la incubacidn fue de 5 minutos (Tabla M8).

Una vez realizadas las tinciones se pasé a deshidratar las muestras, debido a que el
medio de montaje que se utilizd era hidrofébico. Para ello, las muestras se introdujeron
durante 10 minutos en concentraciones crecientes de etanol, desde etanol al 96% hasta
etanol 100% (3 veces en cada concentracién) y luego en Xileno, realizdndose 3
incubaciones de 10 minutos (Tabla M8). Una vez finalizado el proceso se realizé el

montaje de las muestras utilizandose el balsamo de Canada como medio de montaje.
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Una vez secas, se procedié a su observacién en el microscopio Optico (Leica MZ16 con
camara Leica DFC480 integrada). De esta forma se comprobd que los cortes estaban
correctamente realizados y tefiidos y que no se habian roto durante la inclusidon. Ademas,
nos permitié estudiar si existian cambios cualitativos en los 6rganos en funcion del

adyuvante utilizado.
9.3. Inmunohistoquimica.

Para las tinciones de inmunohistoquimica se utilizd el kit ImmPRESS Reagent
(Vectorlabs). Para aquellas muestras incluidas en parafina fue necesario repetir el

protocolo de desparafinacidn e hidratacidn, explicado en el apartado anterior.

En primer lugar, se realizd un bloqueo de la actividad peroxidasa enddgena mediante la
incubacién durante 10 minutos a TA de las muestras con BLOXALL solution (presente en
el kit). Posteriormente, se lavaron las muestras con PBS durante 5 minutos y se
bloguearon las posibles uniones inespecificas mediante la incubacién de las muestras
con suero de caballo al 2,5% durante media hora a TA. Finalmente, y sin previo lavado,
se incubaron las muestras O/N a 4°C con los anticuerpos primarios (Tabla M9) diluidos
en suero de caballo al 2,5%. Para evitar que las muestras se secaran las incubaciones se

realizaron en una cdmara humeda.

ANTICUERPO | ESPECIE DILUCION CASA ANTICUERPO
COMERCIAL SECUNDARIO
CD3 Rat 1/100 Biolegend IgG goat aRat
CD19 Rat 1/100 Biolegend IgG goat aRat
F4/80 Rabbit 1/100 Biolegen
Ly6G Rat 1/100 Biolegend IgG goat aRat
B220 Rat 1/100 Biolegend IgG goat aRat
Elastasa Rabbit 1/80 Abbcam IgG goat aRabbit
MPO Rat 1/80 OriGene IgG goat aRat

Tabla M9: Anticuerpos primarios usados para las tinciones de inmunohistoquimica y sus correspondientes
diluciones y anticuerpos secundarios
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Al dia siguiente, las muestras se lavaron durante cinco minutos con PBS tres veces para
luego incubar los cortes con el anticuerpo secundario, anti-IgG (Vectorlabs) (Tabla M9).
Los anticuerpos secundarios se incubaron durante una hora a TA utilizando, al igual que
en el caso anterior, la cdmara humeda. Transcurrido el tiempo, las preparaciones se
lavaron tres veces con PBS durante cinco minutos para después realizar el revelado. Para
el revelado se mezclaron en una proporciéon 1:1 DAB y su diluyente (Vectorlabs)
afladiéndose esta solucidn sobre las muestras e incubandose durante unos 5 minutos
aproximadamente, aunque el tiempo de incubacién dependera del anticuerpo primario
gue se esté utilizando. Previamente al montaje, se realizaron dos lavados de 5 minutos
de las muestras para eliminar el DAB y se incubaron las muestras con hematoxilina
(Vectorlabs) durante aproximadamente 1 minuto. Finalmente, las muestras se lavaron y
se montaron utilizando un medio de montaje no hidrofébico (Vectorlabs), por lo que no

fue necesario la deshidratacidn.

Aligual que en el apartado anterior, una vez las muestras estuvieron secas se procedié a
su observacién en el microscopio 6ptico para ver diferencias en las poblaciones de

células entre los distintos grupos.
10. Analisis estadistico.

Para analizar los resultados, estos se representaron como la media de los datos junto
con su desviacidon estandar (SD). Para realizar el analisis estadistico de la mayoria de los
resultados se utilizd la prueba U de Mann Whitney al tratarse de variables
independientes que no seguian una distribucion normal. Para el analisis estadistico de
los resultados del ensayo de infectividad en ratones k18-hACE2 se utilizd la prueba de
one way-ANOVA al tratarse de variables independientes que siguen una distribucion
normal. Para comprobar si los datos seguian o no una distribucién normal se realizé una

prueba de normalidad utilizando el programa GraphPad Prims8.

Los niveles de significancia estadistica considerados fueron los siguientes: *p <0,05; **

p <0,01; *** p<0,001.
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1. Microparticulas de Silicio Mesoporoso (MSMPs).

Para el desarrollo de este trabajo se han producido diversos lotes de microparticulas de
silicio mesoporoso (MSMPs) compuestas de moléculas ordenadas de SiO2, con una
superficie porosa, generada tras un tratamiento electroquimico, y funcionalizadas para
su posterior conjugacion con antigenos. Una vez producidas, las microparticulas se
mantienen en etanol hasta su uso. Al ser una produccion 100% manual es necesario
realizar una caracterizacion de cada uno de los lotes para asegurar el mantenimiento de

las caracteristicas y propiedades de las microparticulas.

Las particulas utilizadas en este proyecto tienen un tamafo inferior a 5 um, ademas de
poros en su superficie. Esta morfologia se corrobord por microscopia electrénica de
barrido (SEM), analizdndose la porosidad gravimétricamente. Ademds de presentar
poros en su superficie, las MSMPs una vez funcionalizadas, deben presentar grupos
amino. Para corroborarlo se han utilizado diversos métodos, como el método de
adsorcién/desorcion de nitrégeno®, la espectroscopia infrarroja transformada de
Fourier (FITR) y el andlisis quimico elemental, el cual nos permitié cuantificar el
porcentaje de nitrogeno presente en una muestra funcionalizada en comparacién con

una muestra no funcionalizada.
1.1. Caracterizacion de MSMPs.

Mediante microscopia electréonica de barrido (SEM) se obtuvieron imagenes de las
particulas producidas en cada lote (Figura R1). Estas imagenes nos permitieron valorar
cualitativamente las caracteristicas fisicas de las particulas, asi como su forma y la

distribucién de los poros en su superficie.

La produccién y el procesamiento manual de las obleas de silicio permitié obtener una
poblacién de microparticulas de tamafo heterogéneo, siempre inferiora 5 um, y que a
veces formaban agregados de tamafios superiores. Ademas, se observé la presencia de
una capa porosa en cada uno de los fragmentos, con una distribucién homogénea de los
poros. De esta manera, se comprobaron dos de las caracteristicas mas importantes de
las microparticulas de silicio mesoporoso: la heterogeneidad en forma y tamano y la

presencia de poros distribuidos homogéneamente en su superficie.
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Figura R1: Imagen al microscopio electronico de barrido (SEM) de las microparticulas de silicio
mesoporoso (MSMPs). A) Poblacion heterogénea de particulas, de tamario inferior a 5um. Aumento 1000x
y B) Aumento 15000x. C) Presencia de poros en la superficie de las MSMPs, aumento 10000x y D) Aumento
100000x

1.2. Funcionalizacion de las MSMPs con grupos amino.

Para comprobar la correcta funcionalizacién de las MSMPs se realizaron dos andlisis

independientes.
1.2.1. Espectroscopia de Infrarrojos por Transformada de Fourier (FTIR).

Este andlisis nos permitié detectar los diferentes grupos funcionales. Se basa en la
vibracion de las moléculas presentes en la muestra cuando esta es tratada con
infrarrojos. Mediante este andlisis se deberia observar un pico de tensién del enlace N-
H en torno a 3400-3300 cm-1 y otro de flexion de ese mismo enlace en torno a 1600-
1500 cm-1. Sin embargo, en este caso el pico de tensidn no se detectd debido a la

presencia de grupos OH, mientras que, el pico de flexiéon se detectd de manera sutil
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(Figura 2). Para comprobar de forma inequivoca la presencia del grupo amino en la

muestra funcionalizada se realizd un analisis quimico elemental.
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Figura R2: Espectro obtenido mediante FTIR de las MSMPs después de la funcionalizacion

1.2.2. Analisis quimico elemental.

El andlisis quimico elemental nos permitié corroborar cuantitativamente la presencia de
nitrégeno en las muestras funcionalizadas. Lo que observamos fue que, tras el
tratamiento con APTS de las microparticulas el porcentaje de nitrégeno presente
aumenta hasta el 1,5%, comprobando que el contenido de nitrogeno era superior en la
muestra funcionalizada (Figura R3A). El analisis quimico elemental nos permitié conocer
la composicion de nuestras MSMPs, observandose como el 4% era carbono, el 2%

hidrégeno y el 1,5%, en el caso de las funcionalizadas, nitrégeno. (Figura R3B).
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Figura R3: Composicion de las microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs) producidas, mediante
andlisis quimico elemental. A) Porcentaje de nitrégeno presente en la muestra funcionalizada en
comparacion con la no funcionalizada. B) Principales componentes de las MSMPs, aparte del silicio.
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2. Estudio de la respuesta inmunitaria frente al complejo MSMPs-S1 en ratones

BALB/c.

Para estudiar el posible papel adyuvante de las MSMPs, se disefié un complejo vacunal
basado en MSMPs y la subunidad S1 de la proteina S del virus SARS-CoV-2. Para ello se
analizd la respuesta inmunitaria de ratones BALB/c inmunizados con dos complejos
vacunales distintos, uno basado en MSMPs y el otro basado en hidréxido de aluminio, y
se realizd un estudio longitudinal de la respuesta humoral y celular (Figura R4A). Con
este ensayo se quiso conocer si existian diferencias entre el hidréxido de aluminio
(Al(OH)3) y las microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs) en cuanto a la

estimulacion de la respuesta inmunitaria adaptativa, tanto humoral como celular.

2.1. La respuesta humoral especifica frente al virus del SARS-CoV-2, medida
mediante la produccion de IgG total, IgG1l e 1gG2a, mejora en ratones

inmunizados con MSMPs-S1.

Para el estudio de la respuesta humoral frente a S1 se midié la presencia en sangre de

tres isotipos de inmunoglobulinas (IgG total, 1gG1 e 1gG2a) a largo plazo.

En primer lugar, y de forma general, observamos que los ratones inmunizados con
cualquiera de los dos adyuvantes, tanto AI(OH)s como MSMPs, conjugados con el
antigeno producen una mayor cantidad de anticuerpos especificos que los ratones
inmunizados exclusivamente con el antigeno (Figura R4). De esta forma queda
demostrado el efecto inmunoestimulador de las MSMPs, siendo practicamente igual que
el desempefiado por el Al(OH)s. Al analizar de forma independiente cada una de las
inmunoglobulinas se observaron ciertas diferencias, que demuestran una respuesta

inmunitaria diferente en funcién del adyuvante utilizado.

Con respecto a IgG total, observamos un aumento significativo en la produccién de
anticuerpos a los 30 dias, el cual se mantiene tras los dos meses, pero disminuye
considerablemente a los 5 meses. En estos casos se observan diferencias entre los
ratones inmunizados solo con S1y los ratones inmunizados con adyuvantes, aunque no
sean diferencias significativas. Siete dias después del boost (7 meses después de la
primera inmunizacidén) podemos observar como el titulo de anticuerpos aumenta de

nuevo, debido a la reexposicion al antigeno, siendo este aumento similar en los dos
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adyuvantes, pero escaso en los ratones inmunizados exclusivamente con el antigeno.

(Figura R4B-C)
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Figura R4: Estudio de la respuesta humoral en ratones BALB/c inmunizados frente al SARS-CoV-2. A)
Esquema que muestra el protocolo de inmunizacion seguido. Produccion de anticuerpos (B-C) IgG total,
(D-E) IgG1 e (F-G) IgG2a, frente a S1, producidos por ratones BALB/c inmunizados con Spike (naranja),
MSMPs-S1 (rosa) y AI(OH)3-S1 (verde) a lo largo de siete meses, tras recibir dos dosis del complejo vacunal.
Los resultados fueron normalizados frente a los datos de PBS obtenidos a los 30 dias. Las diferencias
significativas fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
n=5

La cantidad de IgG1 tiene un comportamiento similar al observado en IgG total,
observandose una mayor produccién de anticuerpos cuando los ratones son
inmunizados con el antigeno conjugado a un adyuvante, una disminucién en el titulo de
anticuerpos a los cinco meses y un aumento de estos después del boost. Sin encontrarse
diferencias significativas entre ambos adyuvantes, pero si observdndose una mejora de
la respuesta humoral con el uso de estos en comparacion con su ausencia (Figura R4D-

E).
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Por otro lado, 1gG2a muestra un comportamiento similar a los anteriores, pero
presentando mayores diferencias en funcién del adyuvante utilizado. En este caso, a los
30 dias si que se observan diferencias significativas entre el uso de adyuvantes y la
inmunizacion exclusiva con el antigeno, manteniéndose estas diferencias hasta los dos
meses. Al igual que en los casos anteriores, después de cinco meses, la presencia de
IgG2a en sangre disminuye considerablemente. Sin embargo, después del boost,
Unicamente los ratones inmunizados con el complejo MSMPs-S1 vuelven a presentar un
titulo significativamente elevado de anticuerpos en sangre, algo que no ocurre con el

uso del hidréxido de aluminio como adyuvante. (Figura R4E-F).

2.2. El suero de ratones inmunizados con MSMPs-S1 muestran un porcentaje de
neutralizacion frente al SARS-CoV-2 comparable a los inmunizados con

AI(OH)3-S1.

Una vez estudiada la capacidad de las MSMPs para inducir una respuesta humoral
potente y tras observar sus similitudes y diferencias con el hidroxido de aluminio,
decidimos estudiar la capacidad de neutralizacidn que tenian los anticuerpos producidos
y, observar si existia alguna diferencia significativa entre ambos adyuvantes. Para ello se
analizé el porcentaje de neutralizacion frente a RBD (dominio de unién) de los distintos
grupos a lo largo de siete meses y se correlaciond con la produccién de anticuerpos que

se habia observado en el apartado anterior.

El andlisis de la neutralizacién nos va a permitir conocer de forma tedrica la capacidad
de proteccién de nuestro complejo vacunal, puesto que, al bloquearse la uniéon de RBD-

ACE2 se impide la entrada del virus a través de las células diana.

Para el estudio del porcentaje de neutralizacidn se analizé la unién entre RBD y ACE2 en
presencia y ausencia de los anticuerpos presentes en el suero de ratones inmunizados
frente a S1. En este ensayo se observd que los ratones inmunizados con S1 conjugada
tanto con hidréxido de aluminio como con MSMPs presentaban, un mes después de la
primera dosis, un porcentaje de neutralizacidn significativamente mayor que los ratones
inmunizados exclusivamente con S1, manteniéndose estas diferencias hasta los dos
meses (Figura R5A). Cuando se analizé el porcentaje de neutralizacion a los cinco meses,

se observé como este disminuia significativamente, al igual que lo observado en el titulo
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de anticuerpos. Tras el boost, Unicamente los ratones inmunizados con MSMPs-S1
presentaban un porcentaje de neutralizacion elevado, siendo significativamente mayor
que el observado en el resto de los grupos. Estas diferencias nos sefialan una ventaja
mas en cuanto al uso de MSMPs como adyuvante vacunal frente al hidréxido de aluminio

(Figura R5A).
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Figura R5: Estudio de la neutralizacion en ratones BALB/c inmunizados frente al SARS-CoV-2. A)
Porcentaje de neutralizacién de ratones BALB/c inmunizados con Spike (naranja), MSMPs-S1 (rosa) y
Al(OH)s3-S1 (verde) a lo largo de siete meses, tras recibir dos dosis del complejo vacunal. Los resultados
fueron normalizados frente a los datos de PBS obtenidos a los 30 dias. B) Correlacion entre el titulo de
anticuerpos IgG total, IgG1 e IgG2a y el porcentaje de neutralizacién en ratones BalB/c inmunizados con
Spike, MSMPs-S1 y Al(OH)s-S1 después de 30 (rosa), 60 (naranja), 150 (azul) y 210 (verde) dias de la
primera inmunizacion. El andlisis de correlacion se realizo mediante el coeficiente de Pearson (R2). n=5
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Tras el analisis de la produccién de anticuerpos y el analisis de neutralizacion observamos
una diferencia considerable entre ambos adyuvantes, especialmente después del boost.
Estos resultados nos demuestran que las MSMPs son capaces de estimular la produccion
de IgG2a mejor que el hidroxido de aluminio, aumentando la capacidad de

neutralizacion tras la reexposicién al antigeno siete meses después de la primera dosis.

2.2.1. Los ratones inmunizados con MSMPs-S1 muestran una mejor
correlacidn en el tiempo, entre la cantidad de anticuerpos y el porcentaje

de neutralizacion.

Para seguir indagando mas en las diferencias entre ambos adyuvantes y para analizar
mas en profundidad el porcentaje de neutralizacién observado en el apartado anterior,
se estudio la correlacion entre el titulo de anticuerpos y el porcentaje de neutralizacion

obtenido.

Tras analizar la correlacién de 1gG total, IgG1 e IgG2a con el porcentaje de neutralizacién
de forma longitudinal en el tiempo, se observd que existia una correlacién
significativamente positiva en el grupo de ratones inmunizados con MSMPs-S1, siendo
mayor en el caso de IgG1 (R?=0,67). Esta correlacién no se observaba ni en los ratones
inmunizados exclusivamente con el antigeno ni en los ratones inmunizados con Al(OH)s-

S1 (Figura R5B).

La correlacion significativamente positiva observada en los ratones inmunizados con
MSMPs-S1 nos indica que, en el estudio longitudinal, la mayoria de los anticuerpos
producidos son anticuerpos neutralizantes, de tal manera que existiria, al menos de
forma tedrica, una mayor proteccidon a la infeccion, a largo plazo, en este grupo de
estudio. Por otro lado, la ausencia de correlacién en el grupo Al(OH)3-S1 nos muestra
gue la mayoria de los anticuerpos producidos después del boost, por este complejo
vacunal, no son neutralizantes, y por lo tanto, no se estaria protegiendo frente a la
infeccion. Estos datos sugieren que las MSMPs podrian tener mas ventajas como
adyuvantes que el Al(OH)s a largo plazo, puesto que no solo producen mas anticuerpos
lgG2a después de la dosis de recuerdo, sino que tienen una mayor capacidad de

neutralizacion.
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2.2.2. Neutralizacidn frente a las distintas variantes de preocupacion (VOCs).

Una vez comprobada la correlacidon entre anticuerpos y neutralizacion frente a la
variante original (de Wuhan), se quiso comprobar si también existia neutralizacién frente
a las distintas variantes de interés (VOCs) y estudiar asi, si las mutaciones que presentan
podrian alterar la unién de los anticuerpos a la region RBD. Para ello se analizé el
porcentaje de neutralizacion frente a distintas variantes 60 dias después de la primera
dosis, al observarse en resultados anteriores que, a este tiempo, la produccién de

anticuerpos y la neutralizacidon era mayor.

Con respecto a la variante B.1.351 (beta) se observé (Figura R6) una tendencia hacia una
disminucion en el porcentaje de neutralizacion en comparacion con la variante original
en ratones inmunizados con MSMPs-S1 y Al(OH)s;-S1, aunque no se encontraron
diferencias significativas. Con respecto a la variante B.1.617 (delta) no se observaron
diferencias significativas en el porcentaje de neutralizacién cuando se compard con la
variante original. Finalmente, con respecto a la variante B.1.1.529.1 (6micron) se observa

una ausencia de neutralizacion en todos los casos (Figura R6).
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Figura R6: Estudio de la neutralizacion frente a las distintas variantes del SARS-CoV-2 en ratones BALB/c
inmunizados con Spike (naranja), MSMPs-S1 (rosa) y Al(OH)3-S1 (verde) después de 30 dias de la primera
dosis. Los resultados fueron normalizados frente a los datos de PBS. Las diferencias significativas fueron
analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. n=5.

2.3. Los ratones inmunizados con MSMPs-S1 presentan mayor respuesta celular

especifica frente al SARS-CoV-2.

Una vez estudiada la respuesta humoral frente al SARS-CoV-2 pasamos a estudiar la

respuesta celular, otro componente fundamental de la respuesta inmunitaria adaptativa.
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Para ello, se utilizaron los esplenocitos de ratones inmunizados con los distintos
complejos vacunales, los cuales se estimularon in vitro con péptidos pertenecientes a la
proteina S, nombrados como Peptivator_S para analizar la produccion de IFN-y por

citometria de flujo como se explica en el apartado de métodos.

Para el andlisis de la produccién de IFN-y se siguid el esquema que se muestra en la figura
R7A, seleccionandose las células CD3+ y de estas las células CD4+ y CD4-, las cuales se
nombraron como células CD8. En estos dos grupos de células se analizé el porcentaje de

células positivas para IFN-y, estudidndose asi la respuesta celular (Figura R7B).

A)

48,6

70,9

-|60,3

SSC-H
FSC-H
CcD3

CcD3 cD4

B) cpas, Mice: Spike Mice: MSMPs-Spike  Mice: Al(OH)3-Spike

IFNy IFNy
1,80 1,47

IFNy
0,76

IFNy
0,41

CD8+

IFNy +

Figura R7: Estudio de la respuesta celular in vitro de esplenocitos en respuesta al Peptivator_S en ratones
BALB/c inmunizados frente al SARS-CoV-2. A) Estrategia de gateo sequida para analizar la produccion de
IFN-y linfocitos T CD4 y CD8. B) Dot plots representativos de la produccidn de IFN-y de células T CD4 y CD8
de ratones BALB/c inmunizados con S1, MSMPs-S1 y Al(OH)s-S1.

Tras el analisis, no se observaron diferencias significativas en cuanto a la produccion de
IFN-y en las células CD4 entre los distintos grupos de ratones (Figura R8A). Sin embargo,
al analizar la produccion de IFN-y en las células CD8 se observd cémo los ratones

inmunizados con MSMPs-S1 producian una cantidad significativamente mayor de IFN-y
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gue los ratones inmunizados con S1 (Figura R8B) demostrandose asi que, las MSMPs son
capaces de inducir una respuesta celular, ademas de una buena respuesta humoral. Por
otro lado, cuando se compard la produccion de IFN-y de estas células CD8 en ratones
inmunizados con MSMPs-S1 con los ratones inmunizados con Al(OH)s-S1 se observé
cdmo estos ultimos no presentaban produccion de IFN-y, y por lo tanto, su respuesta

celular era practicamente nula.
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Figura R8: Respuesta celular Th1 (produccion de IFN-y) en los distintos grupos de ratones BALB/c. Los
resultados muestran la media de los porcentajes (%) obtenidos (normalizados tras restarles la estimulacion
basal). A) Produccidn de células IFN-y+ por parte de las células CD3+ CD4+. B) Porcentaje de células IFN-y+
por parte de las células CD3+ CD4-, nombradas como células CD8+. Spike (naranja), MSMPs-S1 (rosa) y
Al(OH)s-S1 (verde). Las diferencias significativas fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p
<0,05, **p<0,01, ***p < 0,001. n=5.

2.4. Estudio transcriptomico (ARN-seq) de la expresion de genes del sistema

inmunitario en esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados.

Ademas de estudiar la respuesta celular, decidimos analizar la expresién de genes
implicados en la respuesta inmunitaria en esplenocitos de ratones inmunizados con los
diferentes complejos vacunales. Para ello se realizé un analisis bioinformatico de
transcriptdémica donde se analizaron genes de expresion diferencial (DEG) a partir de los

esplenocitos de dichos ratones.

Como se explica en el apartado de métodos, los ratones fueron inmunizados con dos
dosis y después de siete meses se les dio una dosis de recuerdo. Siete dias después de
la Ultima dosis se aislaron los esplenocitos, se extrajo su ARN y se realizé un pool usando

3 ratones de cada condicién. Como se observa en la tabla R1, los ratones inmunizados
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con el complejo vacunal de estudio (MSMPs-S1) presentaban 2929 genes expresados
diferencialmente, al compararlos con los ratones inmunizados exclusivamente con
MSMPs y 589 genes expresados diferencialmente al compararlo con los ratones

inmunizados con Al(OH)3-S1.

Grupos comparados Regulados a la baja Regulados al alta Total
PBS vs S1 15 396 441

PBS vs MSMPs 1947 1042 2982
MSMPs vs MSMPs-S1 904 2025 2929
AI(OH)s vs Al(OH)s-S1 9 173 182
Al(OH)3-51 vs MSMPs-S1 578 11 589

Tabla R1: Numero de genes expresados diferencialmente (DEG) (total, regulados al alza y a la baja) en
esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con los diferentes tratamientos (PBS, S1, MSMPs, MSMPs-S1,
Al(OH)s3 y Al(OH)s-S1) tras 7 dias de la dosis de refuerzo (FDR<0.005).

En primer lugar, se analizaron los genes que se encontraban diferencialmente
expresados en el grupo MSMPs al compararlos con el grupo control (PBS). Tras este
analisis se comprobd que la mayoria de los genes expresados diferencialmente formaban
parte de dos vias principales, la transduccidn de sefiales y el sistema inmunitario (Figura
R9A). Dentro de estas vias, nos centramos en el sistema inmunitario y observamos que
las principales rutas afectadas eran la formacidn de NETs y las vias de sefializacién por
citoquinas (Figura R9C). Ademds, dentro del sistema inmunitario se encontraron
diferencias en los niveles de expresidn de otros muchos genes (Figura R9B), destacando
una regulacion al alza, en el caso de las MSMPs, de quimioquinas como CxCI3 o la
mieloperoxidasa y una regulacion a la baja de genes que participan en la diferenciaciéon

hacia Th17.
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Figura R9: Andlisis de ARN-seq en esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con PBS y MSMPs,
después de 7 dias de la dosis de refuerzo (FDR<0,005). A) Clasificacion de los DEG totales (MSMP vs PBS)
segun las vias KEGG y mapa de calor (B) con los genes DEG implicados en la respuesta inmunitaria. C)

Diagrama de dispersion que muestra el enriquecimiento de diferentes vias implicadas, mostrando el
numero de DEG segun el tamafio de los puntos y la significacion de la expresion ajustado al p-valor segun

el color.

2.4.1. MSMPs vs MSMPs-S1.

Para estudiar transcripcionalmente el efecto de las MSMPs sobre esplenocitos de ratén

y comprender su papel inmunoestimulador, que nuestro grupo ya habia observado

previamente, se analizaron las principales vias alteradas del sistema inmunitario tras la

inmunizacion de los ratones con MSMPs-S1 en comparacion con la inoculacidn exclusiva

de MSMPs. Cuando comparamos ambas condiciones, observamos que las principales

vias alteradas en MSMPs-S1, respecto a MSMPs son la formacion de NETs y la

sefalizacion por quimioquinas (Figura R10).
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Figura R10: Diagrama de dispersion que muestra el enriquecimiento de diferentes vias implicadas,
mostrando el numero de DEG segun el tamafio de los puntos y la significacion de la expresion ajustado al

g-valor segun el color.

Con respecto a la formacién de NETs (Figura R11A), se observa una regulacion al alta de
“Pclgl” o de “Mtor” en MSMPs-S1. Con respecto a las vias de senalizacion por
guimioquinas (Figura R11B), se observa de nuevo una regulacién al alta de “Pclgl”,

mientras que, se produce una regulacidn a la baja de quimioquinas como Cxcl2 y Cxcl3

en los ratones inmunizados con MSMPs-S1.
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Figura R11: Andlisis de ARN-seq en esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con MSMPs y MSMPs-
S1tras 7 dias después de la dosis de refuerzo (FDR<0,005). A) Mapa de calor con los genes DEG implicados
en la respuesta inmunitaria en la via de formacién de trampas extracelulares de neutrdéfilos. B) Mapa de
calor con los genes DEG implicados en la respuesta inmunitaria en la via de sefializacion por quimioquinas.

2.4.2. Al(OH)3-S1 vs MSMPs-S1.

A continuacién, se quiso estudiar transcripcionalmente si existian diferencias entre el
uso de hidréxido de aluminio y de MSMPs como adyuvantes. Para ello, se analizaron las
vias alteradas y los genes con expresién diferencial en esplenocitos de ratones
inmunizados con ambos complejos. Como se muestra en la figura R12, una de las vias
del sistema inmunitario con un mayor niumero de genes expresados diferencialmente
vuelve a ser la via de formacion de trampas extracelulares de neutroéfilos y la via de IL-

17.
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Figura R12: Diagrama de dispersion que muestra el enriquecimiento de diferentes vias implicadas,
mostrando el nimero de DEG segun el tamaiio de los puntos y la significacion de la expresion ajustado al
g-valor segun el color.

En el primer caso, se encontraron 12 genes expresados diferencialmente en el caso de
los ratones inmunizados con MSMPs-S1, los cuales estaban regulados a la baja respecto
al grupo Al(OH)3-S1. (Figura R13A). De la misma manera, al estudiar que ocurria con la
via de IL-17 (Figura R13B) observamos como la mayoria de los genes se encontraban

regulados a la baja en los ratones inmunizados con MSMPs-S1, respecto a Al(OH)s-S1.
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Figura R13: Andlisis de ARN-seq en esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados con AI(OH)3-S1 y
MSMPs-S1 tras 7 dias después de la dosis de refuerzo (FDR<0,005 A)Mapa de calor con los genes DEG
implicados en la respuesta inmunitaria en la via de formacion de trampas extracelulares de neutrdfilos. B)
Mapa de calor con los genes DEG implicados en la respuesta inmunitaria en la via de IL-17.
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3. Proteccion frente a la infeccidon por SARS-CoV-2 en ratones transgénicos k18-hACE2

inmunizados con MSMPs-S1.

Al observar un elevado titulo de anticuerpos, de neutralizacién y de respuesta celular en
ratones inmunizados con nuestro adyuvante, se quiso estudiar el efecto protector que
tenia frente a la infeccién. Para ello, se inmunizaron ratones transgénicos k18-hACE2,
siguiendo el mismo protocolo de inmunizacion que en ensayos anteriores e
inoculdndoles intranasalmente la variante del virus SARS-CoV-2 MAD6 (idéntica al
aislado viral de Wuhan-Hu-1; GenBank MN908947) 15 dias después de la segunda
inmunizacion (Figura R14A). Una vez infectados, se estudio el estado de los animales y
la presencia del virus en distintos drganos, comparandose siempre los grupos control
(PBS y MSMPs) con los grupos inmunizados con el antigeno sélo (S1) o con el antigeno

junto con el respectivo adyuvante (MSMPs-S1 y Al(OH)3-S1).

3.1. Respuesta humoral frente al SARS-CoV-2, medida como produccion de IgG1

especifica, previa a la infeccidn.

Previamente al ensayo de infectividad se corrobord que todos los ratones se habian
inmunizado correctamente. Para ello se realizé un ELISA de IgG1, frente a RBD, 7 dias
después de la segunda dosis. Lo que se observo fue que, tanto los ratones inmunizados
con MSMPs-S1 como los ratones inmunizados con Al(OH)3-S1 presentaban un titulo
elevado de anticuerpos, en comparacion con los grupos control (MSMPs y Spike), los
cuales no presentaban anticuerpos frente a la regién RBD del virus del SARS-CoV-2

(Figura R14B).
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Figura R14: Ensayo de infectividad por SARS-CoV-2 en ratones k18 hACE2. A) Esquema que muestra el
protocolo de inmunizacion e infectividad sequido para la realizacion del estudio. B) Produccion de
anticuerpos 1gG1 frente a RBD a los 37 dias después de la primera inmunizacion. Los datos fueron
normalizados respecto al PBS y las diferencias significativas fueron analizadas mediante la prueba Mann-
Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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3.2. Los ratones k18-hACE2 inmunizados con MSMPs-S1 sobreviven a la infeccion

por el virus del SARS-CoV-2.

Una vez demostrada la infeccion de los animales y la presencia del virus en el organismo
se quiso evaluar el desarrollo de la enfermedad en los distintos grupos de ratones. Para
ello, se analizd tanto la supervivencia, como las variaciones en el peso de los animales

durante los 15 dias posteriores a la infeccién.

Con respecto a la supervivencia (Figura R15A) se observd como los ratones control
(inmunizados con PBS o MSMPs) y los ratones inmunizados solo con el antigeno (S1)
morian antes de los diez primeros dias. Sin embargo, los ratones inmunizados con el
antigeno conjugado con cualquiera de los adyuvantes sobrevivian, a excepcion de uno
de los individuos inmunizado con MSMPs-S1 que murid a los siete dias. Estos resultados
nos demuestran el efecto protector de nuestro adyuvante, al evitar la muerte de los

animales tras la infeccién por SARS-CoV-2.

Por otro lado, al analizar las variaciones en el peso (Figura R15B) de cada uno de los
individuos se observd como los ratones inmunizados con el antigeno solo o sin él
sufrieron una disminucion de su peso a lo largo de los dias hasta su fallecimiento. En el
caso de los ratones inmunizados con nuestro adyuvante, se produjo una ligera pérdida
de peso no significativa durante los primeros dias después de la infeccién, pero
rdpidamente se recuperaron hasta llegar a su peso inicial, incluso aumentando
ligeramente de peso en los Ultimos dias. Los ratones inmunizados con AI(OH)3-S1 no

sufrieron cambios en su peso.
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Figura R15: Ensayo de infectividad por SARS-CoV-2 en ratones k18 hACE2. A) Curva de supervivencia en
ratones inmunizados. B) Variaciones diarias de peso durante 15 dias en los ratones después de la infeccion
(Media + SEM). Los grupos control analizados fueron: PBS (blanco), MSMPs (gris), mientras que, los grupos
de estudio fueron: S1 (verde), MSMPs-S1 (morado) y Al(OH)3-S1 (naranja).
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Esta ausencia de cambio en el peso de los animales y la supervivencia a la infeccion nos
demuestran como las MSMPs conjugadas a S1 son capaces de proteger frente a una

forma grave de la enfermedad.

3.3. Evaluacion de los sintomas clinicos que presentaron los ratones k18-hACE2

inmunizados tras la infeccion.

Para finalizar con el estudio de la proteccion frente a la enfermedad grave causada por
SARS-CoV-2 se analizaron los sintomas clinicos que presentaban los ratones durante los
7 primeros dias después de la infeccidn. Para ello se analizaron los parametros recogidos
en la tabla 2 del apartado de métodos. Con estos parametros, se les otorgd, cada dia, a
cada uno de los individuos una puntacion recogida en la figura R16, que nos indica el
estado de salud de los individuos. Lo que se observé fue que, los ratones cuyo complejo
vacunal no llevaba el antigeno o estaba constituido exclusivamente por este,
presentaban una puntuacidn significativamente mayor que los ratones cuyo complejo
vacunal estaba formado por cualquiera de los adyuvantes y el antigeno. Por otro lado,
no se observaron diferencias significativas entre ambos adyuvantes, aunque, si que se
observé una puntuacion ligeramente mayor en los ratones inmunizados con MSMPs-S1
en comparacién con los ratones inmunizados con Al(OH)s-S1, especialmente a los siete

dias.

Los datos obtenidos en torno al “clinical score”, junto con los mencionados en el
apartado anterior, nos demuestran que las microparticulas de silicio mesoporoso
(MSMPs) son capaces de proteger del desarrollo de una enfermedad grave tras la

exposicion al virus SARS-CoV-2.

100+ [ PBS

I MSMP

Il S1 (spike)
AIOH (S1)

Il MSMP (S1)

80+

Clinical score

Figura R16: Signos clinicos diarios de cada grupo durante siete dias después de la infeccion. Las
diferencias significativas fueron analizadas mediante ANOVA con diferencia minima significativa de Fisher.
*p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. Los grupos control analizados fueron: PBS (blanco), MSMPs (gris),
mientras que, los grupos inmunizados fueron: S1 (verde), MSMPs-S1 (morado) y Al(OH)3-S1 (naranja).
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3.4. Menor presencia del SARS-CoV-2 en los drganos de ratones k18-hACE2

inmunizados con el complejo MSMPs-S1.

Finalmente, se analizd la presencia de ARN viral en diferentes érganos para comprobar,
por un lado, si los animales se habian infectado y, por otro lado, analizar si el virus habia
sido capaz de diseminarse por el organismo infectando otros érganos. Para ello, se

analizoé el umbral del ciclo (CT) en tres 6rganos diferentes, 4 dias después de la infeccion.

Lo primero en analizarse fueron los pulmones (Figura R17A), al tratarse de la principal
entrada del SARS-CoV-2 en el organismo. En este caso se observd un bajo valor de CT en
todos los grupos analizados siendo ligeramente menor en los ratones control y en los
ratones inmunizados exclusivamente con el antigeno. Estos datos nos demuestran que
el virus ha sido capaz de infectar a todos los individuos, de manera que ninguno de los
adyuvantes induce la inmunidad necesaria para proteger totalmente de la infeccidn,
pero si que parecen proteger parcialmente, al observarse una menor carga viral en los
pulmones de los ratones inmunizados con cualquiera de los dos adyuvantes conjugados

con la subunidad S1.
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Figura R17: Presencia del SARS-CoV-2 4 dias después de la infeccion en (A) pulmon, (B) corazon y (C)
cerebro en ratones k18-hACE2 inmunizados con PBS (negro), Spike (verde), MSMPs (gris), MSMPs-S1
(morado) y AI(OH)s-S1 (naranja). Las diferencias significativas fueron analizadas mediante one-way
ANOVA *p < 0.05, **p < 0.01, ***p < 0.001.

Posteriormente, se continud analizando la presencia del virus en el corazéon (Figura
R17B), observandose en este caso como el valor de CT es elevado en todos los grupos,
alrededor de 30, lo que nos indica que no hay carga viral y por lo tanto, el virus no fue

capaz de infectar este drgano.

Para finalizar, se analizé el valor de CT en el cerebro (Figura R17C) y fue en este érgano
donde se encontraron grandes diferencias entre el uso y el no uso de adyuvantes,
observandose que los individuos inmunizados con MSMPs-S1 y con AI(OH)3-S1
presentaban unos valores de CT mucho mas elevados que los ratones inmunizados con

Spike , o los ratones control (PBS o MSMPs). De esta forma se demuestra que las MSMPs
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son capaces de proteger frente a la diseminacion del virus, favoreciéndose asi el

aclaramiento viral.
4. Estudio in situ del efecto de las MSMPs en la zona de inmunizacion.

Los resultados anteriores muestran claramente que las microparticulas de silicio
mesoporoso presentaban una alta actividad adyuvante, al generar una potente
respuesta humoral, y una fuerte respuesta celular, muy superior al aluminio. Con el fin
de indagar en el mecanismo de proteccion asociado a este material decidimos inyectar
intramuscularmente, en la pata izquierda, microparticulas de silicio mesoporoso, para
estudiar qué efectos habia 4 y 24 horas después, analizando cortes del tejido en el sitio
de inyeccién que fueron posteriormente tefiidos con Hematoxilina/Eosina (H/E).
Ademas, se quiso analizar si existian diferencias in situ entre las MSMPs y el Al(OH)s, ya
gue si que habiamos encontrado diferencias en la respuesta celular y en la capacidad de

neutralizacion frente al virus del SARS-CoV-2.
4.1. Infiltrado de células 4 y 24 horas después de la inoculacion de MSMPs.

Analizamos el tejido circundante de ratones inyectados con microparticulas de silicio o
con hidroxido de aluminio. Cuatro horas después de la inoculacion de los adyuvantes se
sacrificé a los animales para obtener cortes de tejido de la zona de inoculacién. En estos

cortes se observod un infiltrado de células en los sitios de inyeccidn de los adyuvantes, el

cual no aparecia tras la inoculacién intramuscular de PBS (Figura R18).

Figura R18: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 4 horas, tincion
hematoxilina/eosina. Aumento 100X. A) Seccion histolégica de la pata tras la inoculacién de PBS. B)
Seccion histolégica de la pata tras la inoculacion de Al(OH)s. C) Seccidn histoldgica de la pata tras la
inoculacion de MISMPs.
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Por otro lado, observamos como el hidroxido de aluminio se acumulaba en la zona de
pinchazo originando un depdsito del mismo. Ademads, es en este depdsito y en sus
alrededores donde observamos un infiltrado basoéfilo (Figura R19A-B). En el caso de las
MSMPs (Figura R19C-D) también se observa un infiltrado, pero en este caso no esta
asociado a ningun depdsito del adyuvante, sino que se trata de un infiltrado mucho mas
difuso. Ademas, se observd como algunas de las células que formaban este infiltrado
habian sido capaces de endocitar a las microparticulas de silicio mesoporoso presentes

en la zona (Figura R20).

Figura R19: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccién transcurridas 4 horas, tincion
hematoxilina/eosina A) Seccion histolégica de la pata tras la inoculacion de Al(OH)s. Aumento 100x. B)
Seccion histoldgica de la pata tras la inoculacién de Al(OH)s. Aumento 200x. C) Seccion histoldgica de la
pata tras la inoculacion de MSMPs. Aumento 100x. D) Seccion histoldgica de la pata tras la inoculacion de
MSMPs. Aumento 200x.

El experimento se repitid con animales que fueron sacrificados veinticuatro horas
después de la inoculacién. En este caso observamos como el depdsito de aluminio, que
se habia formado a las cuatro horas, desaparecia por completo y con él, el infiltrado

celular asociado (Figura R21B). Sin embargo, el infiltrado generado por las
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microparticulas de silicio mesoporoso se mantenia 24 horas después de la inoculacién

de las mismas (Figura R20C).

J W % | Figura R20: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccién
v . i de MSMPs transcurridas 4 horas. Tincion  con
i ' ‘ ' hematoxilina/eosina. Aumento 1000x
¥
&

Figura R21: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccién transcurridas 24 horas, tincion
hematoxilina/eosina. Aumento 100X. A) Seccién histolégica de la pata tras la inoculacién de PBS. B) Corte
de la pata tras la inoculacion de Al(OH)s. C) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs.
D) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacién de MSMPs. Aumento 200X.

4.2. Infiltrado de neutroéfilos después de 4 y 24 horas de la inoculaciéon de las

MSMPs.

Una vez observada la capacidad de ambos adyuvantes de generar un infiltrado celular
en la zona de inyeccion, decidimos analizar qué células formaban esos infiltrados vy si el

tipo celular variaba con el transcurso de las horas. Las primeras células que se estudiaron
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fueron los neutrodfilos, al tratarse de las primeras células del sistema inmunitario en

actuar ante la presencia de dafio.

La presencia de neutroéfilos se estudid mediante la deteccidn de la elastasa, proteasa
caracteristica de los neutrdfilos, en los cortes adyacentes a los utilizados en el apartado

anterior para el estudio in situ de los efectos de ambos adyuvantes.

Cuatro horas después de la inoculacion de ambos adyuvantes, se observd como el
infiltrado generado por MSMPs estaba formado principalmente por neutrdfilos (Figura
R22E-F) y parecia mas intenso que el infiltrado generado por hidréxido de aluminio, en
el cual también predominaban los neutrdfilos (Figura R22C-D). Ademas, como se
menciona en el apartado anterior, el infiltrado asociado al hidréxido de aluminio queda
restringido a la zona del depdsito, mientras que en el caso del producido por las MSMPs

esto no ocurria, siendo la extension de este infiltrado mucho mayor.

Figura R22: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 4 horas, tincién con anti-

elastasa. A) Control de isotipo. Aumento 100x. B) Seccion histoldgica de la pata tras la inoculacién de PBS.
Aumento 100x. C) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacién de Al(OH)s. Aumento 100x. D) Seccion
histolégica de la pata tras la inoculacion de Al(OH)s.Aumento 200x. E) Seccidn histolégica de la pata tras
la inoculacion de MSMPs. Aumento 100x F) Seccion histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs.
Aumento 200x.
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Como se observa en las tinciones de H/E, después de veinticuatro horas el infiltrado de
células asociado al depdsito de hidréxido de aluminio (Figura R23A-B) desaparecia
guedando exclusivamente neutréfilos residuales, mientras que, el infiltrado asociado a
las particulas se mantenia. En este caso, tras realizar la tincion frente a elastasa se
observd una disminucion de la cantidad de neutrdfilos en el infiltrado originado por las

MSMPs (Figura R23C-D).

Figura R23: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 24 horas, tincién con anti-
elastasa. A) Seccion histolégica de pata tras la inoculacion de AI(OH)s. Aumento 200x. B) Seccion
histoldgica de la pata tras la inoculacion de AI(OH)s. Aumento 400x. C) Seccion histoldgica de la pata tras
la inoculacion de MSMPs. Aumento 200x D) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs.
Aumento 400x.

Ademas de analizar la presencia de neutroéfilos a través de la deteccion de la elastasa, se
quiso corroborar el analisis mediante la deteccion de la mieloperoxidasa (MPQ), enzima
presente en los lisosomas de los neutrdfilos y la cual es liberada durante la formacion de
trampas extracelulares de neutréfilos (NETs). Este marcador también se usara en el

siguiente apartado para evaluar la formacién de NETs.
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Con respecto a la deteccion de neutréfilos mediante MPO observamos, al igual que con
la elastasa, como después de 4 horas tanto el hidréxido de aluminio como las MSMPs

generaban un infiltrado de neutroéfilos (Figura R24-R25).

Figura R24: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 4 horas, tincion con anti-
MPO. Aumento 100x A) Control de isotipo del anticuerpo anti-MPO utilizado. B) Seccion histoldgica de la
pata tras la inoculacién de PBS C) Seccidn histolégica de la pata tras la inoculacién de Al(OH)3.D) Seccidn
histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs.
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Figura R25: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 4 horas, tincién con anti-
MPO. A) Seccion histolégica de la pata tras la inoculacion de Al(OH)s. Aumento 100x. B) Seccidn histoldgica
de la pata tras la inoculacién de AI(OH)s. Aumento 200x. C) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion
de MSMPs. Aumento 100x. D) Seccion histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs. Aumento 200x.

Después de 24 horas, al igual que se observaba en las tinciones de H/E y en el marcaje
con elastasa, el nimero de neutréfilos que formaban el infiltrado asociado al hidréxido
de aluminio disminuia hasta practicamente desaparecer, dejando algunos neutroéfilos
residuales (Figura R26A-B). Sin embargo, cuando se paso a analizar el infiltrado asociado
a las MSMPs utilizando la MPO como marcador de neutréfilos, se observé un importante
marcaje de esta enzima (Figura R26C-D), detectando en este caso las trampas

extracelulares de neutrdfilos (NETs) formadas mas que los neutroéfilos viables.
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A) B)

Figura R26: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 24 horas, tincién con anti-
MPO. A) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion de AI{OH)s.Aumento 100x. B) Seccidn histoldgica
de la pata tras la inoculacion de AI(OH)s. Aumento 400x. C) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion
de MSMPs. Aumento 100x. D) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs. Aumento 400x.

4.2.1. Formacion de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) tras la

inoculacion de MSMPs.

En experimentos preliminares previos, nuestro grupo habia mostrado, que las MSMPs
eran capaces de inducir la formacién de NETs en neutréfilos humanos estimulados in
vitro. De manera que, quisimos comprobar si las MSMPs eran capaces de inducir este
mismo efecto en los neutrdfilos, pero en un modelo in vivo. Para ello, analizamos
mediante inmunohistoquimica, la formacién de NETs, a través del marcaje de MPO e
histona 3 citrulinada (H3cit), en el sitio de inyeccién una vez transcurridas 4 y 24 horas
de la inoculacién de MSMPs y Al(OH)s. Para realizar la tincién de inmunohistoquimica se

escogio el corte siguiente al cual se habia observado el infiltrado de neutréfilos.

4.2.1.1. Identificacidon de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) a

través de la deteccion de mieloperoxidasa (MPO).

Cuatro horas después de la inoculacidn del estimuld se observéo cémo tanto el hidroxido

de aluminio como las microparticulas de silicio mesoporoso fueron capaces de estimular
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neutrofilos e inducir en ellos la liberacion de MPO al exterior. Esta liberacion no se

observé en el caso del PBS (Figura R27).

Figura R27: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 4 horas de la inoculacién
de A) PBS, B) Al(OH)zy (C) MSMPs, tincién con anti-MPO. Aumento 1000x.

Después de 24 horas se observé cdémo, en el caso del hidréxido de aluminio, las NETs
formadas en las zonas donde quedaban neutrdfilos residuales eran minimas (Figura
R28B). Sin embargo, en el caso de las MSMPs las NETs formadas eran abundantes y de
mayor tamafio, mostrandose la capacidad de este material para inducir la formacion de

NETs (Figura R28C-D).
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Figura R28: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 24 horas de la inoculacion
de (A) PBS, (B) Al(OH)sy (C-D) MSMPs, tincién con anti-MPO. Aumento 1000x.
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4.2.1.2. Identificacidon de trampas extracelulares de neutréfilos (NETs) a

través de la deteccion de Histona 3 citrulinada (H3cit).

Para corroborar los resultados del apartado anterior se decidi® marcar mediante
inmunohistoquimica otro componente fundamental de estas trampas extracelulares, la
histona 3 citrulinada (H3cit), observandose ciertas diferencias con respecto al marcaje

de MPO.

Cuatro horas después de la inoculacion se observé un marcaje positivo tanto en el caso
del hidréxido de aluminio como en el caso de las MSMPs, pero sin observarse la
formacion de NETs en el caso del Al(OH)s; (Figura R29B). En el caso de las MSMPs, se
observa claramente una liberacién extracelular de H3cit a las cuatro horas, pero no se

forman esas redes que habiamos observado en el apartado anterior (Figura R29C).

A)

Figura R29: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 4 horas de la inoculacion
del estimulo. A) Control de isotipo. (B) Al(OH)zy (C) MSMPs, tincién con anti-H3cit. Aumento 100x.

Transcurridas 24 horas si que observamos la formacion de redes correspondientes a
trampas extracelulares de neutroéfilos en el caso de la inoculacién de MSMPs (Figura
R30C), pero no en el caso del hidroxido de aluminio (Figura R30A). Estos datos

corroboran lo observado tras la tincion de MPO.

Figura R30: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccidn, tefidas con anti-H3c, transcurridas 24
horas de la inoculacién de (A) PBS, (B) Al(OH)sy (C) MSMPs. Las flechas rojas muestran las NETs formadas.
Aumento 100x.
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Ademas, en el caso de las MSMPs si comparamos la tincién frente a elastasa,
mieloperoxidasa e H3cit a las 24 horas observamos ciertas diferencias entre los tres

componentes (Figura R31), observdndose mayoritariamente MPO en la zona del

infiltrado y en menor proporcién H3cit y elastasa.

Figura R31: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 24 horas de la inoculacién
de MSMPs. (A) Tincion con anti-elastasa. (B) Tincién con anti-MPO (C) Tincién con anti-H3c. Aumento 400x.

4.3. Analisis histolégico de la presencia de macrofagos, células By T en la zona de

inyeccion 24 horas después de la inoculacién de MSMPs.

Como se observa en el apartado anterior, después de 24 horas de la inoculacion del
estimulo, el infiltrado de células es mayor tras la inoculacién de MSMPs en comparacién
con la inoculacién de hidréxido de aluminio. Tras observarse que los neutrofilos no eran
el principal componente del infiltrado a las 24 horas, quisimos estudiar qué otras células

del sistema inmunitario formaban este infiltrado.

4.3.1. Deteccion de macrofagos en el sitio de la inyeccion 24 horas después de

la inoculacion de MSMPs.

En primer lugar, se estudid la presencia de macrdéfagos cuatro horas después de la
inyecciéon de ambos adyuvantes. La tincion con F4/80 no detectd la presencia de
macréfagos en los ratones inoculados con hidréxido de aluminio ni con PBS, mientras
que, en el caso de las MSMPs si que aparecian estas células, aunque en muy baja

proporcion (Figura R32).
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Figura R32: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 4 horas, tincion con anti-
F4/80. A) Control de isotipo. Aumento 100x. B) Seccién histoldgica de la pata tras la inoculacion de PBS.
Aumento 100x. C) Seccion histolégica de pata tras la inoculacion de Al(OH)s. Aumento 200x. D) Seccion
histoldgica de la pata tras la inoculacion de Al(OH)s.Aumento 400x. E) Seccidn histoldgica de la pata tras
la inoculacion de MSMPs. Aumento 200x. F) Seccion histolégica de la pata tras la inoculacion de MSMPs.
Aumento 400x.

En las muestras post 24 horas no se observé un infiltrado significativo de macréfagos en

ninguna de las condiciones analizadas (Figura R33).

A) B)

W

Figura R33: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccidn transcurridas 24 horas, tincion con anti-

F4/80. Aumento 400x. A) Seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion de PBS. B) Seccidn histoldgica
de pata tras la inoculacién de AI(OH)s. C) Seccién histoldgica de la pata tras la inoculacién de MSMPs.

Sin embargo, en un ensayo independiente, 24 horas después de la inoculacidén de las

MSMPs si que se observd la presencia de macréfagos en el infiltrado (Figura R34B).
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donde previamente habiamos detectado la presencia de neutréfilos, los cuales a las 24

horas ya habian desaparecido (Figura R34A).

Figura R34: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 24 horas. Aumento 200x.

A) Seccion histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs, tincién con anti-elastasa. B) Seccion

histolégica de pata tras la inoculacién MSMPs, tincion con anti-F4/80.

4.3.2. Deteccion de células B en el sitio de inyeccion 24 horas después de la

inoculacion de MSMPs.

A continuacién, se analizd la presencia de células B en dichos infiltrados 4 y 24 horas

después de la inoculacion de los distintos adyuvantes, sin detectar este grupo celular a

las cuatro horas, en cualquiera de las condiciones (Figura R35).

Figura R35: Secciones de tejido
muscular de la zona de inyeccion
transcurridas 4 horas. Tincién con
anti-CD19. A) Seccion histoldgica de
pata tras la inoculacion de MSMPs.
Aumento 200x. B) Detalle de seccion
histoldgica de la pata tras la
inoculacion de MSMPs. Aumento
400x. C) Seccion histolégica de la
pata tras la inoculacion de Al(OH)s.
Aumento 200x. D) Detalle de
seccion histoldgica de la pata tras la
inoculacion de AI(OH)s Aumento
400x.
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Tras 24 horas se observo, en la pata de ratones inoculados con MSMPs la presencia de
células B, aunque no eran mayoritarias y parecian no estar formando parte del infiltrado

previamente observado. Sin embargo, en los ratones a los que se inoculé Al(OH)s no se

observé la presencia de estas células (Figura R36).

Figura R36: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 24 horas, tincion con anti-
CD19. A) Seccion histoldgica de pata tras la inoculacion de MSMPs. Aumento 200x. B) Detalle de la seccion
histoldgica de la pata tras la inoculacion de MSMPs. Aumento 400x. C) Seccion histoldgica de la pata tras
la inoculacion de Al(OH)s. Aumento 200x. D) Detalle de seccidn histoldgica de la pata tras la inoculacion
de Al(OH)3 Aumento 400x.

4.3.3. Deteccion de células T en el sitio de inyeccidon 24 horas después de la

inoculacion de MSMPs.

Finalmente, se analizd la presencia de células T en el infiltrado 24 horas después de la
inoculacion de las MSMPs. En este caso, si que se observé la presencia de estas células
el propio infiltrado, en el cual ya habiamos detectado macréfagos (Figura R37). La
presencia de células T nos indica una posible relacion entre MSMPs, neutroéfilos y células

T.
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Figura R37: Secciones de tejido muscular de la zona de inyeccion transcurridas 24 horas. Aumento 200x.
A) Seccion histolégica de la pata tras la inoculacion de MSMPs, tincion con anti-F4/80. B) Seccidon
histoldgica de pata tras la inoculacion MSMPs, tincion con anti-CD3.

5. Estudio in vivo del papel de los neutréfilos en el desarrollo de la respuesta

inmunitaria del complejo MSMPs-S1.

La inyeccion intramuscular de MSMPs provoca un gran infiltrado de neutréfilos que se
asocia en parte, con la aparicion de células By T en el sitio de inyeccion de forma mas
tardia. En este trabajo se quiso comprobar el papel de los neutréfilos en la respuesta
humoral y celular inducida por MSMPs. Para ello, se utilizd un modelo de ratén
transgénico, iIDTRMRP8xCRE, que se caracteriza por la expresién del receptor de la toxina
diftérica bajo el control del promotor del gen MRP8, gen que se expresa de manera
constitutiva en los neutrdfilos. La expresidon de este receptor permite que, tras la
inoculacion de la toxina diftérica, se produzca una eliminacion temporal de los

neutrofilos.
5.1. Deplecion de neutrdfilos tras una unica dosis de toxina diftérica.

En primer lugar, se comprobé la eficiencia de la deplecién de los neutrdfilos tras la
inyeccion intraperitoneal de una Unica dosis de toxina diftérica. Después de la inyeccién
se extrajo sangre de los ratones 24 y 48 horas después de la inoculacién de la toxina y se
analizaron, mediante citometria de flujo, las células Ly6G+, un marcador de neutrdfilos

murinos (Figura R38B).

A las 24h después de la inoculacion de la toxina, se observa una drastica disminucién de
neutroéfilos en la sangre de los ratones CRE+. Después de 48 horas post-inyeccion se

observa como el niumero de células Ly6G+ aumenta en los ratones CRE+, pero sigue
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siendo mds bajo que en los ratones CRE- (Figura R38D). Estos datos fueron
fundamentales para establecer el protocolo de inmunizacidn a seguir en estos ratones
(Figura R38A), manteniéndose las dos inmunizaciones separadas por 30 dias, como se
hizo en los experimentos anteriores, y suministrando la toxina diftérica 24 horas antes

de cada inmunizacion.
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Figura R38: Deplecion de neutrdfilos en ratones iDTRMRP8xCRE. A) Esquema que muestra el protocolo
de inmunizacién y la inoculacion de la toxina diftérica sequido en el estudio. B) Estrategia de gateo a seguir
para el andlisis de la deplecién de neutrdfilos. C) Dot plots representativos del andlisis de neutrdfilos en
sangre en ratones iDTRMRP8xCRE. D) Porcentaje de células Ly6G+ presentes en sangre periférica en
ratones iDTRMRP8xCRE después de 24 y 48 horas de la inoculacion de la toxina diftérica. n=2.

5.2. La respuesta humoral de los ratones inmunizados con el complejo MSMPs-S1

es dependiente de neutrodfilos.

Los ratones control y deplecionados de neutréfilos fueron inmunizados con el complejo
MSMPs-S1 y posteriormente se midid su respuesta IgG1 en suero frente a la regién RBD,

de la proteina S del virus.
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A los 15 dias la produccion de IgG1 especifica era muy baja, tanto en los ratones CRE+
como en los CRE-. Sin embargo, a los 30 dias se observaron diferencias significativas
entre los diferentes grupos. En este caso se observé que los ratones CRE- inmunizados
con ambos adyuvantes tenian un titulo elevado de IgG1 en sangre, dato que concuerda
con los resultados previos de inmunizacién en ratones BALB/c. Sin embargo, los ratones
CRE+ inmunizados con MSMPS-S1 presentaron una respuesta humoral muy reducida.
Por otro lado, los ratones CRE+ inmunizados con Al(OH)s-S1 presentaron una respuesta
humoral practicamente idéntica a la generada por los ratones CRE- que habian sido

inmunizados con el mismo complejo (Figura R39).

Estos resultados nos muestran que la produccion de anticuerpos inducidos por MSMPs
es dependiente de neutroéfilos, lo que no ocurre en los ratones inmunizados con

hidroxido de aluminio.
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Figura R39: Respuesta humoral frente a RBD, medida como la produccion de IgG1l, en ratones
iDTRMRP8xCRE inmunizados con MSMPs-S1 (verde) y AI(OH)3-S1 (azul) en presencia o ausencia (moteado)
de neutrdfilos. Los resultados fueron normalizados frente a los datos de PBS. Las diferencias significativas
fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. n=6

5.3. La respuesta celular de ratones inmunizados con el complejo MSMPs-S1 es

dependiente de neutrofilos.

Tras ver que existian diferencias en la respuesta humoral entre ambos adyuvantes
cuando se eliminaban los neutroéfilos, quisimos estudiar si en la respuesta celular ocurria

lo mismo. Para ello, analizamos la produccion de IFN-y por parte de las células CD4 y CD8
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estimuladas con péptidos de la proteina S del SARS-CoV-2 y también analizamos posibles

cambios fenotipicos del bazo.

Para estudiar la respuesta T especifica, se aislaron los esplenocitos de los ratones
inmunizados una semana después de la segunda inmunizacion, y se estimularon in vitro
con péptidos del SARS-CoV-2 durante 16h, al igual que se hizo para estudiar la respuesta

T en ratones BALB/c.

En la figura R40 se muestra la estrategia de gateo que se siguid para el analisis de la
respuesta T junto con dotplots representativos donde se puede observar cémo los
ratones CRE+ inmunizados con MSMPs-S1 presentan una respuesta celular disminuida

en comparacion con los ratones CRE- inmunizados con el mismo complejo.
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Figura R40: Estudio de la respuesta inmunitaria en ratones iDTRMRP8xCRE inmunizados frente al SARS-
CoV-2. A) Estrategia de gateo seguida para analizar la produccidn de IFN-y en linfocitos T CD4 y CD8 tras
estimular los esplenocitos con Peptivator_S durante 16 h in vitro. B) Dot plots representativos de la
produccion de IFN-y de células T CD4 y CD8 de ratones iDTRMRP8xCRE inmunizados de ratones
iDTRMRP8xCRE inmunizados con MSMPs-S1 'y Al(OH)s-S1. C) Respuesta celular Th1 (produccién de IFN-y)
de ratones iDTRMRP8xCRE inmunizados con MSMPs-S1 (verde) y Al(OH)3-S1 (morado). Los resultados
muestran la media de los porcentajes (%) obtenidos (normalizados tras restarles la estimulacién basal).
Las diferencias significativas fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01,
**%p < 0,001. Spike y Al(OH)3-S1 (CRE-) n=2; MSMPs-51 y Al(OH)3-S1 (CRE+). n=6.

Nuestros datos mostraron que los ratones inmunizados con Al(OH)3-S1 presentaban una
baja respuesta celular, al igual que ocurria en los ratones BALB/c inmunizados con este

complejo. Sin embargo, cuando se pasd a analizar el complejo MSMPs-S1 si que se
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observaron diferencias significativas por parte de las células CD8 entre los ratones que
presentaban neutroéfilos en el momento de la inmunizacion (CRE-) y los ratones a los que
se les habian eliminado los neutrofilos en ese momento (CRE+), observandose una

disminucion significativa de la respuesta celular en este Ultimo grupo (Figura R40B y C).

Estos resultados ponen de manifiesto que los neutrofilos son fundamentales para que
las microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs) produzcan una respuesta celular
potente frente a la proteina S1. Junto con los resultados de la respuesta humoral,
podemos afirmar que la funcidon inmunoestimuladora de las MSMPs es dependiente de

neutrofilos.

5.4. Estudio del efecto de la deplecion de neutréfilos en las poblaciones de células

del bazo de ratones inmunizados con el complejo MSMPs-S1.

Al observar una alteracidn de la respuesta humoral y celular en los ratones CRE+ que
habian sido inmunizados con MSMPs-S1 quisimos estudiar si habia cambios
estructurales en el bazo que fueran responsables de esta disminucidn de la respuesta
inmunitaria. Para ello analizamos, mediante inmunohistoquimica, el bazo de ratones
tanto CRE+ como CRE- que habian sido inmunizados con MSMPs-S1, siete dias después

de la segunda dosis.

Para este andlisis marcamos CD3, B220 y F4/80, marcadores que corresponden con
células T, B y macréfagos, respectivamente. Observamos que los bazos de los ratones
CRE+ inmunizados con MSMPs-S1 parecian tener un menor nimero de células By T
(Figura R41), lo que podria estar relacionado con la disminucién de la respuesta tanto
humoral como celular. Ademas, se analizd el peso y el tamafio de los bazos observandose
que no habia diferencia en estos parametros entre los distintos grupos (datos no

mostrados)
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5

Figura R41: Secciones del bazo de ratones inmunizados con MSMPs-S1. Aumento 200x. Se muestra la
poblacidn de células B220 (A), CD3 (B) y F4/80 (C) en ratones CRE+ (1) y CRE- (2).

Posteriormente quisimos saber si estas diferencias cualitativas que se observaban por
inmunohistoquimica se observaban también cuantitativamente por citometria de flujo.
Para ello determinamos el numero total de células B y T y obtuvimos unos resultados
similares, observando, de nuevo, una disminucién en el numero total de células CD3+,
CD4+, CD8+ y células CD19+ en ratones CRE+ inmunizados con MSMPs-S1, en
comparacion con los ratones CRE- inmunizados con el mismo complejo. En el caso del
hidréxido de aluminio no se observaron diferencias en el nimero de células entre la

presencia y ausencia de neutréfilos en el momento de la inmunizacién (Figura R42).
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Figura R42: Andlisis mediante citometria de flujo de las poblaciones (A) CD3+, (B) CD19+, (C) CD4+y (D)
CD8+ presentes en el bazo de ratones CRE+ (moteado) y CRE- (liso) inmunizados con MSMPs-S1 (verde),
Al(OH)s-S1 (morado) y PBS (gris). Las diferencias significativas fueron analizadas mediante la prueba
Kruskal-Wallis. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001 n=3.

Los resultados observados en los diferentes modelos animales nos muestran que las
microparticulas de silicio mesoporoso (MSMPs) son capaces de estimular la respuesta
inmunitaria adaptativa, tanto celular como humoral, y generar una potente proteccién
frente a la infecciéon. Ademas, los resultados obtenidos en el modelo de ratdn
iDTRMRP8xCRE, nos indica que la respuesta inmunitaria inducida por las MSMPs es
dependiente de neutrdéfilos, a diferencia de la respuesta inducida por el hidroxido de

aluminio (AI(OH)s-S1).

6. La estimulacion de la respuesta inmunitaria inducida por la MSMPs parece ser

dependiente de MyD88.

Para estudiar el mecanismo de accién de las MSMPs decidimos analizar el posible papel
de la proteina adaptadora MyD88, utilizando el modelo de ratén Knock-out MyD88 (KO
MyD88). Para ello, llevamos a cabo un experimento preliminar en el que se inmunizaron
ratones KO y ratones WT tanto con MSMPs-S1 como con Al(OH)3-S1, siguiendo el mismo

protocolo de inmunizacién que en los ensayos previos (Figura R43A).
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6.1. Ratones KO MyD88 inmunizados con MSMPs-S1 presentan una respuesta

humoral disminuida.

Para estudiar la respuesta humoral se analizo la produccion de IgG1 frente a la proteina

S1 en ratones WT y KO inmunizados con MSMPs-S1 y con Al(OH)s-S1 . (Figura R43B).

Con respecto a los ratones KO inmunizados con Al(OH)s-S1 observamos una produccién
de 1gG1 elevada después de la segunda dosis (37 dias) y a falta de los datos de
inmunizacion de ratones WT (C57BL/6, mismo fondo genético que los ratones KO
MyD88) con este complejo, la deficiencia de MyD88 parece no afectar a la produccién
de anticuerpos inducida por el complejo Al(OH)s-S1. Los ratones WT inmunizados con
MSMPs-S1 responden de forma similar, sin embargo, los ratones KO MyD88 muestran
una respuesta humoral muy deficiente tras la inmunizacion con nuestro complejo

vacunal.
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Figura R43: Estudio de la respuesta humoral en ratones KO MyD88 inmunizados frente al SARS-CoV-2.
A) Esquema que muestra el protocolo de inmunizacion sequido en el estudio. B) Respuesta humoral,
medida mediante ELISA como produccion de IgG1 en ratones KO Myd88 (moteado) y WT C57BL/6 (liso)
inmunizados con MSMPs-S1 (rosa) (n=2) y Al(OH)3-51 (azul) (n=1) después de 15 y 37 dias de la primera
dosis.

6.2. Ratones KO MyD88 inmunizados con MSMPs-S1 presentan una respuesta

celular disminuida.

Tras comprobar que la eliminacion de MyD88 condicionaba la respuesta humoral

inducida por las MSMPs quisimos estudiar si la respuesta celular, que previamente
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habiamos visto, también se veia alterada. Para ello se estimularon los esplenocitos tanto
de ratones KO MyD88 como de ratones WT C57BL/6, inmunizados con los distintos
complejos, con péptidos del SARS-CoV-2 y se analizd la produccion de IFN-y siguiendo la
estrategia de gateo mostrada en la figura R44A. En primer lugar, observamos como los
ratones KO MyD88 presentaban una activacion basal elevada, analizada como

produccion de IFN-y, situacidon que no se observaba en los ratones WT (Figura R44B).
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Figura R44: Estudio de la respuesta celular in vitro en respuesta al Peptivator_S en ratones KO MyD88
inmunizados frente al SARS-CoV-2. A) Estrategia de gateo seguida para analizar la produccién de IFN-y
linfocitos T CD4 y CD8 tras estimular los esplenocitos de los diferentes grupos de ratones durante 16 h in
vitro. B) Dot plots representativos de la produccion de IFN-y de células T CD4- y CD8 de ratones KO MyD88
inmunizados con MSMPs-S1 y Al(OH)3-S1. C) Respuesta celular Th1 (produccién de IFN-y) en los distintos
grupos de ratones KO MyD88 (moteado) y WT (liso) inmunizados con MSMPs-S1 (rosa) y Al(OH)3-S1 (azul)
por parte de células CD3+, CD4+y CD8+. Los resultados muestran la media de los porcentajes (%) obtenidos
(normalizados tras restarles la estimulacion basal). Las diferencias significativas fueron analizadas
mediante la prueba Mann-Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.
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Tras el analisis de la respuesta celular, restando a cada condicién la produccion de IFN-y
obtenida tras estimular con RPMiIc (activacion basal), observamos como los ratones KO
inmunizados con MSMPs-S1 presentaban una baja respuesta celular, en comparacién
con los ratones WT inmunizados con el mismo complejo. En el caso de los ratones KO
inmunizados con AI(OH)s-S1 su respuesta celular era nula, al igual que lo observado

previamente en ratones BALB/c inmunizados con el mismo complejo (Figura R44C).

7. La estimulacion de la respuesta inmunitaria inducida por las MSMPs parece ser

independiente de TLR4.

Tras comprobar que la respuesta humoral y celular inducida por MSMPs era dependiente
de MyD88, se quiso conocer mas a fondo el mecanismo de accion de este material. Para
ello se comenzé a estudiar a través de qué TLR podrian estimular las MSMPs a las células
presentadoras. Se comenzé estudiando la posible interaccion de MSMPs a través de
TLR4, usando un modelo de ratén KO TLR4 y siguiendo el mismo protocolo de

inmunizacion que en ensayos anteriores (Figura R45A)
7.1. La respuesta humoral inducida por MSMPs es independiente de TLR4.

Al igual que en apartados anteriores, se comenzd estudiando la respuesta humoral,
medida como produccion de 1gG1, en ratones KO TLR4 y WT inmunizados con ambos

complejos vacunales.

Quince dias después de la primera dosis observamos como todos los ratones
inmunizados, independientemente del complejo vacunal, presentan una produccién de
IgG1 superior a la de los ratones inmunizados con PBS. De la misma manera, se observa
como 37 dias después de la primera dosis, los niveles de 1gG1 en sangre habian
aumentado sin observarse diferencias entre los ratones KO y los ratones WT inmunizados
con los distintos complejos vacunales. Con estos resultados podemos concluir que la

respuesta humoral inducida por MSMPs no es dependiente de TLR4 (Figura R45B).
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Figura R45: Estudio de la respuesta humoral en ratones KO TLR4 inmunizados frente al SARS-CoV-2. A)
Esquema que muestra el protocolo de inmunizacion seguido en el estudio. B) Respuesta humoral, medida
mediante ELISA como produccion de IgG1 en ratones KO TLR4 (moteado) (n=6) y WT C57BL/6 (liso) (n=3)
inmunizados con PBS (gris) (n=3), MSMPs-51 (verde) y Al(OH)3-S1 (naranja) después de 15 y 37 dias de la
primera dosis. Las diferencias significativas fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p <
0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001.

7.2. La respuesta celular inducida por MSMPs es independiente de TLR4.

Comprobada la independencia de la respuesta humoral inducida por MSMPs de TLR4 se
quiso estudiar si ocurria lo mismo con la respuesta celular. Para realizar este andlisis se
aislaron los esplenocitos de ratones KO y WT inmunizados con ambos complejos siete
dias después de la ultima dosis y se analizd la respuesta celular, medida como produccién
de IFN-y, tras 16 horas de estimulacidn con péptidos del SARS-CoV-2, siguiendo la misma

estrategia de gateo que en apartados anteriores.

Como esperdbamos, al igual que ocurria con la respuesta humoral, la respuesta celular
de los ratones KO inmunizados con nuestro complejo vacunal no se vio alterada (Figura
R46). A pesar de la dispersidn de los datos se observé como los ratones KO inmunizados
con MSMPs-S1 presentaban una respuesta celular practicamente idéntica a la
presentada por los ratones WT inmunizados con el mismo complejo. Ademas, se vio una
vez mds, como los ratones inmunizados con AI(OH)3-S1 presentaban una menor
respuesta que los ratones inmunizados con nuestro complejo vacunal, volviéndose a

demostrar la diferencia entre ambos entorno a la estimulacion de la respuesta celular.
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Figura R46: Estudio de la respuesta celular in vitro en respuesta al Peptivator_S en ratones KO TLR4
inmunizados frente al SARS-CoV-2. A) Dot plots representativos de la produccion de IFN-y de células T
CD4- y CD8 de ratones KO TLR4 inmunizados con MSMPs-S1 y Al(OH)s3-S1. B) Respuesta celular Thi
(produccion de IFN-y) en los distintos grupos de ratones KO TLR4 (moteado) y WT (liso) inmunizados con
PBS (gris) MSMPs-S1 (verde) y Al(OH)s-S1 (naranja) por parte de células CD4 y CD8. Los resultados
muestran la media de los porcentajes (%) obtenidos (normalizados tras restarles la estimulacion basal).
Las diferencias significativas fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01,

% < 0,001.
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8. Estudio in vitro de la respuesta de neutréfilos humanos frente a MSMPs.

Para estudiar el efecto de las microparticulas de silicio mesoporoso sobre los neutréfilos
humanos se estimularon dichas células con MSMPs durante 1y 3 horas, analizandose la

endocitosis, la produccion de NETs y la produccion de MPO mediante diferentes técnicas.
8.1. Los neutroéfilos humanos endocitan a las MSMPs.

Aunque ya se habia demostrado la capacidad de los neutrdéfilos para endocitar particulas
en un modelo animal in vivo, se quiso corroborar esta capacidad de endocitosis

mediante modelos humanos in vitro.

Para este estudio se marcaron las MSMPs con FITC y luego se cultivaron los neutréfilos
con MSMPs-FITC durante 1 y 3 horas. Después de 1 hora de incubacién, las MSMPs
parecian encontrarse en el interior de las células, sin que estas hubiesen perdido su
viabilidad. En la figura R47 observamos en azul el nucleo de los neutréfilos y en verde

|ll

las MSMPs marcadas con FITC. Como se observa en el “merge” de esta figura las MSMPs

aparecen en el interior de las células.

DAPI MSMPs-FITC

Figura R47: Estudio de la endocitosis de las microparticulas de silicio mesoporosas por parte de neutrdfilos
humanos después de 1 hora de estimulacion mediante microscopia de fluorescencia. Las MSMPs se
encuentran marcadas con FITC (verde) y los nucleos estdn marcados con DAPI (azul).

Sin embargo, mediante microscopia de fluoresencia no se puede determinar de forma
inequivoca si las MSMPs se encuentran en el interior del neutréfilo o sobre él, para
corroborarlo se analizan los diferentes planos focales o “stacks” mediante microscopia

|ll

confocal. Como se observa en la figura R48, es en el “stack” intermedio donde se aprecia,
principalmente, la presencia de MSMPs, lo que nos demuestra que las MSMPs han sido

endocitadas por neutrofilos.
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Aparte de la endocitosis, en esta figura se puede observar cémo tras 1 y 3 horas de
estimulacién de los neutrdfilos, estos liberan al exterior MPO (marcada en Alexa fluor
594) indicdndonos la presencia de NETs, lo cual se abordard mas adelante. Ademas, se
observa como los nucleos de los neutrofilos (marcados con DAPI) pierden su morfologia
clasica debido a la propia estimulacién y a la formacién de esas trampas extracelulares
de neutrdfilos. Todos estos datos demuestran que las MSMPs han sido endocitadas por
neutréfilos humanos, confirmando lo observado previamente en los modelos animales

in vivo.
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Figura R48: Estudio de la produccién de NETs y le endocitosis mediante microscopia confocal. A) Staks

de un neutrdfilo después de haber sido estimulado durante 1 hora con MSMPs. B) Staks de un neutrofilo
después de haber sido estimulado durante 3 horas con MSMPs. Mieloperoxidasa marcada con Alexa fluor
594 (rojo), nucleos marcados con DAPI (azul) y MSMPs marcadas con FITC (verde)

126



RESULTADOS

8.2. Produccion de NETs tras la estimulacion con MSMPs-FITC.

Una vez demostrado que los neutrdfilos endocitan las MSMPs decidimos analizar si estas
pudieran inducir la produccién de NETs. Para ello incubamos los neutréfilos humanos

con MSMPs durante 1y 3 horas.

En primer lugar, se corrobord, mediante microscopia de fluorescencia, como, tras una
hora de estimulacidn los neutréfilos son capaces de endocitar las MSMPs, como ya se
menciond en el apartado anterior, aunque estas parecen no inducir la formacion de NETs
(Figura R49A). Sin embargo, después de tres horas se observé cémo los neutrofilos
formaban esas NETs perdiendo en muchos casos su propia morfologia. Ademas,
observamos como los NETs inducidos por las MSMPs son muy similares en abundancia
a los NETs inducidos por PMA llegando a ser incluso de mayor tamafio que los formados

por este control positivo (Figura R49B).

127



RESULTADOS

Figura R49: Estudio de la produccién de NETs mediante inmunofluorescencia. A) Produccién de NETs por
parte de neutrdfilos humanos estimulados con MSMPs durante 1 hora. B) Produccion de NETs por parte de
neutrdfilos humanos estimulados con MSMPs durante 3 horas. Mieloperoxidasa marcada con Alexa fluor
594 (rojo), nucleos marcados con DAPI (azul) y MSMPs marcadas con FITC (verde)

Mediante microscopia confocal comprobamos como las MSMPs formaban agregados y
estos agregados atraian a un mayor nimero de neutroéfilos. El tamano de los agregados
qgue formaban las propias particulas condicionaba el tamafio de las NETs. De tal forma
gue, cuanto mayor era el tamafio del agregado, mayor era el nimero de neutrdéfilos que

se congregaban a su alrededor y mayor era la NET formada. (Figura R50).
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DNA-DAPI MPO-AF594 MSMPs-FITC MERGE

Figura R50: Estudio de la produccion de NETs mediante microscopia confocal en funcion del tamaio del
agregado. Neutrofilos estimulados durante 3 horas con MSMPs. De arriba abajo se observa como el
tamarfio de la NET formada es proporcional al agregado de MSMPs presente alrededor de los neutrdfilos.
Mieloperoxidasa marcada con Alexa fluor 594 (rojo), nucleos marcados con DAPI (azul) y MSMPs marcadas
con FITC (verde).

De la misma manera, mediante microscopia confocal, se comprobd como el hidréxido
de aluminio no era capaz de inducir la formacién de NETs en neutrdéfilos estimulados in
vitro tras 1 hora (Figura R51). Sin embargo, tras 3 horas de estimulacidon si que
observamos la formacién de trampas extracelulares de neutrdfilos (Figura R51), pero de
menor tamano y en menor proporcién que las observadas tras la estimulacién con
MSMPs. Con estos resultados in vitro corroboramos los resultados obtenidos in vivo en
el analisis histolégico demostrandose que en neutréfilos humanos y murinos las MSMPs

tienen una mayor capacidad para inducir la formacion de NETs que el Al(OH)s.
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DNA-DAPI MPO-AF594 MSMPs-FITC MERGE
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Figura R51: Estudio de la produccion de NETs, mediante microscopia confocal, tras la estimulacion in

vitro de neutrofilos humanos con AL(OH)3 durante 1 y 3 horas. Mieloperoxidasa marcada con Alexa fluor
594 (rojo), nucleos marcados con DAPI (azul) y MSMPs marcadas con FITC (verde).

8.3. Los neutrofilos humanos estimulados con MSMPs liberan MPO al medio.

Posteriormente quisimos evaluar cuantitativamente si las MSMPs inducian una mayor
liberacion de MPO que el hidréxido de aluminio. Para ello recogimos el sobrenadante de
neutrofilos estimulados con ambos adyuvantes durante 1 y 3 horas y medimos la

liberacion de MPO por ELISA, utilizando PMA como control positivo de estimulacién.

Mediante este ELISA se corrobord lo observado in vitro por inmunofluorescencia, las
MSMPs liberan una mayor cantidad de MPO que el hidréxido de aluminio. Sin embargo,
aunque por inmunofluorescencia se veia una mayor cantidad de MPO a las tres horas
esto no se observd en el ELISA (Figura R52). Estos resultados son preliminares ya que se
necesita aumentar la n, pero nos permitieron determinar a qué tiempo deberiamos
medir la citrulinacion de la histona 3 en neutrdfilos estimulados tanto con hidréxido de

aluminio como con MSMPs, como otro marcador especifico de la induccion de NETs.
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8.4. Los neutréfilos humanos estimulados con MSMPs presentan mas Histona 3

citrulinada (H3cit).

Una vez cuantificada, de forma preliminar, la liberacién de MPO por parte de neutréfilos
humanos estimulados in vitro con MSMPs, quisimos estudiar, mediante citometria de
flujo, la presencia de Histona 3 citrulinada (H3cit) en dicho grupo celular transcurridos
30 y 90 minutos desde la estimulacidon, comparando siempre los resultados con la no
estimulaciéon. Como se menciona en la introduccién y a lo largo de este trabajo, la
presencia de Histona 3 citrulinada es otro marcador caracteristico de la formacién de
NETs. Al igual que ocurre en el apartado anterior, los resultados obtenidos tras este
analisis son preliminares, y se requiere aumentar el tamafio muestral, debido a la
variabilidad entre las muestras, para obtener resultados significativos sobre el aumento

de la expresion de H3cit en neutrdfilos estimulados con MSMPs.

A los 30 minutos, no se observan diferencias en la intensidad media de fluorescencia
(MFI) entre la no estimulacién y la estimulacién con MSMPs. Sin embargo, transcurridos
90 minutos observamos como los neutrdfilos estimulados con MSMPs presentan
mayores cantidades de H3cit, medida como MFI, en comparacién con los neutrofilos
estimulados con hidréxido de aluminio y con el grupo control (Figura R53). Aunque estos
resultados son bastante preeliminares respaldan lo observado previamente sobre la
capacidad de las MSMPs para inducir la formacién de trampas extracelulares de

neutrofilos (NETs).
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Figura R53: Andlisis cuantitativo de la presencia de Histona 3 citrulinada (H3cit) de neutrdfilos, mediante
citometria de flujo. A) Grdfica que representa la presencia de Histona 3 citrulinada, medida como
Intensidad de fluorescencia media (MFI), en neutrdfilos estimulados 30 y 90 minutos con RMPIc (gris)
MSMPs (rojo) y Al(OH)s (verde). B) Histograma representativo de la expresion de H3cit en neutrdfilos
humanos estimulados con MSMPs y con RMPIc durante 30 y 90 minutos. n=3.
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9. Estudio in vitro en humanos de la capacidad inmunoestimuladora de las MSMPs

en la respuesta celular frente al virus del SARS-COV-2.

Finalmente decidimos analizar la capacidad de las MSMPs para estimular la activacién
de linfocitos T humanos, analizandose la produccién de IFN-y tanto en PBLs solas como
PBLS co-cultivadas con células dendriticas derivadas de monocitos (moDCs) autélogas,

previamente primadas (Figura R54A).

En primer lugar, se escogieron como donantes a individuos sanos que habian sido
vacunados frente al SARS-CoV-2 o que habian pasado recientemente la enfermedad.
Para corroborarlo, se detectd, mediante ELISA, la presencia en sangre de 1gG frente a la

proteina S del SARS-CoV-2 (Figura R54).

[S-RBD IgG] (U/mL)
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no expuestos recuperados vacunados

Figura R54: Estudio in vitro de la respuesta inmunitaria frente a SARS-CoV-2. Respuesta IgG frente a la
proteina S-RBD de SARS-CoV-2. Se llevd a cabo la deteccion de IgG frente a RBD de la proteina S de SARS-
CoV-2 mediante ELISA. La linea horizontal representa el umbral a partir del cual se considerd respuesta
positiva (15 U/mL). El ensayo se realizé por duplicado.

A continuacidn se analizo, en los individuos que presentaban anticuerpos frente al SARS-
CoV-2, la produccidn de IFN-y por parte de las células T CD4+ y células T CD8+ en
presencia y ausencia de células dendriticas previamente primadas y tras la estimulaciéon

con MSMPs-Peptivator_S y MSMPs solas.

En el caso de las células T CD4+ no se observaron diferencias significativas en la
produccion de IFN-y tras la estimulacidn de PBLs con péptidos (Peptivator_S) o con
MSMPs conjugadas a los mismos péptidos, pero si entre la estimulacién exclusiva con

MSMPs y la estimulacion con MSMPs-Peptivator_S. Cuando co-cultivamos las CD4 con
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moDCs primadas provenientes del mismo donante observamos un aumento en la
produccién de IFN-y (Figura R55). Esto nos indica el papel que juegan las células
dendriticas en la presentacién y activacion de las células CD4 frente a péptidos virales, a

través del complejo mayor de histocompatibilidad II (MHC-1).
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Figura R55: Estudio in vitro de producciéon de IFN-y en células T. A) Dotplots representativos de la
produccion de IFN-y en células CD4+ solas y co-cultivadas con DCs primadas. B) Respuesta T CD4+
(produccion IFN-y) en presencia y ausencia de células dendriticas. Los resultados muestran la media de los
porcentajes (%) obtenidos (normalizados tras restarles la estimulacion basal). Las diferencias significativas
fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p < 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. n=7.

Con respecto a las células T CD8+ observamos que si que hay un aumento significativo
en la produccidn de IFN-y cuando son estimuladas con MSMPs-Peptivator respecto a los
péptidos solos. Cuando estas células se co-cultivan con moDCs autélogas se observa un
aumento significativo en la produccion de IFN-y al estimular las células solo con péptidos,
comparable al observado con MSMPs-Peptivator, aunque este aumento es mucho

menor que el observado en las células CD4. En este caso, también se observa una
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diferencia significativa entre la produccion de IFN-y en PBLs-DCs estimuladas con MSMPs

y las estimuladas con MSMPs-Peptivator (Figura R56).
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Figura R56: Estudio in vitro de produccion de IFN-y en células CD8+. A) Dotplots representativos de la
produccién de IFN-y en células CD8+ solas y co-cultivadas con DCs primadas. B) Respuesta T CD8+
(produccion IFN-y) en presencia y ausencia de células dendriticas. Los resultados muestran la media de los
porcentajes (%) obtenidos (normalizados tras restarles la estimulacion basal). Las diferencias significativas
fueron analizadas mediante la prueba Mann-Whitney. *p< 0,05, **p < 0,01, ***p < 0,001. n=7.
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DISCUSION

El uso de adyuvantes es fundamental para que una vacuna genere una potente y robusta
respuesta inmunitaria debido a las limitaciones que tiene el uso exclusivo de antigenos
o subunidades de los mismos, como la necesidad de grandes cantidades de estos o
multiples dosis de recuerdo para generar una respuesta adecuada'®®. Desde que se
aprobd el primer adyuvante en 1926 no se ha encontrado ninguno que cumpla con todas
las caracteristicas para ser considerado como ideal*®. El aluminio, en sus diferentes
formas, es el adyuvante mas utilizado desde su descubrimiento, y durante mas de 7
décadas fue el Unico disponible en el mercado®. Aun asi, presenta ciertos inconvenientes
y son estos los que dejan hueco para la llegada de nuevos adyuvantes'®. Aunque
muchos adyuvantes han llegado a la fase preclinica, muy pocos han conseguido la
autorizacién para su uso en humanos, debido principalmente a problemas de toxicidad
y tolerabilidad®. Todos estos datos dejan de manifiesto la necesidad de explorar nuevos
materiales con potencial adyuvante, que no sean toxicos para el organismo, que cumplan
con los criterios de tolerabilidad y eficacia, y que relnan la mayor cantidad de

caracteristicas necesarias para ser considerados ideales.

Este trabajo, continuando con investigaciones previas del grupo, se ha centrado en
estudiar el potencial del silicio mesoporoso, en forma de microparticulas (MSMPs), para
ser utilizado como adyuvante en vacunas gracias a su capacidad inmunoestimuladora.
En estudios previos nuestro grupo demostré el papel de las MSMPs como adyuvante en
una vacuna antitumoral, compuesta por un antigeno de naturaleza carbohidrato, que
generd una potente respuesta protectora frente al desarrollo de tumores que
presentaban ese antigeno®3. El trabajo aqui presentado muestra la investigacion llevada
a cabo para demostrar que las MSMPs pueden ser utilizadas como adyuvantes en
vacunas de naturaleza proteica confiriendo una potente y duradera respuesta
inmunitaria, tanto humoral como celular, frente a una infeccion viral, en este caso por
SARS-CoV-2. Ademas, comparamos el efecto de las MSMPs con el generado por el
hidroxido de aluminio (Al(OH)s), identificando diferencias y similitudes entre ambos y
demostrandose asi el papel adyuvante de las microparticulas de silicio mesoporoso en

vacunas de distinta naturaleza.
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1. Las MSMPs conjugadas a la S1 ofrecen proteccion frente al SARS-CoV-2 y al COVID-
19.

La produccidon de anticuerpos especificos es fundamental para el control de las
infecciones virales. En el caso de las infecciones por coronavirus se ha descrito que existe
una disminucion significativa de esta respuesta con el paso del tiempo lo que explica las

continuas reinfecciones que sufre la poblacién®®?,

Nuestros datos mostraron que las MSMPs conjugadas con la proteina S del SARS-CoV-2
(MSMPs-S1) son capaces de generar una robusta respuesta humoral un mes después de
la primera inmunizacidn en ratones WT BALB/c, produciendo anticuerpos de tipo IgG,
IgG1 e IgG2a especificos frente a dicha proteina. También observamos que cinco meses
después de la inmunizacion los niveles de anticuerpos decaen considerablemente, al
igual que ocurre con las vacunas para SARS-CoV-2 en humanos. Esta caida de la respuesta
humoral es una de las principales causas de las sucesivas olas a las que se vio expuesta

la sociedad tras la vacunacion®2.

Con respecto a la respuesta de IgG total, 1gG1 e IgG2a especificas para S1 no se
observaron diferencias entre las MSMPs y el hidroxido de aluminio durante los primeros
meses, lo que nos indica que las MSMPs tienen una capacidad similar al hidréxido para
estimular la respuesta humoral. Navarro-Tobal et al. demostraron que las particulas de
silicio mesoporoso eran capaces de inducir una respuesta humoral prolongada en un
complejo vacunal peptidico basado en un péptido de la proteina RAGE (receptor for
advanced glycation end products), la cual perduraba hasta 52 dias después de la
inmunizacidon®3. Con respecto a la inmunizacién frente al SARS-CoV-2, Adam et al.
(2022), tras inmunizar ratones BALB/c con microparticulas de silicio modificado
conjugadas a la region RBD (mSMP-RBD), observaron titulos elevados de IgG1, IgG2a e
IgG2b, los cuales fueron muy similares a los obtenidos tras la inmunizacién con alum-
RBD. Ademas, observaron cémo los anticuerpos producidos se mantenian hasta 180 dias

tras la inmunizacion”.

En los experimentos realizados para medir la respuesta humoral a largo plazo
observamos como 7 meses después de la primera dosis, y tras recibir una dosis de

recuerdo (boost) siete dias antes del sacrificio, los ratones inmunizados con MSMPs-S1
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respondieron con un aumento en la produccién de IgG2a que no se observo en los
ratones inmunizados con hidroxido de aluminio. Esta diferencia entre ambos adyuvantes
nos muestra la capacidad de las MSMPs para estimular la respuesta Th1l a largo plazo,
caracterizada por la produccidn de IL2 y anticuerpos IgG2a’4** en lugar de la respuesta
Th2, caracterizada por la liberacion de IL4 y la produccidon de anticuerpos IgG1, respuesta
que es capaz de estimular el hidréxido de aluminio!>>1°¢, En ratén, se ha descrito que la
inmunidad neutralizante y protectora frente al virus influenza se consigue con una
combinacion de IgG2a e 1IgG1%’. Igualmente, la IgG2a se ha relacionado con una mayor

eficacia en terapias antitumorales®>2,

La estimulacién de la respuesta Thl por parte de las MSMPs, como adyuvante, ya habia
sido demostrada previamente por nuestro grupo, en un modelo de vacuna tumoral
frente a un antigeno de tipo carbohidrato®. Ademas, confirma los datos obtenidos por
Adam A, et al. (2022) en los que tras la inmunizacidon por via parenteral y tras la
administracién de una dosis de recuerdo por via intranasal se observa una potente

inmunidad sistémica y de mucosas en ratones inmunizados con mSMP-RBD’>.

A continuacion, decidimos analizar la capacidad de neutralizacién frente al virus de los
anticuerpos generados. Nuestros resultados mostraron una buena capacidad
neutralizadora en ratones inmunizados con cualquiera de los dos adyuvantes, sin
observarse diferencias entre ellos durante los dos primeros meses. En este periodo de
tiempo la neutralizacién inducida, tanto por las MSMPs como por el Al(OH)s es elevada
demostrando, de forma tedrica, una proteccion frente a la infeccion por SARS-CoV-2. Sin
embargo, esta similitud observada entre ambos adyuvantes no concuerda con los datos
obtenidos por Adam A, et al. (2022), quienes observaron cémo los ratones inmunizados
con mPSM-RBD, tenian una capacidad de neutralizacién mucho mayor que los ratones
inmunizados con hidréxido de aluminio, en los que los niveles de union RBD-ACE2
disminuian aproximadamente un 60%’°. Las diferencias entre ambos ensayos respecto
al hidréxido de aluminio se pueden deber al formato utilizado en cada ensayo. En
nuestro caso se utilizd un hidrogel, mientras que, Adam et al. utilizaron una combinacién
de hidréxido de aluminio y magnesio que se encontraba en suspension y formaba
estructuras particuladas capaces de estimular al sistema inmunitario de forma diferente

al hidrogel. Otra diferencia entre ambos ensayos la encontramos en las particulas de
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silicio empleadas para la inmunizacién. Adam et al. utilizan unas microparticulas
producidas a través de un método de condensacion, que presentan una distribucidon
homogénea de poro y se encuentran unidas a CpG®° para activar de forma mas eficaz a
TLR9. Nuestras particulas se originan a través de un método electroquimico, presentan

una distribucién heterogénea de los poros y no se encuentran modificadas.

En el estudio de la respuesta humoral también medimos la capacidad de neutralizacién
en un estudio longitudinal durante siete meses donde de nuevo volvimos a observar
diferencias entre ambos adyuvantes. Siete dias después del boost comprobamos como
Unicamente los ratones inmunizados con MSMPs-S1 presentaban una elevada
neutralizacion, siendo cercana al 100% en la mayoria de los individuos, mientras que, los
ratones inmunizados con el adyuvante tradicional tenian una respuesta neutralizante
practicamente nula. Con ambos adyuvantes la neutralizacidn se perdid a los cinco meses,
pero el hecho de solo recuperarse tras el boost en los ratones inmunizados con nuestro
adyuvante explica la diferencia significativa observada tras el andlisis de correlacién

entre la neutralizacién y la produccién de anticuerpos a lo largo del tiempo.

Por otro lado, también estudiamos la capacidad de ambos adyuvantes de generar
anticuerpos neutralizantes frente a las distintas variantes de preocupacion (VOCs)
asociadas a un incremento de la transmisién y severidad de la enfermedad, dos meses
después de la primera dosis. Los menores porcentajes de neutralizacion que observamos
para las variantes beta y delta y la ausencia de neutralizacién observada con respecto a
Omicron se correlaciona con las multiples mutaciones que las variantes presentan en la
proteina S, concretamente en la regidon RBD respecto a la cepa original de Wuhan, con la
que realizamos la inmunizacion®. Estas mutaciones modifican la capacidad de unién de
los anticuerpos, producidos frente a la variante original. Por ejemplo, dmicron presenta
mas de 30 mutaciones en la proteina S, mientras que, beta solo presenta 8. Esta
presencia elevada de mutaciones en la proteina S de la variante dmicron provoca que
los anticuerpos producidos tras la vacunacion o infeccién frente a la variante WT no sean
capaces de reconocer ninguna region de la proteina S. Mientras que el bajo nimero de
mutaciones presentes en la variante beta hace que los anticuerpos producidos
previamente frente a la variante WT si que sean capaces de reconocer y unirse a las

distintas regiones de la proteina S, aunque con menor afinidad>°. Estos resultados nos
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demuestran como las mutaciones presentes en el dominio RBD disminuyen la eficacia
de los anticuerpos producidos tras la vacunacidon frente a la variante original,

independientemente del adyuvante utilizado.

Uno de los principales inconvenientes de muchos adyuvantes actuales, entre ellos el
hidréxido de aluminio, es su incapacidad de inducir una respuesta celular robusta>’4, la
cual es primordial en las vacunas virales'®. Unicamente las vacunas vivas atenuadas son
capaces de estimular esta respuesta®. La experiencia acumulada en la investigacién y el
estudio de otros coronavirus (SARS-CoV y MERS-CoV) demostrd que, para obtener una
respuesta protectora efectiva, era necesario tanto una respuesta humoral como una

respuesta T de memoria por parte, tanto de las células CD4+ como de las CD8+61,

En ratones envejecidos se demostré como las células T CD8+ especificas frente un
antigeno inmunodominante protegian de la infeccion mortal por SARS-CoV gracias a la
liberacion de citoquinas como IFN-y y TNF-a, las cuales redujeron la carga viral en el
pulmén®®?, De nuevo, los estudios que se realizaron frente al SARS-CoV demostraron
como las células CD8+ de memoria persisten hasta seis afos después de la infeccion,
mientras que, las células B de memoria no se detectaron a tan largo plazo®3. Debido a
la similitud entre ambos virus se planted la hipdtesis de que era muy probable que en el
caso del SARS-CoV-2 ocurriera lo mismo, y tras estudios longitudinales de la respuesta
humoral, tanto en modelos animales como en la poblacién general, se demostrd una
disminucion considerable de esta respuesta a los cinco meses. De manera que, la
generacion de vacunas capaces de estimular la respuesta celular CD8+ de memoria son

fundamentales para proteger a largo plazo de la infeccion.

En este trabajo demostramos como las MSMPs cargadas con la subunidad S1 del SARS-
CoV-2 eran capaces de inducir una robusta respuesta de linfocitos T CD8 productores de
IFN-y, la cual no se observaba en los ratones inmunizados con hidréxido de aluminio.
Estos resultados concuerdan con los observados por Adam et al. (2022) quienes al
inmunizar intraperitonealmente ratones con mPSM-RBD observaron la capacidad de
este complejo para inducir una respuesta T CD8 especifica, medida como produccion de
IFN-y, en el bazo de los ratones inmunizados. La respuesta celular era muy superior a la

respuesta generada por los ratones inmunizados con alum-RBD”>.
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La produccién de IFN-y por parte de las células CD8 estimuladas nos indica la
presentacién cruzada de estos péptidos a través del complejo mayor de
histocompatibilidad | (MHC-I). De esta forma se encontré no solo una nueva diferencia
entre ambos adyuvantes, sino también una ventaja en el uso de MSMPs frente al de
Al(OH)s, ya que como se menciona previamente y como ha quedado demostrado en este
trabajo, el hidréxido de aluminio no es capaz de inducir esta respuesta. La respuesta
celular, sobre todo citotdxica, junto con la elevada y mantenida capacidad neutralizante
de los anticuerpos sugiere que las MSMPs serian capaces de proteger mas tiempo, y de

manera mas eficaz, frente a la infeccidn por SARS-CoV-2 que el hidréxido de aluminio.

Previamente nuestro grupo demostré como MSMPs conjugadas a péptidos virales
aumentaban, en ensayos in vitro con células humanas, la respuesta inmunitaria
especifica, medida como produccién de IFN-y*°. En este trabajo, hemos demostrado
como MSMPs conjugadas a péptidos virales del SARS-CoV-2 inducian una mayor
respuesta en células humanas CD8, medida como produccién de IFN-y mediante
citometria de flujo, en PBMCs de donantes sanos que previamente habian estado
expuestos al SARS-CoV-2, bien a través de la vacunacion o de la infeccién. Ademas, tras
haber demostrado en trabajos previos, la capacidad de las células dendriticas para
endocitar las MSMPs#%%3, observamos como la respuesta especifica de las células CD4
también aumentaba considerablemente cuando co-cultivamos PBLs con células
dendriticas derivadas de monocitos (moDCs) primadas previamente. Estos resultados
nos demuestran que los péptidos estan siendo procesados y presentados a través del
complejo de histocompatibilidad 1l (MHC-II). Estas particulas, permanecen en
endosomas tardios (Rab7A+) de células dendriticas humanas, donde se cargan los

péptidos, durante al menos 14h63,

Con el fin de conocer mejor los mecanismos moleculares implicados en la respuesta
inmunitaria asociada al uso de MSMPs decidimos analizar el perfil transcripcional de los
esplenocitos aislados de ratones inmunizados con los complejos vacunales de estudio.
De forma general, observamos cambios significativos en la transcripcion de un alto
numero de genes tras comparar el uso de ambos adyuvantes con la inoculacién de PBS.
Este alto niumero de genes desregulados entre los diferentes grupos no se corresponde

con lo observado previamente por nuestro grupo en un experimento similar, donde

142



DISCUSION

Unicamente 47 genes se encontraban desregulados si comparabamos la inoculacién de
PBS frente a la de MSMPs®3. Mientras que, en nuestro ensayo encontramos cambios en
la transcripcion de 2890 genes. Esta diferencia observada entre ambos estudios puede
deberse, en parte, al modelo murino utilizado, CBA/J respecto a BALB/c, cuyas
diferencias quedan recogidas en la tabla D1. También hay que tener en cuenta el
protocolo de inmunizacidén seguido en cada caso (5 inmunizaciones respecto a las 2 de
este trabajo, recibiendo en ambos casos un boost siete dias antes del sacrificio). En
nuestro caso utilizamos el modelo BALB/c con dos dosis separadas 30 dias y una tercera
dosis separada 7 meses, mientras que, en el trabajo de I. Real se usé el modelo CBA/)
con dosis separadas cada 15 dias durante un periodo de 35 dias y una ultima dosis 2

meses después.

CARACTERISTICA BALB/c CBA/)
Perfil Inmunoldgico Respuesta Th2 Respuesta Th1-Th2
Haplotipo MHC H2d H2k
Utilidad en investigacion Enfermedades infecciosas Inflamacién
Anticuerpos monoclonales Autoinmunidad

Tabla D1: Principales diferencias inmunoldgicas entre la cepa BABL/c y CBA/J. Informacidén recogida de
Jackson Laboratory®4,

En este trabajo tras comparar el bazo de ratones inmunizados solo con PBS con el bazo
de ratones inmunizados con MSMPs observamos como existe una gran cantidad de vias
desreguladas en el caso de la inmunizacidn con MSMPs. Dentro de estas vias nos gustaria
destacar la via relacionada con la formacién de trampas extracelulares de neutrofilos,
cuyos genes se encuentran regulados al alza en el bazo de ratones inmunizados con
MSMPs siete dias después de la ultima dosis. Este trabajo demuestra la capacidad de las
MSMPs para favorecer el reclutamiento de los neutréfilos a la zona de inmunizacion e
inducir la formacion de trampas extracelulares de neutroéfilos. Sin embargo, la regulaciéon
al alza de esta via nos estaria indicando la posible capacidad de las MSMPs para migrar

al bazo y activar los neutrdfilos presentes en este érgano.

De manera general, observamos como ratones inmunizados con MSMPs presentan una
regulacion al alta de Plcg1, gen que juega un papel importante en la transduccion de

senales intracelulares a través de los receptores tirosin-quinasa y que se expresa de
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forma amplia en el organismo!®>1%® participando en diferentes vias de sefializacién

asociadas a receptores en células T y receptores de tipo Toll.

Finalmente, en el andlisis de ARN-seq no se observé ningln cambio transcripcional de
genes implicados en la respuesta celular como Ifny el cual habiamos visto que
aumentaba en ratones inmunizados con MSMPs-S1. IFN-y es una de las citoquinas mas
importantes del sistema inmunitario al encargarse de la sefializacion entre sus células'®’,
por ello su regulacidon es un proceso altamente complejo'®8. Este gen no se expresa de
forma constitutiva, sino que su expresion depende de la presencia o ausencia de
estimulos que puedan ser perjudiciales para el organismo y que puedan desencadenar
la activacion del sistema inmunitario®®®. En nuestro estudio, la ausencia de estimulacion
de los esplenocitos una vez extraidos, asi como, el transcurso de siete dias desde la

ultima dosis podrian ser las responsables de no observar variaciones en la expresién de

este gen entre los diferentes grupos.

Con todos los resultados obtenidos podemos concluir que las microparticulas de silicio
mesoporoso (MSMPs) tienen una elevada capacidad para estimular la respuesta
humoral, muy similar a la del hidréxido de aluminio, al igual que una elevada capacidad
para estimular la respuesta celular en este caso, de manera mas eficaz que el hidroxido
de aluminio, confirmando que las MSMPs tienen un elevado potencial para ser utilizadas

como adyuvantes en futuras vacunas.

Nuestros resultados indican que las MSMPs son capaces de inducir una potente
respuesta inmunitaria tanto celular como humoral frente a la proteina S1. Por esta razén
decidimos realizar estudios de proteccion frente a la infeccién viral en ratones k18-
hACE2. El andlisis de diferentes parametros como la supervivencia, las variaciones en el
peso y los sintomas clinicos nos demuestra como las MSMPs, al igual que el hidréxido de
aluminio, fueron capaces de proteger frente al desarrollo grave de la enfermedad gracias

a la inmunidad humoral y celular generada.

La presencia de carga viral en los pulmones de los ratones después del reto viral
demostraba que todos habian sido infectados por el virus del SARS-CoV-2,
independientemente del complejo vacunal utilizado. Sin embargo, si que se observa una

carga ligeramente inferior en los grupos inmunizados con los adyuvantes, dejando de
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manifiesto una minima proteccion parcial. La carga observada en este drgano, vy la
ausencia de diferencia entre los distintos grupos, se puede deber a la alta carga viral,
medida como PFU, utilizada para la infeccién, considerada letal y muy superior a la
obtenida durante una infeccién natural'®. Los resultados obtenidos 4 dias después de la
infecciédn concuerdan con los datos obtenidos en ensayos paralelos realizados por
diferentes investigadores, los cuales evaluaban distintos candidatos vacunales frente al
mismo virus®®17% En un ensayo muy similar Larraga V. y cols (2022). observaron que,
tras evaluarse de nuevo la presencia del virus 15 dias después de la infeccién, la carga
viral en este érgano disminuia gracias a la respuesta humoral y celular que se habia
observado previamente tras la vacunacidon'®®. Con estos datos pensamos que, si la
presencia del virus se hubiese evaluado de nuevo 15 dias después de la infeccidn
observariamos como los ratones inmunizados con ambos complejos adyuvantes
presentarian una menor carga viral en los pulmones pudiendo llegar a observar posibles

diferencias entre ambos adyuvantes.

Posteriormente, se evalud la carga viral en otros drganos por los que el virus tiene cierto

71 observandose la ausencia de virus en aquellos individuos

tropismo, como el cerebro
que habian sido inmunizados con cualquiera de los dos complejos vacunales, pero no en
los individuos inmunizados exclusivamente con el antigeno, los cuales tenian una carga
viral practicamente idéntica a la de los grupos control. Estos resultados concuerdan con
los obtenidos por diversos grupos al estudiar diferentes candidatos vacunales!®®170, Se
ha demostrado como la presencia del virus del SARS-CoV-2 en el cerebro esta
relacionada con la muerte neuronal y la aparicidon de microinfartos cerebrales, los cuales
destruyen lentamente el 6rgano y condicionan la vida de los pacientes que lo sufren. La
presencia del virus en el cerebro explicaria los sintomas neuroldgicos observados tras la
infecciéon por COVID-19 como confusion, olvido y perdida del olfato y gusto entre
otros!’!. La disminucién de la carga viral en el cerebro de ratones inmunizados con
cualquiera de los adyuvantes demuestra que las MSMPs, al igual que el Al(OH)s, son

capaces de estimular al sistema inmunitario favoreciendo el aclaramiento viral vy,

evitando asi, la infeccion de otros drganos.

En el caso del corazdn no se detectd carga viral en ninguno de los grupos infectados, lo

gue nos lleva a concluir que el virus no es capaz de infectar este érgano. Sin embargo,
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en los ensayos realizados por V. Larraga, si que se detectd carga viral 4 dias después de
la exposicidn al virus®®. Ambos ensayos se realizaron con la misma carga viral (PFU), con
la misma variante y con el mismo modelo murino, de manera que, los resultados de la

carga viral en los grupos control deberia ser idéntica en ambos ensayos.

Los datos de proteccidn obtenidos no nos permitieron observar diferencias significativas
entre los adyuvantes, aunque si que podemos concluir que las MSMPs conjugadas con
el antigeno confieren una elevada proteccion frente al SARS-CoV-2, de la misma manera
que el hidréxido de aluminio. La ausencia de diferencias entre ambos se puede deber,
en parte, al protocolo establecido para realizar el reto viral, y es que, la infeccidn de estos
animales se produjo a los 45 dias de la primera dosis vacunal, y a este tiempo no hay
diferencias en torno a la respuesta humoral, ni a la neutralizacién entre ambos
adyuvantes. Teniendo en cuenta los datos de respuesta inmunitaria a largo plazo y, para
determinar de forma inequivoca si las MSMPs son capaces de proteger frente a la
infeccion mejor que el hidréxido de aluminio, seria necesario infectar a ratones
inmunizados siete meses después de la primera dosis, pues es a este tiempo donde se

observaron las principales diferencias entre ambos adyuvantes.

2. Los neutrdfilos y la proteina adaptadora MyD88 son fundamentales en el

mecanismo de accion de las MSMPS.

Conocer qué ocurre en la zona de inmunizacion es fundamental para comprender el
mecanismo que utilizan los adyuvantes para estimular al sistema inmunitario.
Previamente nuestro grupo demostré como las MSMPs eran capaces de estimular y
activar a células dendriticas, macréfagos M1 y macréfagos M2°%83, Esto nos llevd a
pensar que, en modelos in vivo, la presencia de MSMPs en el organismo estimularia la
llegada de dichas células induciendo su activacion y diferenciacién, constituyendo el
primer paso para la generacidn de esa respuesta humoral y celular que se habia

observado al inmunizar ratones con el complejo MSMPs-S1.

La diferencia observada, no solo con relacién al tiempo, sino también a la forma del
infiltrado se debe al efecto que tiene cada adyuvante sobre el tejido y las células del
sistema inmunitario. Por un lado, las MSMPs se distribuyen por todo el tejido conjuntivo,

y entre las fibras musculares generando un infiltrado mucho mas difuso, mientras que
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por el otro lado, el hidréxido de aluminio se acumula en el sitio de inoculacion de manera
visible en los analisis histoldgicos. Este depdsito formado por el hidroxido de aluminio
condiciona su accidn, ya que parece ser fundamental para que pueda activar y reclutar
a células del sistema inmunitario'’>173, por lo que todas las células que forman el
infiltrado quedan restringidas a su alrededor. Transcurridas 24 horas el depdsito de
aluminio, se reabsorbe dejando una lesion en el tejido, mientras que las MSMPs
permanecen, aumentando potencialmente, el tiempo de exposicion al antigeno.
Ensayos previos realizados en nuestro grupo demostraron como 7 dias después de la

inoculacidn, las MSMPs permanecian en el tejido, aunque en menor proporcion®3,

Después de la inoculacién de ambos adyuvantes las primeras células que llegan a la zona
de inmunizacién son los neutréfilos, los cuales permanecen transcurridas 24 horas, en
el caso de las MSMPs, pero desaparecen transcurrido este tiempo en el caso del
hidroxido de aluminio. Las diferencias observadas entre las MSMPs y el Al(OH)s nos
llevaron a pensar en la posible interaccién entre los neutréfilos y las MSMPs que podria
condicionar el resto de la respuesta inmunitaria. Esta hipdtesis se desarrollé a lo largo

del trabajo y se discutird mas adelante.

Diversos investigadores demostraron como el hidréxido de aluminio era capaz de
generar un ambiente pro-inflamatorio tras 24 horas, que atraia a monocitos, macréfagos
y células dendriticas'’>'74. Sin embargo, en nuestro caso 24 horas después de la
inoculacién, el depdsito desaparece y con él el infiltrado generado. Las diferencias
observadas en torno al hidroxido de aluminio pueden deberse, al estado fisico en el cual
se encuentra el adyuvante. Cuando este se suministra en forma de sales, estas se
agregan formando nanoparticulas, las cuales estimularian a los neutrofilos y otras células
inmunes induciendo una inflamacién'’>. En nuestro caso, el hidroxido se administré en
forma de gel, de manera que no se produce esa agregacion y el gel es reabsorbido

rapidamente sin generar un infiltrado de células duradero.

En el caso de las MSMPs observamos sobre todo la presencia de células innatas como
neutrofilos y macrdofagos. Previamente en modelos in vitro nuestro grupo demostré que
las MSMPs eran endocitadas por macréfagos y células dendriticas generando en ellos
activacion y liberacion de citoquinas®®®3, Esta activacion de macréfagos que observamos

in vitro, junto con el infiltrado observado in vivo tanto de macrdofagos como de
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neutrofilos, explicaria la presencia de células T que observamos en el infiltrado después

de 24 horas.

Si nos centramos en los neutréfilos y en su interaccion con ambos adyuvantes
observamos como 4 horas después de la inoculacion el infiltrado generado por ambos
estd constituido principalmente por neutrofilos, al ser este grupo celular el primero en
acudir en presencia de dafio o infeccion'®. Ademads, mediante hematoxilina/eosina,
observamos su asociacion con las MSMPs, corroborando los resultados obtenidos in

vitro donde demostramos que las MSMPs eran fagocitadas por neutréfilos humanos.

A las 24 horas nos centramos exclusivamente en el infiltrado generado por MSMPs, ya
gue como se ha mencionado previamente, el infiltrado generado por el hidroxido de
aluminio desaparece. Cuando detectamos la presencia de neutrdfilos utilizando el
marcador de la elastasa, enzima caracteristica de los neutrofilos, se observa una
disminucion de esta, lo que nos estaria indicando la disminucién de neutréfilos en el
infiltrado. Sin embargo, cuando analizamos el porcentaje de células positivas para
mieloperoxidasa (MPO), otra enzima caracteristica de los neutréfilos, observamos un
mayor numero de células positivas para este marcador. Esta discrepancia observada se
puede deber a la diferencia que presentan ambas enzimas en relacién a su vida media,
siendo la vida media de la elastasa de unas pocas horas, mientras que, la de la
mieloperoxidasa mucho mayor, pudiendo llegar a ser de incluso varios dias debido a su
baja susceptibilidad a la degradacién'’®'”’, Ademas, la presencia de MPO en el tejido
nos estaria indicando la presencia de NETs en esas zonas, corroborandose la capacidad
de las MSMPs para inducir NETs, como se habia demostrado en ensayos in vitro®. La
MPO se libera al exterior durante la formacion de NETs, junto a la Histona 3 (H3), que
ademas de liberarse junto con las fibras de DNA, se citrulina, siendo la presencia de H3cit
un marcador fundamental de la formacién de NETs’8. Nuestros datos indicaron que las
MSMPs son capaces de inducir la formacién de NETs, entre 4 y 24 horas después de su
inoculacidn, mientras que, el hidréxido de aluminio no es capaz de generar estas redes.
Como se menciona en el apartado anterior es la naturaleza particulada la que induce la
formacion de NETs dado que se ha observado como cristales de silice o calcio'”® son

capaces de inducir esta respuesta en ensayos in vitro.
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Los resultados obtenidos in vivo se corresponden con los ensayos realizados in vitro,
volviéndose a demostrar la capacidad de las MSMPs para estimular los neutréfilos,
induciendo la formacién de NETs, y la limitacién del hidroxido de aluminio, en formato
de gel, para estimular a estas células, midiendo la estimulacién a través de la formacién
de NETs. Sin embargo, revisando la literatura publicada en torno al mecanismo de accion
del hidroxido de aluminio encontramos como este material es capaz de estimular a los
neutrdfilos a través de la formacidon de NETs'’4#'7>, contribuyendo estas estructuras al
efecto del alumbre en vacunas'®. La diferencia observada entre nuestro ensayo y la
literatura se puede deber, una vez mas, al formato en el cual se presenta el hidroxido de
aluminio en el complejo vacunal*’>, y es que, las nanoparticulas, independientemente
del material del que estén hechas, son capaces de activar a los neutrofilos a través de
mecanismos de desgranulacidn, estrés oxidativo o formacion de trampas extracelulares

de neutroéfilos (NETs)0,

Con el fin de estudiar el papel de los neutréfilos en el mecanismo de accion de los
adyuvantes analizados decidimos utilizar el modelo de raton iDTRMRP8xCRE, que
permite deplecionar los neutrofilos de forma temporal en el momento de la
inmunizacion. Estos experimentos mostraron una disminucion drastica de los niveles de
IgG1 especificos frente a la regién RBD en los ratones deplecionados de neutrdfilos e
inmunizados utilizando MSMPs como adyuvante. En contraste, cuando utilizamos
hidroxido de aluminio, los neutrofilos parecen ser prescindibles para montar una
respuesta especifica de anticuerpos IgG1. En este sentido, ensayos previos demostraron
como ratones deficientes PAD4, proteina que impulsa la formacién de NETs, inmunizados
con hidréxido de aluminio presentaban una respuesta humoral disminuida en
comparacion con los ratones WT*8L, De nuevo, las diferencias observadas en torno al

hidroxido de aluminio en nuestro caso son posiblemente debidas al formato utilizado.

Estos datos junto con la presencia de células B en la zona de la inmunizacién nos hacen
pensar que existe una posible interaccion entre MSMPs, neutrofilos y células B, la cual
se desarrollaria a través de citoquinas. Una de las citoquinas que podria estar implicada
en esta interaccidn podria ser BAFF, la cual es liberada por neutrdfilos activados'®?, y es
capaz de unirse a receptores especificos que se encuentran en las células B (BAFF-R)'83

(Figura D1).
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Figura D1: Mecanismo de accién de las MSMPs a través de su interaccion con los neutrdfilos. A)
Inoculacion de las MSMPs-S1 via intramuscular. B) Reclutamiento de neutrdfilos en la zona del infiltrado.
C) Efecto de las MISMPs sobre los neutrdfilos y la interaccién directa de estos con células B e indirecta con
células T a través de las células dendriticas (DCs). D) Simbologia utilizada para describir la interaccion entre
MSMPs, neutrdfilos, células B y células T. Imagen realizada en Biorender.

En el bazo de los ratones deplecionados de neutréfilos inmunizados con MSMPs también
observamos una drastica disminucién de linfocitos T productores de IFN-y. Esta
disminucion de la respuesta celular en ausencia de neutrofilos junto con el infiltrado de
células T en la zona de inmunizacidén, nos sugiere una posible interaccion entre estas
células, habiendo tres posibles explicaciones para esta interaccion. Por un lado, estaria
la teoria de una interaccion directa entre MSMPs, neutréfilos y células T, la cual es
bastante improbable debido a la corta vida de los neutréfilos y al tiempo que tarda la
respuesta adaptativa en comenzar. Por otro lado, se podria dar una interaccién entre
MSMPs, neutroéfilos, células Ty células B, o bien, células dendriticas (las cuales sabemos
gue también endocitan MSMPs) siendo esta la interpretacién mas plausible. En este
caso, los neutrdfilos endocitarian a las MSMPs cargadas con el antigeno y al activarse por
distintos mecanismos, uno de ellos la formacién de trampas extracelulares, estarian

184 qumentando asi la

favoreciendo su interaccién con las células dendriticas
disponibilidad y presentacion del antigeno a estas, condicionandose indirectamente la
activacion de las células T (Figura D1). Todos estos datos nos ayudan a empezar a

comprender el mecanismo de accién de las MSMPs.

Continuando con el mecanismo de accidn, quisimos estudiar si estd mediado por los TLRs

presentes en las células innatas. La activacién de los receptores Toll-Like (TLRs), es
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fundamental para la activacion de células dendriticas y, en consecuencia, la activacion
de células B y T®18, Cuando se descubrid que ciertos adyuvantes también eran capaces
de activar a los TLRs se abrid una nueva via de conocimiento acerca del mecanismo de
accion de los mismos. Por ejemplo, el hidroxido de aluminio es independiente de TLR y
su mecanismo de accién se debe principalmente a la activacidon del inflamasoma
(NLRP3), aunque a pesar de ser el primer adyuvante aprobado sigue habiendo mucha
controversia en torno a su mecanismo de accién>21169173 Otros adyuvantes, como CpG
o el sistema AS04, si que ejercen su funcion a través de TLRs, activando TLR9 y TLR4

respectivamente>36,

Para determinar si las MSMPs ejercian su accidén a través de TLRs, o bien eran
independientes de estas vias usamos dos modelos de raton knock-out, uno de los cuales
tenia silenciada la proteina adaptadora MyD88, de manera que se bloqueaba la
senalizacion de todos los TLRs menos de TLR3 y parte de TLR4 y, otro que presentaba
silenciada exclusivamente la via de TLR4. Tras ensayos de inmunizacién observamos
como los ratones KO MyD88 que habian sido inmunizados con el complejo MSMPs-S1
presentaban una disminucion considerable tanto de la respuesta humoral como celular.
La ausencia de respuesta en este grupo se puede deber a la no estimulacién de la
respuesta innata al verse inhibida las vias de TLR, pero también a la disminucion de
células T CD8 efectoras y de memoria como consecuencia del silenciamiento de
MyD88%86, ya que estudios previos habian demostrado como la ausencia de MyD88
disminuia la expansion clonal y la funcidon efectora de las células T en ratones
vacunados'®’. Por otro lado, los ratones KO TLR4 inmunizados con el complejo MSMPs-
S1 presentaban practicamente la misma respuesta humoral y celular que los ratones WT,
de manera que, las MSMPs no interaccionan con este TLR. En el caso del hidréxido de
aluminio, se observd la misma respuesta en ratones KO MyD88 que en ratones WT, lo
gue concuerda con lo establecido acerca de su mecanismo de acciéon a través del

inflamasoma.

Estos resultados sugieren tres posibles mecanismos de accidn para nuestro adyuvante.
Por un lado, puede ser que las MSMPs ejerzan su funcidon de manera dependiente de
TLR, excluyendo las vias de TLR4 y TLR3, por lo que quedaria por determinar a través de

que via de TLR ejercen su funcién las MSMPs. Si continuamos con la hipdtesis establecida
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de que las MSMPs necesitan de los neutrofilos para ejercer su accién adyuvante,
excluiriamos a TLR7 como diana de las MSMPs, al no estar presentes en los
neutréfilos?®. Si tenemos en cuenta la capacidad de las células dendriticas de endocitar
alas MSMPs en el interior de los endosomas®, la explicacion mas plausible en este caso
seria que las MSMPs fuesen capaces de activar a TLRs enddgenos como son TLR7/TLR8
y TLR9. Si determinamos que las MSMPs solo activan una via especifica de TLR que debe
estar presente tanto en neutréfilos como en macréfagos y células dendriticas, podriamos
proponer la hipdtesis de que el mecanismo de accién de las MSMPs se basa en la
activacion de TLR8 o TLR9. Teniendo en cuenta, que TLR8 carece de funcién en los

ratones!®, las MSMPs estarian activando exclusivamente a TLR9 (Figura D2).

; d (?ﬁ)
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Figura D2: Mecanismo de accion de las MSMPs a través de su interaccion con los TLRs. A) Inoculacion de
las MSMPs-S1 via intramuscular. B) Reclutamiento de neutrdfilos, dendriticas y macréfagos en la zona del
infiltrado. C) Efecto de las MSMPs sobre los neutrofilos y la activacion de TLR9 en los endosomas. D) Efecto
de las MSMPs sobre células dendriticas, activacion de TLR9 tras llegar a los endosomas y presentacion
cruzada del antigeno a través de MHCI. E) Simbologia utilizada para describir la interaccion entre MSMPs,
neutrdfilos, células B y células T. Imagen realizada con Biorender.

Investigaciones previas realizadas con microparticulas de silicio nanoporoso
demostraron como estas eran capaces de activar a TLR9 tras ser cargadas con ligandos
estimulantes de este, induciendo una mayor estimulacion de TLR9 que los ligandos solos
o unidos a adyuvantes lipidicos®. Para corroborar que las MSMPs ejercen su funcidn a
través de TLR9 se podrian inmunizar ratones KO para dicho TLR y estudiar como varia la

respuesta humoral y celular en comparacion con los ratones WT. De manera in vitro, se
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podrian cultivar células dendriticas con inhibidores quimicos de TLR9, como E6446'% y
ver mediante citometria de flujo la maduraciéon y activacién de este grupo celular.
También se podrian usar anticuerpos monoclonales como IM0O-3100'%, que actien de

antagonistas para dicho TLR.

Otro posible mecanismo de accién es que las MSMPs ejerzan su actividad adyuvante de
forma independiente de TLRs, pero dependiente de la proteina MyD88, como ocurre con
el adyuvante MF59°. Para comprobar si las MSMPs son capaces de activar alguna via de
TLR o bien solo dependen de MyD88 se podrian usar lineas celulares que presenten cada
TLR de forma estable y que presenten un gen reporter que nos permita medir la
activacion de los distintos TLRs en presencia y ausencia de MSMPs y de controles
positivos para cada TLR. Este ensayo también nos permitiria determinar si las MSMPs
con capaces de estimular a TLR9?8. Estudios realizados con MF59 demostraron como en
ratones KO MyD88 el reclutamiento de neutroéfilos después de la inmunizacion se vio
disminuido?®. De manera que, si la ausencia de MyD88 disminuye el reclutamiento de
neutroéfilos, y las MSMPs necesitan de estas células para ejercer su funcion, cabria
esperar la disminucién de la respuesta humoral y celular que hemos observado en

ratones KO MyD88 inmunizados con MSMPs-S1.

Finalmente, quedaria por evaluar si las MSMPs pudiesen también ejercer su funcién a
través del inflamasoma, como el hidroxido de aluminio. Diversos investigadores
demostraron como nanoparticulas de silice eran capaces de inducir la liberacién de
citoquinas inflamatorias en PBMCs humanas gracias a la capacidad de estas de activar el
inflamasoma®®!, pero también se ha demostrado como esta capacidad depende del

192 por lo que habria que demostrar si nuestras microparticulas

tamafio de la particula
de silicio, con un tamafo heterogéneo pero inferior a 5 um serian capaces de activar esta

via.

En resumen, este trabajo muestra el potencial de las MSMPs para estimular el sistema
inmunitario, en un complejo vacunal frente al virus del SARS-CoV-2 confiriendo una
potente respuesta humoral, celular y de proteccion a los ratones vacunados. Con este
trabajo ha quedado demostrado como las MSMPs estimulan la respuesta humoral de
forma comparable al hidréxido de aluminio con una mejor respuesta Th1 y durabilidad

en el tiempo. En el caso de la respuesta celular, se demostré como la capacidad de las
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MSMPs para estimular dicha respuesta era superior a la capacidad del hidroxido de
aluminio, y probablemente, superior a la de otros adyuvantes aprobados para uso
humano. También, hemos demostrado como aumenta la respuesta citotdoxica de

memoria in vitro, en humanos.

Siguiendo la linea de trabajos anteriores, se demostré mediante modelos in vivo, la
capacidad de las MSMPs de atraer y activar a células innatas como macréfagos y
neutrofilos, comenzandose a estudiar el mecanismo de accion, con respecto al cual,
guedan muchas incdgnitas por resolver. Este trabajo demuestra como la capacidad
adyuvante de las MSMPs es en gran parte dependiente de los neutrdfilos. Ademas, de la
dependencia de la transduccidn de sefiales a través de MyD88, siendo fundamental para
el desarrollo de la respuesta inmunitaria inducida por las MSMPs. Aun asi, sigue siendo
necesaria la investigacion en torno a este material para conocer cdmo ejerce su funcién

sobre los neutrdfilos y células dendriticas y cdmo condicionan la respuesta adaptativa.
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Las MSMPs conjugadas a la proteina S1 son capaces de estimular la respuesta
humoral especifica de manera similar al hidréxido de aluminio en ratones BALB/c
inmunizados frente al SARS-CoV-2. La respuesta con MSMPs mejora tras una
dosis de recuerdo a los siete meses.

Las MSMPS aumentan la produccién de IgG2a después de la dosis de recuerdo,
en ratones inmunizados frente al SARS-CoV-2. De manera que, las MSMPs
estimulan la respuesta Th1.

Las MSMPs potencian la actividad neutralizante frente al SARS-CoV-2 en ratones
BALB/c después de dos dosis de inmunizacion, de manera similar al hidréxido de
aluminio. Tras una dosis de recuerdo con MSMPs-S1 a los siete meses, se obtiene
la mayor actividad neutralizante, mientras que los ratones inmunizados con
hidroxido de aluminio la pierden.

Las MSMPs-S1 son capaces de potenciar la respuesta T CD8+ de forma mas eficaz
que el hidréxido de aluminio en ratones BALB/c inmunizados frente al SARS-CoV-
2.

Las MSMPs conjugadas con la subunidad S1 ofrecen proteccidn eficaz frente a la
enfermedad grave o muerte por SARS-CoV-2. Mejoran el aclaramiento viral en
drganos diana y disminuye los sintomas clinicos de los individuos infectados.

Las MSMPs generan un infiltrado de células en la zona de inmunizacidon que
perdura hasta pasadas 24 horas, formado inicialmente por neutroéfilos.

Las MSMPs son capaces de activar a los neutréfilos induciendo en ellos la
formacion de trampas extracelulares (NETs), tanto en modelos in vivo como en
in vitro.

Las MSMPs necesitan a los neutrofilos para ejercer su actividad adyuvante,
puesto que ratones iDTRMRP8xCRE deplecionados de neutréfilos carecen de
respuesta humoral y celular tras la inmunizacién con el complejo MSMPs-S1.
Las MSMPs ejercen su mecanismo de accién a través de la proteina adaptadora
MyD88 como indica el hecho de que los ratones KO MyD88 inmunizados con el
complejo MSMPs-S1 presentan una respuesta humoral y celular drasticamente

disminuida.
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10. Las MSMPs conjugadas a péptidos virales del SARS-CoV-2 aumentan la respuesta
T de células T CD8+especificas de memoria en PBMCs humanos de individuos

previamente expuestos al SARS-CoV-2.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: The SARS-CoV-2 pandemic has a huge impact on public health and global economy, meaning an enormous
SARS-CoV-2 scientific, political, and social challenge. Studying how infection or vaccination triggers both cellular and hu-
Cellular response moral responses is essential to know the grade and length of protection generated in the population. Nowadays,
Antibodies Lo .. . X . . :

S-protein scientists and authorities around the world are increasingly concerned about the arrival of new variants, which
CgVID-19 have a greater spread, due to the high mutation rate of this virus. The aim of this review is to summarize the
ACE2 different techniques available for the study of the immune responses after exposure or vaccination against SARS-

CoV-2, showing their advantages and limitations, and proposing suitable combinations of different techniques to
achieve extensive information in these studies. We wish that the information provided here will helps other
scientists in their studies of the immune response against SARS-CoV-2 after vaccination with new vaccine can-
didates or infection with upcoming variants.

1. Introduction

Coronavirus 19 disease (COVID-19) is an infectious disease caused
by the severe acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2)
and responsible for the last pandemic [1]. SARS-CoV-2 is an enveloped
RNA virus belonging to the betacoronavirus family where we find other
coronaviruses such as MERS, SARS-CoV or viruses responsible for
common colds [2].

SARS-CoV-2 is made up of different proteins which are essential for
the cellular and humoral response after infection or vaccination [1].
These proteins are the Nucleocapsid phosphoprotein (N), the Membrane
glycoprotein (M), the Envelope protein (E) and the Spike glycoprotein
(S). The last one is responsible for the entry of the virus into the cells due
to its ability to bind to ACE2 (angiotensin-converting enzyme 2) present
in many of our cells, such us type II alveolar epithelial cells of the lung,
stratified epithelial cells of the esophagus, enterocytes of the ileum and
colon and myocardial cells among others [3]. This is the reason why

most vaccines are based on the S protein [1].

1.1. Cross-reactivity

Among all human coronaviruses, there are four strains, excluding
SARS-CoV-2, with a seasonal cycle of infectivity: HCOV-HKU1, -OC43,
-229E and -NL63 [4]. These strains show similarities in their Membrane,
Envelope and Nucleocapsid proteins in more than 90 % with SARS-CoV-
2, but only around 25-30 % with the Spike protein. Therefore, it is not
surprising that there may be cross-reactivity with those antigens of high
similarity, which would hinder the determination of specific antibodies
against SARS-CoV-2 in these cases [5].

T cell cross-reactivity is characterized by the recognition of two or
more peptide-MHC complexes by a single TCR. In other words, T cell can
recognize antigens from a pathogen without previous contact, due to the
antigenic similarity between proteins belonging to different pathogens,
especially those belonging to the same family [6]. Cross-reactivity of

Abbreviations: ACE2, Angiotensin-converting enzyme 2; ADCC, Antibody-dependent Cellular Cytotoxicity; AIM, Activation Induced Marker; CLIA, Chemilumi-
nescent Assay; COVID-19, Coronavirus 19 disease; DTP, Diphtheria, Tetanus, and Pertussis vaccine; E, Envelope; ELISA, Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay;
ELISPOT, Enzyme-linked ImmunoSpot; FLISA, Fluorophore Linked Immunosorbent Assay; HEK, Human Embryonic Kidney Cells; HIV, Human Immunodeficiency
Virus; HRP, Horseradish Peroxidase; ICS, Intracellular Cytokine Assay; ILCs, Innate Lymphocyte Cells; K18, Cytokeratin 18 gene; LDH, Lactate Dehydrogenase; LFIA,
Lateral Flow Immunoassay; M, Membrane; MERS, Middle East Respiratory Syndrome-related coronavirus; MHC, Mayor Histocompatibility Complex; MLV, Murine
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specific T cells against SARS-CoV-2 antigens has been observed in 20-50
% healthy unexposed donors when their cells were incubated with viral
peptide megapools [4-8], that include several overlapping peptides that
cover a complete viral protein. Interestingly, cross-reactivity with
different allergens such as pollen or serum albumin [9], and other
vaccines, such as DTP vaccine has also been reported [10]. Therefore, it
is not surprising that cellular assays show positive response results in
non-exposed individuals, so SARS-CoV-2 specific response analysis
should be evaluated in a complementary manner.

2. Cellular response

The response to a viral infection is based on the recognition of viral
antigens by different cells of the immune system, which generate an
effector and memory response, known as the cellular response, in
contrast to the humoral (antibody-based) response. Cellular response is
fundamental to control SARS-CoV-2 infection and COVID-19 symp-
tomatology and mortality [11]. The differences in SARS-CoV-2 response
between patients may be due to virus infectivity and immune system
inter-personal variability. Type I IFNs and their signaling pathways are
activated during infection, triggering a adaptive immune response, in
which B and T cells play the main role, producing antibodies and con-
trolling viral dissemination [12].

T-cell response involves a wide variety of mechanisms and molecules
(histocompatibility molecules, peptide processing, antigenic presenta-
tion, etc) [11], making cellular response a complex event to study [13].
This response is characterized by IFN-y, IL-2 and TNF-a production [14]
which are T helper (Th1) and T cytotoxic (Tc) related cytokines [15]. It
has been previously demonstrated that Thl response is necessary to
control SARS-CoV and MERS-CoV viral infections [13]. Memory T cells
are particularly important as a low number of these cells can lead to an
increased susceptibility to SARS-CoV-2 infection and severe COVID-19
disease [16].

To develop a protective immunity, vaccines against SARS-CoV-2
should generate a long and effective T cellular response, apart from
the production of neutralizing antibodies [17]. In addition, the T cell
response must be polarized towards a Thl phenotype and favor the
activation of CD8 T cells, avoiding the T helper 2 (Th2) response [18]. In
the case of SARS-CoV-2, the early development of a cytotoxic cellular
response has been correlated with greater effectiveness in eliminating
the virus and milder disease [4].

2.1. T Cell stimulation

To study the specific response of T cells, it is necessary to use specific
peptides from the proteins of the pathogen of interest, being SARS-CoV-
2 the main focus of this review [19]. By applying bioinformatics tech-
niques, it is possible to predict specific epitopes for T cells (both CD4 and
CD8) and identify those that are more likely to be presented by MHC
(class II and I, respectively), and recognized by a TCR. For example,
Grifoni et al. [19] generated a megapool of 221 epitopes, which covers
the total protein content of the virus. Several megapools are available for
studying cellular response against SARS-CoV-2, such as 15 overlapping
peptides covering S-protein, an NCAP pool containing 120 peptides from
de Nucleocapsid protein or a 420-peptide pool with 11 amino acid
overlap which cover the entire S, N and M proteins [17-19]. In order to
expand SARS-CoV-2 specific T cells, PBMCs must be stimulated with
SARS-CoV-2 peptides for 5-10 days, with regular replacement of the
medium [20].

2.2. Determination of cellular response

SARS-CoV-2-specific response can be determined in expanded T cells
by several approaches, which will be described below. The advantage
and disadvantage of each technique are collected in Table 1.

The study of the T response is essential to determine the effectiveness
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Table 1
Advantages and disadvantages of the techniques used to study the cellular
response to SARS-CoV-2.

Technique Advantages Disadvantages
ELISpot Quantitative Just one cytokine per sample
StandardizableCost-effective Doesn’t give information
about specific cell type
Adaptive to different cell Normally require cell
types and cytokines expansion
Complex test
ICS Several subpopulations at the ~ Sometimes require cell
same sample expansion
Multiplex cytokines Expensive technique
Highly sensitive
AIM Sensitive technique Expensive technique

Multiplex cytokines and cell Not available in all centers
population
Whole Blood Easy and fast technique

Stimulation

Antigen must be
immunodominant
Detect general and specific

response

and efficacy of vaccines, as well as to study the immune response during
infection. It has been shown that 10 days after vaccination, many in-
dividuals generate a robust CD8+ T cell response against SARS-COV-2
which contributes to the protection against subsequent infections.
Studying T cell response after vaccination can help to identify people
who might benefit from a new dose or new vaccine formulation if they
had developed a poor T cell response. ELISpot and Intracellular cytokine
assay (ICS) are currently the most widely used techniques for the study
of this type of response [4].

2.2.1. Engyme-linked immunospot (ELISpot)

ELISpot is a functional test for antigen-specific T cells that allows
measuring the proportion of T cells that produce cytokines against some
antigens, like S, M or N proteins of SARS-CoV-2 [15]. It was 35 years ago
when ELISpot assay was first published [22] and it has drastically
expanded, being one of the most widely employed assays to measure
vaccine-induced responses [15].

This assay has been mainly used to measure cellular response after
diseases or vaccination in the general population [21-23]. However,
there is a weak correlation between IFN-y production and vaccine
response, so detection of more types of cytokine-producing T cells may
be necessary to determine a complete response [21,22]. Also, the
expansion of PBMCs with specific peptides will improve this correlation
[24]. Depending on the focus of the study, a first step to isolate specific
cell types (CD8 or CD4 T cells, B cells, etc) could be necessary to properly
identify the populations involved in the response, contrary to those
techniques that allow to identify the populations without this first step,
such as intracellular cytokine staining by flow cytometry [2,24].

ELISpot is a quantitative technique and standardizable process,
which could allow the establishment of thresholds of responding in-
dividuals [25]. Also, it is a cost-effective technique, leading to the
analysis of big cohorts of individuals, and can be adapted to a wide
variety of cell types (CD8 and CD4 T cells, B cells) and cytokines (IFN-y,
IL-2, IL-10, etc). On the other hand, this technique does not give much
information about the specific cell type that is producing the cytokines
and cannot be used to analyze multiple cytokines in the same sample
[13,23].

ELISpot is commonly used to study cellular response measuring IFN-
y after vaccination or infection using peptides from S, N or M proteins. It
would be expected the production of IFN-y against the N protein only in
infected individuals [13,26]. This technique also can be used for im-
munization assays in mice.

Several works had used ELISpot to study SARS-CoV-2 specific T cell
response in different contexts, such as cancer [27-30] or immunodefi-
ciency diseases [31]. ELISpot can also be employed to study specific B
cell response (see B-cell response section).
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2.2.2. Intracellular cytokine assay (ICS)

As mentioned above, cytokine production is one of the main assays
employed to determine the response against SARS-CoV-2 infection or
vaccination, as T and B cells produce cytokines, such as IFN-y, IL-2 or
TNF-a, upon their activation by viral-specific peptides. However,
cellular responses are highly heterogeneous, and the interindividual
genetic diversity (especially pronounced in MHC molecules) may result
in different cellular subtypes responding to these stimuli [32] or
different cytokines produced in responses upon activation [27,33].

Therefore, a technique that can identify in a single assay this variety
of responses is highly useful. Intracellular flow cytometry allows this
type of approach. By using several antibodies in the same sample, it is
possible to identify different cytokines and the cellular subtypes that
produce them, without the need for prior antibody-mediated cell isola-
tion processes. This methodology allows to analyze several populations
in a complex sample, which gives data about the T cell specificity of the
response (CD4 or CD8 T cells), state of maturation of the responses
(effector, memory) and, depending on the origin of the sample, the
involvement of other minor populations, with a possible role in the
response to COVID-19 disease (ILCs, tissue resident T cells) [18,34].
Also, it is a highly sensitive technique [20].

On the other hand, differences between conditions sometimes are
subtle enough, requiring an additional expansion step to increase the
SARS-CoV-2 specific T cell population. Moreover, it is a complex test,
which requires specialized personnel for data collection and interpre-
tation, as well as costly equipment and the consequent expense in re-
agents (mainly antibodies) used for the detection of the different
markers. Thus, we believe that this methodology is more appropriate for
scientific research than clinical practice with larger cohorts of patients
[18,23].

This assay is used to evaluate cellular response after vaccination or
infection and how it changes over the time. It is observed that cellular
response lasts up to 8 months after infection, and CD4+ response against
SARS-CoV2 proteins is higher than CD8+ response except against N
protein [32]. On the other hand, B cell response and antibody produc-
tion also can be studied by flow cytometry using antibodies anti IgA, IgM
and IgG with different fluorophores [35], as we will describe below. This
demonstrates the wide variety of data that can be obtained with this
technique.

2.2.3. Activation induced marker (AIM) assay

AIM assays are used to identify antigen specific T cells independently
of cytokine production [19].

For this assay, it is necessary to stimulate PBMCs with a spike protein
pool, as we previously described in this review. The specific CD4+ T
cells activation was studied as CD4+ 0X40+ and CD137+ cells detected
by flow cytometry [36]. OX40 and CD137 are costimulatory receptors
that are expressed on activated T cells, and they belong to the TNF re-
ceptor family [37]. To study specific cytotoxic T cells activation, CD8O0,
CD69 and CD137 markers can be included in the panel [36]. In addition,
long memory effector T cell populations could be analyzed by CD45RA
expression analysis [4]. This assay could be combined with the intra-
cellular staining assay, obtaining in a single assay a wide variety of data
related to cellular response.

The advantages and disadvantages are similar to those of the intra-
cellular assay, and some of the disadvantages of both studies can be
solved by combining both techniques, with the disadvantage of
increasing the cost of performing the assay and the need for more
complex technical instruments.

As mentioned above, this technique allows the study of different
markers such as cell surface markers, activation markers and chemokine
receptors at the same time depending on the equipment used [2,37]. For
example, higher expression of activation markers and chemokine re-
ceptors is observed in mice immunized against SARS-CoV-2 than in non-
immunized mice [38]. In the case of SARS-CoV-2, as in other diseases,
elevated expression of activation markers is correlated with more severe
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2.2.4. Whole blood stimulation

For this assay 6-10 mL of venous blood is required. 1 mL of this blood
is stimulated with peptides and then plasma is harvested [19,38,39]. To
detect cytokines a specific ELISA kit of each cytokine is needed following
the manufacturer’s instructions [39]. Also, cytokines can be detected
from plasma 6 h after stimulation [40].

This technique can be used to study general response to SARS-CoV-2
or specific T cell response. In the last case, the nature of the antigen is
fundamental, as T cell immunodominant antigens are distributed be-
tween S1 and S2, it is very important to stimulate with peptides pools
that include the complete S protein [41].

3. Humoral response

One of the main measures of an effective response to vaccination or
SARS-CoV-2 infections is the determination of antibodies against the S
and N proteins of the virus. In this field, there is a wide diversity of
methodologies that allow the identification of antibodies of different
isotypes (mainly IgG, IgM and IgA), as well as the ability of these anti-
bodies to block the interaction of the S protein with its ligand on human
endothelial cells, the angiotensin-converting enzyme receptor 2 (ACE2),
which is the main mechanism of SARS-CoV-2 entry in the host. We will
also include in this section methodologies aimed at determining specific
B cells against SARS-CoV-2 molecules, since the B response is directly
linked to the humoral response [42].

As we described previously, cross-reactivity is relevant in the clinical
practice and for determining the prevalence of antibodies in compre-
hensive studies, where specific antibodies against all SARS-CoV-2 pro-
teins (N, M, E and S) are determined, limiting the detection of responses
due to infection in studies that differentiate vaccine-related response of
that coming from COVID-19 disease. Therefore, we believe that non-
spike specific antibody determination should be supported by addi-
tional data, confirming infection in particular cases, such as the periods
between doses of vaccination, where avoiding the bias of individuals
who have been infected is particularly relevant. These alternative
methods could involve confirming COVID-19 by the appearance of
clinical signs compatible with the disease, positive SARS-CoV-2 antigen
testing or positive PCR of suspected cases.

3.1. Determination of serum antibodies

There are several methods that allow the identification of the hu-
moral response to SARS-CoV-2, many of which are based on the
antibody-antigen recognition with minor advantages and disadvantages
that condition the use of these techniques in different contexts (Table 2).
Some of these are Enzyme-Linked ImmunoSorbent Assay (ELISA),
chemiluminescent ELISA (CLIA), Fluorescent immunoassay (FIA), Flu-
orophore linked immunosorbent assay (FLISA) or Lateral Flow Immu-
noassay (LFIA) [43].

3.1.1. Enzyme-Linked ImmunoSorbent assay (ELISA)

This technology is an immunoassay method in which immobilized
antigens are detected by antibodies bound to an enzyme capable of
producing a colorimetric product, measurable by absorbance. In the case
of SARS-CoV-2, the antigen to be detected is one of the viral proteins,
and the test sample is patient sera. This technique allows to identify both
complete proteins (S, N, M) and subunits (e.g. S1 and S2) or specific
domains (e.g. RBD), as well as to quantitatively determine the levels of
these antibodies, by means of an antibody pattern of known concen-
tration. This method, as well as the ones described later in this section,
have satisfactory clinical performances, especially for IgG, IgA, and total
antibodies, requiring a cut-off optimization [44,45].
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Table 2
Advantages and disadvantages of the techniques used to study humoral response
to SARS-CoV-2.

Technique Advantages Disadvantages
ELISA Quantitative Just one isotype (IgG, IgA, etc)
per assay
User-friendly High rate of false positive/
negative
Cost-effective
CLIA High specificity and sensitivity Just one isotype (IgG, IgA, etc)
per assay
Quantitative Expensive technique
FIA Multiplex antibodies at the Fluorescence detection
same sample equipment is required
Quantitative Expensive technique
LFIA Fast Qualitative
User friendly Just one isotype (IgG, IgA, etc)
per assay
Inexpensive
Flow High sensitivity Flow cytometer is required
Cytometry Complementary technique Appropriated controls are
required
Multiplex antibodies at the
same sample
ADCC Different methodologies can be Limiting used to basic research

used

Determination of a specific type
of mechanism

Complementary technique

3.1.2. Chemiluminescence immunoassay (CLIA)

The main difference between this technique and ELISA is the use of a
chemiluminescent-conjugated secondary antibody, allowing the detec-
tion of SARS-CoV-2 specific antibodies by the emission of photons pro-
ducing light in a specific detector. Although CLIA has a high
concordance with ELISA, this technique has a higher specificity and
sensitivity for the detection of IgM and IgG, and actually is the most
widely employed for the clinical diagnosis [46].

3.1.3. Fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA, also abbreviated
as FIA)

As for CLIA and ELISA, FLISA maintains the same antigen-antibody
binding rationale, this time using a fluorescent secondary antibody for
the detection of serum antibodies.

One of the main advantages of this methodology is the possibility of
using several fluorescent antibodies at the same time, thus determining
several antibody isotypes in the same test sample [47]. However, fluo-
rescence detection equipment in different channels is not common in all
hospitals, so its use is more limited to research in specialized centers,
and its use in clinical is less frequent.

3.1.4. Lateral flow immunoassay (LFIA)

With the same basis as the ELISA and its derived techniques, this test
allows the detection of specific antibodies against the SARS-CoV-2 virus,
with different tests to determine the different isotypes (mainly IgG and
IgM) and against different antigens (Spike, Nucleoprotein), which can
even be performed simultaneously on the same antigenic strip [48].

As main advantages, it is a fast, user-friendly, and inexpensive test,
with capacity to be used as an on-site monitoring system for diagnosis
[49]. However, although of great utility for clinical use, its usefulness is
limited for laboratory studies, since it is a qualitative technique, and to
individual samples.

3.1.5. Recombinant Spike + cells and flow cytometry

The methods described above employ recombinant proteins, which
do not always represent the native conformation of proteins in their
natural state (e.g., cell membrane-bound Spike protein). As a result,
relevant antibodies that detect conformational epitopes presented in
natural forms can be missed. Technology that allows proteins to be
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expressed natively may be particularly relevant for studying, for
example, conformational epitopes, or the neutralizing ability of anti-
bodies under natural conditions.

In this line, several cells with the ability to express the Spike protein
on their surface have been developed, mainly for biochemical and
characterization studies [50-52] but for this review we will focus on the
use of Jurkat-Spike cells as a tool to study specific antibodies against the
S protein.

3.2. Jurkat-Spike

These cells express the Spike protein in its original trimeric confor-
mation, allowing the study of antibodies capable of binding to this
structure and blocking the original ACE2-Spike binding under native
conditions [53], using flow cytometry.

The main advantages are the fact of studying the original native
protein, using flow cytometry as a complementary technique to ELISA
for the detection of antibodies. The ability to study the blocking of the
original Spike-ACE2 binding and the detection of several immunoglob-
ulins isotypes in the same sample [54]. However, its main limitation lies
in the need of a flow cytometer for the analysis of the results and the use
of appropriate controls to adjust the detection thresholds.

3.2.1. Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)

After infection, part of the SARS-CoV-2 virus membrane can inte-
grate into the host cell membrane, including part of its proteins, and
release their genetic material in the cytoplasm of the cells. In this way,
infected cells can express, among others, the Spike protein natively in
their membrane, allowing the action of anti-Spike antibodies generated
during infection or after vaccination, and potentially leading to
antibody-dependent cytotoxicity through NK cells [55].

Some studies have focused on this mechanism to conduct research in
various cohorts and settings [56,57], using different methods for the
determination of antibody-mediated cytotoxicity. Generically, this
methodology consists of using cells expressing the Spike protein on their
surface (such as those mentioned in the previous section), a source of
antibodies (convalescent patient sera) and cells with the capacity to
induce cytotoxicity upon recognition of the Fab region of the anti-Spike
antibodies, producing lysis of the target cell. ADCC can be detected by
various methodologies, such as intracellular LDH release [58] or flow
cytometry with cell death markers [59]. The main advantage of this
technique is the determination of a specific type of mechanism, related
but not strictly studied by the previously described methods, although
this technique has low clinical utility, limiting its use to basic and
translational research.

3.3. Neutralizing antibodies

It is well known that SARS-CoV-2 infects human cells by the inter-
action between its Spike glycoprotein and human ACE2 [60]. Thus, the
goal of the current vaccines is eliciting neutralizing antibodies that bind
to the Spike glycoprotein impairing the interaction with host cells. In
fact, the levels of neutralizing antibodies are highly predictive of im-
mune protection from SARS-CoV-2 infection [61].Therefore, one of the
easiest methods to determine if humoral immune response protects
against SARS-CoV-2 severe disease is to measure neutralizing anti-
bodies. They can be measured mainly by three techniques: Plaque
reduction neutralization test (PRNT), SARS-CoV-2 surrogate virus
neutralization or SARS-CoV-2 pseudoviruses used in cell cultures in
vitro. Nevertheless, all these strategies rely on the same fact: SARS-CoV-
2 binds through its Spike glycoprotein to ACE2 to infect human cells.
These techniques are summarized in Fig. 1.

3.3.1. Plaque reduction neutralization test (PRNT)
The plaque reduction neutralization test (PRNT) is considered as the
gold standard to determine the level of neutralizing antibodies for many
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Fig. 1. Detection of neutralizing antibodies. (A) Plaque reduction neutralization test (PRNT): SARS-CoV-2 viruses are incubated with serum containing
neutralizing antibodies. Vero E6 cells are infected, and plaques/foci are formed and counted, obtaining the titer of neutralizing antibodies. (B) SARS-CoV-2 surrogate
virus neutralization assay: ELISA plates are coated with the Spike glycoprotein, which is blocked by neutralizing antibodies and then, soluble HRP-conjugated hACE2
is used to determine binding (up). Also, ELISA plates can be coated with hACE2 and anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibodies prevent HRP-conjugated Spike
glycoprotein from binding to hACE2 (down). Either way, the signal inversely correlates with the neutralizing activity of the serum. (C) SARS-CoV-2 pseudoviruses:
HEK 293 T cells are transfected with the plasmids needed for the production of lentiviral SARS-CoV-2 like particles. Then, these viruses are used to infect ACE2-

transfected cells and determine the neutralizing activity of a serum.
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viral diseases. This classic methodology is based on the cytolytic activity
of the virus which forms plaques and foci in the cell culture [62]. For
SARS-CoV-2 investigation, the Vero E6 cell line is used since it expresses
the ACE2 receptor on its surface. As described by Bewley et al. [63], this
methodology allows to determine a percentage of neutralization,
expressed as foci neutralization capacity, using the virus-only control
(VOQ) as reference of 100 % foci formation (100 % unneutralized). The
main drawback of this method is the need of a biosafety level 3 facility,
so they also described a methodology to use a pseudotyped virus
neutralization assay, that can be performed with lower biocontainment
(Biosafety Level 2 facilities).

3.3.2. SARS-CoV-2 surrogate virus neutralization

This technique is a plate-based method similar to an ELISA, where
the binding of purified hACE2 to the Spike glycoprotein is determined
after incubation with a serum containing neutralizing antibodies. The
anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibodies can block the Spike, impairing
the binding to ACE2. Two approaches can be followed to set up this
method. On the one hand, the ELISA plate is coated with hACE2 and the
anti-SARS-CoV-2 neutralizing antibodies block HRP-conjugated RBD
protein from binding to hACE2 [64]. On the other hand, ELISA plates are
coated with the Spike protein, which is blocked by neutralizing anti-
bodies and then, soluble luciferase-conjugated hACE2 is used to deter-
mine binding [65]. Either way, the signal inversely correlates with the
neutralizing activity of the serum. Different companies have developed
commercial kits based on this idea [66,67], but this methodology can be
also set up in the laboratory. This methodology has been employed in
different works to measure the neutralizing capacity of sera from
vaccinated or COVID-19 seropositive individuals [33], and the result is
showed as percent of neutralization.

3.3.3. SARS-CoV-2 pseudoviruses

This method to evaluate neutralizing antibody levels consists of an in
vitro model that replicates SARS-CoV-2 infection. In order to set this
model two elements are needed. On the one hand cell lines over-
expressing ACE2 (usually ACE2 transfected HEK-293T). On the other
hand, SARS-CoV-2 pseudoviruses that carry the Spike glycoprotein,
which mediate cell infection, and a reporter gen to label infected cells.

Regarding the latter part, there are several packing systems to pro-
duce SARS-CoV-2 pseudoviruses, which can be found reviewed by Chen
et al [68]. The three main systems available are: human immunodefi-
ciency virus (HIV-1)-based lentiviral packaging system; the murine
leukemia virus (MLV)-based packaging system; and the vesicular sto-
matitis virus (VSV) packaging system. Nevertheless, the first one is the
most used. Crawford et al [69] report a detailed methodology to easily
set up this model. In brief, it consists of transfecting packing cells
(usually HEK 293T) with the packing vector(s) encoding non-surface
proteins for lentivirus production, a plasmid encoding SARS-CoV-2
Spike glycoprotein and one plasmid encoding the lentiviral backbone
expressing a reporter gene. Then, the packing cells produce the viruses,
which can be collected from the supernatant a few days later. Many
works use these pseudoviruses to infect in vitro ACE2 expressing cells in
the presence of human serums from different sources to evaluate the
presence of neutralizing antibodies [66,69-71].

However, this model has far more applications like the development
of new antibodies [72] or peptide-based therapies [73], or the screening
of small-molecule inhibitors and already approved drugs against SARS-
CoV-2 [74-76].

Serum is the sample of choice to analyze humoral response, since
secreted antibodies are found there. However, SARS-CoV-2 specific B
cells can be also tested. In fact, is particularly interesting the presence of
memory B cells. Under physiological conditions, memory B cells do not
secreted antibodies. However, during infection these cells undergo
clonal expansion and differentiate into antibody-secreting plasma cells
and memory and germinal center B cells [77]. To assess the presence of a
B cell population SARS-CoV-2-specific, several studies use flow
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cytometry as preferential method. In this case - like in the cellular
response section - samples are PBMCs. In addition, PBMCs can be
enriched for B cells by negative selection using a pan-B cell isolation kit
[78]. In any case, cells are stained using a panel of antibodies that allow
to discriminate memory B cells which can include anti-CD3, anti-CD14,
anti-CD56, anti-CD20, anti-CD19, anti-CD38 and anti-CD27. Then, a
fluorescent-spike or RBD is used to label the spike specific-B cells. A
gating strategy is depicted in Fig. 2A.

ELISPOT is the other method used to study SARS-CoV-2 memory B
cells. In this case PBMCs must be first stimulated with a polyclonal B cell
stimulator like R848 to induce antibody production from resting mem-
ory B cells. Then, these cells are harvest and cultured in a plate pre-
coated with RBD or spike to detect specific antibody production
(Fig. 2B) [79].

Many studies have followed these strategies to examine the presence
of memory B cells after vaccination. Muecksch et al concluded that the
third dose of mRNA vaccines against SARS-CoV-2 expands persisting
clones of memory B [78]. Ciabattini et al also observed the presence of
these cells six months after mRNA vaccination [80]. As well, Jeffery-
Smith et al used this strategy to confirm that SARS-CoV-2-specific
memory B cells persist in the elderly despite the loss of detectable
neutralizing antibodies [79].

Moreover, other methodologies have been described for determining
the specific memory B response, as well as for the determination of the
BCR repertoire through deep sequencing [81]. While these data are of
relevance for the investigation of the long-term B response and the af-
finity of the BCR for different variables, their practice is less employable
in a clinical setting, due to the difficulty in implementing these tech-
niques on a routine basis.

4. Protection against SARS-COV-2 infection

As mentioned in the previous sections, several techniques can be
used to determine the humoral and cellular immune response elicited by
the SARS-CoV-2 infection or vaccination. However, the lack of stan-
dardized thresholds makes it difficult to relate the data of humoral or
cellular immunity with real protection or mild infection [82]. As
important as knowing if there is cellular or humoral immunity, is to test
if this immunity confers real protection against the infection, specially,
when the outcome of SARS-CoV-2 variants constantly challenge the
immune response elicited by the current vaccines [83].

The term “protection” can be applied either to protection against
mucosal infection, protection against serious disease and protection
against transmission to others.

Some authors explained the relationship between neutralization
level and protection to SARS-CoV-2 and symptomatology. In the work by
Khoury et al. [61], the authors described protection as the evasion from
infection or protection to severe infection. They evaluated the mean
neutralization levels and the protective efficacy of seven vaccines, re-
ported from phase 1, 2, and 3 trials, as well as from a seropositive
convalescent cohort. They estimated neutralization level for 50 % pro-
tection against detectable SARS-CoV-2 infection at 20.2 %, while the
estimated neutralization level required for 50 % protection from severe
infection is significantly lower, at 3 %.

Other authors also mentioned that protection also can measured as
the ability to attenuate the magnitude and duration of viremia, as long as
the virus transmissibility [84], indicating the importance of measuring
all types of response (total humoral response, neutralizing activity, and
cellular response) to have a global measure of protection against SARS-
CoV-2 infection and COVID-19 severity.

In this section we review the methods that can be used to determine
protection against SARS-CoV-2 infection, focusing on the use of animal
models. In addition, it will be discussed the relevance of epidemiological
studies to understand the evolution of this disease and how this could
give information about global protection.
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Fig. 2. Study of memory B cells. (A) Gating strategy to study Spike-specific B cells. PBMCs are stained using anti-CD3, anti-CD14, anti-CD19, anti-CD56, anti-CD38,
anti-IgD antibodies and fluorescent-labelled SARS-CoV-2 spike glycoproteins. First, B cells are discriminated as a population CD19* and CD3” CD14™ and CD56'. Then,
within the B cells population, Spike™ cells are selected, as these cells are specific for the spike glycoprotein of SARS-CoV-2. Finally, memory and plasma B cells can be
distinguished by the expression of CD38 and IgD. Plasma B cells are CD38"IgD’", while memory B cells are CD38IgD". Gating strategy from Ciabattini et al [80]. (B)
ELISpot assay for the detection of memory B cells. Plates are coated with the Spike glycoprotein and PBMCs are cultured in the presence of R848 to induce antibody
secretion. Then, Spike-specific antibodies are detected, measured as spot forming units (SFU).

4.1. Animal models

4.1.1. Mice models

Mouse is the most used species as model for SARS-CoV-2 in vivo
studies, despite conventional mice strains cannot be infected with SARS-
CoV-2, as its ACE2 receptors differ significantly from the human ACE2,
impairing the binding of the virus. To avoid this inconvenience, other
species like ferret, syrian hamster, non-human-primate, or fruit bat,
have been also used as models. Munoz-Fonteda et al and Chu et al [85]
reviewed the relevance of these models.

Nevertheless, genetically modified mice are the gold standard model
for SARS-CoV-2 in vivo studies, by introducing hACE2 expression
through transgenic, knock-in or viral-vector transduction. Among these
models, the K18-hACE2 model, developed by McCray et al in 2007, is
currently one of the most used animal models for SARS-CoV-2 in-
vestigations [86]. In the K18-hACE2 mice, expression of hACE2 is driven
by the human cytokeratin 18 gene (K18) for high-level expression of
hACE2 in epithelial cells [86]. K18-hACE2 mice inoculated intranasally
with SARS-CoV-2 develop lethal infection causing death and sharing
many features with severe COVID-19 infection [87-89].

This model has been used to evaluate the effectiveness of new
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therapies and vaccine candidates, as it provides a global idea of pro-
tection against SARS-CoV-2. For instance, An et al demonstrated that
intranasal immunization with a parainfluenza virus 5 vaccine expressing
the SARS-CoV-2 Spike protein, protects k18-hACE2 mice against lethal
infection [90]. Oosten et al demonstrated that S1-Nanoparticle Vaccine
also protects these mice preventing death [91]. Yiang et al tested the
protective activity of Moderna mRNA-1273 vaccine against the new
SARS-CoV-2 variants [92,93]. These are only three examples, but many
other works can be found where the same strategy is applied. In all these
studies, protection is referred to as a set of parameters including viral
titers in lung, weight loss or levels of neutralizing antibodies.

4.1.2. Non-Human primate (NHP) models

Non-human primates (NHP) are physiologically, immunologically,
and genetically more similar to humans than small animals such as mice
or rats [94], so they ought to be the best model to use for pre-clinicals
trials. However, their use has some inconveniences like their cost,
their difficult stabling or the need for specialized personnel to handle it.
One of the most important differences between NHP and mice, in rela-
tion to the development of vaccines against SARS-CoV-2, is that mice do
not have ACE2 receptors, whereas NHP do [95].
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Different species of primates such as African green monkeys, Rhesus
macaques or Cynomolgus macaques, can be used for the study of SARS-
CoV-2. These animals are very useful for the study of new treatments
against COVID-19 and pre-clinical analysis of different vaccines. For
example, Rhesus macaques were used to evaluate the efficacy of the
mRNA-1273 COVID-19 vaccine, more commonly known as Moderna
vaccine and strong humoral and cellular response, type Thl was
observed [95,96]. Moreover, the use of NHP allows the evaluation of
early markers of protection and immune response [97].

Marie et al used Cynomolgus macaques, to study the effects of a new
vaccine based on RBD domain and CD40, which target the antigen
directly to dendritic cells. This type of studies follows the same protocol
as mouse models. They immunized macaques twice four weeks apart
and then boosted the animals two weeks before infection, proving that
infection is prevented after vaccination [97].

5. Epidemiological studies

Although the studies of protection against SARS-COV-2 virus infec-
tion, described in the previous section are very relevant for determining
the effectiveness of vaccines or protection against new variants or strains
of the virus, the real measures of protection come from the population
data generated worldwide, both from infections (especially in the first
waves) and for determining the efficiency of immunity mediated by
vaccination.

In this field, there is a great diversity of public databases, and due to
the rapid spread of the virus and the high percentage of global vacci-
nation, it is possible to extract a great diversity of epidemiological data,
such as the frequency of primary infections, reinfections, morbidity,
mortality, and virus infection rate [98,99].

5.1. Infection rate, evolution of transmissibility and variants

The SARS-CoV-2 virus has undergone several mutations that have
modified, among others, different amino acids of the Spike protein,
which are essential for virus binding to ACE2 and its entry into endo-
thelial cells. These mutations have given rise to different variants, which
have changed, among other things, the infection rate of the virus, as well
as the efficiency of the initial vaccination regimens [100,101].

Although genetic determination (genotyping) of infections is the
unequivocal test to determine the type of variant causing an infection,
this methodology is costly and cannot be performed routinely. So,
knowing the predominant variant at the time of infection [102], as well
as the symptomatology associated with it, is the method most used in
epidemiological studies to study the effect of the different variants on
cellular and humoral responses in large population groups [103].

As an example of this, several authors have determined the frequency
of infection of the different variants and its variation over time has been
used to determine the prevalence of SARS-CoV-2 variants without
relying entirely on genetic data (more complicated to obtain in large
cohorts), extracting in turn data on hospitalization [104], morbidity and
vaccination efficacy [100].

Therefore, epidemiological studies are particularly relevant for
estimating the effects of the studies related to humoral, cellular, and
protective response, described in the previous sections, applied to the
general population. We believe that this type of study is the perfect
complement to the data obtained in the laboratory, combining all the
clinical and laboratory data, and transferring them to the general pop-
ulation. As an example, the article by Menges et al combines cellular and
humoral response data with clinical and demographic data, determining
that there are several mechanisms by which protection against SARS-
CoV-2 infection can be achieved, due to the high complexity of the
immune response after vaccination or infection [105]. In this same
work, protection against different variants (Wildtype, Delta, and Omi-
cron) is determined, emphasizing that the majority variant during
sampling was the original, and providing data on hospitalization,
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severity of infection and reinfection.
6. Conclusion

This review has included the most relevant methodologies for
assessing both immune response and demographic implication against
SARS-CoV-2 virus. Many of the methodologies explained throughout the
manuscript can be used both in clinical practice and in the context of
laboratory research and can complement each other. Although for
clinical practice, those methods with greater reproducibility (such as the
determination of antibodies in peripheral blood) and demographic data
(compatible symptomatology, knowledge of the predominant variants
and morbidity of the disease) are the most useful for prevention, treat-
ment and prescription of new vaccination regimens, the studies with a
multidisciplinary approach are those that provide greater information
on the overall response and protection against reinfection.

The methodologies described here focus on the study of the SARS-
CoV-2 virus, but we believe that this type of approach is scalable and
applicable to other types of viral infections and vaccination schedules,
although the specific case of COVID-19 has made it possible to test,
within a short time frame, the technical possibilities for studying the
response to infections from many points of view.
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Role of mMTOR inhibitor in the
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response to a booster dose of
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in kidney transplant recipients
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Background: Immunocompromised patients have an increased risk of developing
severe COVID disease, as well as a tendency to suboptimal responses to vaccines.
The objective of this study was to evaluate the specific cellular and humoral
adaptive immune responses of a cohort of kidney transplant recipients (KTR) after 3
doses of mMRNA-1273 vaccine and to determinate the main factors involved.

Methods: Prospective observational study in 221 KTR (149 non infected), 55
healthy volunteers (HV) and 23 dialysis patients (DP). We evaluated anti-spike (by
guantitative chemiluminescence immunoassay) and anti-nucleocapsid 1gG
(ELISA), percentage of TCD4* and TCD8" lymphocytes producing IFNy against
S-protein by intracellular flow cytometry after Spike-specific 15-mer peptide
stimulation and serum neutralizing activity (competitive ELISA) at baseline and
after vaccination.

Results: Among COVID-19 naive KTR, 54.2% developed cellular and humoral
response after the third dose (vs 100% in DP and 91.7% in HV), 18% only showed
cell-mediated response, 22.2% exclusively antibody response and 5.6% none. A
correlation of neutralizing activity with both the IgG titer (r=0.485, p<0.001) and
the percentage of S-protein—specific IFNy—producing CD8-T cells (r=0.198,
p=0.049) was observed. Factors related to the humoral response in naive KTR
were: lymphocytes count pre-vaccination >1000/mm?® [4.68 (1.72-12.73,
p=0.003], eGFR>30 mL/min [7.34(2.72-19.84), p<0.001], mTOR inhibitors [6.40
(1.37-29.86), p=0.018]. Infected KTR developed a stronger serologic response than
naive patients (96.8 vs 75.2%, p<0.001).
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Conclusions: KTR presented poor cellular and humoral immune responses
following vaccination with mRNA-1273. The immunosuppression degree and
kidney function of these patients play an important role, but the only modifiable
factor with a high impact on humoral immunogenicity after a booster dose was an
immunosuppressive therapy including a mTOR inhibitor. Clinical trials are
required to confirm these results.

KEYWORDS

kidney transplantation, SARS-CoV-2 vaccine, immune response, COVID-19, mTOR

Introduction

The coronavirus disease 2019 (COVID-19) pandemic has caused
more than 6 million deaths worldwide (1), with
immunocompromised individuals being particularly affected by
severe conditions of this disease (2). Vaccination against severe
acute respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2) has been
revealed as the most effective measure to control this pandemic,
leading to a marked reduction in infections, hospital admissions and
mortality (3). Individuals with COVID-19 who have undergone solid
organ transplant (SOT) experience higher mortality and prolonged
viral shedding compared with the general population (4-7). However,
recipients of SOT were excluded from the initial licensing trials of
these vaccines. Kidney transplant recipients (KTR), who undergo
pharmacological immunosuppression as basic therapy to prevent
transplant rejection, are at risk of a defective response to
vaccination, as already occurs with other vaccines (8). In contrast to
immunocompetent participants in vaccine trials (9), a low proportion
of SOT recipients mount a positive antibody response to the second
dose of SARS-CoV-2 messenger RNA (mRNA) vaccines. Studies have
reported varying results in antibody response rates of approximately
5%-50% after two doses of mRNA vaccine in KTR (10-15). Due to
this low response, an additional primary shot (third dose of mRNA
COVID-19 vaccine for those receiving BNT162b2 or a booster dose of
mRNA-1273) was recommended. Several published studies have
reported the humoral immunogenicity of a three-dose vaccination
schedule, but only a few have assessed the contribution of the cellular
arm to vaccine-mediated protection (16-18). These results would
allow us to determine if this regimen is sufficient to achieve a
generalized response in these patients and would help us discern
what type of immunosuppressive agents could cause a greater
increase in the vaccine response.

Abbreviations: ACE2, angiotensin-converting enzyme 2; BAU, binding antibody
units; CI, confidence interval; COVID-19, coronavirus disease 2019; CNI,
calcineurine inhibitors; DP, dialysis patients; eGFR, estimated glomerular
filtration rate; HV, healthy volunteers; IFNy, Interferon gamma; IgG,
immunoglobulin G; IQR, interquartile range; KTR, kidney transplant recipients;
MPA, Mycophenolic acid; mRNA, messenger RNA; mTORi: mammalian Target Of
Rapamycin inhibitors; OR, odds ratio; PBMC, peripheral blood mononuclear cells;
RBD, receptor-binding domain; RT, room temperature; SARS-CoV-2, severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2; SD, standard deviation; SOT, solid

organ transplant.
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In this study, we assessed antibody and cellular response after the
third dose of mRNA-1273 vaccine in a cohort of KTR. We focused on
the analysis of the cellular response and the neutralization capacity of
the patients’ sera after the third dose.

Methods
Study design and sample collection

We performed a prospective study of a cohort of 221 KTR who
received 3 doses of mMRNA-1273 vaccine (Moderna-NIAID). Two cohorts
with the same vaccination regimen, 55 healthy volunteers (HV) and 23
dialysis patients (DP), were also included as internal controls for the
study. Patients and controls who became infected previously or during
follow-up were excluded from the analysis of vaccine effectiveness.

We collected blood samples prior to vaccination (P0), 15 days
(P1) and three months (P2) after the administration of the second
dose, and 2 months after the third dose (P3).

The study was performed in accordance with the ethical standards
as laid down in the Declarations of Helsinki and approved by the local
ethics committee. Written informed consent was obtained from all
subjects before the blood samples were taken.

Patients

All KTR followed up in outpatient Kidney Transplantation
Department between March 1 and April 15, 2021 and wanted to be
vaccinated were included. All patients received the same kind of
vaccine, mRNA-1273: a first and second dose (100 pg each dose)
between April 20 and Maye 30, 2021 and third vaccine dose (100 pg)
between September 20, and October 30, 2021. Inclusion criteria were:
(1) being >18 years old, (2) History of kidney transplant for at least 6
months, and (3) Approval of informed consent to the study. As
exclusion criteria; (1) having a history of malignancy, (2) SOT
different from kidney, (3) primary immunodeficiency disease, (4)
having a previous history of allergy to any inactivated vaccine, and (4)
having an unexplained 37.5°C fever or any symptoms of infection.

Controls

To characterize the impact of posttransplant immunosuppression
on the ability of vaccination to elicit SARS-CoV-2-specific immunity,
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we used a control group of 78 non-immunocompromised, 55 healthy
volunteers (HV) and 23 dialysis patients (DP). HV were healthcare
workers who received mRNA-1273 and wanted to participate in the
study. DP group was made up of 12 patient on hemodialysis and 11
on peritoneal dialysis who also received Moderna-NIAID vaccine. We
obtained samples from HV at equivalent time intervals under the
same conditions as KTR. For DP, only the sample corresponding to
the third dose (P3) was obtained.

For both patients and controls, meeting any of the exclusion
criteria throughout the study implied the individual’s exit from the
study, as shown in the study flowchart (Figure 1).

SARS-CoV-2 serology

Sera were obtained and stored at —80°C until use. Quantitative
SARS-CoV-2 anti-spike (S) IgG test (SARS-CoV-2 IgG II Quant;
Abbott Diagnostics) was performed in the Abbott Architect device in
accordance with the manufacturer’s recommendations This antibody
test is based on the principle of chemiluminescence microparticle
immunoassay test. As the test gives data as AU/mL units, we applied a
conversion factor in order to ease the comparison with other

221 KTR
55 HV
23 0P

SARS-COV-2 infected
60 KTR —
6 HV

2 doses vaccine
161 KTR
49 HV
Refusal 3rd dose
SARS-COV-2 infected 10KTR
6 XTR — S HV
2 HV
3 doses vaccine
155 KTR
39 HV
23 0P
SARS-COV-2 infected
6 KTR
16KV B
SOP
143 KTR
— 23 HV
180OP

FIGURE 1

Study flowchart. Patients and controls who were infected or refused
to the third dose were excluded from the analysis of vaccine
effectiveness. KTR, Kidney transplant recipients; HV, Healthy
volunteers; DP, Dialysis patients.
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standardized serologic assessments, and quantitative results are
given in BAU/mL (binding antibody units per mL, BAU/mL=AU/
mL x 0.142). Samples with BAU/mL >7.1 are considered positive for
SARS-CoV-2 IgG antibodies, the manufacturer-suggested thresholds
(detection range, 2.8-16480 BAU/mL; positive agreement, 99.4%;
negative agreement, 99.6%).

To determine which subjects had been infected prior to
vaccination or in periods between sample collections, the presence
of anti-Nucleoprotein (N) antibodies was tested by ELISA. Briefly, 96-
well flat-bottom plates were coated with 2 pug/mL SARS-CoV-2 N-
protein and 1:100 dilutions of the sera were incubated for 30 minutes
at room temperature (RT), washed 5 times and detected with a goat
anti-human IgG HRP-conjugated antibody (ThermoFisher
Scientific). ELISA was developed with TMB and HCl and measured
at 430 nm. To establish the cut-off of anti-N antibodies, we used the
value of the mean plus twice the standard deviation (95% CI) of the
absorbance value at 430nm of 8 pre-pandemic sera (PCR negative,
anti-S IgG negative and with no COVID-19 compatible symptoms)
per ELISA plate.

Cell-mediated immunity

Peripheral blood mononuclear cells (PBMC) were obtained by
density gradient isolation with Lymphocyte Separation Medium
reagent (Corning Life Sciences). Cells were maintained in RPMI
1640 (Corning Life Sciences) supplemented with 10% FBS (Gibco),
100 mg/mL streptomycin (Gibco), and 100U/mL penicillin (Gibco).
Cells were stimulated with 15-mer overlapping peptide-pool covering
immunodominant domain surface Spike-protein (PepTivator~ SARS-
CoV-2 Prot-S, Miltenyi Biotec) or with 10% DMSO for 6 hours at 37°C
and 5% CO2 in the presence of Brefeldin A (Thermo-Scientific) during
the last 4 hours of the assay. After stimulation, surface staining with
anti-CD3-FITC (UCHT1), CD4-PE (OKT4) and CD8-PE/Cy7 (SK1)
antibodies (Biolegend) was performed for 30 minutes at 4°C. After
staining, they were fixed with 4% PFA for 30 min and permeabilized
with 0.05% PBS Tween-20 (Thermo-Scientific) for 30 min at RT. Cells
were stained with anti-IFNy-APC antibody (B27) (Biolegend) for
30 min at RT. Staining was acquired on a FACSCalibur cytometer
and analyzed with FlowJo v10 software (BD Life Sciences). Since the
lower limit of detection for conventional flow cytometry techniques is
~0.02 to 0.05%, we set 0.05% as the lower limit for considering the
cellular response positive for both T-CD4 and T-CD8.

ACE2-RBD neutralizing activity of the sera

To determine the ACE2-Spike (RBD) neutralizing activity of sera, we
employed a competitive ELISA assay. 96 well-plate were coated with
2 ug/mL of recombinant RBD (Miltenyi Biotec) for 16h and incubated
with 100 uL of the sera (1:25) for 1h at RT. After incubation, the plate was
washed 5 times with 0.05% PBS-Tween and 0.5 ug/mL of recombinant
ACE2-biotin (Miltenyi Biotec) was added at 37°C for 1 hour. After a
washing step, a final incubation with 1pg/mL of streptavidin-HRP
(Biolegend) was performed for 1 hour at 37°C. The interaction was
retrieved with TMB and HCI (Thermo-Scientific) and absorbance is
measured at 450 nm. To establish the maximum ACE2-RBD interaction,
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a pre-pandemic serum previously tested negative for anti-Spike antibody
(0 BAU/mL) was used. From the maximum absorbance data, the
decrease in signal of each serum with respect to the maximum was
extrapolated to obtain the percentage neutralization data of each sample.

Statistical analysis

Quantitative data were reported as mean and standard deviation
(SD) or the median with interquartile range (IQR). Qualitative
variables were expressed as absolute and relative frequencies.

Categorical variables were compared using the y2 test. The
Student’s t test or the Mann-Whitney U test was used for
continuous variables. Repeated measures were compared with the
Wilcoxon signed-rank test or the McNemar test, as appropriate.
Correlations between continuous variables were evaluated with
Spearman’s rho. Logistic regression served for assessment of factors
related to immune response. All factors showing a univariate
association with a p-value<0.100 were entered in the final
multivariate model. All calculations were performed using
GraphPad Prism version 8.0 (GraphPad) and SPSS version 25.0
(IBM). P<0.05 (2-sided) was considered statistically significant.

Results
Study population

Antibody response to the vaccine was determined in a total of 221
KTR and cellular immunity in 213 of them (viable T cells could not be
obtained in 8 samples). Fifty-two patients (23.5%) had a history of
prior COVID-19 diagnosed 12 months ago, 11 of them met criteria
for severe COVID-19. Eight KTR became infected between the first
and second dose of vaccine, six patients after the second dose and six
after the third (9%), all of them with mild symptoms (Figure 1). The
main clinical, analytic, and demographic characteristics of this cohort,
naive and infected KTR, are described in Table 1S. There were not
significant differences in laboratory parameters during follow up in
both groups (data not shown).

Non transplant control group made up of HV were younger than
KTR [30( + 8) vs 57( £ 15) years, p<0.001], while DP were similar in
age [56( = 13) years]. The incidence of SARS-CoV-2 infection,
assessed by PCR or positivity against N-protein in HV was 11% (6/
55) at baseline, 4% (2/49) after the second dose and 34% (16/47) after
the third dose and 5/23 in DP after the third dose (Figure 1). Patients
and controls who were infected were also analyzed to see if there were
differences between them, but they were excluded from the analysis of
vaccine effectiveness.

SARS-CoV-2-specific cell-mediated
immunity and correlation with total and
neutralizing titers against the S-protein after
the third vaccine dose

The proportion of positive S-protein-specific cell-mediated
response after the third dose were lower in KTR compared to DP
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and HV ones: 59.3% of KTR showed reactive CD4-T cells vs 88.2% of
HYV and 100% of DP (p=0.008); 66% of KTR showed reactive CD8-T
cells vs 100% in DP and 91.7% in HV (p=0.004). CD4 or CD8
reactivity was present in 76.7% of KTR vs 100% in DP and 91.7% in
VH, p=0.033 (Figures 2A, B). There were not significant differences in
the intensity of cellular response between groups (Figure 2C).

Analyzing humoral and cellular response in COVID-19 naive
KTR, 54.2% (78/144) had both responses, 18% (26/144) mounted cell-
mediated responses without IgG response, 22.2% (32/144) only
developed antibody response and 5.6% (8/144) did not develop
any response.

In COVID-19 naive KTR with positive cellular response, there
was a significant correlation between the percentage of S-protein-
specific IFNy-producing CD8-T cells and total anti-S IgG titers after
the third dose (P3: r=0.210, p=0.043) and between the percentage of
S-protein-specific IFNy-producing CD8-T cells and neutralizing
titers against the S-protein (P3: r=0.307, p=0.004). No correlation
was found between CD4-T cells and humoral response. In the
univariate analysis we did not find any parameter that could predict
the cellular response (Table 1).

SARS-CoV-2 IgG antibody response

and serum ACE2-RBD neutralizing activity.
Strong impact of immunosuppressive
therapy

</u>Using the manufacturer-suggested thresholds, the rate of IgG
seropositivity in COVID-19 naive KTR was 44.1% (74/161) at 15 days
(P1) and 58% (90/155) at 3 months (P2) after the second dose. This
rate increased to 76.5% (114/149) at 2 months after the booster dose
(P3). Significant differences in the humoral response were observed
with the control group: 100% positivity in the three points in HV and
100% in DP after the third dose (p<0.001) (Figure 3A). Likewise, the
serum anti-spiked IgG titers were higher in HV compared to KTR
after the second (p<0.001) and the third dose (p<0.001) (Figure 3B).
The evolution of IgG titers also differed between the control
population and the KTRs (p<0.001). Some KTR showed a delay in
antibody production as seen on (Supplementary Figure 1).

The factors associated with humoral immunogenicity in KTR are
describe in Tables 1, 2.

Antibody titers were correlated to kidney function measured by
estimated glomerular filtration rate (eGFR) (P1: r=0.333, P2: r=0.482,
P3: r=0.550, p<0.001). KTR with better renal function pre-vaccination
(eGFR>30 mL/min/1.73 m?) achieved a higher humoral response rate
than those with lower renal function after the second and third dose
(P1: 48.3 vs 27.3%, p=0.032; P2: 63.5 vs 34.4%, p=0.003; P3: 84.5 vs
42.4%, p<0.001).

On the other hand, those patients with lymphocyte count greater
than 1000/mm’ were almost five times more likely to respond after
the second [P2: OR 4.46 (1.64-12.13 CI), p=0.003] and third dose [P3:
OR 4.68 (1.72-12.73 CI), p=0.003]. A correlation between lymphocyte
count and antibody titers were also detected (P1: r=0.185, p=0.017;
P2: r=0.263, p=0.001, P3: r=0.284, p<0.001).

Finally, the immunosuppressive therapy also had an influence on
the antibody as can be seen in Tables 1, 2. Non-responders after the
second dose were more frequently under MPA (P1: 82.9 vs 33.9%,
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0.23% (0.17-0.65 IQR) in HV (p=0.054). n.s., non significant.

p<0.001; P2: 82.9 vs 50.4%, p=0.001; P3: 91.9 vs 77.5%, p=0.053) or
had previously received thymoglobulin (P1: 52.3 vs 38.2%, p=0.082;
P2: 71.9 vs 47.7%, p=0.003; P3: 74.3 vs 50.9%, p=0.016), whereas
responders after the booster dose were more likely to receive mTOR
inhibitor (mTORi) (P1: 76.7 vs 32.3%, p<0.001; P2: 81.4 vs 48.3%,
p<0.001; P3: 94.6 vs 68.2%, p=0.001) (Figure 4A). This protective
effect of mTORi was maintained regardless of combination of
drugs (Table 1).

Moreover, differences are observed in the quantitative response in
such a way that patients under MPA had lower IgG anti-spike titers
than those without it in all points. In the case of use of mTORI,
antibody titers were higher in patients who received it than the
others (Figure 4B).

In the multiple logistic regression, MPA (p<0.001) and
thymoglobulin (p=0.007) use were associated with lack of response
to vaccine after second dose. However, the only immunosuppressor
with significant association with the response after the third dose was
mTORIi (p=0.018), the most common drug among responders (Table 2).

Regarding serum neutralizing activity against the S-protein after
the booster dose of vaccine, low percentage of neutralizing activity
were found in KTR compared to those of DP and HV: 44.8 (16.9-71)
vs 64.4 (52-93.6) vs 67.5% (42.7-79.1), respectively (p=0.009)
(Figure 5A). Besides of correlation between neutralizing titers
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against the S-protein and T-cell response, as we described above,
there were an association between anti-S neutralizing activity and
total IgG titers (r=0.485, p<0.0001) (Figure 5B).

As with the IgG titer, we observed a relationship between
neutralizing activity after the third dose, categorized according to
p25 and p75, and mTOR; such that patients treated with this drug
were more likely to develop greater neutralizing activity after
vaccination (p=0.001). There were no differences in neutralizing
activity when we analyzed MPA or thymoglobulin treatment (Figure 5C).

SARS-CoV-2 infected patients

Finally, we compared SARS-CoV-2-specific immunity elicited by
mRNA-based vaccine between infected and non-infected patients.
The rate of antibody response was higher in infected than COVID-19
naive KTR; the seropositivity anti-S IgG was 96.8 vs 75.2% (p<0.001)
and neutralizing activity, 98.2 vs 80.9% (p<0.001) (Figure 6B).
Significant differences were also detected in the intensity of this
humoral response between both groups. IgG titers were 5680.0
(3460.0-7524.7) versus 335.5 (7.1-1415.3) BAU/mL (p<0.001)
(Figure 6A) and neutralizing activity in 78.9 vs 43.4% (p<0.001) in
SARS-CoV-2 infected vs naive KTR, respectively (Figure 6B).
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TABLE 1 Comparison of clinical characteristics between KTR who did or did not mount cellular and humoral response two months after 3 doses of
mRNA-1273 (P3).

SARS-CoV-2 specific SARS-CoV-2 specific
humoral response cellular response

Responders Non responders Responders Non responders
N=112 N=37 N=109 N=35

Gender (male), N (%) 68 (60.7) 21 (56.8) 0.670 63 (57.8) 23 (65.7) 0.406

Age of recipient

years (mean, SD) 58.6 (15.2) 62.0 (13.2) 0.670 59.0 (15.2) 60.8 (13.6) 0.698
>60 y, N (%) 56 (50.0) 25 (67.6) 0.063 58 (53.2) 20 (57.1) 0.685
Diabetes, N (%) 39 (34.9) 14 (37.8) 0.724 40 (36.7) 12 (34.2) 0.738

Time since transplantation

years (median, IQR) 9.9 (5.6-16.6) 9.2 (3.6-13.7) 0.477 9.6 (5.3-16.7) 9.5 (4.8-12.4) 1

<5 years, N (%) 24 (21.4) 11 (29.7) 0.302 25 (22.9) 9 (25.7) 0.736
Previous Transplant, 14 (12.5) 4 (10.8) 0.895 10 (9.1) 7 (20) 0.053
N (%)

Immunosuppressive drug, N (%)

CNI 86 (76.8) 34 (91.9) 0.044 88 (80.7) 28 (80) 0.924
MPA 87 (77.6) 34 (91.9) 0.053 86 (78.9) 29 (85.3) 0.412
mTORi 35(31.2) 2 (54) 0.002 27 (24.8) 10 (28.6) 0.654
Thymoglobulin 57 (50.9) 27 (73) 0.016 57 (52.2) 23 (65.7) 0.134
Immunosuppressive protocol, N (%) 0.004 0.715
MPA+CNI 73 (65.1) 35 (94.5) 0.001 80 (73.3) 25 (71.4) 0.716
MPA+mTORi 16 (14.2) 0 (0) 0.017 10 (9.1) 5(14.2) 0.418
mTORi+CNI 23 (20.5) 2(54) 0.046 19 (17.4) 5(14.2) 0.804
eGFR (mL/min/1.73 m*), median (IQR) 49.5 30.1 0.001 46.1 454 0.991
(38.1-71.4) (21.3-41.4) (30.0-64.4) (36.3-63.0)
Stages CKD, N (%) 0.001 0.288
>60 mL/min/1.73 m* 43 (38.4) 1(2.7) 33 (30.3) 10 (28.6)
30-60 55 (49.1) 17 (45.9) 48 (44.0) 20 (57.1)
<30 14 (12.5) 19 (51.4) 28 (25.7) 5 (14.3)

Cells count before vaccination, 1x10>/mm?, median (IQR)

Lymphocyte 1.6 (1.1-2.0) 1.0 (0.7-1.6) 0.008 1.5 (1.0-1.8) 1.5 (1.1-2.3) 0.525
CD4" T cells 54 (3.9-7.7) 4.1 (2.7-6.6) 0.807 5.1 (3.5-8.9) 5.4 (3.5-7.6) 0.638
CD8" T cells 4.5 (3.0-74) 3.8 (1.8-7.6) 0.068 3.9 (2.6-6.9) 6.1 (3.6-7.1) 1
Lymphocyte
>1x10°/mm3, N (%) 92 (82.1) 20 (54.1) 0.001 79 (72.5) 29 (82.8) 0.129

Serum Immunoglobulins levels, mg/dL, median (/QR)

IgG 1050 939 0.112 1020 1020 0.845
(877-1275) (750-1125) 0.092 (843-1245) (890-1130)

IgA 227(137-292) 148(111-281) 0.229 221(122-294) 165(131-257) 0.435

IgM 86(60-120) 72.5(35-116) 83(52-121) 79(48-105) 0.922

CNI, Calcineurin inhibitor; MPA, mycophenolic acid; mTORi, mammalian Target Of Rapamicin inhibitor; eGFR (CKD-EPI), estimated glomerular filtration rate; IQR, interquartile rate;
SD, Standard deviation.
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Kidney transplant recipients have lower humoral response rates and
lower antibody titers after vaccination. (A) Seropositivity rate after
vaccination in patients (KTR) and control groups (dialysis, PD; and
healthy volunteers, HV) for each sample collection after vaccine
administration. A threshold of >7.1 BAU/mL was used to consider
seropositivity. (B) Antibody levels (BAU/mL) for each sampling and
group after vaccine administration. Serum anti-spike 1gG titers were
higher in HV compared to KTR after second dose: 1782.8 (719.2-
2519.2 IQR) vs 4.4 (0.3-135.6 IQR) BAU/mL at P1 (p<0.001), 394.3
(179.1-850.6 IQR) vs 18.3 (1.2-140.3 IQR) BAU/mL at P2 (p<0.001) and
after the third dose: 335.5 (7.1-1415.3 IQR) BAU/mL in KTR, 908.9
(457.8-1872.8 IQR) BAU/mL in DP, 3058.9(1405.4-4366.1 IQR) BAU/
mL in HV, p<0.001 Data were expressed as median and IQR, and
p-values for each Mann-Whitney U test. n.d., non-determined.

Nevertheless, we did observe no differences in the cellular
response among infected and naive KTR: reactive CD4-T cells, 64.4
vs 58.3% (p=0.422); reactive CD8-T cells, 67.8 vs 64.6%
(p=0.662) (Figure 6C).

Discussion

In this study, we analyzed SARS-CoV-2-specific cell-mediated
and humoral immunities following two and booster doses of mRNA-
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1273 vaccine. KTR showed a marked reduction in the response rate,
with a link between different types of immunosuppressive therapy.

As for cellular response, we did not find a correlation between the
different clinical or treatment variants of the patients, although the
transplanted cohort showed a lower response rate, both in CD8 and
CD4 T cells, compared to control group. These results coincide with
those of other studies in cohorts of patients with pharmacological
immunosuppression, such as hematological cancer (19), as well as
patients with various types of immunodeficiencies (20, 21). These
studies also found no correlation between T-cell response and the
clinical characteristics of the patients. This fact could be due to the
high heterogeneity of the response against specific pools of the SARS-
CoV-2 Spike protein (22).

In contrast to studies evaluating cellular response in PBMC pool
or whole blood, our study has allowed independent study of CD4 and
CD8 T response, identifying a higher response rate in CD8-T cells
from patients undergoing KTR.

With regard to humoral response, KTR had a lower IgG response
rate compared to the control group in each period, and a delay in the
antibody production. In fact, some patients with low titers at day 15
after the administration of the second dose, raised antibody titers 3
months after this dose, in opposition to the downward curve observed
in the general population (23).

We observed that the initial immunization schedule did not
generate an adequate IgG response in KTR, and the third dose was
not sufficient to rescue all non-responders, similar to other
immunosuppressed populations (24). These patients could require
several booster doses and seasonal vaccination patterns, as is already
the case for other types of infectious diseases, like influenza
vaccination (25).

Our data showed that reduced renal function decreased the
likelihood of achieving seroprotection both after the second and
third doses, as has been described in HIN1 vaccination (26). The
mechanisms are still not very clear, since significant humoral
response is observed in 100% of DP in this and other studies (27).

Also, we found an influence of lymphocyte count and lymphocyte
depletion treatment, even when it was administrated several years
earlier. Some studies have reported that lymphopenia is associated
with infectious complications in cancer (28-30) and that there is an
age-dependent decline in the capacity of the adult immune system to
regenerate lymphocytes after thymoglobulin administration (31).

Interestingly, the prospective design and sample size and
homogeneity of our cohort, which received the same vaccination
type and schedule, also allowed us to identify relevant correlations
with patient therapies. The immunosuppressive treatment had a
different impact depending on whether we analyzed the response to
second or booster dose. With the initial vaccination schedule (two
doses), patients treated with MPA showed a pronounced decrease in
IgG response compared to the rest of patients. Conversely, a higher
probability of positive humoral response following the second dose
was observed in those with mTORI in the univariate analysis. The
relationship between mTORIi and a better immune response were
recently described by Netti et al (32). Nevertheless, this beneficial
effect of mTORI after two doses of vaccine was no maintained in the
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TABLE 2 Factors related to antibody respond after second and third dose of SARS-CoV-2 mRNA-1273 vaccine in COVID-19 naive KTR.

UNIVARIATE ANALYSIS

OR (95% ci), p

MULTIVARiate analysis

OR (95% ci), p

P1 (N=161)

Age >60 y 0.69 (0.36-1.32), 0.269
Gender 1.02 (0.52-1.97), 0.953
Diabetes 0.64 (0.31-1.30), 0.222

Time since transplantation >5 y

0.60 (0.27-1.32), 0.203

Previous transplant

1.55 (0.56-4.30), 0.390

mTOR inhibitor

MPA

CNI

7.78 (3.37-17.97),<0.001
0.06 (0.02-0.18), <0.001

0.32 (0.14-0.76), 0.008

0.05 (0.01-0.20), <0.001

0.17 (0.06-0.50), 0.001

eGFR pre-vaccination>30 ml/min/1.73 m”

2.48 (1.06-5.81), 0.032

6.08 (1.84-20.06), 0.003

Lymphocyte count pre-vaccination >1x10°/mm®

2.50 (1.10-5.68), 0.025

3.47 (1.24-9.68), 0.017

Thymoglobulin 0.58 (0.29-1.14), 0.114
P2 (N=155)

Age >60 y 0.49 (0.26-0.91), 0.024
Gender 1.22 (0.46-3.68), 0.521
Diabetes 051 (0.26-0.98), 0.044

Previous transplant

1.31 (0.50-4.18), 0.607

Time since transplantation >5 y
mTOR inhibitor

MPA

0.50 (0.24-1.00), 0.050
4.45 (1.93-10.24), <0.001

0.22 (0.08-0.56), 0.001

0.10 (0.03-0.31), <0.001

CNI

0.58 (0.26-1.31), 0.191

eGFR pre-vaccination>30 ml/min/1.73 m”

3.33 (1.53-7.23), 0.002

4.78 (1.67-13.65), 0.003

Lymphocyte count pre-vaccination >10°/mm?®

3.78 (1.78-8.02), <0.001

5.03 (1.93-13.10), 0.001

thymoglobulin 0.36 (0.18-0.72), 0.003 0.34 (0.15-0.74), 0.007
p3 (n=149)

Age >60 y 0.48 (0.22-1.04), 0.063

Gender 1.17 (0.55-2.50), 0.670

Diabetes 0.86 (0.39-1.92), 0.724

Previous transplant

1.08 (0.32-3.56), 0.895

Time since transplantation >5 y
mTOR inhibitor

MPA

0.64 (0.27-1.48), 0.302
7.95 (1.81-34.91), 0.002

0.30 (0.08-1.07), 0.053

6.40 (1.37-29.86), 0.018

CNI

0.29 (0.08-1.02), 0.044

eGFR pre-vaccination>30 mL/min/1.73m”

7.38 (3.14-17.35), <0.001

7.34 (2.72-19.84), <0.001

Lymphocyte count pre-vaccination >10%/mm**

4.11 (1.82-9.28), <0.001

4.68 (1.72-12.73), 0.003

Thymoglobulin

P1: 15 days after second dose; P2: three months after second dose; P3: two months after third dose; MPA,: mycophenolic acid; CNI, calcineurin inhibitor; mTOR, mammalian Target Of Rapamycin;

eGFR, estimated glomerular filtration rate.

0.35 (0.15-0.84), 0.016

Univariate and multivariate regression model (adjusted to age, gender and time since transplantation).

Frontiers in Immunology

frontiersin.org



https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1111569
https://www.frontiersin.org/journals/immunology
https://www.frontiersin.org

Pérez-Flores et al.

B
100+ p-0.053
pO00L  p0001 [T
* 801 M g
o= 604 )
=35 x
c = =
% 404 2
9 o £
> a ©
S o
2 20+ 2
o4 L L
P1 P2 P3
[—
Bl VPA+
100+
&\c, 80+ p=0.003 P=0-016 o
o9 m [ E
£5 3
o~ g0 o
> p=0.082 Q
2 |5 2
S & T
o @ 40 @
O o =
o a S
o
= o
o 201 k=)
04 | | | |
P1 P2 P3
] Thymoglobulin-
I Thymoglobulin+
1001 p=0.001
— p<0.001
* 80{PL.00t 5
£
[T =
£8 1 3
9z % 2
— - Q
- > 2
S & a
g B 40 9
o =
oa €
o
= o
S 201 k=)
04 L
P1 P2 P3

[] mTOR inhibitor-
Il mTOR inhibitor+

FIGURE 4

10.3389/fimmu.2023.1111569

p=0.008
6x10°

© MMF (+)
O MMF(-)

5x10°4

4x10°4

3x10°4

2x10°4

1x10°4

P2 P3

p=0.006
6x10%7 © Thymoglobulin (+)
© O Thymoglobulin (-) ° e
5x10°
o )
o
o 3
4x10°4 o g
° =0.003 °
P=0.032 £2008 6 °
2]
3x10 o §
: 8
2x10%4 8 8
R a
1x10°] )
0l

P2

p<0.001
6x10°+
© imTOR (+) ° ®PL
sx10:] © imTOR()
<)
o
4x10°] ° &
o
o
3x103]
p=0.037 _be0.001 °

2x10°4

1x10°4

P1

P2

Treatment with mycophenolate and thymoglobulin reduces the efficacy of the humoral response in kidney transplant recipients, whereas therapy with
mTOR inhibitors reverses the negative effect of immunosuppressive therapy in these patients. (A) Humoral response rates comparing mycophenolate
(MPA), thymoglobulin and mTOR inhibitor therapies. (B) Levels of anti-Spike IgG antibodies comparing therapies with mycophenolate (MPA),
thymoglobulin and mTOR inhibitors. Patients under MPA had lower IgG anti-spike titers than those without it in all points (P1: 2.6 (0.1-19.9) vs 149.4
(12.4-966.3) BAU/mL, p<0.001; P2: 7.1 (0.7-109.9) vs 50.1 (9.5-300.5) BAU/mL, p=0.005; P3: 104.2 (5.3-1051.5) vs 737.5 (213.1-2183.5) BAU/mL,

p=0.008). The same behavior was performed in KTR who received thymoglobulin (P1: 4.5 (0.1-135.5) vs 13.8 (0.7-759.4) BAU/mL, p=0.032, P2: 5.8 (0.6-
68.0) vs 46.9 (4.3-317.2) BAU/mL, p=0.003, P3: 56.7 (2.3-877.8) vs 1378.1 (53.0-1919.3) BAU/mL, p=0.006). In patients treated with mTORI, antibody titers
were higher vs non-treated (P1: 162.7 (9.2-1093.4) vs 2.6 (0.1-20.3) BAU/mL, p<0.001; P2: 145.6 (12.6-709.4) vs 6.0 (0.7-70.4) BAU/mL, p<0.001; P3:
1036.2 (366.4-2270.0) vs 70.3 (3.4-761.7) BAU/mL, p<0.001). Graphs include data for each sampling after vaccination and p-values for each Mann-

Whitney U test.

adjusted model in our cohort, findings also noted by Bae (33). Several
authors found similar results with MPA and mTORi in different
groups of patients who received two doses (33-37), even proposing
the temporary suspension of treatment during the vaccination
process (38).

But we go further and performed an analysis of immune response
after the third or booster dose and different results were observed.
There was no association between humoral response and MPA, and
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mTORi was the only treatment that showed an independent
association with immunogenicity following the third dose. We
hypothesized that the negative impact of MPA was diluted after
booster dose, perhaps due to greater antigenic exposure, similar to
what happened in the case of patients who have undergone COVID-
19 in any of the study periods. The mTORIi-treated patients with three
doses of vaccine showed a quantitative and qualitative humoral
immune response similar to controls, with high response rates.
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FIGURE 5

Sera from renal transplant recipient patients show lower RBD-ACE?2 binding neutralizing activity than control groups, which correlates with antibody
levels, and mTOR inhibitors treatment enhance neutralizing activity of sera of these patients. (A) Graph shows the neutralizing activity of patient sera at
1:25 dilution in patients (KTR) and control groups (DP and HV), with median and IQR, and p-value for Mann-Whitney U test. (B) Graph shows the
correlation of neutralizing activity with antibody levels calculated with Spearman’s Rho. (C) Graphs show the percentage of patients with a range of
neutralizing activity (divided in three percentiles, according to p25 and p75, <17%, 17%-<71% and >71%) for mTOR inhibitor, MMF and thymoglobulin

treatment after the third dose of vaccination

Several studies found that mTORi can enhance the formation and
differentiation of memory CD8 T cells in anti-tumor vaccines and in
immunization against viruses and parasites (39-42). It has been
suggested that mTOR blockade effectively potentiated antigen-
specific T-cell and B-cell responses induced by HBV vaccines (43).
Finally, we found that neutralization capacity after the third dose
is clearly linked to anti-S IgG antibody titers, as had already been

Frontiers in Immunology

described (44). This is especially relevant in KTR, as many of them
generate response after vaccination, but with low titers, which may
lead to an increased risk of infection and complications. As with
antibody titers, treatments affected the neutralizing capacity of these
sera. Patients treated with mTORi had a greater neutralization
capacity, as they achieved higher IgG titers, suggesting a more
efficient post-vaccination response. This data may lead to consider
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Patients affected by COVID-19 have higher levels of anti-Spike IgG antibodies and higher neutralizing activity. (A) Levels of anti-Spike 1gG antibody (BAU/
mL) in COVID-19 affected and unaffected patients for each of the post-vaccination samples (p<0.001). (B) Neutralizing activity of sera after the third dose
in COVID-19 affected and unaffected patients. Neutralizing activity was 78.9 in SARS-CoV-2 infected vs 43.4% (p<0.001) in SARS-CoV-2 naive KTR. Both
graphs show median and IQR, an p-value for each Mann-Whitney U test. (C) Graph show IFNy+ cells in COVID-19 naive and COVID-19 infected
individuals in CD8 and CD4 T cells. Non-significant differences were found between both groups. n.s., non significant.

the use of this therapy as an adjuvant for the response to new booster
doses of mRNA vaccines.

Regarding the limitations of this study, all the assays were performed
on the wildtype strain of SARS-CoV-2. In addition, the administration
of a fourth dose to immunosuppressed patients has been standardized,
so we have extended this study to verify the effect of the fourth dose.

In conclusion, this study shows that KTR have a lower
response after to doses of mRNA-1273 vaccination, especially
accentuated in those treated with MPA or thymoglobulin. Based
on these observations, it can be assumed that COVID-19 still
presents a major risk for vaccinated KTR. However, it is possible to
rescue patients with the third dose and mTORi therapy could be a
potential adjuvant therapy to improve the response to booster
doses in this high-risk population.
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Abstract: Background: IgG4 is the least immunogenic subclass of IgG. Immunization with
mRNA vaccines against SARS-CoV-2, unlike other vaccines, induces an increase in IgG4
against the spike protein in healthy populations. This study investigated whether immuno-
suppressive therapy affects the immune response, focusing on IgG subclass changes, to
four doses of mRNA vaccine in kidney transplant recipients (KTRs). Methods: This study
includes 146 KTRs and 23 dialysis patients (DPs) who received three mRNA-1273 vaccine
doses and a BNT162b2 booster. We evaluated anti-spike IgG titers and subclasses, T-CD4+
and T-CD8+ cellular responses, and serum neutralizing activity (SNA). Results: At the
fourth dose, 75.8% of COVID-19 naive KTRs developed humoral and cellular responses (vs.
95.7% in DPs). There was a correlation between anti-spike IgG titers/subclasses and SNA
(p < 0.001). IgG subclass kinetics after the third /fourth dose differed between COVID-19
naive KTRs and DPs. Immunosuppressive therapy influenced IgG subclasses: mTOR in-
hibitors (mTORIi) positively influenced IgG1 and IgG3 (p < 0.05), while mycophenolic acid
negatively affected IgG1, IgG3, and IgG4 (p < 0.05). SNA is correlated with breakthrough
infections after four doses of vaccine in KTRs. mTORi was the only factor associated with
SNA > 65% in naive KTRs [4.29 (1.21-15.17), p = 0.024]. Conclusions: KTRs show weaker
cellular and humoral immune responses to mRNA vaccines and a class shift towards non-
inflammatory anti-S IgG4 upon booster doses. IgG subclasses show a positive correlation
with SNA and are influenced by immunosuppression. Increased SNA after four doses of
vaccine is protective against infection. mTORi may benefit non-responding KTRs.

Keywords: kidney transplant recipients; SARS-CoV-2 vaccine; serum neutralizing activity;
IgG subclasses; COVID-19
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1. Introduction

Two mRNA vaccines from Pfizer-BioNTech (BNT162b2) and Moderna (mRNA-1273)
were the first FDA-approved mRNA vaccines for immunization against the severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 (SARS-CoV-2). Both showed high initial efficacy
of around 90% in the general population [1,2], but we do not know the kinetics of this
immunity in the medium and long term and the booster doses needed to maintain immunity.
It is currently unknown how these new vaccine formats will affect the long-term B cell and
Fc antibody response.

Some works have documented that, after three doses, immunization was superior
in terms of humoral response and neutralizing capacity against several SARS-CoV-2 vari-
ants [3,4]. Knowledge of these data may be even more important in kidney transplant
recipients (KTRs), as their immunosuppressed status results in a poorer and less durable
response than in the general population [5].

Antibodies display multiple functions and features, and are fundamental to the control
of viral infection. Neutralizing antibodies and IgG subclasses have been extensively studied
as potential markers of disease severity and vaccine efficacy. Recent studies have shown
that COVID-19 patients and those receiving vaccination with mRNA-based COVID-19
vaccines develop a robust IgG response in healthy adults, consisting mainly of IgG1 and
IgG3 subclasses, with neutralizing activity against SARS-CoV-2 [6,7].

However, other authors have observed a significant increase in IgG4 levels after vacci-
nation with the booster doses of the mRNA vaccines, contrary to other antigen expositions,
such as adenoviral or inactivated vaccines, or after SARS-CoV-2 infection [8,9]. To the best
of our knowledge, it is unknown whether this shift towards IgG4 production occurs when
vaccinating individuals who are being treated with immunosuppressants.

IgG is the most prevalent immunoglobulin isotype in human serum and plays a
pivotal role in the adaptive and innate immune responses. IgG subclasses have unique
functional properties that are essential for host defense against infections [10,11]. These sub-
classes exhibit different affinities for Fc gamma receptors (FcyRs) and for C1q complement
binding [12], which modulate their ability to trigger effector mechanisms such as antibody-
dependent cellular cytotoxicity (ADCC) and antibody-dependent cellular phagocytosis
(ADCP) [13,14].

IgGl1 is the most prevalent subclass in serum and has a high affinity for FcyRI, FcyRlla,
and FcyRlIlla expressed on phagocytic and natural killer (NK) cells [15,16]. This subclass
is associated with Th2-type responses and is involved in the clearance of extracellular
pathogens by ADCC and complement activation [17]. IgG2 has a lower affinity for FcyRs
but a higher affinity for C1q [18] and is critical for opsonization of encapsulated bacteria.
IgG3 has the highest affinity for FcyRs and is the most potent activator of ADCC and
complement activation, while IgG4 has the lowest affinity for FcyRs and Clgq, is associated
with immune tolerance, and is involved in the suppression of allergic and autoimmune
reactions [12].

The kinetics of IgG subclasses may explain the variable humoral response observed in
some individuals following vaccination. Investigating the dynamics of IgG subclasses is
essential for understanding the mechanisms of protection against viral infection, especially
in immunosuppressed populations. The aim of this study was to investigate the kinetics
of anti-spike antibodies, serum neutralizing activity (SNA), and IgG1-IgG4 subclasses
in a cohort of KTRs receiving four doses of mRNA vaccines, to analyze the effect of
immunosuppressive therapy and to compare their response with that of another group of
dialysis patients (DPs).
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2. Methods
2.1. Study Design and Sample Collection

We conducted a prospective study involving a cohort comprising 146 KTRs who
received three doses of mRNA-1273 vaccine at 0, 1, and 5 months and a booster dose of
BNT162b2 vaccine at 11 months after the first dose. For comparison purposes, an additional
cohort of 23 DPs who received the same vaccination regimen was included. Individuals
who had previously been infected with SARS-CoV-2 or who became infected during the
follow-up period were excluded from the initial vaccine effectiveness analysis.

Blood samples were collected two months after the fourth dose (P4). Previous sample
data were obtained from samples collected in a previous study [5], corresponding to before
vaccination (P0), 21 days after the second dose (P1), three months after the second dose (P2),
and two months after the third (P3) and fourth dose (P4). Eight months after the fourth
dose, we assessed patients who remained uninfected (naive KTR) or had a breakthrough
infection. The study design and sampling schedule are summarized in Figure 1.

146 KTR
PO
2 vaccine doses Pl <+«—1 3 weeks 17 previously
To infected
«— 3 th
T1=1 month e mon™s
129 KTR
3th dose
T2=5months -
P3«—1 2 months 10 infected
119 KTR
4th dose
T3=11 months
P4 [-2months 28 infected
91 KTR
66 naive KTR 25 breakthrough
infection KTR

Figure 1. Flow chart of kidney transplant recipients (KTRs) included in the study and exclusion
criteria. Each extraction (PO, P1, P2, P3, and P4) involved the following laboratory determinations:
SARS-CoV-2 Serology Analysis, Assessment of Cell-Mediated Immunity, Assessment of Serum
Neutralizing Activity of ACE2-RBD, and Measurement of IgG subclasses. Patients were tested for
SARS-CoV-2 infection by anti-N antibodies, determined by ELISA.
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2.2. Patient Selection

KTRs attending the outpatient Renal Transplant Unit between 1 March and 15 April
2021 and expressing a desire to be vaccinated were included in this study. Inclusion
criteria included being over 18 years of age, having a history of kidney transplantation
for at least six months, and consenting to participate in the study. Exclusion criteria
included a history of malignancy, a solid organ transplantation other than kidney, primary
immunodeficiency disease, previous allergic reactions to inactivated vaccines, and the
presence of an unexplained fever above 37.5 °C or symptoms suggestive of infection.

The study was conducted in accordance with the ethical standards of the Declaration
of Helsinki and was approved by the local ethics committee. Informed written consent was
obtained from all participants before blood samples were taken.

The vaccination periods were carried out following the schedules and periods pro-
vided by the Spanish Ministry of Health, including the administration of a booster (4th
dose) of the vaccination in individuals undergoing renal transplantation. The vaccination
protocol was the same for all participants, including two initial doses of mRNA-1273, and a
booster (third dose) of mRNA1237 was performed with 0.25 mL containing 50 ug of mRNA,
i.e., half the dose of the initial regimen and a fourth dose of BNT162b2 vaccine (due to
stock limitations).

Samples were taken according to the literature available at the time, although a stan-
dard of two months after the booster dose was established for the last samples, based on the
results published after one year of analysis of immune responses in the general population.

2.3. Control Group Selection

We established a control group of non-immunocompromised individuals to compare the
immune response to the vaccine. This control group consisted of 23 DPs (naive to SARS-CoV-2
infection and with no breakthrough infection) who received the same vaccination schedule.
Blood samples were collected from the DPs at equivalent time intervals after vaccination
under the same conditions as the KTRs.

2.4. SARS-CoV-2 Serology Analysis

A quantitative SARS-CoV-2 IgG test (SARS-CoV-2 IgG II Quant; Abbott Diagnostics)
was used according to the manufacturer’s instructions. Samples with AU/mL values >50
were considered positive for SARS-CoV-2 IgG antibodies. To identify individuals who
had been infected with the SARS-CoV-2 before vaccination or between sample collections,
we employed an ELISA assay that assessed the presence of anti-SARS-CoV-2 N-protein
antibodies, as previously described [5].

The antibody values were converted into WHO binding antibody units (BAU)/mL
using a conversion factor of 0.142 (BAU/mL = AU/mL x 0.142).

2.5. Assessment of Cell-Mediated Immunity

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained by density gradient
isolation, and cells were stimulated with peptides covering the immunodominant domain
surface S-protein of SARS-CoV-2. T-cell responses were assessed by flow cytometry using
a lower limit of 0.05% as the threshold for a positive cellular response. The reported
frequency was obtained by subtracting the background from the negative control for each
donor. Antibodies employed were anti-CD3-FITC (UCHT1), CD4-PE (OKT4), and CDS8-
PE/Cy7 (SK1), and anti-IFNy-APC (B27) (Biolegend), following standard procedures for
intracellular staining. The gating strategy and dot-plots are shown in Supplementary
Figure S1.
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2.6. Assessment of Serum Neutralizing Activity of ACE2-RBD

To determine the serum neutralizing activity (SNA) against the ACE2-Spike (RBD)
interaction, a competitive ELISA assay was performed as previously described [5]. Briefly,
plates coated with recombinant RBD and sera samples were incubated with biotin-labeled
ACE2 to assess the ACE2-RBD interaction, resulting in a percentage neutralization value.

2.7. Measurement of IgG Subclasses

An ELISA assay for RBD protein was used to measure IgGl1, IgG2, IgG3, and IgG4
isotypes. Ninety-six-well plates were coated with SARS-CoV-2 RBD (2 ug/mL) for 16 h
at 2 °C, sera samples (1:100 dilution) were incubated, and antibodies were detected using
goat anti-human IgG1, IgG2, IgG3 and, IgG4 HRP-conjugated antibodies (SouthernBiotech,
Birmingham, AL, USA). Data from these ELISAs are expressed as optical density (OD) at
450 nm.

To establish the cut-off of anti-S IgG subclasses, we used the value of the mean plus
twice the standard deviation (Mean OD + 2 * SD, 95% CI) of the OD value at 430 nm of
8 pre-pandemic sera (PCR negative, anti-S and anti-N total IgG negative, and with no
COVID-19 compatible symptoms) per ELISA plate. This methodology is based on the fact
that 95.0% of the data are within 1.96 standard deviations of the mean. Therefore, values
outside this range are unlikely to be due to random sampling and are significantly higher
than the cut-off point value obtained for each IgG isotype. Values above the cut-offs were
considered positive. The cut-offs were established as follows: IgG1: 0.0085; IgG2: 0.0075;
IgG3: 0.0559; IgG4: 0.018.

2.8. Statistical Analysis

Quantitative data are presented as mean and standard deviation (SD) or median
with interquartile range (IQR), while qualitative variables are expressed as absolute and
relative frequencies. Categorical variables were compared using the chi-squared test,
and continuous variables were analyzed using Student’s ¢-test or the Mann-Whitney U
test, as appropriate. Repeated measures were compared using the Wilcoxon signed-rank
test or the McNemar test. Spearman’s rho was used to assess the correlations between
continuous variables. Logistic regression was used to assess factors associated with immune
response, with factors showing a univariate association (p-value < 0.100) included in the
final multivariate model. All calculations were performed using GraphPad Prism version
8.0 and SPSS version 25.0, with a significance level of p < 0.05 (two-tailed).

3. Results

3.1. Naive Kidney Transplant Recipients Have a Lower Response Rate After Fourth Dose of mRNA
Vaccine than Dialysis Patients

The demographic characteristics, immunosuppressive therapy, and laboratory find-
ings of all patients are described in Table 1. Among the COVID-19 naive KTRs, 75.8%
(69/91) developed a humoral and cellular response after the fourth dose (vs. 95.7% in DPs,
p < 0.05). Of the remaining 22 (24.2%) naive KTRs, 8 patients developed only cell-mediated
immunity, 11 developed only a humoral response, and only 3 had no immune response,
either cellular or humoral.

In addition, the intensity of the humoral immune response after the fourth dose was
also significantly higher in DPs than in KTRs: anti-spike IgG titers of 23,587 (14,275-33,931)
vs. 3640 (279-15,940) AU/mL, p = 0.002; SNA 70.08% (49.14-85.96) vs. 29.23% (30.03-62.93),
p = 0.006. However, no differences in the intensity of the cellular response were observed
between DPs and KTRs who had a positive response: reactive CD4 T-cell 0.18 (0.03-0.49)
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vs. 0.28% (0.25-0.56), p = 0.535; reactive CD8 T-cell 0.24 (0.08-0.63) vs. 0.15 (0.01-0.48),
p =0.288.

Table 1. Demographic characteristics and laboratory findings of kidney transplant recipients and
dialysis patients.

KTR Naive KTR Infected KTR DP
(N = 146) (N =91) (N = 55) (N =23)
Gender (male), N (%) 91 (62.3) 55 (60.4) 36 (65.5) 13 (56.5)
Ethnicity, N (%)
Caucasian 125 (85.6) 79 (86.8) 46 (83.6) 19 (82.6)
Hispanic 20 (13.7) 12 (13.2) 8 (14.6) 3(13.0)
Others 1(0.7) 0(0) 1(1.8) 1(44)
Age
years (mean, SD) 57 (15.0) 60.4 (15.5) 54.4 (13.5) 56 (13)
>60y, N (%) 73 (50.0) 53 (58.2) 19 (35.2) 12 (52.1)
Diabetes, N (%) 51 (34.9) 32 (35.1) 19 (35.2) 8(34.7)
HBP, N (%) 132 (90.4) 82(90.1) 50 (90.9) 23 (100)
Cardiovascular disease, N (%) 34 (23.3) 21 (23.1) 13 (23.6) 8(34.7)
Chronic lung disease, N (%) 27 (18.5) 16 (17.6) 11 (20) 5(21.7)
Time since transplantation
years (median, IQR) 9.2 (4.0-15.8) 9.5 (4.4-17.0) 8.0 (3.8-13.7)
<5 years, N (%) 41 (28.1) 24 (26.4) 17 (30.9)
Previous Transplant,
N (%) 19 (13.0) 12 (13.2) 7 (12.7)
Immunosuppressive drug, N (%)
Steroids 73 (50.0) 44 (48.3) 29 (52.7)
CNI 120 (82.2) 69 (75.8) 51 (92.7)
MPA 111 (76.0) 70 (76.9) 41 (74.5)
mTORi 41 (28.1) 26 (28.6) 15 (27.2)
Thymoglobulin 82 (56.1) 53 (58.2) 29 (52.7)
Immunosuppressive protocol, N (%)
MPA + CNI 102 (69.8) 64 (70.3) 38 (69.1)
MPA + mTORIi 19 (13.1) 13 (14.3) 6 (10.9)
mTORi + CNI 25 (17.1) 14 (15.4) 11 (20.0)
eGFR (mL/min/1.73 m?), median (IQR)
Stages CKD, N (%)
>60 mL/min/1.73 m? 49 (33.5) 26 (28.6) 23 (41.8)
30-60 71 (48.6) 47 (51.6) 24 (43.6)
<30 26 (17.9) 18 (19.8) 8 (14.6)
Cells count, 1 x 103/mm3, median (IQR)
Lymphocyte 1.52 (1.13-2.03) 1.54 (1.06-2.06) 1.70 (1.20-2.37) 1.62 (1.21-2.12)
CD4+ T-cells 0.54 (0.38-0.74) 0.55 (0.35-0.77) 0.59 (0.38-0.78)
CD8+ T-cells 0.48 (0.34-1.02) 0.45 (0.29-0.78) 0.56 (0.33-0.86)
Lymphocyte > 1 x 103 /mm3, N (%) 107 (73.2) 70 (76.9) 37 (67.3) 20 (91.3)

KTR = kidney transplant recipient. DP = dialysis patient. SD = standard deviation. IQR = interquartile ratio.
CKD = chronic kidney disease. CNI = calcineurin inhibitor. MPA = mycophenolate acid. mTORi = mammalian
target of rapamycin inhibitor. Egfr = estimated glomerular filtration rate.

3.2. Kinetics of Anti-Spike IgG Subclasses After Vaccination Against SARS-CoV-2 in Naive
Kidney Transplant and Dialysis Patient

In naive KTRs, median levels of IgG1 were below the cut-off after P1 and it was
increased only after the fourth dose (P4). IgG2 was slightly increased after P2 without
further increase in subsequent doses. IgG3 was not detected above the cut-off, while median
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IgG4 levels were only detected after the fourth dose (P4) (see Table 2 and Supplementary

Figure S2).

Table 2. Kinetics of IgG subclasses (median OD 450 nm [IQR]) after vaccination against SARS-CoV-2
in naive kidney transplant recipients and dialysis patients.

P1 P2 P3 P4
IgG1 OD (450 nm)
KTR 0.0043 0.0147 2 0.0117 0.0470 b
[0.0028-0.0067] [0.0044-0.0251] [0.0035-0.1069] [0.0103-0.1669]
DP n.d. n.d. 0.0490 0.0170 ©
[0.0290-0.0845] [0.0065-0.0320]
IgG2 OD (450 nm)
KTR 0.0020 0.0083 2 0.0095 0.0062
[0.0010-0.0035] [0.005-0.0183] [0.0038-0.0226] [0.0034-0.0214]
DP n.d. n.d. 0.0260 0.0530
[0.0218-0.0495] [0.0123-0.0754]
IgG3 OD (450 nm)
KTR 0.0227 0.0323 4 0.0215 0.0160
[0.0108-0.03725] [0.0115-0.0703] [0.0105-0.121] [0.007-0.0775]
DP n.d. n.d. 0.0330 0.0415
[0.0120-0.0470] [0.0284-0.0641]
IgG4 OD (450 nm)
KTR 0.0060 0.0052 0.0070 € 0.0285 f
[0.0010-0.0093] [0.0024-0.011] [0.0019-0.0371] [0.0048-0.1860]
DP n.d. n.d. 0.7808 0.8755

[0.0363-1.1873]

[0.1826-1.4783]

P1: At 21 days after 2nd dose. P2: At 3 months after 2nd dose. P3: At 2 months after 3th dose. P4: At 2 months
after 4th dose. KTR: kidney transplant recipient (n = 60). DP: dialysis patient (n = 12). * IgG1, IgG2 at P1 vs. P2,
p <0.001;® IgG1 in KTRs at P3 vs. P4, p = 0.010; € IgG1 in DP at P3 vs. P4, p = 0.005; 9 IgG3 at P1 vs. P2, p = 0.016;
¢ IgG4 in KTRs at P2 vs. P3, p = 0.007; £ IgG4 in KTRs at P3 vs. P4 p = 0.001. The cut-offs were established as
follows: IgG1: 0.0085; IgG2: 0.0075; IgG3: 0.0559; IgG4: 0.018.

In naive DPs, a decrease in IgG1 levels was observed after the fourth dose compared
to the third dose, and IgG4 was the most prevalent IgG subclass.

Except for IgG1, DPs developed higher levels of the different IgG subclasses than
KTRs after four doses of vaccine (p < 0.001).

3.3. Effect of Immunosuppressive Therapy on the Kinetics of Anti-Spike IgG Subclasses

Significantly, immunosuppressive therapy had a notable effect on the levels of IgG
subclasses in naive KTRs. Mycophenolate (MPA) had a negative effect on IgG1, I1gG3,
and IgG4 subclasses after four doses of vaccine, whereas mTOR inhibitors (mTORi) had a
positive correlation with pro-inflammatory subclasses (IgG1 and 3). KTRs treated with MPA
exhibited lower levels of IgG1 [0.031 (0.003-0.193) vs. 0.127 (0.030-0.364), p = 0.047], IgG3
[0.011 (0.004-0.077) vs. 0.034 (0.020-0.100), p = 0.039], and I1gG4 [0.014 (0.002-0.097) vs. 0.329
(0.069-0.516), p = 0.006] than untreated KTRs (Figure 2A). Conversely, mTORIi treatment
showed significantly higher levels of IgG1 [0.153 (0.050-0.267) vs. 0.023 (0.004-0.137),
p = 0.014] and IgG3 [0.038 (0.020-0.121) vs. 0.010 (0.004-0.067), p = 0.024] than KTRs
without mTORIi (Figure 2B). Moreover, patients treated with mTORIi had a significant
increase in total anti-S IgG and SNA after the fourth dose (Supplementary Figure S3).
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Figure 2. Inmunosuppressive treatments modulate IgG subtypes in response to SARS-CoV-2 mRNA
vaccination after booster dose. (A) Mycophenolate mofetil treatment (MPA) decreases IgG1 and
IgG4 levels, whereas (B) mTOR inhibitors (mTORi) increase IgG1, IgG3, and IgG4 levels in these
patients. Untreated condition refers to patients not treated with the analyzed immunosuppressant
(e.g., not treated with mTORi, but with other immunosuppression). These findings highlight the
distinct immunomodulatory effects of mTORi and MMEF on specific IgG subclasses, suggesting
possible impacts on treatment efficacy. Only significant p-values (<0.05) are shown, * p-value < 0.05,
** p-value < 0.01. The cut-offs were established as follows: IgG1: 0.0085; IgG2: 0.0075; IgG3: 0.0559;

IgG4: 0.018.

No association was found between IgG subclasses and age, gender, or other immuno-
suppressive therapies.

3.4. Correlation of Anti-Spike IgG Titers and Subclasses with SNA. Factors Associated with SNA

A robust correlation was found between the titers of anti-spike IgG and SNA after
the fourth dose in naive KTRs (r = 0.823, p < 0.001). Moreover, a positive correlation was
observed between the different IgG subclasses and SNA, with the strongest correlation
noted with IgG1 (IgG1: r = 0.706, p < 0.001; IgG2: r = 0.358, p = 0.007; IgG3: r = 0.529,
p <0.001; IgG4: r = 0.502, p < 0.001) and with total IgG (r = 0.823 p < 0.0001) (Figure 3).

Finally, we examined potential factors associated with achieving SNA > 65% after the
fourth dose, which represents the 75th percentile of the data set.

Only mTORIi therapy was statistically associated with SNA in COVID-19 naive KTRs
in the multiple logistic regression analysis. Patients receiving this treatment were more
than four times more likely to develop high SNA [4.29 (1.21-15.17), p = 0.024], as shown in
Table 3.
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Figure 3. Correlation of IgG subclasses and total IgG levels with serum neutralizing activity (SNA)
in kidney transplant recipients. Total IgG (r = 0.823, p-value < 0.001) and IgG subclasses showed a
positive correlation with SNA, with IgG1 subclass having the higher r-value (0.706, p-value < 0.001).
Table 3. Serum neutralizing activity >65% (percentile 75) after 4 doses of vaccine in naive KTRs.
SNA > 65% Univariate Multivariate
OR (CI 95%) 1 OR (CI 95%) 1
Diabetes 1.81 (0.64-5.07) 0.200
Age >60 years 0.67 (0.48-0.95) 0.077 0.49 (0.15-1.55) 0.227
Gender male 0.90 (0.58-1.39) 0.671
Steroids 0.54 (0.36-0.80) 0.019 0.83 (0.24-2.77) 0.764
CNI 0.98 (0.71-1.36) 0.939
MPA 0.89 (0.69-1.16) 0.490 0.52 (0.13-2.03) 0.350
mTORi 5.20 (0.77-35.17) 0.027 4.29 (1.21-15.17) 0.024
Thymoglobulin 0.67 (0.47-0.95) 0.073 0.92 (0.25-3.30) 0.902
eGFR > 30 mL/min 3.03 (0.87-10.55) 0.072 2.89 (0.31-26.68) 0.349
<5 years since transplantation 0.93 (0.68-1.26) 0.685
Previous transplant 1.85 (0.49-6.87) 0.353
Lymphocyte > 1 x 10°/mm? 0.97 (0.35-2.63) 0.953

CNI = calcineurin inhibitor. MPA = mycophenolate acid. mTORi = mammalian target of rapamycin inhibitor.
eGFR = estimated glomerular filtration rate.



Vaccines 2025, 13,123

10 of 15

3.5. Impact of Infection Before the Fourth Dose on the Vaccine-Induced Immune Response

Fifty-five KTRs (37.6%) developed either symptomatic or asymptomatic SARS-CoV-2
breakthrough infection after the booster dose. Seventeen patients had a history of COVID-
19 prior to the first vaccine dose, eleven of whom met the criteria for severe COVID-19.
Ten KTRs became infected after the second dose of vaccine, while twenty-eight were
infected after the third dose (Figure 1). All patients who became infected after vaccination
experienced mild or no symptoms.

These 55 infected KTRs exhibited a significant increase in anti-spike IgG titers after
receiving the fourth dose, as evidenced in Table 4 (see Supplementary Figure S3c,d for
a visual representation of the data). Furthermore, infected KTRs also showed a higher
SNA than naive KTRs [30.0 (7.9-62.9) vs. 74.4 (51.3-82.4)%, p < 0.001]. Interestingly,
we found that infected KTRs had higher IgG titers for the different IgG subclasses than
naive patients, although this was statistically significant only for IgG3 [0.016 (0.006-0.077)
vs. 0.098 (0.055-0.222), p < 0.001] and IgG4 [0.028 (0.003-0.214) vs. 0.155 (0.056-0.912),
p = 0.003]. Regarding the cell-mediated immune response, infected KTRs also showed
a higher proportion of reactive CD8 T-cells than their naive counterparts (Table 4). No
differences in the immune response were observed according to the severity of the infection.

Table 4. Characteristics of specific immunity 2 months after the fourth dose (P4) according to previous
SARS-CoV-2 infection.

SARS-CoV-2 Infection Before 4th Dose Naive KTR (N =91) Infected KTR (N = 55) p
IgG SARS-CoV-2 (BAU/mL) 516.9 (39.6-2263.5) 3389.1 (1707.6-8427.1) <0.001
SNA (%) 30.0 (7.9-62.9) 74.4 (51.3-82.4) <0.001
IgG1 (OD 450 nm) 0.047 (0.006-0.193) 0.078 (0.017-0.176) 0.450
IgG2 (OD 450 nm) 0.006 (0.002-0.022) 0.026 (0.003-0.056) 0.241
IgG3 (OD 450 nm) 0.016 (0.006-0.077) 0.098 (0.055-0.222) <0.001
IgG4 (OD 450 nm) 0.028 (0.003-0.214) 0.155 (0.056-0.912) 0.003
IFNy-CD4 (%) 0.28 (0.02-0.56) 0.31 (0.09-0.55) 0.608
IFNy-CDS8 (%) 0.15 (0.01-0.48) 0.30 (0.15-0.83) 0.005

KTR = kidney transplant recipient. SNA = serum neutralizing activity. IFNy = interferon gamma. OD = optical density.

3.6. Correlation Between Humoral Immunity and Incidence of Breakthrough Infection After the
Fourth Vaccine Dose

During the six months following P4 (2 months after the fourth dose), 25 of the 91 naive
KTRs became infected. These 25 patients exhibited a weaker humoral immune response
after four doses compared to those who remained uninfected, as evidenced by lower IgG
titers and SNA percentage (Table 5).

Table 5. Characteristics of specific immunity at P4 between naive and infected KTRs at nine months
after the fourth dose of the vaccine.

SARS-CoV-2 Infection After 4th Dose Naive KTR (N = 66) Infected KTR (N = 25) p
IgG SARS-CoV-2 (BAU/mL) 1429.7 (63.8-2870.4) 121.6 (1.0-869.6) 0.005
SNA (%) 45.8 (8.5-69.4) 20.3 (1.9-46.1) 0.012
IgG1 (OD 450 mm) 0.050 (0.006-0.205) 0.039 (0.000-0.060) 0.009
IgG2 (OD 450 mm) 0.005 (0.002-0.037) 0.002 (0.000-0.006) 0.006
IgG3 (OD 450 mm) 0.017 (0.006-0.095) 0.000 (0.000-0.014) <0.001
IgG4 (OD 450 mm) 0.032 (0.003-0.367) 0.001 (0.000-0.012) <0.001
IFNy-CD4 (%) 0.28 (0.00-0.56) 0.30 (0.09-0.64) 0.373
IFNy-CDS8 (%) 0.17 (0.00-0.68) 0.12 (0.00-0.46) 0.421

KTR = kidney transplant recipient. SNA = serum neutralizing activity. IFNy = interferon gamma.

OD = optical density.



Vaccines 2025, 13,123

11 0f 15

Notably, KTRs who achieved an SNA greater than 65% after the fourth dose were
almost four times less likely to become infected in the following six months (OR 3.63, 95%CI
0.91-14.55, p = 0.034).

Similar results were found for IgG subclasses. Infected KTRs had lower IgG subclass
titers compared to non-infected patients, as shown in Table 5.

4. Discussion

Our results showed that KTRs have a high risk of breakthrough infection after the
generally scheduled vaccination, even showing suboptimal seropositive protection after
the third dose [5,19,20], which led to the recommendation of a fourth dose for these
patients. Recent studies suggest that a fourth dose of the mRNA-based Pfizer-BioNTech or
Moderna vaccines may offer short-term benefits to individuals with compromised immune
systems, particularly kidney transplant recipients (KTRs), by improving immune responses.
The World Health Organization has indicated that additional booster doses, such as a
second booster, could enhance protection in these populations, although the overall benefit
continues to be evaluated [21-24]. However, few studies have evaluated neutralization
capacity after the fourth vaccine dose, and none has demonstrated an impact of SNA on
breakthrough infection.

This study tracked antibody and cell-mediated responses in kidney transplant re-
cipients (KTRs) receiving four doses of mRNA vaccines, comparing them with non-
immunocompromised individuals undergoing dialysis (DPs). We also analyzed the anti-
spike IgG subclass kinetics, which has not been previously reported in this population. Our
results showed that repeated mRNA vaccinations in DPs triggered a delayed increase in
IgG2 and IgG4 titers, with IgG4 being predominant, while IgG1 titers decreased after the
fourth dose, like findings in healthy individuals [25]. However, in KTRs we showed that
IgGl1 titers increased after the second dose, lost the boosting effect after the third dose, and
increased again after the fourth dose. Anti-spike IgG4 titers increased gradually after the
third and fourth doses, but did not reach the high titers seen in DPs, probably due to the
lack of general response shown in total IgG data.

The robust and sustained induction of anti-spike IgG4 following multiple doses of
vaccine may be a consequence of ongoing class switch recombination (CSR) events in
Ag-experienced B cells within germinal centers. Irrgang et al. state that the presence of
anti-S IgG4 antibodies after the second immunization with the BNT162b2 vaccine indicates
that a prolonged period of ongoing B cell maturation may be linked to increased CSR
towards distal IgG subclasses. This, in turn, may result in the generation of IgG4-switched
memory B cells over time [26]. In the present study, which encompassed four doses of
mRNA-based vaccines, a comparable shift towards non-inflammatory IgG subclasses was
observed. However, it should be noted that the levels and functional profile of spike-
specific antibodies induced by the two vaccine types have been documented to exhibit
slight disparities [27].

However, the IgG4 response is not a common result of repeated antigen exposure in
vaccinations against other microorganisms, nor even of all types of SARS-CoV-2 vaccines.
Several years ago, Hendrikx et al. hypothesized that the pronounced IgG4 response after
some types of Pertussis vaccines could imply a different triggering of the immune system
and a Th2 polarization of T-cells [28]. Other authors have described that IgG4 kinetics are
exclusive to mRNA vaccines, not happening with other classic vaccination procedures,
such as adenoviral vectors or inactivated COVID-19 vaccines [8,9,29].

It is clearly described that IgG4 and IgG2 have a lower potential to mediate FcyRs-
dependent secondary effector functions, thus being considered non-inflammatory antibod-
ies [10]. Whether the striking increase in IgG4 subclass has functional consequences for
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host defense mechanisms against SARS-CoV-2 infection is still under discussion. Some
works have described that hybrid immunity had the highest magnitude and durability
of protection [30]. In our cohort study, we observed that patients with previous infection
receiving four doses of mRNA vaccine had higher SNA and more elevated anti-spike titers,
specifically for the IgG4 subclass. In addition, we found evidence that increased anti-spike
IgG subclass titers, including IgG4, were associated with increased SNA and a lower rate
of breakthrough infection after four doses of vaccine. From these observations, it could be
deduced that elevated IgG4 titers should have a positive impact on patients.

This association between anti-spike IgG4 titers and SNA was not found by Goyins
et al., who investigated the antibody response to SARS-CoV-2 in a group of convalescent
patients. They observed a moderate correlation between IgG1 and IgG3 and SNA, but no
correlation with IgG2 and IgG4 [31].

Another remarkable finding of our study was the relationship between immuno-
suppressive therapy and the kinetics of anti-spike IgG subclasses. MPA had a negative
effect on IgGl, IgG3, and IgG4 subclasses, whereas mTORi had a positive correlation with
pro-inflammatory subclasses.

The use of MPA has been observed to have a negative effect on the efficacy of the
SARS-CoV-2 vaccine in kidney transplant recipients (KTRs) and patients with autoimmune
diseases, as indicated by a meta-analysis demonstrating that MPA is an independent risk
factor for an adverse antibody response following immunization with two vaccine doses
in KTRs [32]. In a related study, Tang et al. demonstrated that the administration of MPA
to patients with systemic lupus erythematosus diminished the serological response to
the SARS-CoV-2 vaccine [33], suggesting that MPA mitigated the humoral response to
vaccination irrespective of the recipient’s characteristics. These findings are maintained
after the fourth vaccine dose, in contrast to mTORi, which plays a protective role, as
we demonstrated in our study; so much so that it is mTOR inhibitors that are mainly
responsible for an adequate SNA, which decreases the risk of infection in KTRs.

The current research on mRNA vaccines has primarily focused on those targeting
COVID-19, with several studies observing an increase in IgG4 antibodies associated with re-
peated mRNA SARS-CoV-2 vaccination and reductions in Fc-mediated antibody-dependent
cellular cytotoxicity (ADCP) and antibody-dependent complement deposition (ADCD) that
may limit control of viral infection [34]. This induction of IgG4 antibodies was not observed
after immunization with protein vaccines or adenoviral vectors [9,29]. These data, along
with our own results, set the rationale to use hybrid vaccination as the first-line protocol to
induce a highly protective response in immunocompromised patients.

Finally, other kinds of vaccine against viruses other than SARS-CoV-2 have demon-
strated a reduced level of seroprotection in immunocompromised populations. For instance,
the influenza vaccine can generate a humoral response in transplant recipients, but with
a lower level of protection, despite variable responses [35]. A less robust response has
also been observed to the respiratory syncytial vaccinations in immunocompromised pa-
tients [36]. Therefore, the low response to vaccination is not unique to mRNA vaccines,
although neither the response with mRNA vaccines nor the hybrid response, which, in our
hands, seems to offer more robust responses, was evaluated in these studies.

This article has several limitations: First, the sample size was reduced, mainly because
part of the original study population declined to receive up to four doses of the vaccine, and
several of them contracted COVID-19 disease at study end points, forcing early withdrawal
from the study. However, the analysis of the SARS-CoV-2 infected population has allowed
us to analyze mixed immunity (by vaccination and infection) in this type of patient, as
well as to determine the efficacy in terms of safety and post-infection protection of the
different doses, as shown by the fact that KTRs who achieved an SNA greater than 65%
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after the fourth dose were almost four times less likely to become infected in the following
six months.

Second, this paper focuses on the response to vaccination against the virus in its WT
strain, as the vaccines administered correspond with the first waves of the pandemic (both
BNT162b2 and mRNA-1273). However, in addition to the specific information regarding
protection against severe SARS-CoV-2 disease, it is hoped that the data shown in this article
can be extrapolated to other mRNA-based vaccines, such as versions for new variants of
SARS-CoV-2 or other types of viral infections.

5. Conclusions

This work describes, for the first time, the dynamics of the immune response fol-
lowing multiple doses of mRNA-based COVID-19 vaccines in KTRs. We show that the
administration of a fourth dose of mRNA vaccine significantly enhances the humoral and
cellular immune response in KTRs, with a robust and sustained induction of anti-spike
IgG4 that positively correlates with SNA and confers protection against breakthrough
infection. Furthermore, immunosuppressive therapy has a notable impact on the kinetics
of IgG subclasses, with mycophenolate having a negative effect on IgG1, IgG3, and IgG4
levels, whereas mTOR inhibitors exhibit a positive correlation with pro-inflammatory sub-
classes. Based on the data obtained in this article and other publications linking mTORi to
improved response, we believe that non-responders may benefit from switching therapy to
include an mTOR inhibitor (such as Everolimus) to increase response to vaccination, pro-
vided it is not contraindicated (proteinuria, allergy, or serious adverse effects on previous
mTORi treatment).

In conclusion, these findings underscore the importance of booster vaccination strate-
gies in combination with immunomodulatory treatments and highlight the potential of
IgG4 as a key mediator of protective immunity against SARS-CoV-2 in immunocompro-
mised populations such as KTRs.

Supplementary Materials: The following supporting information can be downloaded at: https://www.
mdpi.com/article/10.3390/vaccines13020123/s1, Figure S1: Dot plot of negative control (DMSO 10%)
and SARS-CoV-2 peptide pool to determine cellular response frequency in PBMC from KTR and DP.
Figure S2: Graphical representation of IgG subclasses kinetics in KTR an DP donors. Figure S3: IgG
kinetics and neutralizing activity in KTR.

Author Contributions: All authors contributed to the study conception and design. Material prepa-
ration, data collection and analysis were performed by I.P-F, L]., A.A.V,, AL-G., RG.-G,, B.A.-P,
B.R.-P, N.C.R, B.R.-C.,, M.G.D.M. and B.P--]. The first draft of the manuscript was written by I.P-E,,
1], AL AV, EM.-N. and A.LS.-F. AS.AM., M.\ AM.d.1LH,, E.B.-M. and A.LS.-E. were involved in the
follow-up of patients and sample obtention, and I.P.-F, L], A.A.V,, AL-G., R.G.-G., B A-P, BR.-P,
N.C.R,BR.-C, M.G.D.M,, BP-],,EM.-N,, ALS.-F,, AS.AM., M. AM.d.1L.H. and E.B.-M. commented
on previous versions of the manuscript. All authors have read and agreed to the published version of
the manuscript.

Funding: This work was supported by grants from Fundacién Mutua Madrilefia (Ayudas a la
investigacién en salud; Grant number AP177642021) to A.LS.-F. and from Comunidad de Madrid
(REACT-UE, ANTICIPA-CM Ref. PR38/21-24) to EM.-N.

Institutional Review Board Statement: The studies involving human participants were reviewed
and approved by Ethics Committee of Hospital Clinico San Carlos (28 June 2021, 21/200-E).

Informed Consent Statement: The patients/participants provided their written informed consent to
participate in this study.

Data Availability Statement: The original contributions presented in the study are included in the
article. Further inquiries can be directed to the corresponding author.


https://www.mdpi.com/article/10.3390/vaccines13020123/s1
https://www.mdpi.com/article/10.3390/vaccines13020123/s1

Vaccines 2025, 13,123 14 of 15

Conflicts of Interest: The authors declare that the research was conducted in the absence of any
commercial or financial relationships that could be construed as a potential conflict of interest.

References

1.

10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

Polack, EP,; Thomas, S.J.; Kitchin, N.; Absalon, J.; Gurtman, A.; Lockhart, S.; Perez, J.L.; Pérez Marc, G.; Moreira, E.D.; Zerbini, C.;
et al. Safety and efficacy of the BNT162b2 mRNA COVID-19 vaccine. N. Engl. ]. Med. 2020, 383, 2603-2615. [CrossRef] [PubMed]
Baden, L.R.; El Sahly, H.M.; Essink, B.; Kotloff, K.; Frey, S.; Novak, R.; Diemert, D.; Spector, S.A.; Rouphael, N.; Creech, C.B.; et al.
Efficacy and Safety of the mRNA-1273 SARS-CoV-2 Vaccine. N. Engl. ]. Med. 2021, 384, 403—416. [CrossRef] [PubMed]

Wratil, PR.; Stern, M; Priller, A.; Willmann, A.; Almanzar, G.; Vogel, E.; Feuerherd, M.; Cheng, C.-C.; Yazici, S.; Christa, C.; et al.
Three exposures to the spike protein of SARS-CoV-2 by either infection or vaccination elicit superior neutralizing immunity to all
variants of concern. Nat. Med. 2022, 28, 496-503. [CrossRef] [PubMed]

Muecksch, F; Wang, Z.; Cho, A.; Gaebler, C.; Ben Tanfous, T.; DaSilva, ].; Bednarski, E.; Ramos, V.; Zong, S.; Johnson, B.; et al.
Increased memory B cell potency and breadth after a SARS-CoV-2 mRNA boost. Nature 2022, 607, 128-134. [CrossRef]
Pérez-Flores, 1.; Juarez, I.; Meneses, A.S.A.; Lopez-Gomez, A.; Romero, N.C.; Rodriguez-Cubillo, B.; de la Higuera, M.A.M,;
Peix-Jiménez, B.; Gonzalez-Garcia, R.; Baos-Mufioz, E.; et al. Role of mTOR inhibitor in the cellular and humoral immune
response to a booster dose of SARS-CoV-2 mRNA-1273 vaccine in kidney transplant recipients. Front. Immunol. 2023, 14, 1111569.
[CrossRef]

Korobova, Z.R.; Zueva, E.V.; Arsentieva, N.A.; Batsunov, O.K.; Liubimova, N.E.; Khamitova, I.V.; Kuznetsova, R.N.; Rubinstein,
A.A.; Savin, T.V,; Stanevich, O.V,; et al. Changes in Anti-SARS-CoV-2 IgG Subclasses over Time and in Association with Disease
Severity. Viruses 2022, 14, 941. [CrossRef] [PubMed] [PubMed Central]

Chen, W,; Zhang, L.; Li, J.; Bai, S.; Wang, Y.; Zhang, B.; Zheng, Q.; Chen, M.; Zhao, W.; Wu, ]. The kinetics of IgG subclasses
and contributions to neutralizing activity against SARS-CoV-2 wild-type strain and variants in healthy adults immunized with
inactivated vaccine. Immunology 2022, 167, 221-232. [CrossRef] [PubMed]

Poolchanuan, P.; Matsee, W.; Sengyee, S.; Siripoon, T.; Dulsuk, A.; Phunpang, R.; Pisutsan, P.; Piyaphanee, W.; Luvira, V,;
Chantratita, N. Dynamics of Different Classes and Subclasses of Antibody Responses to Severe Acute Respiratory Syndrome
Coronavirus 2 Variants after Coronavirus Disease 2019 and CoronaVac Vaccination in Thailand. mSphere 2023, 8, e0046522.
[CrossRef]

Irrgang, P.; Gerling, ]J.; Kocher, K.; Lapuente, D.; Steininger, P.; Habenicht, K.; Wytopil, M.; Beileke, S.; Schéfer, S.; Zhong, J.;
et al. Class switch toward noninflammatory, spike-specific IgG4 antibodies after repeated SARS-CoV-2 mRNA vaccination. Sci.
Immunol. 2023, 8, eade2798. [CrossRef] [PubMed]

Vidarsson, G.; Dekkers, G.; Rispens, T. IgG Subclasses and Allotypes: From Structure to Effector Functions. Front. Immunol. 2014,
5, 520. [CrossRef] [PubMed] [PubMed Central]

Iles, J.K.; Zmuidinaite, R.; Sadee, C.; Gardiner, A.; Lacey, J.; Harding, S.; Wallis, G.; Patel, R.; Roblett, D.; Heeney, J.; et al.
Determination of IgG1 and IgG3 SARS-CoV-2 Spike Protein and Nucleocapsid Binding—Who Is Binding Who and Why? Int. ].
Mol. Sci. 2022, 23, 6050. [CrossRef] [PubMed] [PubMed Central]

Rispens, T.; Huijbers, M.G. The unique properties of IgG4 and its roles in health and disease. Nat. Rev. Immunol. 2023, 23, 763-778.
[CrossRef] [PubMed]

Pincetic, A.; Bournazos, S.; DiLillo, D.J.; Maamary, J.; Wang, T.T.; Dahan, R.; Fiebiger, B.-M.; Ravetch, J.V. Type I and type II Fc
receptors regulate innate and adaptive immunity. Nat. Immunol. 2014, 15, 707-716. [CrossRef] [PubMed] [PubMed Central]

de Taeye, S.W.; Bentlage, A.E.H.; Mebius, M.M.; Meesters, ] .I.; Lissenberg-Thunnissen, S.; Falck, D.; Sénard, T.; Salehi, N.; Wuhrer,
M.; Schuurman, J.; et al. FeyR Binding and ADCC Activity of Human IgG Allotypes. Front. Immunol. 2020, 11, 740. [CrossRef]
[PubMed] [PubMed Central]

Nimmerjahn, E; Ravetch, J.V. Antibody-mediated modulation of immune responses. Immunol. Rev. 2010, 236, 265-275. [CrossRef]
Fitzpatrick, E.A.; Wang, J.; Strome, S.E. Engineering of Fc Multimers as a Protein Therapy for Autoimmune Disease. Front.
Immunol. 2020, 11, 496. [CrossRef] [PubMed] [PubMed Central]

Jefferis, R.; Lefranc, M.P. Human immunoglobulin allotypes: Possible implications for immunogenicity. MAbs 2009, 1, 332-338.
[CrossRef] [PubMed]

Idusogie, E.E.; Presta, L.G.; Gazzano-Santoro, H.; Totpal, K.; Wong, P.Y.; Ultsch, M.; Meng, Y.G.; Mulkerrin, M.G. Mapping of the
Clq Binding Site on Rituxan, a Chimeric Antibody with a Human IgG1 Fc. J. Immunol. 2000, 164, 4178-4184. [CrossRef] [PubMed]
Massa, F.; Cremoni, M.; Gérard, A.; Grabsi, H.; Rogier, L.; Blois, M.; Couzin, C.; Ben Hassen, N.; Rouleau, M.; Barbosa, S.; et al.
Safety and cross-variant immunogenicity of a three-dose COVID-19 mRNA vaccine regimen in kidney transplant recipients.
EBioMedicine 2021, 73, 103679. [CrossRef] [PubMed]

Benning, L.; Morath, C.; Bartenschlager, M.; Kim, H.; Reineke, M.; Beimler, J.; Buylaert, M.; Nusshag, C.; Kélble, F.; Reichel,
P, et al. Neutralizing antibody response against the B.1.617.2 (delta) and the B.1.1.529 (omicron) variants after a third mRNA
SARS-CoV-2 vaccine dose in kidney transplant recipients. Am. J. Transplant. 2022, 22, 1873-1883. [CrossRef] [PubMed]


https://doi.org/10.1056/NEJMoa2034577
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33301246
https://doi.org/10.1056/NEJMoa2035389
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/33378609
https://doi.org/10.1038/s41591-022-01715-4
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35090165
https://doi.org/10.1038/s41586-022-04778-y
https://doi.org/10.3389/fimmu.2023.1111569
https://doi.org/10.3390/v14050941
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35632683
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9143443
https://doi.org/10.1111/imm.13531
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35751471
https://doi.org/10.1128/msphere.00465-22
https://doi.org/10.1126/sciimmunol.ade2798
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/36548397
https://doi.org/10.3389/fimmu.2014.00520
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25368619
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC4202688
https://doi.org/10.3390/ijms23116050
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35682724
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC9181569
https://doi.org/10.1038/s41577-023-00871-z
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/37095254
https://doi.org/10.1038/ni.2939
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/25045879
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7430760
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00740
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32435243
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7430760
https://doi.org/10.1111/j.1600-065X.2010.00910.x
https://doi.org/10.3389/fimmu.2020.00496
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/32269572
https://pmc.ncbi.nlm.nih.gov/articles/PMC7109252
https://doi.org/10.4161/mabs.1.4.9122
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20073133
https://doi.org/10.4049/jimmunol.164.8.4178
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10754313
https://doi.org/10.1016/j.ebiom.2021.103679
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34763205
https://doi.org/10.1111/ajt.17054
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35384272

Vaccines 2025, 13,123 15 of 15

21.

22.

23.

24.

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.

36.

Alejo, ].L.; Mitchell, ].M.; Chiang, T.P-Y.; Abedon, A.T.B.; Boyarsky, B.J.; Avery, R K.; Tobian, A.A.; Levan, M.L.].; Massie, A.B.;
Garonzik-Wang, ].M.; et al. Antibody Response to a Fourth Dose of a SARS-CoV-2 Vaccine in Solid Organ Transplant Recipients:
A Case Series. Transplantation 2021, 105, €280-e281. [CrossRef] [PubMed]

Benotmane, I.; Bruel, T.; Planas, D.; Fafi-Kremer, S.; Schwartz, O.; Caillard, S. A fourth dose of the mRNA-1273 SARS-CoV-2
vaccine improves serum neutralization against the Delta variant in kidney transplant recipients. Kidney Int. 2022, 101, 1073-1076.
[CrossRef]

Caillard, S.; Thaunat, O.; Benotmane, I.; Masset, C.; Blancho, G. Antibody Response to a Fourth Messenger RNA COVID-19
Vaccine Dose in Kidney Transplant Recipients: A Case Series. Ann. Intern. Med. 2022, 175, 455-456. [CrossRef] [PubMed]
Midtvedt, K.; Midtvedt, K.; Vaage, J.T.; Vaage, J.T.; Heldal, K.; Heldal, K.; Munthe, L.A.; Munthe, L.A.; Lund-Johansen, F;
Lund-Johansen, F; et al. Fourth dose of the SARS-CoV-2 vaccine in kidney transplant recipients with previously impaired
humoral antibody response. Am. J. Transplant. 2022, 22, 2704-2706. [CrossRef]

Yoshimura, M.; Sakamoto, A.; Ozuru, R.; Kurihara, Y.; Itoh, R.; Ishii, K.; Shimizu, A.; Chou, B.; Nabeshima, S.; Hiromatsu, K. The
appearance of anti-spike receptor binding domain immunoglobulin G4 responses after repetitive immunization with messenger
RNA-based COVID-19 vaccines. Int. J. Infect. Dis. 2023, 139, 1-5. [CrossRef]

Sheehan, J.; Ardizzone, C.M.; Khanna, M.; Trauth, A.J.; Hagensee, M.E.; Ramsay, A.]. Dynamics of Serum-Neutralizing Antibody
Responses in Vaccinees through Multiple Doses of the BNT162b2 Vaccine. Vaccines 2023, 11, 1720. [CrossRef] [PubMed]
Naranbhai, V.; Garcia-Beltran, W.F.; Chang, C.C.; Mairena, C.B.; Thierauf, ].C.; Kirkpatrick, G.; Onozato, M.L.; Cheng, J.; Denis,
KJ.S.; Lam, E.C,; et al. Comparative Inmunogenicity and Effectiveness of mRNA-1273, BNT162b2, and Ad26.COV2.S COVID-19
Vaccines. |. Infect. Dis. 2021, 225, 1141-1150. [CrossRef] [PubMed]

Hendrikx, L.H.; Schure, R.-M.; Oztiirk, K.; de Rond, L.G.; de Greeff, S.; Sanders, E.A.; Berbers, G.A.; Buisman, A.-M. Different
IgG-subclass distributions after whole-cell and acellular pertussis infant primary vaccinations in healthy and pertussis infected
children. Vaccine 2011, 29, 6874-6880. [CrossRef]

Buhre, ].S.; Pongracz, T.; Kiinsting, I.; Lixenfeld, A.S.; Wang, W.; Nouta, J.; Lehrian, S.; Schmelter, F.; Lunding, H.B.; Diihring, L.;
et al. mRNA vaccines against SARS-CoV-2 induce comparably low long-term IgG Fc galactosylation and sialylation levels but
increasing long-term IgG4 responses compared to an adenovirus-based vaccine. Front. Immunol. 2023, 13, 1020844. [CrossRef]
Bobrovitz, N.; Ware, H.; Ma, X; Li, Z.; Hosseini, R.; Cao, C.; Selemon, A.; Whelan, M.; Premji, Z.; Issa, H.; et al. Protective
effectiveness of previous SARS-CoV-2 infection and hybrid immunity against the omicron variant and severe disease: A systematic
review and meta-regression. Lancet Infect. Dis. 2023, 23, 556-567. [CrossRef]

A Goyins, K.; Yu, J.-J.; Papp, S.B.; Beddard, R.; Murthy, A K.; Chambers, ].P.; Arulanandam, B.P. Isotyping and quantitation of the
humoral immune response to SARS-CoV-2. Exp. Biol. Med. 2022, 247, 1055-1060. [CrossRef]

Zong, K.; Peng, D.; Yang, H.; Huang, Z.; Luo, Y.; Wang, Y.; Xiang, S.; Li, T.; Mou, T.; Wu, Z. Risk Factors for Weak Antibody
Response of SARS-CoV-2 Vaccine in Adult Solid Organ Transplant Recipients: A Systemic Review and Meta-Analysis. Front.
Immunol. 2022, 13, 888385. [CrossRef] [PubMed]

Tang, W.; Gartshteyn, Y.; Ricker; Inzerillo, S.; Murray, S.; Khalili, L.; Askanase, A. The Use of COVID-19 Vaccines in Patients with
SLE. Curr. Rheumatol. Rep. 2021, 23, 1-12. [CrossRef] [PubMed]

Kalkeri, R.; Zhu, M.; Cloney-Clark, S.; Plested, ].S.; Parekh, A.; Gorinson, D.; Cai, R.; Mahato, S.; Ramanathan, P.; Aurelia, L.C,;
et al. Altered IgG4 antibody response to repeated mRNA versus recombinant protein SARS-CoV-2 vaccines. |. Infect. 2024,
88,106119. [CrossRef] [PubMed]

Kumar, D.; Blumberg, E.A.; Danziger-Isakov, L.; Kotton, C.N.; Halasa, N.B.; Ison, M.G.; Avery, RK.; Green, M.; Allen, U.D;
Edwards, K.M.; et al. Influenza Vaccination in the Organ Transplant Recipient: Review and Summary Recommendations. Am. J.
Transplant. 2011, 11, 2020-2030. [CrossRef] [PubMed]

Karaba, A.H.; Hage, C.; Sengsouk, I.; Balasubramanian, P.; Segev, D.L.; Tobian, A.A.A.R.; Werbel, W.A. Antibody Response to
Respiratory Syncytial Virus Vaccination in Immunocompromised Persons. JAMA 2024. [CrossRef] [PubMed]

Disclaimer/Publisher’s Note: The statements, opinions and data contained in all publications are solely those of the individual

author(s) and contributor(s) and not of MDPI and/or the editor(s). MDPI and/or the editor(s) disclaim responsibility for any injury to

people or property resulting from any ideas, methods, instructions or products referred to in the content.


https://doi.org/10.1097/TP.0000000000003934
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34428188
https://doi.org/10.1016/j.kint.2022.02.011
https://doi.org/10.7326/L21-0598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35007148
https://doi.org/10.1111/ajt.17091
https://doi.org/10.1016/j.ijid.2023.11.028
https://doi.org/10.3390/vaccines11111720
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/38006052
https://doi.org/10.1093/infdis/jiab593
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34888672
https://doi.org/10.1016/j.vaccine.2011.07.055
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.1020844
https://doi.org/10.1016/S1473-3099(22)00801-5
https://doi.org/10.1177/15353702221084966
https://doi.org/10.3389/fimmu.2022.888385
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/35774786
https://doi.org/10.1007/s11926-021-01046-2
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/34767100
https://doi.org/10.1016/j.jinf.2024.106119
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/38360356
https://doi.org/10.1111/j.1600-6143.2011.03753.x
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21957936
https://doi.org/10.1001/jama.2024.25395
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/39786402

	Tesis Ana López Gómez
	PORTADA
	ÍNDICE
	I. RESUMEN
	II. SUMMARY
	III. ABREVIATURAS
	IV. INTRODUCCIÓN
	1. Adyuvantes en vacunas.
	1.1. Características de los adyuvantes.
	1.2. Mecanismo de acción de los adyuvantes.
	1.3. Clasificación de los adyuvantes.
	1.4. Adyuvantes autorizados.
	1.5. Nuevos adyuvantes inorgánicos.

	2. Micropartículas de silicio mesoporoso (MSMPs).
	2.1. Silicio como adyuvante.
	2.2. MSMPs inmunoestimuladoras del sistema inmunitario innato.
	2.3. Silicio como adyuvante en vacunas antitumorales.
	2.4. MSMPs como adyuvantes para una vacuna viral.

	3. SARS-CoV-2 y COVID-19.
	3.1. Estructura del SARS-CoV-2.
	3.2. Mecanismo de infección del SARS-CoV-2.
	3.3. Variantes de preocupación (VOCs).
	3.4. Desarrollo de vacunas frente al SARS-CoV-2.

	4. Sistema inmunitario.
	4.1. Neutrófilos.
	4.1.1. Trampas extracelulares de neutrófilos (NETs).

	4.2. Receptores de tipo toll (TLRs).


	V. HIPÓTESIS Y OBJETIVOS
	VI. MATERIALES Y MÉTODOS
	1. Micropartículas de Silicio Mesoporoso (MSMPs).
	1.1. Fabricación y funcionalización de las MSMPs.
	1.2. Caracterización de MSMPs.
	1.3. Marcaje fluorescente de las MSMPs con FITC.
	1.4. Carga de las MSMPs con péptidos y proteínas virales.

	2. Células mononucleares humanas de sangre periférica (PBMCs).
	2.1. Aislamiento de monocitos a partir de la fracción tromboleucocitaria de la sangre.
	2.2. Diferenciación de monocitos a células dendríticas derivadas de monocitos (moDCs).
	2.3. Estimulación de PBMCs y moDCs con péptidos virales.
	2.4. Estudio de la respuesta T específica frente al SARS-CoV-2.
	2.4.1. Citometría de flujo intracelular.


	3. Células polimorfonucleares humanas de sangre periférica (PMNs).
	3.1. Aislamiento de neutrófilos por selección negativa.
	3.2. Estudio de la endocitosis y la formación de NETs.
	3.2.1. Inmunofluorescencia.
	3.2.2. Cuantificación de NETs.
	3.2.2.1. ELISA de mieloperoxidasa (MPO).
	3.2.2.2. Histona 3 citrulinada (H3cit) mediante citometría de flujo.



	4. Animales de experimentación.
	4.1. Cepas.
	4.2. Anestesia.
	4.3. Inmunización intramuscular (i.m).
	4.4. Obtención de suero a través del seno mandibular.
	4.5. Sacrificio y obtención de órganos.

	5. Respuesta humoral en ratones inmunizados frente al SARS-CoV-2.
	5.1. Detección de anticuerpos IgG1, IgG2a e IgG total mediante ELISA.
	5.2. Estudio del porcentaje de neutralización frente a las diferentes variantes del SARS-CoV-2.
	5.3. Estudio de la correlación entre anticuerpos y neutralización.

	6. Respuesta celular en ratones inmunizados frente al SARS-CoV-2.
	6.1. Aislamiento de esplenocitos.
	6.2. Cultivo y estimulación de esplenocitos.
	6.3. Cuantificación de células B y T del bazo.
	6.4. Extracción de ARN de esplenocitos.
	6.4.1. Lisis celular y extracción de ARN.
	6.4.2. Análisis de ARN-seq.


	7. Ratones k18-hACE2.
	7.1. Reto infeccioso con el virus del SARS-CoV-2.
	7.2. Clinical score.
	7.3. Análisis de la carga viral en órganos afectados.

	8. Ratones iDTRMRP8xCRE.
	8.1. Inyección intraperitoneal (i.p).
	8.2. Comprobación de la depleción de neutrófilos mediante citometría de flujo.

	9. Estudio histológico.
	9.1. Inclusión, corte y fijado de las muestras.
	9.1.1. Inclusión en parafina.

	9.2. Tinción de Hematoxilina/Eosina.
	9.3. Inmunohistoquímica.

	10. Análisis estadístico.

	VII. RESULTADOS
	1. Micropartículas de Silicio Mesoporoso (MSMPs).
	1.1. Caracterización de MSMPs.
	1.2. Funcionalización de las MSMPs con grupos amino.
	1.2.1. Espectroscopía de Infrarrojos por Transformada de Fourier (FTIR).
	1.2.2. Análisis químico elemental.


	2. Estudio de la respuesta inmunitaria frente al complejo MSMPs-S1 en ratones BALB/c.
	2.1. La respuesta humoral específica frente al virus del SARS-CoV-2, medida mediante la producción de IgG total, IgG1 e IgG2a, mejora en ratones inmunizados con MSMPs-S1.
	2.2. El suero de ratones inmunizados con MSMPs-S1 muestran un porcentaje de neutralización frente al SARS-CoV-2 comparable a los inmunizados con Al(OH)3-S1.
	2.2.1. Los ratones inmunizados con MSMPs-S1 muestran una mejor correlación en el tiempo, entre la cantidad de anticuerpos y el porcentaje de neutralización.
	2.2.2. Neutralización frente a las distintas variantes de preocupación (VOCs).

	2.3. Los ratones inmunizados con MSMPs-S1 presentan mayor respuesta celular específica frente al SARS-CoV-2.
	2.4. Estudio transcriptómico (ARN-seq) de la expresión de genes del sistema inmunitario en esplenocitos de ratones BALB/c inmunizados.
	2.4.1. MSMPs vs MSMPs-S1.
	2.4.2. Al(OH)3-S1 vs MSMPs-S1.


	3. Protección frente a la infección por SARS-CoV-2 en ratones transgénicos k18-hACE2 inmunizados con MSMPs-S1.
	3.1. Respuesta humoral frente al SARS-CoV-2, medida como producción de IgG1 específica, previa a la infección.
	3.2. Los ratones k18-hACE2 inmunizados con MSMPs-S1 sobreviven a la infección por el virus del SARS-CoV-2.
	3.3. Evaluación de los síntomas clínicos que presentaron los ratones k18-hACE2 inmunizados tras la infección.
	3.4. Menor presencia del SARS-CoV-2 en los órganos de ratones k18-hACE2 inmunizados con el complejo MSMPs-S1.

	4. Estudio in situ del efecto de las MSMPs en la zona de inmunización.
	4.1. Infiltrado de células 4 y 24 horas después de la inoculación de MSMPs.
	4.2. Infiltrado de neutrófilos después de 4 y 24 horas de la inoculación de las MSMPs.
	4.2.1. Formación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) tras la inoculación de MSMPs.
	4.2.1.1. Identificación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) a través de la detección de mieloperoxidasa (MPO).
	4.2.1.2. Identificación de trampas extracelulares de neutrófilos (NETs) a través de la detección de Histona 3 citrulinada (H3cit).


	4.3. Análisis histológico de la presencia de macrófagos, células B y T en la zona de inyección 24 horas después de la inoculación de MSMPs.
	4.3.1. Detección de macrófagos en el sitio de la inyección 24 horas después de la inoculación de MSMPs.
	4.3.2. Detección de células B en el sitio de inyección 24 horas después de la inoculación de MSMPs.
	4.3.3. Detección de células T en el sitio de inyección 24 horas después de la inoculación de MSMPs.


	5. Estudio in vivo del papel de los neutrófilos en el desarrollo de la respuesta inmunitaria del complejo MSMPs-S1.
	5.1. Depleción de neutrófilos tras una única dosis de toxina diftérica.
	5.2. La respuesta humoral de los ratones inmunizados con el complejo MSMPs-S1 es dependiente de neutrófilos.
	5.3. La respuesta celular de ratones inmunizados con el complejo MSMPs-S1 es dependiente de neutrófilos.
	5.4. Estudio del efecto de la depleción de neutrófilos en las poblaciones de células del bazo de ratones inmunizados con el complejo MSMPs-S1.

	6. La estimulación de la respuesta inmunitaria inducida por la MSMPs parece ser dependiente de MyD88.
	6.1. Ratones KO MyD88 inmunizados con MSMPs-S1 presentan una respuesta humoral disminuida.
	6.2. Ratones KO MyD88 inmunizados con MSMPs-S1 presentan una respuesta celular disminuida.

	7. La estimulación de la respuesta inmunitaria inducida por las MSMPs parece ser independiente de TLR4.
	7.1. La respuesta humoral inducida por MSMPs es independiente de TLR4.
	7.2. La respuesta celular inducida por MSMPs es independiente de TLR4.

	8. Estudio in vitro de la respuesta de neutrófilos humanos frente a MSMPs.
	8.1. Los neutrófilos humanos endocitan a las MSMPs.
	8.2. Producción de NETs tras la estimulación con MSMPs-FITC.
	8.3. Los neutrófilos humanos estimulados con MSMPs liberan MPO al medio.
	8.4. Los neutrófilos humanos estimulados con MSMPs presentan más Histona 3 citrulinada (H3cit).

	9. Estudio in vitro en humanos de la capacidad inmunoestimuladora de las MSMPs en la respuesta celular frente al virus del SARS-COV-2.

	VIII. DISCUSIÓN
	1. Las MSMPs conjugadas a la S1 ofrecen protección frente al SARS-CoV-2 y al COVID-19.
	2. Los neutrófilos y la proteína adaptadora MyD88 son fundamentales en el mecanismo de acción de las MSMPS.

	IX. CONCLUSIONES
	X. BIBLIOGRAFÍA
	ARTÍCULOS
	Approaches to evaluate the specific immune responses to SARS-CoV-2
	1 Introduction
	1.1 Cross-reactivity

	2 Cellular response
	2.1 T Cell stimulation
	2.2 Determination of cellular response
	2.2.1 Enzyme-linked immunospot (ELISpot)
	2.2.2 Intracellular cytokine assay (ICS)
	2.2.3 Activation induced marker (AIM) assay
	2.2.4 Whole blood stimulation


	3 Humoral response
	3.1 Determination of serum antibodies
	3.1.1 Enzyme-Linked ImmunoSorbent assay (ELISA)
	3.1.2 Chemiluminescence immunoassay (CLIA)
	3.1.3 Fluorescence-linked immunosorbent assay (FLISA, also abbreviated as FIA)
	3.1.4 Lateral flow immunoassay (LFIA)
	3.1.5 Recombinant Spike ​+ ​cells and flow cytometry

	3.2 Jurkat-Spike
	3.2.1 Antibody-dependent cellular cytotoxicity (ADCC)

	3.3 Neutralizing antibodies
	3.3.1 Plaque reduction neutralization test (PRNT)
	3.3.2 SARS-CoV-2 surrogate virus neutralization
	3.3.3 SARS-CoV-2 pseudoviruses


	4 Protection against SARS-COV-2 infection
	4.1 Animal models
	4.1.1 Mice models
	4.1.2 Non-Human primate (NHP) models


	5 Epidemiological studies
	5.1 Infection rate, evolution of transmissibility and variants

	6 Conclusion
	Funding
	CRediT authorship contribution statement
	Declaration of Competing Interest
	Data availability
	References

	Role of mTOR inhibitor in the cellular and humoral immune response to a booster dose of SARS-CoV-2 mRNA-1273 vaccine in kidney transplant recipients
	Introduction
	Methods
	Study design and sample collection
	Patients
	Controls
	SARS-CoV-2 serology
	Cell-mediated immunity
	ACE2-RBD neutralizing activity of the sera
	Statistical analysis

	Results
	Study population
	SARS-CoV-2–specific cell-mediated immunity and correlation with total and neutralizing titers against the S-protein after the third vaccine dose
	SARS-CoV-2 IgG antibody response and serum ACE2-RBD neutralizing activity. Strong impact of immunosuppressive therapy
	SARS-CoV-2 infected patients

	Discussion
	Data availability statement
	Ethics statement
	Author contributions
	Funding
	Supplementary material
	References

	Immunosuppressive Therapy Modifies Anti-Spike IgG Subclasses Distribution After Four Doses of mRNA Vaccinationin a Cohort of Kidney Transplant Recipients
	Introduction 
	Methods 
	Study Design and Sample Collection 
	Patient Selection 
	Control Group Selection 
	SARS-CoV-2 Serology Analysis 
	Assessment of Cell-Mediated Immunity 
	Assessment of Serum Neutralizing Activity of ACE2-RBD 
	Measurement of IgG Subclasses 
	Statistical Analysis 

	Results 
	Naïve Kidney Transplant Recipients Have a Lower Response Rate After Fourth Dose of mRNA Vaccine than Dialysis Patients 
	Kinetics of Anti-Spike IgG Subclasses After Vaccination Against SARS-CoV-2 in Naïve Kidney Transplant and Dialysis Patient 
	Effect of Immunosuppressive Therapy on the Kinetics of Anti-Spike IgG Subclasses 
	Correlation of Anti-Spike IgG Titers and Subclasses with SNA. Factors Associated with SNA 
	Impact of Infection Before the Fourth Dose on the Vaccine-Induced Immune Response 
	Correlation Between Humoral Immunity and Incidence of Breakthrough Infection After the Fourth Vaccine Dose 

	Discussion 
	Conclusions 
	References






