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Resumen

RESUMEN

El virus Andes es el principal agente etiologico del Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus
en Chile, una enfermedad infecciosa grave que puede progresar hacia falla cardiorrespiratoria y
presentar alta letalidad. Ademas, este virus mantiene relevancia epidemiolégica por su condicién
endémica en Sudamérica y por la evidencia de transmision persona a persona. A pesar de ello,
no existen vacunas aprobadas para uso humano ni tratamientos antivirales especificos frente a
este virus. Esta brecha sanitaria refuerza la necesidad de desarrollar nuevas estrategias
vacunales dirigidas a blancos antigénicos relevantes, como las glicoproteinas Gn/Gc, que
participan en la entrada viral y representan blancos importantes para la induccion de anticuerpos
neutralizantes. Este trabajo tuvo como objetivo desarrollar y evaluar un prototipo vacunal basado
en ARN mensajero encapsulado en nanoparticulas lipidicas, codificante de Gn/Gc del virus
Andes.

El ARNm se produjo mediante transcripcion in vitro, se incorporé una caperuza 5’ tipo Cap-1y
se formulé en nanoparticulas lipidicas empleando el método de nanoprecipitacion. El proceso de
sintesis del transcrito presenté rendimientos consistentes, recuperacion eficiente después del
proceso de adicion de caperuza, e integridad compatible con su uso en la formulacién. La
nanoformulacion obtenida mostré una alta eficiencia de encapsulacion, tamaino nanomeétrico
homogéneo, baja dispersidn y potencial zeta ligeramente negativo. Ademas, el prototipo mantuvo
viabilidad celular por encima del umbral predefinido y no mostré reduccion relevante a la
concentracion de trabajo en las lineas HelLa y HFF, y mostré actividad biolégica in vitro,
evidenciada por la expresion detectable de la glicoproteina Gc en células HEK-293A y por una
expresion relativa superior al comparador interno bajo las condiciones del ensayo.

La prueba de concepto en hamster sirio integré el monitoreo de peso corporal y temperatura
como indicadores fisiolégicos, junto con la evaluacién de inmunogenicidad humoral y celular. El
seguimiento aportd una lectura inicial de la tolerancia de las formulaciones durante el ensayo,
mientras que la evaluacion inmunologica mostré que las dosis de 10 yg y 20 pg indujeron
anticuerpos totales, actividad neutralizante y una respuesta celular detectable compatible con
orientacion Th1 frente a Gn/Gc. Sin embargo, la respuesta humoral disminuyé hacia el final del
seguimiento, lo que indico la necesidad de optimizar variables asociadas con la magnitud y
persistencia de la respuesta. Ademas, la dosis de 20 pg no mostré una ventaja inmunolégica
clara sobre 10 pg, asi que esta ultima se defini6 como la alternativa mas adecuada para la
formulacién inicial.

Estos resultados demostraron la factibilidad técnica e inmunoldgica del desarrollo de un
prototipo vacunal de ARNm frente al virus Andes, desde la produccion del acido nucleico hasta
su formulacién, caracterizacion y evaluacion funcional. El presente trabajo aporta una base
experimental para optimizar el disefio molecular, la formulacién y el esquema de inmunizacion
de candidatos vacunales de ARNm frente al virus Andes, y establece un punto de partida para
futuros estudios orientados a evaluar su capacidad protectora.
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Abstract

ABSTRACT
Andes virus is the main etiological agent of Hantavirus Cardiopulmonary Syndrome in Chile, a

severe infectious disease that can progress to cardiorespiratory failure and is associated with
high lethality. In addition, this virus remains epidemiologically relevant due to its endemicity in
South America and the evidence of person-to-person transmission. Despite this, there are no
approved vaccines for human use or specific antiviral treatments against this virus. This public
health gap reinforces the need to develop new vaccine strategies targeting relevant antigenic
targets, such as the Gn/Gc glycoproteins, which participate in viral entry and represent important
targets for the induction of neutralizing antibodies. This study aimed to develop and evaluate a
vaccine prototype based on messenger RNA encapsulated in lipid nanoparticles, encoding
Andes virus Gn/Gc.

The mRNA was produced by in vitro transcription, incorporated a 5’ Cap-1 structure, and was
formulated into lipid nanoparticles using the nanoprecipitation method. The transcript synthesis
process showed consistent yields, efficient recovery after the capping process, and integrity
compatible with its use in the formulation. The resulting nanoformulation showed high
encapsulation efficiency, homogeneous nanoscale size, low dispersion, and a slightly negative
zeta potential. In addition, the prototype maintained cell viability above the predefined threshold
and showed no significant reduction at the test concentration in the HeLa and HFF cell lines, and
exhibited in vitro biological activity, evidenced by detectable expression of the Gc glycoprotein
in HEK-293A cells and by an expression greater than the internal comparator under the test
conditions.

The proof-of-concept study in Syrian hamsters integrated body weight and temperature
monitoring as physiological indicators, together with the evaluation of humoral and cellular
immunogenicity. This follow-up provided an initial assessment of the tolerability of the
formulations during the assay, while the immunological evaluation showed that the 10 ug and 20
Mg doses induced total antibodies, neutralizing activity, and a detectable cellular response
compatible with Th1 orientation against Gn/Gc. However, the humoral response decreased
toward the end of the follow-up, indicating the need to optimize variables associated with the
magnitude and persistence of the response. In addition, the 20 pg dose did not show a clear
immunological advantage over 10 pg; therefore, the latter was defined as the most suitable
alternative for the initial formulation.

These results demonstrated the technical and immunological feasibility of developing an
mRNA vaccine prototype against Andes virus, from nucleic acid production to its formulation,
characterization, and functional evaluation. This work provides an experimental basis for
optimizing the molecular design, formulation, and immunization schedule of mRNA vaccine
candidates against Andes virus and establishes a starting point for future studies aimed at
evaluating its protective capacity.

Xiv
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I. INTRODUCCION

1.1. Virus Andes.

El virus Andes (ANDV) es un virus zoonotico emergente de ARN monocatenario de
polaridad negativa, perteneciente al género Orthohantavirus, de la familia Hantaviridae,
orden Elliovirales, y clase Bunyaviricetes (Whitmer et al., 2024). De acuerdo con el
International Committee on Taxonomy of Viruses (ICTV), ANDV es uno de los cuatro
linajes de la especie Orthohantavirus andesense; junto con el virus Castelo dos Sonhos
(CASV), y los virus Lechiguanas (LECHV) y Oran (ORNV) (Bradfute et al., 2024). Los
viriones de ANDV son particulas envueltas, esféricas o pleomorficas, con un diametro
de 80-120 nm, y poseen glicoproteinas de membrana que median su entrada celular
(Figura 1A). El genoma virico se compone de tres segmentos de ARN, denominados
segun su longitud: pequefio (S, 2 kb), mediano (M, 3.7 kb) y grande (L, 6.5 kb) (Barker
et al., 2023). Cada segmento de ARN viral esta flanqueado por regiones no codificantes
en los extremos 5' y 3', que presentan secuencias complementarias y forman una
estructura denominada panhandle, esencial para la transcripcion viral y la replicacion
del genoma en el citoplasma de la célula hospedante (Royster et al.,, 2024). Estos
segmentos de ARN gendmico se encapsulan en complejos ribonucleoproteicos (RNP)
helicoidales individuales, ensamblados funcionalmente por la nucleoproteina viral (N) y
la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp). EI segmento S codifica la
nucleoproteina de ~50 kDa; el segmento M codifica el precursor de la poliproteina GPC,
de unos 130 kDa, que sufre un proceso de escision en el reticulo endoplasmico para
generar las glicoproteinas de membrana N-terminal (Gn, unos 70 kDa) y C-terminal (Gc,
unos 55 kDa), las cuales se ensamblan en heterodimeros de superficie; y el segmento
L codifica la enzima RdRp, de unos 250 kDa (R.-X. Chen et al., 2023). El segmento S
del ANDV también codifica una proteina no estructural (NSs, 9 kDa), que funciona como
un inmunosupresor de la via de induccion del interferén tipo |, facilitando asi la

progresion de la infeccion (Figura 1B) (Duboeuf et al., 2025).
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Figura 1. Arquitectura del virién, organizacién genémica y determinantes moleculares de las
glicoproteinas del ANDV.

A. Arquitectura del virién: el ANDV es un virus envuelto que se caracteriza por una superficie densamente
poblada con espiculas tetraméricas de las glicoproteinas Gn y Gc. El interior contiene tres RNP, donde
la proteina N encapsula el genoma de ARN segmentado. B. Organizacion del genoma: el genoma de
ARN monocatenario de sentido negativo del ANDV se divide en tres segmentos. Las secuencias
complementarias terminales de cada segmento forman estructuras en forma de mango de sartén,
fundamentales para la union de la polimerasa y el empaquetamiento del genoma. C. Representacion de
Gn/Gc: las glicoproteinas Gn y Gec del ANDV se ensamblan en un complejo tetramérico: la protonacién
endosomica de las histidinas conservadas en la glicoproteina Gc (His716, His820 e His935) desencadena
la reorganizacion conformacional que impulsa la insercién del bucle de fusién y la liberaciéon del genoma
viral. Fuente: elaboracion propia.

El virus es endémico de Sudamérica, distribuyéndose principalmente en Chile y
Argentina (Padula et al., 2000). El ser humano se contagia a través del contacto con
aerosoles de heces, orina y saliva del principal portador del ANDV, el raton de cola larga
(Oligoryzomys longicaudatus) (Juan et al., 2019). Se han descrito otras vias de
inoculacion, como contacto de material contaminado con virus a mucosas, por via
sanguinea, y la transmisién de persona a persona. En el reservorio animal, la infeccion

por ANDV es asintomatica y persistente, pero en el caso de los humanos, desencadena
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el Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus (SCPH), que provoca congestion pulmonar
e insuficiencia respiratoria y cardiaca en la fase grave (Moore y Griffen, 2022). Esta
enfermedad es estacional, concentrandose alrededor de 70 % de los casos de cada afio
en primavera-verano (Ministerio de Salud de Chile, 2026), y presenta una letalidad que
puede alcanzar aproximadamente de hasta el 40 % debido al edema pulmonar y shock
cardiogénico que pueden desarrollar los pacientes infectados (Durieux Trouilleton et al.,
2023).

1.1.1. Tropismo celular.

Las glicoproteinas de superficie Gn y Gc del ANDV son reconocidas por las integrinas
av3s (Lapointe et al., 2023), y utilizan la protocadherina-1 (PCDH1) para la adhesion y
entrada de las particulas virales en las células (Dieterle et al., 2021; Jangra et al., 2018).
PCDH1 constituye un factor critico para la entrada de ANDV, mientras que las integrinas
avB3 estan implicadas en procesos de interaccion y sefalizacion asociados con la
infeccion (Martinez-Valdebenito et al., 2019; Slough et al., 2023).

Se ha reportado que existe correlacion entre los receptores de entrada celular y la
patogenicidad del ANDV, y aunque los factores que influyen en su tropismo especifico
aun no se esclarecen por completo (Noack et al., 2020), la clave de esta correlacion
podria estar en el segmento M del virus, a pesar de que las glicoproteinas de superficie
de los Orthohantavirus tienen una alta identidad y homologia estructural (Mittler et al.,
2023). Las cepas asociadas con una eficiente transmision persona a persona poseen
un polimorfismo de un solo nucleétido en el segmento M que resulta en una sustituciéon
aminoacidica en Gc, lo que modula la dinamica de la infeccion y le permite utilizar
receptores alternativos para infectar otras células ademas del endotelio vascular
pulmonar (Bellomo et al., 2023; Mittler et al., 2019).

La afinidad de Gn/Gc del ANDV por el receptor PCDH1 facilita la infeccion del epitelio
respiratorio, o que favorece la transmision persona a persona por esta via (Slough et
al., 2023). Un estudio demostré que el virus ingresa y se replica en las células epiteliales
alveolares y en macréfagos pulmonares. Esto ocasiona que las particulas virales
puedan descargarse en el lumen alveolar y en los segmentos conductores de las vias

respiratorias, y ser expulsadas por expectoracion. La investigacion también describi6 la
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infeccion de las células secretoras de las glandulas salivales, que resulta en una via de
salida de los viriones a través de la saliva (Pizarro et al., 2020). De forma
complementaria, un analisis de muestras clinicas de 131 pacientes infectados con
ANDV en Chile durante 2008-2022 encontré particulas virales en varios fluidos
corporales como la capa leucocitaria, la saliva y el liquido crevicular gingival, y confirmé
que los viriones aislados de estos fluidos mantenian su infectividad in vitro (Ferrés et
al., 2024). Estos hallazgos permitieron esclarecer los mecanismos de transmision
respiratoria del ANDV en contactos domésticos, pero aun resta definir con mas precision
su dinamica, estudiando un mayor numero de pacientes (Markoti¢, 2024).

En general, el contacto directo con fluidos corporales parece ser el principal
mecanismo de propagacién entre personas, pues ademas de la via respiratoria, se ha
sugerido la posibilidad de transmision vertical y sexual (Ferrés et al., 2020; Ferrés et al.,
2024; Zust et al., 2023).

1.1.2. Replicacioén viral.

El ANDV infecta células endoteliales pulmonares, células epiteliales, células
dendriticas foliculares y linfocitos mediante la unioén de las glicoproteinas virales con las
integrinas avBs y PCDH1 de la superficie celular del hospedante (Figura 2)
(Jeyachandran et al., 2025). Las particulas virales se internalizan en las células diana
mediante endocitosis, proceso en el que la glicoproteina Gc actua como proteina de
fusion de clase Il. Los residuos de histidina conservados (His716, His820 y His935) son
sensores moleculares de pH; su protonacion en el entorno acido del endosoma
desencadena la reorganizacion conformacional necesaria para la insercion del bucle de
fusion en la membrana del hospedante y la liberacion del contenido del viridon en el
citoplasma (Figura 1C, Figura 2) (Guo et al., 2026).

La generacion de nuevas particulas virales en las células infectadas inicia con la
replicacion del genoma viral, llevada a cabo por la RdRp. La polimerasa alinea un
trifosfato de guanosina en el extremo 3’ de la molécula de ARN gendmico (ARNgQ), y
sintetiza el ARN complementario (ARNc), después utilizado como molde para producir
mas ARNg (Lapointe et al., 2023). La RdRp también se encarga de la transcripcion de
cada segmento del ARNg en ARN mensajeros (ARNm) pequefos, medianos y grandes
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(Vera-Otarola et al., 2020). La sintesis de ARNm utiliza como cebador una molécula de
ARN cap 5 de 10-14 nucledtidos (nt) proveniente del hospedante. Durante la
transcripcion, la RdRp utiliza fragmentos 5' caperuzados derivados de ARN celulares
como cebadores mediante un mecanismo de cap-snatching, realizado por las proteinas
Ny L: N secuestra moléculas de ARN sinsentido del hospedante y se asocia con L, cuya
actividad endonucleasa escinde los extremos 5 para generar cebadores de 10-14 nt
(Rowan-Nash et al., 2019). Una vez sintetizados los transcritos, la traduccion de los
segmentos S y L ocurre en los ribosomas libres, siendo la proteina N la que se expresa
al inicio de la infeccidn, pues es la mas abundante (Aviziniené et al., 2023). La traduccion
del ARNm de M ocurre en el reticulo endoplasmatico rugoso, ya que la proteina debe
atravesar un proceso de maduracion postraduccional. El precursor GPC es escindido
en el sitio de corte proteolitico conservado WAASA, generando las proteinas Gc y Gn,
que posteriormente son glicosiladas en el reticulo endoplasmatico (Serris et al., 2020).
Durante la traduccion, Gn interactia con Gc, manteniéndola en una conformacion
metaestable de pre-fusién dentro de un heterodimero Gn/Gc. Mas adelante, los
protdmeros Gn/Gc se asocian en estructuras tetraméricas (Gn/Gc)4, las cuales son
conducidas a la membrana plasmatica (Cifuentes-Munoz et al., 2014).

Tras la sintesis de los componentes del viridn, el proceso de empaquetamiento
comienza con la formacion de RNP, impulsada por la oligomerizacion de la proteina N
a lo largo de los segmentos del ARNg y por el posterior reclutamiento de la RdRp en
complejos helicoidales funcionales. A continuacion, las RNP son transportadas a traves
de la dineina microtubular hasta la membrana plasmatica (Spiropoulou et al., 2003). Las
glicoproteinas de superficie contribuyen al ensamblaje y a la maduracion del virus, ya
que las interacciones laterales entre tetrameros adyacentes inducen la curvatura de la
membrana necesaria para la gemacion de los viriones nacientes (Figura 2) (Guo et al.,
2026).

La replicacion viral avanza durante la fase inicial de la infeccion, en la que el individuo
presenta sintomas indistinguibles de otras infecciones virales respiratorias comunes,
como la gripe (Oloris et al., 2024). Debido a estas manifestaciones inespecificas, la
infeccion por el virus ANDV se confunde con frecuencia con enfermedades respiratorias
menos graves, lo que retrasa el diagndstico precoz hasta que el pico repentino de la
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carga viral desencadena una insuficiencia cardiopulmonar grave (Chandy y Mathai,
2017; Sundstréom et al., 2016). Durante este periodo, las personas infectadas pueden
transmitir el virus a sus contactos cercanos; en particular, los contactos domésticos
presentan un riesgo global de enfermedad del 3.4 %, que se eleva significativamente
hasta el 17.6 % entre las parejas sexuales (Ferrés et al., 2007). Durante el pico viral, se
activa la respuesta antiviral, pero el ANDV posee mecanismos de evasion que dan lugar
a un bloqueo incompleto de la replicacion y al retraso de la eliminacion del virus (lglesias
et al., 2022).
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Figura 2. Dinamica del ciclo de replicaciéon del ANDV y sefializaciéon de evasion antiviral.

1. Unién y entrada: El virion del ANDV se une a los receptores de la superficie de la célula huésped,
concretamente al dominio extracelular de la protocadherina-1 (PCDH1) y de las integrinas avBs. 2.
Endocitosis y fusién: Tras la endocitosis mediada por clatrina, el entorno acido del endosoma
desencadena cambios conformacionales en las glicoproteinas, lo que da lugar a la fusion de membranas
y a la posterior liberacion de los tres segmentos de RNP viral (S, M, L) al citoplasma. 3. Transcripcién
y replicacion del genoma: La RdRp viral inicia la transcripcion del ARNm mediante un mecanismo de
cap-snatching y replica el ARN genomico a través de un intermediario de ARNc. 4. Sintesis y
maduraciéon de Gn/Gc: La poliproteina codificada por el segmento M se traduce y se escinde en el
reticulo endoplasmico rugoso, donde Gn y Gc sufren glicosilacion postraduccional antes de ser
transportadas a la membrana plasmatica. 5. Ensamblaje y salida: Las interacciones entre las
glicoproteinas de superficie y las RNP impulsan la curvatura de la membrana, lo que conduce a la
gemacion y liberacién de viriones nacientes y maduros. Evasién antiviral: El ARN viral es detectado por
RIG-I/MDAD5, lo que desencadena la cascada de sefializacion MAVS-TBK1-IRF3. La NSs del ANDV
inhibe la agregacién de MAVS, bloqueando la activacion de IRF3 y la consiguiente respuesta de IFN tipo
I. Fuente: elaboracién propia.
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1.1.3. Evasion de la respuesta antiviral.

Las respuestas antivirales e inflamatorias tempranas inducidas por interferones (IFNs)
de tipo | permiten suprimir la propagacioén viral (Paludan et al., 2024). Si estas defensas
son deficientes y la eliminacion del virus es escasa, la inflamacion prolongada puede
alterar la funcion de las células endoteliales y causar la interrupcion de las barreras de
fluidos (Noack et al., 2020). EI ANDV posee varios mecanismos que retrasan la
respuesta antiviral mediada por IFNs tipo | mientras persiste la inflamacion prolongada,
provocando una disfuncion pulmonar (Saavedra et al., 2021). La proteina N inhibe la
produccion de IFNs tipo | inducido por RIG-I y MDA-5 al bloquear la autofosforilacion y
activacion de la quinasa serina/treonina (TBK1). Esto suprime la fosforilacion de IRF3,
la expresion de ISGs, y la activacion de NF-kB (Cimica et al., 2014). La proteina N
también interfiere con la actividad biolégica de la PKR, pues se une al factor P58'FX, un
inhibidor endégeno de PKR, para interrumpir la dimerizacién y activacioén de la quinasa
(Wang et al., 2021). En consecuencia, el factor de iniciacion de la traduccion elF2a no
se fosforila y permanece activo (Wang y Mir, 2015). La proteina NSs se une a la proteina
de sefalizacion antiviral mitocondrial (MAVS) para reducir su ubiquitinacion, y asi
suprime la activacion de IRF3 y la expresion de IFNs tipo | estimulada por RIG-1 y MDA5S
(Figura 2) (Vera-Otarola et al., 2020). Incluso, se ha descrito que la cola citoplasmatica
de la glicoproteina Gn tiene la capacidad de impedir la union de TBK1 al factor asociado
al receptor TNF (TRAF3), y desestabilizar el complejo formado por el estimulador de
genes de interferon (STING) y TBK1, para inhibir IRF3 y NF-kB (Zhang et al., 2021). En
conjunto, el bloqueo de la via del IFN tipo | permite que el patdégeno continue
replicandose (Zhang et al., 2021), mientras promueve el desarrollo del SCPH, debido a
que los IFNs tipo | mantienen la funcion de barrera de las células endoteliales mediante

la regulacion del antigeno de diferenciacion 73 (CD73) (Kiss et al., 2007).

1.1.4. Transmisién persona a persona.
El ANDV se mantiene bajo vigilancia sanitaria, en particular en el Cono Sur
sudamericano, porque es el unico miembro de todo el género Orthohantavirus con la

capacidad de transmitirse de persona a persona (Alonso et al., 2020), y su diseminacion
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en la poblacion puede suceder mientras las personas atraviesan largos periodos
asintomaticos o con sintomas leves (Moore y Griffen, 2022).

Las primeras evidencias de transmisién persona a persona se reportaron en el afio
1998, en un analisis del aumento de casos de SCPH de 1996 en Chile y Argentina,
encontrando vinculos epidemiolégicos y 100 % de identidad de las secuencias
genodmicas de los virus aislados de pacientes de ambos paises (Padula et al., 1998). En
el mismo afio, Toro y colaboradores sugirieron la capacidad de ANDV de transmitirse
persona a persona después de realizar estudios epidemiolégicos en familias infectadas
durante el brote de SCPH de Chile de 1997-1998 (Toro et al., 1998). Una investigacion
similar de los casos del brote ocurrido en Argentina en el afio 2002 identificé que varias
personas que tuvieron contacto con un paciente indice estaban infectadas con el mismo
linaje viral (Martinez et al., 2005). Asimismo, los resultados de una investigacion
epidemioldgica y el analisis de la secuencia de los virus aislados durante el brote de
SCPH en Chile en 2011 indicaron que existid transmisién persona a persona en 4
pacientes secundarios que desarrollaron la enfermedad tras la exposicion a un paciente
indice, 2 contactos domésticos y 2 por infecciones nosocomiales en trabajadores
sanitarios (Martinez-Valdebenito et al., 2014).

Las primeras evidencias indicaban que el ANDV se propagaba entre personas en
casos puntuales y con baja frecuencia. Sin embargo, durante un brote ocurrido en
Argentina en 2018 — 2019, el virus se transmitié a lo largo de cuatro generaciones de
humanos, dando lugar a 34 casos positivos y 11 muertes (letalidad del 32 %). Mediante
tecnologias de secuenciacion de nueva generacion, se detectd un posible evento de
super spreading que habria iniciado las posteriores cadenas de transmision, lo que
apunté a la inhalacion de gotas o aerosoles con viriones como las probables vias de
propagacion (Martinez et al., 2020). Estudios posteriores confirmaron la capacidad del
ANDV de replicarse en células del tracto respiratorio y en glandulas salivales, asi como
la presencia de particulas virales infectivas en varios fluidos corporales (capa
leucocitaria, saliva y el liquido crevicular gingival), y la transmision horizontal en modelos
animales (Ferrés et al., 2024; Pizarro et al., 2020; Riesle-Sbarbaro et al., 2023).

El reciente brote sospechoso a bordo del crucero Hondius es de especial importancia,

ya que podria constituir el primer cluster documentado con transmision transfronteriza.
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Hasta la fecha, se ha logrado interrumpir eficazmente la transmisién y contener el brote,
con 13 casos y tres fallecimientos notificados, lo que corresponde a una tasa de letalidad
del 23 % (World Health Organization, 2026). La Organizaciéon Mundial de la Salud (OMS)
postulé que el paciente indice se infectd antes de embarcar, produciéndose una
posterior transmision persona a persona entre los contactos estrechos (Kupferschmidt,
2026). Esta hipdtesis se complementé con el analisis del Ministerio de Salud de
Sudafrica, que confirmo6 el ANDV como agente etioldgico, mientras se determina el
numero definitivo de los contagios interpersonales (South African Parliamentary
Communication Services, 2026).

Las caracteristicas de este ultimo brote reflejan el comportamiento habitual de la
enfermedad, pues los eventos de transmisién persona a persona relacionados al ANDV
ocurren en situaciones de exposicidon cercana y prolongada, en el ambito doméstico o
durante los extensos periodos presintomaticos del caso indice (Pan American Health
Organization, 2025). Con todo, no se descarta la emergencia de variantes virales con
mayor transmisibilidad y virulencia (Khan et al., 2021), sobre todo con la reciente
identificacion de una nueva variante altamente patogénica en Argentina, que, segun su
analisis filogenético, perteneceria a la especie Orthohantavirus andesense (Bellomo et
al., 2025).

1.2. Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus.

La compleja interaccion entre el virus y el ser humano resulta en el Sindrome
Cardiopulmonar por Hantavirus, una patologia de rapida progresiéon clinica hacia el
distrés respiratorio agudo y el colapso cardiovascular (Vial et al., 2023). Debido a las
limitaciones inherentes al estudio de la enfermedad en humanos, los modelos animales
han sido fundamentales para comprender su progresion e investigar potenciales
estrategias terapéuticas (Riesle-Sbarbaro et al., 2023). El desarrollo reciente de
modelos murinos, como el xenoinjerto pulmonar humano en ratones inmunodeficientes,
ha ampliado las herramientas disponibles para estudiar la infeccion temprana y el
tropismo viral en tejido pulmonar humano (Rissmann et al., 2025). No obstante, el
hamster sirio (Mesocricetus auratus) continda siendo el modelo estandar para el estudio

de la patogénesis y la evaluacion de contramedidas profilacticas y terapéuticas, dado
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que representa el unico sistema biolégico capaz de reproducir la enfermedad letal
(Safronetz et al., 2012). Tras la inoculacion viral, este roedor manifiesta periodos de
incubacion, curso clinico y tasas de letalidad analogos a los observados en la infeccidn
humana. En consecuencia, el empleo de este modelo ha facilitado la descripcidén de los
cambios histologicos caracteristicos del sindrome, asi como la evaluacién de diversos
candidatos antivirales y vacunales (Riesle-Sbarbaro et al., 2023). La caracterizacion de
estos modelos resulta crucial para esclarecer los mecanismos celulares de la

enfermedad y su reflejo en el paciente.

1.2.1. Fisiopatologia de la infeccion.

El rasgo patoldgico caracteristico del SCPH es el aumento de la permeabilidad capilar
en los pulmones y la depresion de la funcién cardiaca en pacientes infectados, lo que
conlleva a disfunciones pulmonares y cardiacas (Lépez et al., 2019). Debido a que
ANDV no es citopatico (Lapointe et al., 2023), el dafio a la integridad de la barrera
endotelial es un proceso multifactorial complejo que incluye respuestas inmunitarias
(innata y adaptativa) excesivas, disfuncidn plaquetaria e hipoxia celular (Figura 3)
(Avsi&-Zupanc et al., 2019; Munir et al., 2021; Vaheri et al., 2013). Las respuestas
antivirales e inflamatorias tempranas para eliminar el virus son intensas debido a los
mecanismos de evasion del ANDV, afectando la funcion de las células endoteliales al
incrementarse la secrecion de mediadores proinflamatorios (Saavedra et al., 2020).
Estudios clinicos han demostrado la generacion de una tormenta de citocinas en los
pacientes con SCPH (Mori et al., 1999), por activacion de la produccion de factor de
necrosis tumoral alfa (TNF-a), y las interleucinas 13 (IL-1R), IL-2 e IL-6 (Noack et al.,
2020). La sobreexpresion de otras citocinas, como IL-18 e IFN-y, indica una activacion
robusta y temprana de la respuesta inmunitaria de tipo Th1, lo que resulta en dafio tisular
(Khaiboullina et al., 2017). La IL-18 es una citocina promotora de reacciones
inflamatorias graves e induce la produccion de IFN-y (Yasuda et al., 2019). A su vez, el
IFN-y estd asociado a la activacion de respuestas inmunitarias de tipo Th1 y es
producido por linfocitos T CD4* cooperadores activados, linfocitos T CD8™ citotdxicos y
células natural killer (NK) (Gocher et al., 2022). Otra citocina que se encuentra elevada
en el SCPH es el factor inhibidor de la migracién de macréfagos (MIF), que tiene una
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fuerte actividad proinflamatoria que aumenta la permeabilidad vascular y la migracion
tisular de células efectoras inmunitarias. MIF induce la produccién de metaloproteasas
que degradan la matriz extracelular, y facilita la migracion transendotelial de leucocitos
mediante la estimulacion de las moléculas de adhesion celular vascular 1 (VCAM-1) e
intercelular (ICAM-1) en células endoteliales y monocitos (Sumaiya et al., 2022). La IL-
15 también se encuentra elevada, lo que sugiere la activacién y proliferacion tempranas
de linfocitos T CD8* y NK, asi como la diferenciacion y supervivencia sostenidas de
monocitos y macrofagos (Khaiboullina et al., 2017). Los pacientes con SCPH
manifiestan un fenotipo mixto de células efectoras inmunitarias producto de la
sobreexpresion de varias quimiocinas (CCL) y ligandos de quimiocinas (CXCL) que
promueven la migracion de leucocitos (Khaiboullina et al., 2014), como CXCL9, CXCL10
y CXCL12 que son quimioatrayentes de leucocitos mononucleares; IL-16 que promueve
la migracion de linfocitos T CD4* activados; CCL2, CCL7 y CXCL1 que atraen
monocitos, células T de memoria, células dendriticas, y también neutréfilos para el caso
de CXCL1 (Khaiboullina et al., 2017).

Respecto a las anomalias en la coagulacidén, el reclutamiento de plaquetas
quiescentes es provocado por el agrupamiento de las particulas de ANDV en la
superficie de las células endoteliales (Figura 3) (Gavrilovskaya et al., 2010). Esta
desregulacion dependiente de integrinas 3 puede estar involucrada en el desarrollo de
la trombocitopenia aguda observada, ya que provoca el desgaste o la pérdida de
plaquetas, adheridas a las células endoteliales infectadas (Goeijenbier et al., 2015). En
paralelo, la desregulacién aumenta la fosforilacion del receptor 2 del factor de
crecimiento endotelial vascular (VEGFR2) y la internalizacion de la cadherina
vasoendotelial (VE) de las uniones adherentes, lo que contribuye al deterioro de la
funcién de barrera y al edema pulmonar (Noack et al., 2020). En esta misma linea,
factores de coagulacién como el factor Xl activan el sistema calicreina-cinina, cuyo
resultado es la liberacion de bradicinina, y en consecuencia, el aumento de la
permeabilidad vascular (Taylor et al., 2013).

La desregulacion en las funciones de barrera provocada por la tormenta de citocinas
y la disfuncién plaquetaria resulta en hipoxia celular, lo que conduce a un aumento de

la permeabilidad por la modulaciéon del citoesqueleto de actina y las proteinas
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contractiles (An et al., 2005). Las condiciones hipoxicas también dan lugar a niveles
elevados del factor de crecimiento endotelial vascular (VEGF) en los fluidos del edema
pulmonar (Gavrilovskaya et al., 2013). El VEGF secretado se une a sus receptores en
las células endoteliales, actuando de forma local para desensamblar las uniones
adherentes e inducir una permeabilidad elevada (Gavard, 2014). Durante la infeccion
inicial, los aumentos localizados de VEGF contribuyen a la patogénesis a través de una
mayor permeabilidad endotelial al causar una mayor produccion de éxido nitrico (NO),
la internalizacion de cadherina VE y la redistribucion de las uniones estrechas

(Dalrymple y Mackow, 2014).

Flujo sanguineo
0,

Hipoxia ‘_CO
(D Tormenta TNFa . o :
de citocinas 5% IEN-v @ Disfuncion de  ——
O la coagulacién
© T VEGF Activacién
Lumen vascular IL-6 1 Bradicinina plaguetas
-5 -
Espacio intersticial | VE-cadherina
(3@ Fuga vascular
LA BARRERA ENDOTELIAL EL ALVEOLO

Figura 3. Fisiopatologia del Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus, inducido por el virus
Andes.

El diagrama ilustra la naturaleza multifactorial de la permeabilidad vascular. Los mecanismos clave
incluyen: Tormenta de citocinas: liberacién masiva de mediadores proinflamatorios (TNF-a, IL-6, IFN-y)
por parte de las células infectadas y las células inmunitarias reclutadas. Permeabilidad vascular:
activacién del sistema calicreina-quinina que conduce a la liberacién de bradicinina, y regulacién a la
baja de la VE-cadherina mediada por el VEGF, lo que provoca la ruptura de las uniones adherentes
endoteliales. Disfuncion plaquetaria: la uniéon del ANDV a la integrina av3 desencadena la activacion y
el consumo de plaquetas (trombocitopenia). La consiguiente fuga de plasma al espacio alveolar conduce
a un edema pulmonar grave y a un shock cardiogénico. Fuente: imagen creada con BioGDP.com.

1.2.2. Cuadro clinico de la enfermedad.

El SCPH progresa en tres fases: prodromica, cardiopulmonar y convalecencia (Llah et
al., 2018). El periodo de incubacion puede prolongarse durante varias semanas. Una
vez iniciados los sintomas, la fase prodromica suele durar entre uno a seis dias, y se
caracteriza por sintomas inespecificos como fiebre, malestar, cefalea y mialgias.
También pueden aparecer sintomas gastrointestinales, como nauseas, vomitos, diarrea

o incluso dolor abdominal (Chang et al., 2007; Mertz et al., 2006), mientras que uno de
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los hallazgos de laboratorio tempranos mas caracteristicos es la trombocitopenia (Llah
et al., 2018). A medida que empeoran los sintomas respiratorios, en el 67 % de los casos
la enfermedad progresa a la fase cardiopulmonar, caracterizada por dificultad
respiratoria, mientras que el 33 % no manifiesta esta condicion y pasa directamente a
la fase de convalecencia (Chang et al., 2007). De 8-24 h, los pacientes se vuelven
hipotensos y desarrollan taquicardia, lo que puede conducir a un sindrome de distrés
respiratorio agudo (SRDA) y shock cardiovascular (Khaiboullina et al., 2017). La
aparicion repentina de tos, disnea e hipoxia va acompanada de un edema pulmonar
derivado del aumento de la permeabilidad capilar (Figura 3) (Hamid et al., 2021).
También pueden existir sintomas de insuficiencia cardiaca congestiva aguda debido a
una reduccion del gasto cardiaco, con la consiguiente disminucion en la fraccion de
eyeccion. Cuando esto ocurre, la presion capilar pulmonar aumenta, lo que agrava la
fuga pulmonar. En algunos casos, el indice cardiaco puede disminuir y provocar un
shock cardiogénico (Llah et al., 2018). La fase cardiopulmonar se caracteriza por un
aumento del hematocrito y de la hemoglobina debido a la hemoconcentracién, entre
otras anormalidades de laboratorio como hipoalbuminemia, elevacién leve de
transaminasas, proteinuria leve y elevacidn de creatinina quinasa, amilasa sérica y
creatinina (Hamid et al., 2021). Los pacientes que se recuperan de la fase
cardiopulmonar normalizan su fraccidén de eyeccion e indice cardiaco, aunque la disnea
de esfuerzo puede persistir durante 1-2 afios tras la infeccion aguda (Essex et al., 2023).
Esta fase de convalecencia puede durar meses, especialmente si requirieron ventilacion
mecanica. Si bien la recuperacion es lenta y con manifestaciones de debilidad, fatiga, y
tolerancia al ejercicio reducida, es generalmente completa y sin secuelas (Avsi¢-Zupanc
et al., 2019).

El SCPH es altamente letal porque en la fase cardiopulmonar la infeccion induce una
disfuncion endotelial inmunomediada que provoca una fuga capilar pulmonar masiva,
edema alveolar, hipovolemia y shock cardiogénico funcional surgen trastornos graves
como la hemorragia pulmonar y la coagulacion intravascular diseminada (CID) (Vial et
al., 2023). El aumento en la permeabilidad vascular del endotelio pulmonar provoca
interrupcion del intercambio gaseoso, hemorragia alveolar difusa, hipovolemia y shock
con depresion miocardica (Lépez et al., 2019). La miocarditis manifestada durante la

13



Introduccion

viremia también contribuye a la disfuncidn cardiaca (Saggioro et al., 2007). El
reclutamiento de plaquetas dependiente de integrinas B3 deriva en un aumento en los
niveles del inhibidor del activador de plasminégeno tipo 1 (PAI-1) y del factor tisular en
los macrofagos alveolares, asi como un tiempo de protrombina elevado, lo que indica el
desarrollo de la CID (Tatsumi et al., 2019). EI consumo de los factores de coagulacion
puede desencadenar sangrado excesivo y, en consecuencia, un fallo multiorganico
(Costello et al., 2024). Todos estos eventos en conjunto producen el deceso del
paciente, y las autopsias no muestran evidencia de necrosis, hemorragia ni
cardiomiopatia en el corazén, lo que indica que la disminucion de la funcién cardiaca
conduce al desarrollo de la insuficiencia no congestiva (Llah et al., 2018).

El SCPH es una grave amenaza para la salud humana no solo por su elevada tasa de
letalidad, sino también por el caracter imprevisible de su aparicion en adultos sanos
(Afzal et al., 2023). El riesgo de transmision aumenta cuando el diagndstico se retrasa
tras la aparicion de los primeros sintomas. En la fase prodrémica de la enfermedad,
dificil de distinguir de otras enfermedades febriles y puede existir viremia durante
periodos presintomaticos o tempranos de la enfermedad, todos los pacientes son

virémicos y pueden contagiar a mas personas antes del diagndstico (Ferrés et al., 2024).

1.2.3. Alternativas terapéuticas para el Sindrome Cardiopulmonar por
Hantavirus.

Actualmente no existen tratamientos especificos aprobados para esta patologia, por
ende la estrategia mas efectiva por el momento es la prevencion (Akram et al., 2022).
Las instituciones de salud gubernamentales de los paises mas afectados por ANDV
organizan campafas enfocadas en esta alternativa, dirigidas principalmente a quienes
viven o trabajan en el campo y a quienes van de camping o paseo al aire libre en zonas
habitadas por roedores. A pesar de estas medidas preventivas, continian registrandose
casos y fallecimientos, lo que evidencia que las estrategias conductuales no eliminan
completamente el riesgo de exposicidn. (Direccién de Epidemiologia del Ministerio de
Salud de Argentina, 2023; Instituto de Salud Publica, 2025). La terapia clinica aplicada

a los pacientes con SCPH por el momento es de soporte, y consiste en intervenciones
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como la ventilacion mecanica, oxigenacion por membrana extracorpérea (ECMO) y

equilibrio de liquidos (Williamson et al., 2021).

1.2.3.1. Tratamiento con antivirales.

Actualmente no existen antivirales especificos aprobados para el tratamiento del
SCPH (Akram et al., 2022). La ribavirina se considero para la terapia de la infeccién por
ANDV por ser un farmaco de amplio espectro, pero los ensayos realizados en pacientes
con SCPH no mostraron beneficios clinicos significativos (Chapman et al., 1999; Mertz
et al., 2004). Otra opcion evaluada es la terapia con metilprednisolona bajo la hipotesis
de que el uso de corticosteroides puede controlar la tormenta de citocinas. Los primeros
resultados clinicos indicaron que el tratamiento temprano permitié evitar el desarrollo de
sindrome de distrés respiratorio agudo y reducir la mortalidad de 54 % a 18 % (Tapia et
al., 2000). No obstante, este ensayo no estuvo controlado por placebo ni ciego, asi que
se realizé un estudio adicional para confirmar la eficacia terapéutica del corticosteroide.
Dicha investigacién no encontré diferencias significativas en la proporcién de fallecidos
entre los individuos tratados con metilprednisolona y los no tratados, y concluyé que el
corticosteroide no representa beneficios clinicos para pacientes con SCPH (Vial et al.,
2013).

En vista de la falta de éxito de las alternativas propuestas, es fundamental continuar
con la exploracion y desarrollo de antivirales que combatan a ANDV (Vergote et al.,
2021). Varias moléculas de diversa naturaleza se encuentran en evaluacion preclinica,
entre las que se encuentran la proteina Griffithsin (Shrivastava-Ranjan et al., 2020), el
acido baloxavir (BXA) (Ye et al., 2019), y el vandetanib (Bird et al., 2016). Aunque la
aprobacion de alguno de estos farmacos puede tomar décadas (Govender y
Chuturgoon, 2022), estos estudios son alentadores para mejorar los resultados clinicos

de futuros casos de infecciones por ANDV (Jacob et al., 2023).

1.2.3.2. Terapia de anticuerpos.
Desde la aprobacion de muromonab-CD3 por la Administracion de Alimentos y
Medicamentos de los Estados Unidos (FDA) en 1986, el primer anticuerpo monoclonal
para uso en humanos en el tratamiento del rechazo agudo de trasplantes, la terapia con
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anticuerpos ha crecido exponencialmente debido a su alta especificidad y gran afinidad
por los antigenos; son excelentes agentes terapéuticos (Malik y Ghatol, 2024; Z. Wang
et al., 2022). En el caso del tratamiento del SCPH, se emplean anticuerpos a partir del
plasma de convalecientes, o mediante el desarrollo de anticuerpos monoclonales

(mAbs) mejorados mediante la biologia molecular (Sharma et al., 2023).

Plasma de convalecientes.

El tratamiento con plasma de convalecientes consiste en la infusion pasiva de plasma
inmune de convalecientes a pacientes con SCPH. Este plasma contiene anticuerpos
protectores anti-ANDV, lo que permite reducir la mortalidad hasta un 14 % (Steininger
et al., 2023; Vial et al., 2015). Con este antecedente, diversos investigadores trabajaron
en el aislamiento de anticuerpos con alta capacidad de reconocimiento y neutralizacion
del virus a partir del suero de pacientes previamente recuperados de la infeccion.

En 2018 se aislaron dos anticuerpos monoclonales del suero de un paciente
convaleciente, denominados JL16 y MIB 22, con capacidad de reconocer y neutralizar
con alta afinidad las glicoproteinas de superficie Gn/Gc. En el desafio en el modelo de
hamster sirio, ambos anticuerpos protegieron al 100 % a los animales infectados con la
dosis letal de ANDV. Los resultados sugirieron que el uso de estos anticuerpos ya sea
como monoterapia o como céctel de ambos, es efectivo para el tratamiento del SCPH
(Garrido et al., 2018). Engdahl y colaboradores (2021) aislaron 16 anticuerpos
monoclonales de una persona previamente infectada por ANDV y encontraron que la
mayoria era especifica contra Gn, actividad neutralizante frente al virus. Dos mADb,
denominados ANDV-5 y ANDV-34, reconocieron y neutralizaron a dos epitopos no
superpuestos en el ectodominio de Gn del ANDV, mientras que otro mAb, designado
como ANDV-44, se uni6 a la interfaz de Gn/Gc (Engdahl et al., 2021). Durante ensayos
in vivo en hamster sirio, los anticuerpos ANDV-5 y ANDV-44 demostraron una eficacia
terapéutica a dosis bajas (5 mg/kg), a la vez que se reporté que los mAbs ANDV-5 y
ANDV-34 son estructuralmente similares a MIB22 y JL16 (Engdahl et al., 2023).

En ambos casos, la eficacia terapéutica observada sugiere una posible utilidad como
agentes terapéuticos, aunque la transferencia pasiva de esta naturaleza puede no ser

sostenible debido al suministro limitado de suero de convalecencia y por razones de
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seguridad (Samad et al., 2020). Otras alternativas consisten en la produccion especifica
de las IgG monoclonales identificadas, o el uso de anticuerpos policlonales (Sroga et
al., 2021).

Anticuerpos policlonales.

La produccidn de anticuerpos policlonales contra el ANDV se ha estudiado en modelos
animales des aves y camélidos. En particular, Brocato y colaboradores desarrollaron
IgY a partir de huevos de patos Khaki Campbell (Anas platyrhynchos), con capacidad
protectora durante los primeros 8 dias de infeccion en el modelo de hamster sirio a una
dosis de 12 000 unidades por kg (Brocato et al., 2012). Respecto al modelo de
camélidos, Sroga y colaboradores investigaron la produccién de anticuerpos
policlonales anti-ANDV en alpacas, e identificaron IgG3 con capacidad de neutralizacién
in vitro a una concentracién efectiva media (ECso) de 0.83 ug/mL, y proteccién de la
enfermedad letal en hamster sirio (Sroga et al., 2021). Pese a las ventajas de esta
terapia respecto al uso de plasma de convalecientes, la caracterizacion de anticuerpos
policlonales terapéuticos constituye un desafio por ser una mezcla de anticuerpos con
distintos especificidades para cada epitopo del antigeno (Castelli et al., 2019). Esto
sugiere una baja actividad especifica y en consecuencia una mayor dosis terapéutica
(Parray et al., 2020). De esta manera, el uso de anticuerpos monoclonales con alta
sensibilidad y especificidad constituye la opcibn mas robusta para el desarrollo de
tratamientos homogéneos (Mitra y Tomar, 2021), por su alta especificidad y capacidad
de estimular respuestas inmunitarias robustas, que incluso puede ser mejorada a traves
de herramientas como la ingenieria de anticuerpos y la biologia estructural (Pantaleo et
al., 2022).

Anticuerpos monoclonales.

Los mAbs son ampliamente utilizados como herramientas de diagndéstico, en estudios
epidemioldgicos, y en estudios de replicacion y patogénesis del virus (Aviziniené et al.,
2023). Los mAbs obtenidos de células B murinas, y del plasma de humanos
supervivientes de SCPH han demostrado eficacia terapéutica in vivo en el modelo
animal de hamster sirio (Duehr et al., 2020; Garrido et al., 2018). Ademas de los mAbs
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aislados del plasma de pacientes convalecientes (Engdahl et al., 2023; Engdahl et al.,
2021; Garrido et al., 2018), varias investigaciones se centraron en producir IgGs
utilizando hibridomas murinos. Los mAbs desarrollados a la fecha estan dirigidos contra
la nucleoproteina y las glicoproteinas de superficie de ANDV (Duehr et al., 2020;
Kucinskaite-Kodze et al., 2011). En particular, cuatro anticuerpos anti-Gn/Gc
demostraron actividad neutralizante, 100 % de proteccién frente al desafio letal y
aclaracion viral completa a los 42 dias, en ensayos in vivo en hamster sirio a una dosis
de 25 mg/kg (Duehr et al., 2020).

Las terapias de anticuerpos representan un gran avance de tratamiento del SCPH en
una etapa post-infeccion. Esta terapia ha demostrado un claro efecto terapéutico
mediante el uso de anticuerpos convalecientes en pacientes hospitalizados, y mediante
anticuerpos mono- y poli- clonales mediante ensayos in vivo (Duehr et al., 2020; Garrido
et al., 2018; Sroga et al., 2021). Ademas, su estudio ha permitido determinar y
caracterizar las estructuras virales objetivo para el desarrollo de nuevos farmacos (Stass
et al., 2023). Sin embargo, ninguno de los anticuerpos identificados cuenta con la
aprobacion para su uso en humanos, asi que el unico tratamiento disponible en el
ambito clinico continua siendo la inmunoterapia experimental con el plasma de
convalecientes (Ulloa-Morrison et al., 2024). Adicionalmente, esta terapia supone ser
antiviral, y que para un mejor tratamiento post-infeccion también seria necesario

desarrollar un tratamiento anti-citocinas (Afzal et al., 2023).

1.2.4. Desarrollo de prototipos de vacunas contra el virus Andes.

La vacunacion es la estrategia mas efectiva de salud publica para evitar la propagacion
de enfermedades infecciosas como el SCPH (Afzal et al., 2023; Dheerasekara et al.,
2020), sobre todo considerando su rapida evolucion, la estrecha ventana de tiempo que
se dispone para administrar terapias especificas, y que la respuesta inmunitaria es
suficiente para controlar la infeccion por ANDV (Beltran-Ortiz et al., 2017). Hasta el
momento, no existen vacunas aprobadas por la FDA ni la Agencia Europea de
Medicamentos (EMA) para el tratamiento del SCPH (F. Wang et al., 2024), y las vacunas
de virus inactivados (virus Hantaan y Seoul) solo estan autorizadas para su uso en

China y la Republica de Corea (Liu et al.,, 2020). Estas formulaciones ofrecen una
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proteccion moderada contra virus causantes de la fiebre hemorragica con sindrome
renal, pero no confieren proteccion frente al ANDV (Brocato y Hooper, 2019), de modo
que es necesario desarrollar nuevas estrategias vacunales especificas contra este virus
(Dheerasekara et al., 2020). Los candidatos propuestos hasta la fecha utilizan como
inmundgenos a las glicoproteinas de superficie y a la proteina N del ANDV, en diferentes
como ADN plasmidico (ANDV-M/pWRG707),

adenovirales (Ad5) que expresan proteinas de ANDV, virus de la estomatitis vesicular

plataformas vacunales, vectores
recombinantes (VSV) que codifican Gn/Gc, subunidades proteicas (rGnGc), ARN
mensajero (ARNm) y particulas similares a virus modificadas (eVLP) basadas en ARN

autorreplicante (ARNrep) (Tabla 1).

Tabla 1. Resumen de candidatos vacunales contra el ANDV.

Nombre

Plataforma vacunal

Via de
administraciéon

Estado de
desarrollo

Referencias

ANDV-M/pWRG707

ADN plasmidico
(segmento M clonado
en pWRG707)

Intramuscular
(sistema de
inyeccion libre de
aguja)

Fase | (Ensayo
clinico
NCT03682107)

(Custer et al., 2003;
Hooper et al., 2006;
Kwilas et al., 2014;
Paulsen et al., 2024)

Ad5 que expresa Ny

Preclinico —

(Safronetz et al.,

Ad5-ANDV Gn/Ge Intramuscular proteCC|on.en 2009)
modelo animal
. Preclinico —
VSV  recombinante . e (Brown et al., 2011;
VSVAG/ANDVGPC con GPC Intraperitoneal protecmon.en Warner et al., 2019)
modelo animal
VSVAG/Ebola/ANDY /S recombinante Precinico - (Marceau et al., 2024;
(bivalente) ivalente ntraperitonea proteccion en Tsuda et al., 2011)
(Ebola/ANDV) modelo animal ’
Subunidades Preclinico — (Sanchez Ramos et
rGnGc proteicas Subcutaneo inmunogenicidad  al., 2018; Starck-
recombinantes demostrada Mendez, 2020)
o Preclinico — . .
ARNM-GPC ARNm codificante del Intramuscular proteccion en (Kuzmin et al., 2024;

precursor GPC

modelo animal

Meyer et al., 2026)

LION/ARNrep ANDV
eVLP
(ARNrep/eVLP)

ARNrep que codifica
GPC y genera eVLP

Intramuscular

Preclinico —
inmunogenicidad
demostrada

(Guo et al., 2026)

Fuente: elaboracion propia.

En el desarrollo de vacunas contra virus envueltos como el ANDV, las glicoproteinas
de superficie representan los principales blancos inmunogénicos, ya que se
encuentran expuestas al espacio extracelulary, por ende, accesibles al reconocimiento
por parte de los receptores de los linfocitos B en su conformacién nativa (Ebel et al.,
2022). Estas proteinas no solo actuan como determinantes antigénicos criticos, sino

que también median los pasos iniciales del ciclo infeccioso: el acoplamiento al receptor
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de la célula hospedante y la posterior fusion de las membranas viral y celular. En
consecuencia, el bloqueo de estas glicoproteinas mediante anticuerpos especificos
interrumpe directamente la entrada del virus, neutralizando su capacidad infectiva
antes del inicio de la replicacion (Negi et al., 2022). En conjunto, este marco conceptual
sustenta la seleccion de las glicoproteinas Gn y G¢c como los principales candidatos

antigénicos para el desarrollo de estrategias vacunales contra el ANDV.

1.2.4.1. Candidato de ADN plasmidico.

Esta plataforma emplea segmentos de genes que codifican al antigeno de interés en
un vector circular, y al ingresar en las células del hospedante emplea su maquinaria
para producir proteinas inmunogénicas (Kayser y Ramzan, 2021; Kozak y Hu, 2023;
Wang y Yuan, 2024). El Ejército de los Estados Unidos desarroll6 un candidato vacunal
contra el SCPH con esta tecnologia, clonando el ADN complementario (ADNc) del
segmento M del virus Andes en el vector p?WRG707 (Paulsen et al., 2024). En el afio
2003, Custer y colaboradores evaluaron la capacidad protectora del prototipo mediante
desafio letal con ANDV en macaco Rhesus (Macaca mulatta), encontrando que el vector
estimuld la produccién de anticuerpos neutralizantes especificos al administrarse mas
de una dosis (Custer et al., 2003). Estudios posteriores concluyeron que este candidato
vacunal de ADN indujo una potente respuesta de memoria con una fuerte inclinacion
hacia Th1 en macacos 20hesus (Hooper et al., 2006). Estas respuestas se asociaron a
la activacion de la inmunidad celular y humoral, evidenciada por la produccion de
anticuerpos neutralizantes contra el ANDV y otros hantavirus causantes del SCPH
(Pagliari et al., 2023). En 2014, Kwilas y colaboradores optimizaron la secuencia del
vector plasmidico, y observaron que la inmunizacion de conejos con un sistema de
inyeccion por chorro de jeringa desechable (DSJI) indujo una mayor producciéon de
anticuerpos neutralizantes que la administracion con aguja/jeringa (Kwilas et al., 2014).
Estos resultados permitieron que el candidato pueda ser evaluado en un ensayo clinico
fase |, en el que se observé que la administracion con un sistema de inyeccion a chorro
sin aguja (NFIS) producia eventos adversos locales y sistematicos de gravedad leve a
moderada. En este estudio se utilizaron dos dosis de 2 0 4 mg, siguiendo dos esquemas

de vacunacién, y se evidencido que el candidato vacunal era seguro e inducia una
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respuesta inmunologica robusta y duradera, de hasta 337 dias en los grupos que
recibieron la dosis mas alta (Paulsen et al., 2024). Estos hallazgos proporcionan una
base solida para la optimizacion del candidato vacunal mediante la inclusion de
adyuvantes y el aumento de su capacidad de estimular el sistema inmune, asi como la
confirmacion del riesgo minimo de integracion al genoma del individuo a través de
estudios de genotoxicidad, antes de avanzar a otras fases clinicas (Pagliari et al., 2023;
Stass et al., 2023). Hasta la fecha, no se han reportado ensayos clinicos fase Il de este

prototipo.

1.2.4.2. Candidato de vectores adenovirales.

Las vacunas de vectores adenovirales no replicantes utilizan un adenovirus
modificado, generado a partir de la eliminacion de los genes E1 y E3 para bloquear su
replicacion, y del reemplazo de su genoma con el transgén de interés (Mendonga et al.,
2021). Safronetz y colaboradores (2009) utilizaron esta tecnologia para desarrollar un
candidato vacunal basado en vectores adenovirales de tipo 5 (Ad5) que expresan las
glicoproteinas de superficie y la nucleoproteina de ANDV. La inmunizacion de
hamsteres sirios con estos vectores indujo respuestas inmunitarias humorales y
celulares robustas tanto del tipo Th1 como Th2, asi como una baja replicaciéon viral,
mientras que en el desafio letal se observd una proteccion completa (Safronetz et al.,
2009). No se dispone de informacion sobre el progreso de este candidato a ensayos
preclinicos. Un desafio importante en el uso de vectores adenovirales radica en la
inmunidad preexistente contra los adenovirus humanos, como Ad5, que es frecuente en
la poblacién, complicando el desarrollo de vacunas basadas en este sistema (Salauddin
et al., 2024; Tatsis y Ertl, 2004). La produccién de vectores adenovirales requiere un
proceso técnicamente exigente y laborioso, ya que depende de sistemas de
empaquetamiento especificos y de alta capacidad para una produccion eficiente.
Estrategias alternativas, como la modificacién de los vectores o enfoques de vacunacion
combinada, son soluciones de alto potencial para superar esta limitacion (Salauddin et
al., 2024).
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1.2.4.3. Candidato basado en el virus de estomatitis vesicular.

Las vacunas de virus de estomatitis vesicular (VSV) se basan en vesiculavirus, virus
de ARN monocatenario con sentido negativo, a los cuales se incorporan unidades
transcripcionales adicionales mediante ingenieria genética inversa (Liu et al., 2021). El
vector mas empleado es el VSVAG, un pseudotipo basado en el VSV, en el que el gen
de la glicoproteina G es eliminado y reemplazado por la secuencia del antigeno de
interés, de manera que la particula viral exprese en su superficie al inmunégeno (Beitari
et al., 2023). Este tipo de vector recombinante tiene la capacidad de inducir respuestas
inmunes humorales y celulares robustas in vivo (Liu et al., 2021). En el afo 2011 se
utilizé esta estrategia para producir el vector VSVAG/ANDVGPC, que reemplaza el gen
de la glicoproteina G por el gen del precursor GPC del ANDV. La administracion de este
prototipo en el modelo animal hamster sirio protegié al 100 % de los animales frente al
desafio letal (Brown et al., 2011), y también se observo una proteccion cruzada contra
el virus Sin Nombre, agente etiolégico del SCPH en Norteamérica (Warner et al., 2019).
Tsuda y colaboradores (2011) propusieron el uso de un vector VSV bivalente,
conformado por las glicoproteinas del virus Ebola y del ANDV, que confirié una
proteccion completa frente al desafio letal de ambas infecciones en el modelo de
hamster sirio (Tsuda et al., 2011). Marceau y colaboradores (2024) utilizaron el mismo
enfoque y disenaron un vector similar, que también proporciond una proteccion
completa en el modelo de hamster sirio cuando se inmunizé antes y durante la
exposicidon al virus, asi como en etapas tempranas postexposicién. Sin embargo, la
capacidad protectora disminuy6 al ser administrado en fases tardias, lo que indica que
a mayor progresion de la enfermedad se requeriria un tratamiento combinado de
vacunacion y anticuerpos monoclonales (Marceau et al., 2024). No se ha reportado el
avance en ensayos preclinicos de los candidatos vacunales basados en VSV, ademas
que su implementacion puede ser limitada, debido a su compleja produccion, y
necesidad de tiempo y personal especializado (Xiang et al., 2022).

1.2.4.4. Candidato de subunidades proteicas.
Este tipo de vacunas emplean a componentes antigénicos definidos, como proteinas

purificadas del patdgeno de interés, proteinas recombinantes o péptidos sintéticos, y
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son formuladas con un adyuvante (Bill, 2015). Starck-Mendez (2020) desarroll6 el
candidato vacunal rGnGc, compuesto por los ectodominios de las glicoproteinas de
superficie del ANDV producidos de forma recombinante en Pichia pastoris. La
inmunizacién del modelo animal de hamster sirio con la formulacién rGnGc +
Alhydrogel® (adyuvante) indujo una respuesta temprana de anticuerpos neutralizantes
desde la segunda semana postvacunacion, a la vez que incremento los niveles de IFN-
Y, IL-12 e IL-6, lo que indica una respuesta de tipo Th1. Estos resultados mostraron el
potencial de los antigenos rGnGc como base para una vacuna de subunidades, aunque

no se evalud su capacidad protectora frente a un desafio letal.

1.2.4.5. Candidatos de ARN mensajero.

Las vacunas de ARN mensajero poseen varias ventajas respecto a las
convencionales, incluyendo su proceso de fabricacion genérico y de bajo costo, la
rapidez de su desarrollo clinico y escalabilidad, y la posibilidad de modificar las vacunas
en respuesta a infecciones emergentes y variantes virales (Leong et al., 2025). En el
afo 2024, Kuzmin y colaboradores utilizaron esta tecnologia para desarrollar un
prototipo de ARNm codificante del precursor GPC, y evaluaron su capacidad protectora
en el modelo de hamster sirio. Los resultados indicaron que la formulacion estimulo
hipermutaciones somaticas y cambio de clase de las células B, con la consecuente
induccion de una respuesta de anticuerpos neutralizantes, y ademas protegio al 100 %
de los animales desafiados con la enfermedad letal (Kuzmin et al., 2024).

Dentro de la tecnologia de ARNm, se han desarrollado alternativas para mejorar las
dosis y estabilidad de la molécula. Una de estas variantes es el ARNrep, que incluye las
secuencias codificantes de un sistema de replicasa derivado del genoma de los alfavirus
(Nitika et al., 2021). Mediante esta modificacién, la célula produce mas copias de ARNm,
lo que permite reducir la dosis inicial de inmunizacion (Cao et al., 2025). Guo y
colaboradores formularon un prototipo de ARNrep que codifica eVLPs con Gn/Gc en su
superficie. Los analisis preliminares de respuesta inmune demostraron que este
prototipo es capaz de estimular la produccién de anticuerpos neutralizantes anti-Gn/Gc

en ratones (Guo et al., 2026).
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A la fecha no se dispone de informacion adicional sobre el progreso de este u otros
candidatos de ARNm en fases preclinicas. No obstante, el ARNm es la plataforma mas
adecuada en comparacion con las clasicas formulaciones proteicas para el desarrollo
de vacunas contra virus emergentes con potencial pandémico como el ANDV (Zak y
Zangi, 2025). El rapido proceso de disefio y fabricacion del ARNm conlleva a un
oportuno desarrollo de vacunas en situaciones de brotes epidémicos y pandémicos, asi
como a eventuales actualizaciones antigénicas ante la aparicion de distintas variantes

virales (Saxena et al., 2025; Zheng y Feng, 2025).

1.3. Tecnologia de ARN mensajero.

La tecnologia de ARNm es una plataforma basada en la administracion de la
informacion genética de una proteina (antigénica o no antigénica) para que sea
producida por la maquinaria celular del individuo (Kulkarni et al., 2021). La informacion
genética esta codificada por la molécula de ARN mensajero, que esta estructurada
esencialmente por cinco dominios funcionales fundamentales (Figura 4): la caperuza %',
la regidén no traducida 5’ (5’-UTR), la secuencia codificante del antigeno, la regién no
traducida 3’ (3’-UTR), y una cola de poli(A) de 100-250 nucledtidos de longitud (Kwon
et al.,, 2022). Esta tecnologia posee varias ventajas sobre las estrategias
convencionales: el contenido genético no se integra en el genoma, lo cual disminuye las
preocupaciones acerca de mutagénesis insercional (Pardi et al., 2018); pueden
fabricarse directamente a partir de la secuencia genética de la proteina deseada,
mediante un proceso enzimatico libre de células, lo que garantiza a una produccion
rapida, escalable y rentable (Kis et al., 2020); un solo producto de ARNm puede codificar
varias proteinas, lo que refuerza la respuesta inmunitaria contra patégenos resistentes
y permite dirigirse a diferentes cepas o variantes virales con una sola formulacién (Wu
et al., 2021); y, a diferencia de las plataformas de ADN que requieren ingresar al nucleo
durante el estado mitético celular, el antigeno se expresa en el citoplasma de células en
division y quiescentes (To y Cho, 2021). A esta base mecanistica se suma la evidencia
clinica acumulada tras el uso masivo de vacunas de ARNm aprobadas, que respalda un
perfil de seguridad favorable, con eventos adversos graves poco frecuentes y
seguimiento mediante vigilancia post autorizacion continua (Blakney et al., 2026).
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Aunque hace mas de tres décadas se demostrd la funcionalidad de la tecnologia
mediante una prueba de concepto en un modelo murino (Borah et al., 2021), la
investigacion estuvo limitada durante varios afios debido a las dudas acerca de la
estabilidad, eficacia reducida, y excesiva inmunoestimulacién de la molécula de ARNm
(Chaudhary et al., 2021). El uso de ARNm convencional esta asociado con una baja
estabilidad y alta inmunogenicidad, que limita su aplicacion clinica (Liu y Wang, 2022).
Por este motivo, la plataforma se optimizé para incrementar la traduccién de la proteina
codificada y modular la inmunogenicidad innata y adaptativa (Whitley et al., 2022).
Diversas investigaciones en este campo desarrollaron estrategias para mejorar la
produccion, estabilidad, traduccion, y farmacocinética de la molécula. Una de ellas es la
correcta adicién de la caperuza en el extremo 5’ con una estructura Cap-1 o Cap-2
metilada que no estimule la respuesta inmunitaria innata del hospedante, y evite la
degradacion del ARNm por exoribonucleasas (Picard-Jean et al., 2018) (Figura 4A).
Otra solucion consiste en el uso de nucleétidos modificados como pseudouridina o 5’-
metilcitidina, lo que permite incrementar la expresion proteica a la vez que reduce la
inmunogenicidad provocada por el ARNm exdgeno (Liu y Wang, 2022) (Figura 4B).
Ademas, la cola de poli(A) en el extremo 3’ debe ser de una longitud de al menos 100
nucleotidos para alcanzar una traduccion eficiente y un aumento en la estabilidad de la

molécula (Tang y Passmore, 2019) (Figura 4C).
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Figura 4. Estructura basica de la molécula de ARN mensajero.

El ARNm vacunal lineal estda compuesto por los siguientes dominios: caperuza 5’, 5’-UTR, secuencia
codificante del antigeno, 3’-UTR, y cola de poli(A). A. La caperuza 5’ puede tener una estructura Cap-0,
Cap-1 o Cap-2, segun el numero de metilaciones en los primeros residuos del ARNm. B. Los nucleétidos
modificados, como la pseudouridina, la N'-metilpseudouridina, entre otros, se utilizan para reducir la
respuesta inmune innata inducida por el ARNm. C. La cola de poli(A) es fundamental en la eficiencia de
traduccién porque es reconocida por las PABP que forman el complejo de iniciacion de traduccién junto
con elF4. Fuente: modificado de Cao et al. (2025).

Debido a que el ARNm es susceptible a la degradacion por nucleasas enddgenas, y
requiere atravesar varias barreras celulares antes de alcanzar el compartimento en el
que ejerce su actividad (Ho et al., 2021), la molécula debe administrarse mediante un
sistema de transporte que la proteja de la degradacion y la conduzca al sitio de accion
(Kulkarni et al., 2021). Las nanoparticulas lipidicas (LNPs) son el mejor vehiculo para la
entrega exitosa de ARNm dada la versatilidad de su formulacién, su capacidad de
proteccion, la carga simultdnea y el potencial de entrega de multiples moléculas de
ARNmMm, y por ello son las que se emplean en varios productos aprobados para su uso
clinico (Hou et al., 2021).
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1.3.1. Vacunas de ARN mensajero contra enfermedades infecciosas.

El objetivo de las vacunas de ARNm es introducir la molécula en las células para que
produzca antigenos especificos de la enfermedad (Bouazzaoui et al., 2021). Tras la
inyeccion intramuscular, las vacunas de ARNm activan el sistema inmunitario
adaptativo a través de varias vias: la transfeccion de las células musculares y cutaneas,
la interaccion con las células inmunitarias residentes en el lugar de la inyeccion, y la
posterior migracion a los organos linfoides secundarios, lo que inicia y potencia las
respuestas celulares y humorales (Kim et al., 2021).

En el caso particular de las vacunas contra enfermedades infecciosas, el ARNm
codifica uno o varios antigenos de un patégeno en particular, el cual es producido por
la maquinaria celular del hospedante, e induce una potente respuesta inmune que
protege al individuo contra la enfermedad (Nitika et al., 2021). Al ser administrado, las
LNPs ingresan a las células presentadoras de antigenos (APCs) por endocitosis, para
después escapar del endosoma y entrar en el citosol (Chaudhary et al., 2021). Mediante
la maquinaria de traduccién de las células hospedantes, el ARNm se traduce en
proteinas. Estas proteinas se modifican a nivel postraduccional y pueden anclarse en
la membrana, o secretarse al medio extracelular (Rijkers et al., 2021). Por tanto,
estimulan el sistema inmunitario de varias maneras: el antigeno intracelular es
descompuesto en fragmentos mas pequefios por el proteasoma, los cuales son
mostrados en la superficie celular por el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC)
de clase | a los linfocitos T CD8* citotdxicos. Entonces, las células T activadas eliminan
las células infectadas mediante la secrecion de moléculas citoliticas, como la perforina
y la granzima (Chaudhary et al., 2021). Ademas, los antigenos secretados pueden ser
captados por las células, degradados en los endosomas y presentados en la superficie
celular a los linfocitos T CD4* cooperadores por MHC de clase Il. Estas células facilitan
la eliminacion de los patégenos circulantes estimulando a los linfocitos B para que
produzcan anticuerpos neutralizantes y activando los fagocitos, como los macréfagos,
mediante citocinas proinflamatorias (Wadhwa et al., 2020). Finalmente, el receptor de
los linfocitos B (inmunoglobulina de membrana) reconoce e interactua con antigenos
extracelulares o expresados en la superficie de las células, sin requerir la presentacion

de antigenos en MHC de clase | o Il (Anderson et al., 2020). Sin embargo, la respuesta
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de anticuerpos de los linfocitos B a los antigenos proteicos depende de los linfocitos T
CD4* cooperadores, en particular de los foliculares (Song y Craft, 2019).
Adicionalmente, los lipidos de las LNPs pueden activar TLR2 y TLR4, mientras que el
ARN liberado se puede unira TLR7 y TLR8 en el endosoma para activar las respuestas
inmunitarias innatas mediadas por ISGs, en un mecanismo conocido como efecto
autoadyuvante de la formulaciéon (Fang et al., 2022). En el caso de los patégenos que
pueden ocultarse dentro de las células hospedantes y permanecer inmunotolerantes,
como Mycobacterium tuberculosis, Brucella abortus y B. melitensis, la induccion de
respuestas de células T CD8* es fundamental para la eliminacién microbiana y la
proteccion a largo plazo. Las respuestas de las células T CD8* también son esenciales

para una rapida recuperacion tras la infeccion (Zhou et al., 2023).
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Figura 5. Resumen de la respuesta inmune estimulada por las vacunas de ARN mensajero.

1. Entrada a la célula. 2. Traduccion del ARNm en la proteina antigénica. 3. Presentacion por MHC | de
los fragmentos generados por el proteasoma a partir del antigeno intracelular. 4. Eliminacion de células
infectadas. 5. Endocitosis y procesamiento de antigeno secretado para su presentacion mediante MHC
II. 6. Estimulacién de células B y macréfagos. 7. Reconocimiento de antigeno de membrana por el
receptor de células B. 8. Activacion de las vias antiviral e inflamatoria inducidas por la particula lipidica
(efecto autoadyuvante). Fuente: modificado de Chaudhary et al. (2021).
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Los primeros productos de ARNm en ser aprobados fueron las vacunas contra la
COVID-19, desarrolladas por Pfizer/BioNTech (BNT162b2) y Moderna (mRNA-1273)
en 2020. En primera instancia, y debido a la situacién sanitaria global, ambos productos
fueron autorizados de emergencia, pero recibieron la aprobacion definitiva una vez
completados los ensayos clinicos correspondientes (Lu et al., 2024). La relativa
sencillez de la produccion de vacunas de ARNm en comparacion con las clasicas
vacunas proteicas supuso una enorme ventaja en un escenario de pandemia mundial
(Zak y Zangi, 2025). Las vacunas de Pfizer-BioNTech y Moderna fueron fundamentales
en la reduccion de la transmision viral y la gravedad de la infeccion, lo que se tradujo
en una reduccién de hasta el 63 % de las muertes a nivel mundial durante el primer afio
de vacunacién (Hogan y Pardi, 2022; Watson et al., 2022). Desde entonces, se han
desarrollado muchos candidatos de ARNm dirigidos a una gran cantidad de infecciones,
y en la actualidad se encuentran en validacion preclinica y ensayos clinicos (Matarazzo
y Bettencourt, 2023). Uno de estos productos es mRESVIA®, una vacuna de ARNm
para prevenir la enfermedad provocada por el virus sincitial respiratorio, que recibié la
aprobacion de la FDA para su aplicacion en humanos en 2024, y hasta el momento es
el unico producto aprobado con una diana diferente al SARS-CoV-2 (Alandijany y
Qashqari, 2025).

Las vacunas antivirales representan la categoria mas consolidada dentro de los
candidatos basados en ARNm, constituyendo mas del 50 % del total de farmacos en
investigacion (Zak y Zangi, 2025). De acuerdo con clinicaltrials.gov, existen mas de 500
ensayos clinicos de productos de ARNm registrados a la fecha, de los cuales 363
corresponden a estudios activos. Estos ensayos estan orientados a evaluar la
seguridad y eficacia de candidatos vacunales contra la influenza (NCT06125691,
NCT06436703), herpes simple (NCT05432583), viruela del mono (NCT05988203),
virus varicela-zéster (NCT05703607), citomegalovirus (NCT05575492), virus Epstein-
Barr (NCT05831111), virus de inmunodeficiencia humana (NCT05001373), norovirus
(NCT05992935), y otras infecciones no virales como la tuberculosis (NCT05547464) y
la malaria (NCT05581641).
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1.3.2. Desarrollo de prototipos de vacunas de ARN mensajero.

El ARNm que constituye el principio activo de estas vacunas es de origen sintético y
se produce mediante transcripcién in vitro (IVT), empleando una polimerasa de ARN
(T7, SP6 o T3) y un molde de ADN. El primer paso en su fabricacién consiste en el
disefo de la secuencia del ADN molde, el cual debe contener los siguientes dominios:
(1) un promotor para la ARN polimerasa; (2) una 5'-UTR; (3) la secuencia optimizada
que codifica el antigeno; y (4) una 3'-UTR (Szabé et al., 2022). La secuencia codificante
del antigeno es el elemento central del disefio, ya que condiciona la especificidad de la
proteina expresada y su procesamiento intracelular. La expresion enddgena del
antigeno en las células del hospedante favorece su presentacion en un contexto
fisioldgico, contribuyendo a la induccion de respuestas humorales y celulares efectivas
(S. C. Kim et al., 2022). De forma integrada, las regiones no traducidas actuan como
modulos regulatorios que modulan la interaccion del ARNm con la maquinaria
ribosomal, asi como su estabilidad y susceptibilidad a degradacién (Yang et al., 2022).
En particular, la region 5' participa en la iniciacién de la traduccion mediante la
optimizacién del escaneo ribosomal, mientras que la region 3' contribuye principalmente
a la estabilizacion del transcrito y a la prolongacion de su vida media funcional. En
conjunto, las UTRs optimizadas, incluyendo disefios derivados de globina y secuencias
sintéticas enriquecidas, se han establecido como estandar ampliamente utilizado en
plataformas de ARNm debido a su impacto reproducible en la expresion proteica (Zhang
et al., 2025). La arquitectura del sistema se completa mediante la incorporacién de la
caperuza 5'y la cola de poli(A), que favorecen la estabilidad de los ARNm eucariotas y
promueven el inicio de la traduccién mediante el reclutamiento de factores necesarios
para este proceso (S. C. Kim et al., 2022). La introduccion de estos elementos depende
de la estrategia de sintesis empleada: en esquemas cotranscripcionales, la cola de
poli(A) se codifica en el molde de ADN, mientras que la caperuza 5’ se incorpora durante
la IVT mediante analogos de nucleétidos o de cap que permiten su adicion
cotranscripcional por la ARN polimerasa. En estrategias postranscripcionales, ambas
modificaciones se anaden enzimaticamente tras la IVT, mientras que los enfoques
hibridos combinan ambas aproximaciones segun el disefio del sistema de expresion
(Deng et al., 2022).
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A nivel productivo, estas estrategias se implementan durante la IVT, etapa en la que
una ARN polimerasa dependiente de ADN, generalmente T7, sintetiza transcritos a
partir de un molde de ADN lineal con secuencia definida para su traduccién en el
citoplasma. La reaccion requiere como componentes esenciales, el ADN molde
linealizado, la ARN polimerasa correspondiente, ribonucledtidos trifosfato (NTPs),
cofactores ionicos y condiciones tampoén adecuadas que aseguren la eficiencia de la
transcripcion (Kim et al., 2026). Ademas, el proceso permite la incorporacién de
nucleosidos modificados y la adicion cotranscripcional de la caperuza, lo que contribuye
a modular la estabilidad del transcrito, su reconocimiento por sensores de inmunidad
innata y su eficiencia de expresion (Liu y Wang, 2022).

El ARNm producido por IVT contiene remanentes de ADN molde, nucledtidos libres,
enzimas y sales, que constituyen contaminantes que deben ser eliminados. La
purificacion del principio activo a nivel de laboratorio se realiza mediante una digestion
enzimatica con DNasa para degradar el molde de ADN, seguida de la precipitacion
quimica con cloruro de litio (LiCl) o el uso de columnas de centrifugacion por afinidad
(Leong et al., 2025). A nivel de escalado e industrial, el ARNm se purifica a través de
filtracion por flujo trangencial (TFF) o cromatografia liquida de alta resolucion (Feng et
al., 2023). El analisis de integridad, pureza y estabilidad del transcrito purificado
constituye un pilar fundamental en el desarrollo, dada la susceptibilidad inherente de
estas macromoléculas a la degradacion. La espectrofotometria UV-Vis proporciona una
primera estimacién de la concentracién y de la pureza preliminar mediante relaciones
de absorbancia, mientras que la electroforesis en gel de agarosa ofrece una
confirmacion visual cualitativa del tamafo del transcrito (Guimaraes et al., 2024). Estas
técnicas se complementan a nivel industrial con técnicas cromatograficas y
electroforesis capilar en gel, las cuales permiten cuantificar con precision el porcentaje
de moléculas de longitud completa frente a las especies fragmentadas. La evaluacion
de la pureza se centra en la deteccidén de impurezas criticas derivadas de la IVT, tales
como el ADN molde residual, las enzimas remanentes y, el ARN de doble cadena
(ARNdCc), un subproducto que puede desencadenar respuestas inmunitarias innatas no
deseadas (Camperi et al., 2024). Finalmente, los estudios de estabilidad monitorean las
vias de degradacion mediante exposicion del transcrito a condiciones de estrés térmico,
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quimico 0 mecanico para evaluar su cinética de hidrdlisis, permitiendo modelar la vida
util de la formulacion (Oude Blenke et al., 2023).

El principio activo purificado es posteriormente formulado en LNPs utilizando el
meétodo de nanoprecipitacion empleando un medio acuoso acido. Esta técnica se basa
en la introduccién rapida de una fase organica con soluto hidrofébico (como lipidos) en
un mayor volumen de fase acuosa, donde la difusién instantanea del disolvente
organico reduce la solubilidad del material y provoca una sobresaturacion homogénea
que desencadena la nucleacion y el autoensamblaje espontaneo de las nanoparticulas
(Xenakis et al., 2026). Las LNPs utilizadas como vehiculo de ARNm estan compuestas
esencialmente por cuatro lipidos: un lipido ionizable, que se protona en medio acido y
dirige el atrapamiento del principio activo por interaccidn electrostatica; el colesterol,
empleado para aportar rigidez, integridad estructural y modular la fluidez de la particula;
un lipido auxiliador o neutro, que estabiliza la estructura lipidica exterior y la
consistencia de la matriz; y un lipido PEGilado, encargado de controlar el tamafio de la
nanoparticula y evitar su agregacién coloidal (Hald Albertsen et al., 2022).

Tras formular las LNPs, el proceso continua con la etapa de acondicionamiento y la
posterior caracterizacién fisicoquimica y biolégica orientadas a la validacion del
producto. El solvente organico remanente y el exceso de lipidos se eliminan mediante
dialisis pasiva contra un tampon fisiolégico, proceso que a la vez neutraliza el pH del
medio para estabilizar la carga superficial de las particulas (Cameau et al., 2022). Una
vez acondicionado, el producto se evalua utilizando herramientas analiticas como
microscopia electronica, dispersion dinamica de la luz (DLS) y dispersién electroforética
de la luz (ELS), las cuales permiten determinar la morfologia, distribucion de tamafo,
indice de polidispersidad (PDI) y carga superficial de la nanoformulacion (Malburet et
al., 2022). Asimismo, se implementan ensayos celulares destinados a evaluar la
viabilidad celular y los niveles de expresion proteica como indicadores de seguridad y
potencia bioldgica (Muzard et al., 2025). La integracién de estos bloques analiticos
proporciona los criterios finales necesarios para establecer la calidad del producto
(Hong Hoang et al., 2026).
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Figura 6. Diagrama del proceso productivo de vacunas de ARN mensajero.

El disefio de la secuencia del ADN molde constituye el primer paso de la produccion, etapa en la cual se
definen el marco de lectura abierto del antigeno, las UTRs y otros elementos. Este molde linealizado sirve
como base para la transcripcion in vitro, realizada en microtubos a escala de laboratorio, o en
biorreactores en procesos de escalado. La caperuza de 5, la cola de poli(A) o ambas pueden anadirse
durante la IVT (estrategia cotranscripcional) o en reacciones enzimaticas posteriores (postranscripcional).
El ARNm sintetizado es purificado a escala de laboratorio mediante digestién con DNasa y precipitaciéon
con cloruro de litio, mientras que en el escalado se utilizan métodos cromatograficos. EIl ARNm purificado
se formula en nanoparticulas lipidicas a través de la técnica de nanoprecipitacion, y la suspensién se
acondiciona mediante ultrafiltracion para concentracion e intercambio de tampdn. Finalmente, se emplean
diferentes ensayos analiticos para medir las caracteristicas fisicoquimicas y biologicas de la
nanoformulacién, lo que permite determinar su calidad antes de rellenar y envasar. Fuente: elaboracion
propia mediante BioGDP.com.

1.4. Problema/solucién propuesta.

Este prototipo vacunal se desarrollé con el objetivo de proponer un candidato de ARN
mensajero capaz de estimular una respuesta inmune humoral y celular contra el virus
Andes. La reciente aplicacion masiva de esta tecnologia en la inmunizacién mundial
contra la COVID-19, demostr6 la seguridad, eficacia, versatilidad y rapida
implementacion de las vacunas de ARN mensajero. En este escenario, los brotes de
virus Andes en Chile, Argentina y el sur de Brasil, constituyen un problema sanitario
recurrente para el cual aun no se dispone de soluciones viables. El desarrollo de nuevas
vacunas dirigidas a esta infeccién es urgente a nivel regional debido a la alta letalidad

del Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus; asimismo, el riesgo continuo de aparicion
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de nuevas variantes mutadas con mayor patogenicidad permanece como una amenaza
latente.

Aunque se han reportado candidatos de ARNm que codifican el precursor GPC del
ANDV vy formulaciones de ARN autorreplicante que expresan Gn/Gc, la informacion
disponible sobre el desarrollo integral de estas plataformas continia siendo limitada,
especialmente respecto de la produccion y modificacion del ARNm, su encapsulacién
y caracterizacion en LNPs, la actividad biolégica in vitro y la comparacion de dosis
mediante la evaluacion de respuestas humorales, neutralizantes y celulares en hamster
sirio (Guo et al., 2026; Kuzmin et al., 2024). A partir de esta brecha, el presente trabajo
abordd el desarrollo integral de una formulacion LNPs-ARNm y su evaluacion
fisicoquimica, bioldgica e inmunoldgica en hamster sirio. La contribucion original de esta
tesis radicd en integrar estas etapas dentro de un mismo proceso experimental y
comparar dosis de 10 y 20 pug para seleccionar la alternativa mas adecuada bajo el

esquema evaluado.
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Il. HIPOTESIS DE TRABAJO

Hipétesis: Un prototipo vacunal contra el virus Andes, basado en la tecnologia de
inmunizacién con ARN mensajero y obtenido mediante un proceso de sintesis de rapida
implementacion y libre de células, presentara un perfil de tolerabilidad compatible con
su evaluacion preclinica de respuestas inmunitarias humorales y celulares especificas

en hamster sirio.
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ll. OBJETIVO GENERAL Y OBJETIVOS ESPECIFICOS

Objetivo general: Desarrollar un prototipo vacunal contra el virus Andes, basado en

ARN mensajero codificante de las proteinas virales Gn/Gc.

Objetivos especificos:

Objetivo especifico 1: Disefiar una formulacién vacunal que contenga como principio
activo el ARN mensajero de las proteinas Gn/Gc del virus Andes, obtenido mediante
sintesis in vitro.

Objetivo especifico 2: Caracterizar los atributos fisicoquimicos de distribucion de
tamano, composicidén y eficiencia de encapsulacién, y parametros biolégicos de
citotoxicidad y actividad relativa de expresion in vitro de la formulacién vacunal.

Objetivo especifico 3: Comparar la inmunogenicidad y la tolerabilidad preliminar del
prototipo vacunal de ARN mensajero evaluando la respuesta inmunitaria humoral y

celular en el modelo de hamster sirio.

36



Objetivos

1. Disefiar una formulacion vacunal que contenga como principio activo el ARN
mensajero de las proteinas Gn/Gc del virus Andes, obtenido mediante sintesis in vitro.
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Figura 7. Diagrama de objetivos del trabajo doctoral.

37



Materiales y Métodos

IV. MATERIALES Y METODOS

4.1. Materiales.
4.1.1. Sistemas biolégicos in vitro.

Todos los procedimientos y protocolos que involucraron lineas celulares fueron
revisados y aprobados por el Comité de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de
Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcion, mediante informe del 30 de abril
de 2025. (Anexo 1).

4.1.1.1. Cepas bacterianas

Escherichia coli TOP10 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.)

Genotipo: F- merA A(mrr-hsdRMS-mcrBC) ¢$80lacZAM15 AlacX74 recA1 araD139
A(ara-leu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endA1 nupG A-.

Cepa de E. coli empleada para la replicaciéon de vectores plasmidicos por su alta
eficiencia de transformacion.

Escherichia coli Stbl3 (Thermo Fisher Scientific, EE.UU.)

Genotipo: F- merB mrr hsdS20(rs", me”) recA13 supE44 ara-14 galK2 lacY1 proA2
rpsL20(StrR) xyl-5 A leu mtl-1 endA1+.

Cepa de E. coli que contiene la mutacién recA13, que minimiza la probabilidad de
recombinacion entre repeticiones terminales largas y, por ello, se utiliza en la produccién

de plasmidos de transferencia lentivirales.

4.1.1.2. Células eucariotas

HEK-293 (células de rifidn embrionario humano, ATCC® CRL-1573)

Células aisladas del rindn de un embrion humano. Se empled la variante FT para la
produccion de vectores lentivirales, y la variante A para ensayos de transfeccién. En el
experimento de neutralizacion se utilizé una linea celular estable que expresa la
integrina beta 3 en su superficie (HEK-293-i33), donada por el Laboratorio de
Biofarmacos Recombinantes.
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HeLa (células derivadas de carcinoma cervical de origen humano, ATCC® CCL-
2).

Las ceélulas HelLa son las primeras células humanas inmortales cultivadas. Tipo de
célula epitelial, tejido Utero; Cérvix, Adenocarcinoma.

HFF (fibroblastos de prepucio humano, SCRC-1041).

Células derivadas de prepucio humano normal. La linea celular fue establecida por
ATCC en 2003.

Hibridoma productor de anticuerpos monoclonales anti Gn/Gc (cédigo
20C1F10).

Células donadas por el Laboratorio de Biofarmacos Recombinantes, Departamento de
Farmacologia de la Universidad de Concepcion; son el producto de la fusion de un
linfocito B murino productor de anticuerpos monoclonales anti Gn/Gc con una célula de

mieloma.

4.1.2. Medios de cultivo.
4.1.2.1. Medios de cultivo de bacterias.

Agar Luria Bertani (Agar-LB): (MoBio, Estados Unidos), antibiético 1 X.

Medio Luria Bertani (LB): Triptona 1.0 % (p/v) (BD Bioscienses, Estados Unidos),
Extracto de levadura 0.5 % (p/v) (BD Bioscienses, Estados Unidos), cloruro de sodio
(NaCl) 1.0 % (p/v) (Merck, Alemania), pH 7.5, antibiotico 1 X.

Antibiéticos: Ampicilina 1000 X (100 mg/mL) (US Biological Life Sciences, Estados
Unidos), Estreptomicina 1000 X (50 mg/mL) (Merck, Alemania), Kanamicina 1000 X (50

mg/mL) (Merck, Alemania).

4.1.2.2. Medios de cultivo de células eucariotas.

Medio Dulbecco’s Modified Eagle (DMEM): suplementado con 0.3 mg/mL de L-
glutamina (25-005-Cl, Corning, Estados Unidos), solucion de penicilina/estreptomicina
1 X (30-002-Cl, Corning, Estados Unidos), y 10 % (v/v) de suero fetal bovino (SFB).

Medio Roswell Park Memorial Institute (RPMI): (31800-089, Gibco, Estados
Unidos), suplementado con 0.3 mg/mL de L-glutamina (25-005-Cl, Corning, Estados
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Unidos), solucion de penicilina/estreptomicina 1 X (30-002-Cl, Corning, Estados
Unidos), y 10 % 0 2 % SFB (v/v).

Medio de congelacion: DMEM o RPMI (segun corresponda) suplementado con 10 %
(v/v) de dimetilsulfoxido (Sigma, Estados Unidos) y 30 % (v/v) de SFB.

Opti-MEM™: (31985070, Gibco, E.E.U.U.) Medio esencial minimo (MEM) de suero

reducido, optimizado para la transfeccion de lipidos catiénicos.

4.1.3. Plasmidos.

pUC-MinusMCS-GnGc: Vector que contiene el ADN molde para la transcripcion in
vitro, bajo el control del promotor T7, del ARN mensajero que codifica las glicoproteinas
Gn y Gc de virus Andes.

PEGFP-N1: Vector que codifica la proteina fluorescente verde (GFP), utilizado como
control positivo en los ensayos de transfeccion con polietilenimina (PEI), y como vector
de expresion en el clonacion del ADN molde.

PENTRY-GPC: Vector que permite la expresion de las glicoproteinas Gn y Gc del virus
Andes en la superficie de células de mamiferos, bajo el control del promotor de
Citomegalovirus (CMV). Contiene la secuencia optimizada para codones humanos del
segmento M de la cepa de virus Andes Chile-9717869 (GenBank: AF291703.2), que
codifica el precursor de las glicoproteinas de superficie Gn/Gc (GPC) de virus Andes.
Plasmido empleado como control positivo en la evaluacion de la expresién de los
antigenos a partir del ADN molde, y como vector de envoltura en la generacion de
vectores lentivirales pseudotipados con las glicoproteinas de superficie de virus Andes.

pPLGW: Vector de transferencia de los vectores lentivirales que contiene el transgén
reportero GFP bajo control del promotor de CMV en las células transducidas.

pLP1: Vector de empaquetamiento de los vectores lentivirales, perteneciente al kit
ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen, Estados Unidos). Contiene los
genes Gagy Pol.

pLP2: Vector de regulacion del empaquetamiento de los vectores lentivirales,
perteneciente al kit ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen, Estados

Unidos). Contiene el gen Rev.
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pPLP/VSVG: Vector de envoltura de los vectores lentivirales control, perteneciente al

kit ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen, Estados Unidos). Permite la

expresion de la proteina G del virus de la Estomatitis Vesicular en la superficie de los

vectores lentivirales.

4.1.4. Otros acidos nucleicos
ARN mensajero de eGFP: (Genscript, Estados Unidos). Constructo que codifica

eGFP, optimizado para aumentar la traduccién. Usado como control positivo en la

transfeccion de ARN mensajero.

4.1.5. Enzimas y anticuerpos.

Tabla 2. Enzimas.

Nombre Proveedor Actividad Concentracion No.
Catalogo

ARNasa A Invitrogen Ribonucleasa A 20 mg/mL 12091021

ARNm Cap 2'-O- New England Biolabs ~ Metiltransferasa 50 U/l M0366

Metiltransferasa

BamHI-HF New England Biolabs ~ Cndonucleasa de 20 U/l R3136
restriccion tipo 1IP

. Endonucleasa de

BspQl New England Biolabs restriccion tipo 11S 10 U/pL R0712

DNAsa | New England Biolabs Endonucleasa de ADN 2 U/uL MO0303

EcoRI-HF New England Biolabs ~ Cndonucleasa de 20 U/l R3101
restriccion tipo |IP

Fosfatasa antartica New England Biolabs Fosfatasa alcalina 5 U/uL M0289

Kpnl-HF New England Biolabs ~ Endonucleasa de 20 U/pL R3142
restriccion tipo IIP

Mfel-HF New England Biolabs ~ Cndonucleasa de 20 U/l R3589
restriccion tipo |IP

Ncol-HF New England Biolabs ~ Cndonucleasa de 20 U/l R3193
restriccion tipo 1IP

NgoMIV New England Biolabs ~ Cndonucleasa de 10 U/uL R0564
restriccion tipo IIP

Sacl New England Biolabs ~ Cndonucleasa de 20 U/l R3156
restriccion tipo IIP

T4 Thermo Fisher Ligasa de ADN T4 5 U/uL ELO011

Fuente: elaboracion propia.
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Tabla 3. Anticuerpos primarios.

Especificidad Proveedor Dilucion Especie No. Catalogo
Laboratorio

Anti-Gn/Gc Biofarmacos - raton 20C1F10
Recombinantes
(hibridoma)

Fuente: elaboracion propia.

Tabla 4. Anticuerpos secundarios.

Especificidad Proveedor Dilucién Especie No Catalogo
Anti-IgG de raton (H+L) Jackson Immuno 1:5000 Cabra A28183
conjugado a Alexa Fluor® 680 Research

Anti-IgG de hamster sirio (H+L) Rockland 1:5000 Cabra 620-103-440
conjugado a HRP Immunochemicals

Fuente: elaboracién propia.

4.1.6. Reactivos quimicos.
Los reactivos quimicos se describen en la metodologia (Anexo 3).

4.1.7. Soluciones y suspensiones.

Cloruro de litio (LiCl) 7.5 M: Solucion de precipitacion de ARN (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos).

DPBS: Solucién salina tamponada con fosfato de Dulbecco (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos).

Tripsina-EDTA: 2.5 g/L tripsina, 1.099 g/L glucosa, 1 % rojo fenol, 0.1 g/L EDTA,
(Sigma, Estados Unidos).

Solucién acuosa de acetato de sodio 3 M pH 5.2: (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos).

Solucion de descontaminacion de ARNasa RNaseZap™: (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos).

Soluciéon de dilucion para muestras de plasma sanguineo: PBS 1 X (Gibco,
Estados Unidos), leche descremada 1 %, tween 0,05 % (Sigma, Estados Unidos).

Soluciéon de tincion de proteinas: azul de Coomasie 0.5 g/L (Serva, Estados
Unidos.), metanol 10 % (Caledon, Canada), acido acético 10 % (Merck, Alemania).

Alhydrogel® 2 %: suspensién de oxihidroxido de aluminio (Croda Pharma,
Dinamarca).
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Soluciones para extraccion y purificacion de ADN.

Solucion I: Glucosa 50 mM (Merck, Alemania), Tris-HCI 25 mM pH 8.0
(Calbiochem, Inglaterra), EDTA dis6dico 10 mM, pH 8.0 (Calbiochem, Inglaterra),
ARNasa A 20 mg/mL (Invitrogen, Estados Unidos).

Solucion Il: NaOH 0.2 M (Merck, Alemania), SDS 1 % (p/v) (Merck, Alemania).
Solucién ll: Acetato de potasio 5 M (Merck, Alemania), Acido acético glacial

(Merck, Alemania).

Soluciones para electroforesis en gel de agarosa de acidos nucleicos.

Tampon de carga de ADN 6 X: (New England Biolabs, Estados Unidos).

Tampon de carga de ARN 2 X: (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).
Tampdn TAE (Tris-Acetato-EDTA) 1 X: 40 mM Tris (Calbiochem, Inglaterra), 1 mM
EDTA (Calbiochem, Inglaterra), 20 mM acido acético (Merck, Alemania).

Bromuro de etidio: (Merck, Alemania).

Patron de peso molecular de ADN GeneRuler 1 kb: (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos).

Patron de peso molecular de ARN RiboRuler High Range: (Thermo Fisher

Scientific, Estados Unidos).

Soluciones de cultivo celular.

Azul de tripan: azul de tripan 5 g/L (Sigma, Estados Unidos), NaCl 8.5 g/L (Merck,
Alemania) en agua grado biologia molecular (Corning, Estados Unidos).

Reactivo de transfecciéon de ARNm Lipofectamine™ MessengerMAX™: (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos).

Solucion de transfeccién de ADN: Polietilenimina (PEI) ramificada 25 kDa (Sigma,
Estados Unidos) 0.81 mg/mL pH 7.0 en agua grado biologia molecular (Corning,
Estados Unidos).

Tampédn de lisis de eritrocitos: Cloruro de amonio 150 mM, bicarbonato de sodio
10 mM, EDTA disddico 0.1 mM en agua destilada.

Tampon de radioinmunoprecipitaciéon (RIPA): NaCl 150 mM (Merck, Alemania),
Tritdn X-100 1 % (v/v) (Merck, Alemania), deoxicolato de sodio 0.5 % (p/v) (Merck,
Alemania), SDS 0.1 % (p/v) (Calbiochem, Inglaterra), Tris 50 mM pH 8.0
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(Calbiochem, Inglaterra), céctel inhibidor de proteasas 1 X (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos).
Tripsina-EDTA 0.25 %: (Corning, Estados Unidos).

Reactivo TRIzol™: (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

Soluciones para electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de
sodio (SDS-PAGE) de proteinas.

Acrilamida (Merck, Alemania) 30 % (p/v), 0.8 % (p/v) bisacrilamida (Merck,
Alemania).

1.5 M Tris-HCI (Calbiochem, Alemania), pH 8.8.

0.5 M Tris-HCI (Calbiochem, Alemania), pH 6.8.

10 % (p/v) SDS (Calbiochem, Alemania).

10 % (p/v) Persulfato de amonio (Calbiochem, Alemania).

Tetrametiletilendiamina (TEMED) (Merck, Alemania).

Tampdn de corrida: 25 mM Tris-HCI (Calbiochem, Alemania), 192 mM Glicina
(Calbiochem, Alemania), 0.1 % (p/v) SDS (Calbiochem, Alemania).

Tampon de carga 6 X para condicion denaturante y reductora: 10 % (p/v) SDS
(Calbiochem, Alemania), 0.6 % (v/v) B-Mercaptoetanol (Sigma, Alemania), 0.012
% (p/v) azul de bromofenol (Sigma, Estados Unidos.), 0.35 M Tris (Calbiochem,
Alemania), 30 % (v/v) glicerol (Calbiochem, Alemania).

Patron de peso molecular AccuRuler RGB Plus 250 kDa (Maestrogen, Estados
Unidos).

Solucién de tincion Azul de Coomassie: 0.25 % (p/v) Azul de Coomassie brillante
R250 (Merck, Alemania), 10 % (v/v) acido acético (Merck, Alemania), 45 % (v/v)
Metanol (Merck, Alemania).

Solucion de destincion: 5 % (v/v) metanol, 7 % (v/v) acido acético.

Tris-Glicina: Tampodn de corrida de proteinas, 144 g/L glicina (Merck, Alemania),
30 g/L Tris base (Merck, Alemania), Dodecil sulfato sal sodica (SDS) 0.1 %
(Calderon, Canada), pH 8.3.
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Soluciones para Western blot.

Tampdn de transferencia: 48 mM Tris (Calbiochem, Alemania), 39 mM glicina
(Calbiochem, Alemania), 0.037 % (p/v) SDS (Calbiochem, Alemania), 20 % (v/v)
Metanol (Merck, Alemania).

Tampodn tris salino (TBS): 3.0 g/L Tris, 8.0 g/L NaCl, pH 7.6.

Solucion de bloqueo: 5 % (p/v) leche descremada en TBS.

TBS-Tween: TBS con 0.1 % (v/v) Tween-20 (Sigma, Estados Unidos).

Soluciones para ensayo por inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA).

Solucion de recubrimiento: Tampon Carbonato de sodio (Na2CO3/NaHCO3) 50
mM, pH 9,4-9,6 (Merck, Alemania).

PBS: tampon fosfato-salino, NaCl 8 g/L (Merck, Alemania), KCI 0.2 g/L (Merck,
Alemania), Na2HPO4 1.09 g/L (Caledon, Canada), pH 7.2.

Solucién de bloqueo: 4 % (p/v) leche descremada en PBS.

Solucion de lavado: 0.1 % (v/v) Tween-20 (Calbiochem, Estados Unidos) en PBS.
Soluciéon de dilucidon: 1 % (p/v) leche descremada, 0.1 % (v/v) Tween-20
(Calbiochem, Estados Unidos) en PBS.

Soluciéon de sustrato de 3,3',5,5'-tetrametilbencidina (TMB) para ELISA 1-Step™
Ultra TMB (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

Solucién de detencién de la reaccion: Acido sulfirico (H2S04) 2.5 M (Merck,

Alemania).

4.1.8. Kits comerciales.

E.Z.N.A.® Plasmid DNA Midi Kit (Omega Bio-Tek, Estados Unidos): Purificacion de
ADN plasmidico a escala masiva.

E.Z.N.A.® Cycle Pure Kit (Omega Bio-Tek, Estados Unidos): Purificacion de ADN
linealizado.

HiScribe® T7 High Yield RNA Synthesis Kit (New England Biolabs, Estados
Unidos): Transcripcion in vitro de ARN.

KAPA SYBR® FAST (Merck, Alemania): Reaccién en cadena de la polimerasa
cuantitativa (QPCR).

45



Materiales y Métodos

RediPlate™ 96 RiboGreen™ RNA Quantitation Kit (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos): Cuantificacion de la concentracion de ARN encapsulado, y la
eficiencia de encapsulacion en las nanoparticulas lipidicas.

RevertAid First Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos): Sistema completo para la transcripcién inversa (RT) de la primera cadena de
ADNCc a partir de ARN.

Vaccinia Capping System (New England Biolabs, Estados Unidos): Adicion de la
caperuza 5" al ARN sintetizado.

ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen, Estados Unidos):
Produccion de vectores lentivirales.

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega, Estados Unidos):

Purificacion de fragmentos de ADN desde geles de agarosa.

4.1.9. Otros materiales.
Agujas hipodérmicas (27G x 1/2).
Balanza analitica. Rango de pesada de 0 a 210 g, resolucién 0.001 g.
Balanza técnica. Rango de pesada de 0 a 4200 g, resolucion 0.01 g.
Jaulas para la experimentacién animal. Altura: 19 cm, Ancho: 13 cm, Largo: 30 cm.
Jeringuillas hipodérmicas (1, 5, 10, y 20 mL).
Microscopio FLoid™ Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).

Termdmetro rectal digital, con una resolucién de + 0.1° C.

4.1.10. Animales.

Todos los estudios in vivo requirieron de la aprobacién del Comité de Bioética y
Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcién
(30 de abril de 2025) para la investigacion en animales (Anexo 1).

Se utilizaron 24 hamsteres sirios (Mesocricetus auratus) de ambos sexos, procedentes
del Departamento de Farmacologia de la Universidad de Concepcién, con un peso
inicial de 117-164 g. Los animales se mantuvieron en grupos de cuatro por jaula y
tuvieron un periodo de aclimatacion de cinco dias antes del inicio del experimento. El

alojamiento se realizé bajo condiciones controladas de temperatura (18 — 22 °C), y un
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ciclo de luz/oscuridad de 12/12 h, con acceso ad libitum a alimento y agua. El material
de cama, compuesto por viruta de alamo, se esterilizé antes de su uso y se reemplazo

cada siete dias.
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4.2. Metodologia.

El presente proyecto se planteé como objetivo el desarrollo de un prototipo vacunal
basado en la tecnologia de ARN mensajero que codifique las glicoproteinas de
superficie Gn y Gc del virus Andes. Para ello, primero se obtuvo la molécula de ARNm
mediante transcripcion in vitro a partir de un molde de ADN. Este principio activo,
optimizado para incrementar la traduccion y disminuir la inmunoestimulacion
indeseada, fue encapsulado en nanoparticulas lipidicas. Se evaluaron las propiedades
fisicoquimicas de la formulacién, asi como sus parametros bioldgicos (toxicidad y
expresion relativa in vitro). A continuacion, se determiné el perfil de respuesta inmune
en el modelo animal de hamster sirio, mediante la cuantificacion del titulo de
anticuerpos totales y neutralizantes en el suero de animales inmunizados, y de los
niveles de citocinas inducidos por el prototipo. Estos resultados permitieron precisar la
capacidad del prototipo para estimular una respuesta inmune humoral y celular contra

los antigenos Gn y Gc.

4.2.1. Diseiar una formulaciéon vacunal que contenga como principio activo el
ARN mensajero de las proteinas Gn/Gc del virus Andes, obtenido mediante
sintesis in vitro.

4.2.1.1. Construccion y caracterizacion del ADN molde a utilizar en la
transcripcion in vitro.

Diseno del vector plasmidico que contenia el ADN molde.

El ADN molde se disefié de modo que incorpore todos los elementos regulatorios y
estructurales requeridos para la sintesis de una molécula de ARNm funcional (Kwon et
al., 2022). La construcciéon estuvo constituida, en orden 5 a 3’, por las siguientes
secuencias: promotor T7; 5-UTR sintética de Moderna Tx (Stewart-Jones, 2021);
secuencia optimizada para codones humanos del segmento M de la cepa del virus
Andes Chile-9717869 (GenBank: AF291703.2), que codifica el precursor poliproteico
GPC del virus Andes, (Starck-Mendez, 2020); 3’-UTR sintética de Moderna Tx (Stewart-
Jones, 2021); cola de poli(A) de 100 nucledtidos; y sitio de restriccion de la
endonucleasa BspQl. Adicionalmente, se incluyeron los sitios de restriccion de la

enzima BamHI en el extremo 5’, y de la enzima Mfel entre la 3'-UTR y la cola de poli(A).

48



Materiales y Métodos

El ADN molde fue sintetizado por la empresa Blue Heron Biotech, LLC (Estados
Unidos), que lo clond en el vector pUC-MinusMCS con resistencia a ampicilina,

generando asi el vector denominado pUC-MinusMCS-GnGc.

Produccion del vector plasmidico que contenia el ADN molde.

El vector pUC-MinusMCS-GnGc sintetizado se amplificé en la cepa bacteriana E. coli
TOP10® (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Primero, las bacterias se
transformaron con el vector por medio de choque térmico, mezclando 107 células
competentes con 100 ng de ADN plasmidico e incubando a 4 °C por 10 min. A
continuacion, la mezcla se sometié a choque térmico a 42 °C por 2 min, y se volvi6 a
incubar a 4 °C por 10 min. Las células fueron recuperadas mediante incubacion a 37 °C
por una hora, se sembraron en agar LB suplementado con ampicilina y se incubaron
durante 20 h a 37 °C. Pasado este tiempo, se tomaron muestras de cuatro colonias
bacterianas y se inocularon en tubos con medio LB e incubar a 37 °C por 14 h. Los
plasmidos contenidos en cada colonia se purificaron por lisis alcalina y se
resuspendieron en agua grado biologia molecular.

Muestras de los plasmidos recuperados se observaron por electroforesis en gel de
agarosa al 1 %, a 100 V por 30 min, con el fin de comprobar cuales correspondian al
vector pUC-MinusMCS-GnGc. La muestra que mostré mayor intensidad de bandas fue
seleccionada para verificar su identidad a través de un analisis de restriccion (Su et al.,
2019). Se realiz6 una digestion in silico del vector pUC-MinusMCS-GnGc en el software
SnapGene (Domatics, Estados Unidos) para predecir su patron de restriccion con las
endonucleasas Sacl, EcoRV y Kpnl. En paralelo, se prepararon las reacciones de
digestion del plasmido con estas enzimas, y se incubaron a 37 °C durante 14 h.
Después, se observaron los fragmentos de ADN producidos en cada reaccion por
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, a 100 V por 30 min, y se compararon con los
patrones obtenidos in silico.

Una vez confirmada la identidad, el vector se amplificé cultivando la colonia
correspondiente durante 15 h a 37 °C en medio LB suplementado con ampicilina. El
plasmido fue posteriormente recuperado por lisis alcalina y purificado con el kit E.Z.N.A.
Cycle Pure (Omega Bio-Tek, Estados Unidos), siguiendo las recomendaciones del
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fabricante. EI ADN obtenido fue resuspendido en agua grado biologia molecular, y su
concentracion se determind por espectrofotometria a 260 nm en el equipo Synergy HTX
Multi-Mode Reader (BioTek, Estados Unidos).

Clonamiento del ADN molde para su expresion en células de mamifero.

La correcta expresion de los antigenos en células de mamifero a partir del ADN molde
se comprob6 mediante la construccién y transfeccion de un nuevo vector, denominado
pGPC. La clonacion se efectu6 extrayendo el ADN molde del vector pUC-MinusMCS-
GnGc, e insertandolo corriente abajo del promotor de citomegalovirus (CMV) del vector
pEGFP-N1. El primer paso de este procedimiento fue la digestiéon de ambos plasmidos
con las enzimas de restriccion BamHI| y Mfel, durante14 h a 37 °C. Los fragmentos de
utilidad tanto del vector (pPEGFP-N1) como de la banda a clonar (pUC-MinusMCS-GnGc)
se identificaron segun su tamano por medio de una digestion in silico en el software
Snapgene (Domatics, Estados Unidos). Los productos de la reaccion enzimatica se
separaron por electroforesis en gel de agarosa al 1 % a 60 V por 1 h. A continuacion,
se recuperaron las porciones del gel correspondientes al vector y la banda, el ADN de
cada una se purificd con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Promega
Corporation, Estados Unidos), y se cuantificé su concentracion por espectrofotometria
a 260 nm en el equipo Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek, Estados Unidos). Los
extremos del fragmento del vector se desfosforilaron con la enzima fosfatasa antartica,
para después establecer la reaccion de ligazon con la enzima ligasa de ADN T4 de
acuerdo con el protocolo del fabricante, y a una proporcion construccion a vector de 3:1.
La reaccion se incubd a 22 °C por una hora, y los productos se utilizaron para
transformar por electroporacion células de E. coli TOP10®. Posteriormente, las bacterias
fueron sembradas en agar LB suplementada con kanamicina y se incubaron a 37 °C por
20 h.

Una vez finalizado el tiempo de incubacion, se tomaron muestras de ocho colonias
bacterianas transformadas con el vector pGPC, para inocular tubos con medio LB
suplementados con kanamicina, e incubar a 37 °C durante 14 h. Los plasmidos
contenidos en cada una de las colonias se purificaron por lisis alcalina para identificar

cuales contenian el vector pGPC. Para ello, se verifico el tamafo de los vectores
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mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y se evalu6 su perfil de restriccion al
incubar con la enzima Ncol y compararse con la digestion in silico obtenida con el
software Snapgene (Domatics, Estados Unidos). Una vez determinado el clon
bacteriano transformado con pGPC, se procedi6 a corroborar la identidad del vector a
través de su perfil de restriccion (Su et al., 2019), utilizando las siguientes enzimas:
BamHI, Sacl y NgoMIV. Primero se predijo el perfil en el software Snapgene (Domatics,
Estados Unidos), y a continuacién se montaron las reacciones de digestion. Las mezclas
se incubaron a 37 °C durante 14 h. Después se observaron los fragmentos de ADN
producidos en cada una por electroforesis en gel de agarosa al 1 %, y se compararon
con los patrones obtenidos in silico. Una vez confirmada la identidad, el vector fue
producido a gran escala, recuperado de las células bacterianas por lisis alcalina, y
purificado con el kit E.Z.N.A. Cycle Pure (Omega Bio-Tek, Estados Unidos) de acuerdo

con las instrucciones del fabricante.

Evaluacién de la expresiéon de los antigenos Gn/Gc en células de mamifero a partir
del ADN molde.
Células HEK-293A (ATCC® CRL-1573) fueron sembradas en placas de 100 mm

(Corning, Estados Unidos), a una concentracion de 2*108 células/mL, en DMEM

suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal bovino, L-glutamina 2 mM, y penicilina/
estreptomicina 1 X. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % CO2 hasta que alcanzaron
una confluencia del 70 %. Posteriormente, se cambié el medio de cultivo por DMEM sin
SFB y se incubd por cuatro h a 37 °C, 5 % CO2. Transcurrido este tiempo, las células
se transfectaron con el vector pGPC mediante el método de la polietilenimina (PEI)
(Toledo et al., 2009), empleando 20 pg de ADN plasmidico por placa, y una relacién de
2.5 uL de PEI por cada pg de ADN. Se establecieron los siguientes controles: vector
pENTRY-GPC como control positivo (C(+)), vector pEGFP se empleé como control de
transfeccion (CT), y células sin transfectar como control negativo (C(-)).

Después de anadir el complejo PEI-ADN a la placa respectiva, las células se
incubaron a 37 °C, 5 % CO:2 durante 6 h, se retir6 el medio de cultivo sin SFB y se
reemplazé por DMEM + SFB 10 %. Las células se incubaron a 37 °C, 5 % CO:2 por 72
h, y pasado este tiempo se verificd la expresion del reportero (CT) en un microscopio
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FLoid™ Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos).
Posteriormente, el contenido proteico celular de cada placa se cosechd por lisis quimica
con tampdn RIPA (Riisom et al., 2023). Primero se retir6é el medio de cultivo y se lavo
la monocapa con PBS. A continuacion, se afadio tampon RIPA suplementado con
inhibidor de proteasa, la placa se incub6 a 4 °C por 10 min, y las células se separaron
y rompieron con un cell scraper. Una vez solubilizado el contenido celular en el tampdn,
todo el volumen se transfirio a un microtubo estéril y se incubd de hielo durante 5 min.
Después, se centrifugd a 19 000 x g por 5 min a 4 °C en una centrifuga MIKRO 220R
(Andreas Hettich GmbH, Alemania), se recuper6 el sobrenadante en un microtubo
limpio, y se almaceno a -20 °C hasta su uso.

Las muestras de proteinas se separaron mediante SDS-PAGE al 10 % en condiciones
reductoras. Las muestras se mezclaron con tampon de carga y se incubaron durante 5
min a 95 °C antes de ser cargadas en el gel. La corrida electroforética se realizdé en una
camara Mini-PROTEAN (Bio-Rad, Estados Unidos) utilizando una solucién tampén de
corrida Tris-Glicina en los compartimentos catddico y anddico. La separacion de las
muestras se practicé a una corriente constante de 100 V durante 1.5 h. Posteriormente,
las proteinas separadas mediante SDS-PAGE fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa en el equipo Trans-Blot Turbo Transfer System (Bio-Rad, Estados Unidos)
a 250 mA durante 30 min. La efectividad de la transferencia de proteinas se comprobd
mediante tincion con solucién de Rojo Ponceau al 1 % durante 5 min. La membrana se
bloqued con leche en solucion al 5% en TBS, se incubd durante 12 h, se lavd con
tampon TBS-tween y se incubd por 12 h a 4 °C con el anticuerpo anti-Gc obtenido del
hibridoma 20C1F10. A continuacién, la membrana se lavé con tampon TBS-tween, se
afiadié el anticuerpo secundario anti-lgG de ratén conjugado a Alexa Fluor 680 a una
dilucion 1:5000 (Jackson ImmunoResearch, Estados Unidos), y se incub6 a
temperatura ambiente durante una hora. Finalmente, se reveld la membrana en el

sistema de imagen Odyssey CLx (LICORDbio, Estados Unidos).
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4.2.1.2. Establecimiento de la produccion de ARN mensajero que expresa los
antigenos Gn/Gc.

Transcripcion in vitro del ARN.

El primer paso de la produccion de ARNm que codificaba las glicoproteinas de
superficie Gn/Gc del virus Andes (ARN-GPC) fue la transcripcion in vitro de ARN (Shi
et al., 2026). Esta sintesis requiri6 un molde de ADN lineal para garantizar que los
transcritos sintetizados tuvieran la longitud correcta (Martinez et al., 2023). Por esta
razon, el vector pUC-MinusMCS-GnGc se linealizé corriente abajo del ADN molde, por
medio de una digestion con la enzima de restriccion BspQl, durante 14 h a 37 °C. A
continuacion, el producto linealizado fue purificado con el kit E.Z.N.A. Cycle Pure
(Omega Bio-Tek, Estados Unidos) y cuantificado mediante espectrofotometria a 260
nm. Después, se montd la reaccion de transcripcion utilizando el kit comercial HiScribe®
T7 High Yield RNA Synthesis Kit (New England Biolabs, Estados Unidos), siguiendo las
especificaciones del fabricante. Este kit contenia la ARN polimerasa T7 con su
respectivo tampdén y los cuatro nucledsidos trifosfato (NTPs: adenosina, citidina,
guanosina y uridina) requeridos para la sintesis de ARN. A estos componentes se
afnadio el vector linealizado, y se incub6 a 37 °C por dos h en un termociclador Biometra
TProfessional (Analytik Jena GmbH, Alemania). EI ARN sintetizado se diluy6é en agua
libre de RNasas, se tratd con DNasa | durante 15 min a 37 °C para eliminar el ADN
molde, y se precipité con cloruro de litio 7.5 M. El pellet de ARN se lavé con etanol al
70% y se resuspendio en agua libre de RNasas. La identidad e integridad de la molécula
se identific6 mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, a 100 V por 30 min en
una camara Mini ReadySub-Cell GT (Bio-Rad, Estados Unidos). La concentracién de
ARN producido se cuantificé por espectrofotometria a 260 nm en el equipo Synergy
HTX Multi-Mode Reader (BioTek, Estados Unidos).

Adicion de la caperuza en el extremo 5 del ARN mensajero.

Después de la transcripcion, el ARN purificado se sometié a una reaccién de capping
para obtener el ARNm maduro con una caperuza 5’ de tipo Cap-1 (McKenzie et al.,
2023). En este procedimiento se empleo el kit Vaccinia Capping System (New England
Biolabs, Estados Unidos) junto con la enzima cap 2°-O-metiltransferasa (New England
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Biolabs, Estados Unidos), de acuerdo con las indicaciones del fabricante. EI ARN,
previamente calentado a 65 °C por 5 min para eliminar las estructuras secundarias, se
mezcld con los otros componentes de la reaccidn: enzima de capping del virus vaccinia
con su respectivo tampon, cap 2°-O-metiltransferasa, guanosina trifosfato, y S-
adenosilmetionina como donante de grupos metilo. La reaccidn se incubo por una hora
a 37 °C en un termociclador Biometra TProfessional (Analytik Jena GmbH, Alemania).
Después, el ARNm con caperuza 5’ se precipitd con cloruro de litio 7.5 M, se lavé con
etanol al 70 %, y se resuspendio en agua libre de RNasas. La identidad e integridad del
producto se determinaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, a 100 V
por 30 min. La concentracién de ARN producido se cuantificd por espectrofotometria a
260 nm en el equipo Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek, Estados Unidos).

Evaluacion de la integridad del ARN mensajero bajo estrés térmico agudo.

El ARNm producido se sometio a estrés térmico para evaluar su integridad temporal
(Chheda et al., 2024). Se prepararon alicuotas del ARNm en microtubos estériles y se
incubaron a 37 °C durante 0,30, y 60 min. Posteriormente, las muestras se analizaron
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, a 100 V por 30 min en una camara
Mini ReadySub-Cell GT (Bio-Rad, Estados Unidos). Se identificé la integridad y/o la

degradacion de cada tratamiento mediante la observacion de las bandas.

Determinacion de la funcionalidad del ARN mensajero.

La actividad biolégica del ARNm se determiné mediante la verificacion de la correcta
expresion de las glicoproteinas Gn/Gc en células de mamifero transfectadas con el
acido nucleico, mediante un analisis de Western blot (Deo et al., 2023). Se sembraron
células HEK-293A en placas de 12 pocillos (Costar®, Corning, Estados Unidos) a una
concentracion de 10° células/mL, en DMEM suplementado con 10 % (v/v) de suero fetal
bovino, L-glutamina 2 mM, y penicilina/estreptomicina 1 X, y se incubaron a 37 °C con
5% de CO, hasta alcanzar una confluencia del 70 %. Después, se descart6 el medio,
las células se lavaron una vez con PBS, se afiadié medio fresco suplementado con 10
% de SFB, y se incubaron a 37 °C con 5 % de CO,. En paralelo, el ARNm se mezclé

con el reactivo de transfeccién Lipofectamine™ MessengerMAX™ (Thermo Fisher
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Scientific, Estados Unidos), segun el protocolo de la casa comercial. En concreto, para
cada pocillo se utilizd la dilucion mas baja recomendada del reactivo (1.5 yuL en medio
Opti-MEM™)), junto con diferentes cantidades (0.5, 1 y 2 ug) del ARNm diluido en medio
Opti-MEM™ . El complejo de transfeccion se afiadid por goteo a las células, que
posteriormente se incubaron durante 24 h a 37 °C con 5 % de CO,. Como control de
transfeccion se empled el ARNm comercial que expresaba eGFP (GenScript, Estados
Unidos), y como control negativo se utilizaron células sin tratamiento. La expresion del
reportero se verificO pasadas las 24 h, observando las células en un microscopio
FLoid™ Cell Imaging Station (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). A
continuacion, se descartdé el medio, las células se lavaron una vez con PBS, y se
recuperd el contenido proteico celular total con tampon RIPA.

Las proteinas totales de las células tratadas con el ARNm, del control de transfeccion,
y del control negativo se separaron por su tamafio mediante SDS-PAGE al 10 %. Se
utilizo como control positivo la muestra de proteinas totales obtenida en la evaluacion
de expresion del ADN molde. Las proteinas separadas se transfirieron a una membrana
de nitrocelulosa, que se bloqued por 12 h a 4 °C con leche descremada al 5 % en TBS,
se incubd por 6 h a 4 °C con anticuerpo primario anti-Gc, y posteriormente por una hora
a temperatura ambiente con el anticuerpo secundario anti-lgG de raton conjugado a
Alexa Fluor 680 diluido 1:5000 (Jackson ImmunoResearch, Estados Unidos). La
membrana se escaneo en el sistema de imagen Odyssey CLx (LICORbio, Estados

Unidos) y se verificd la presencia del antigeno a la altura correspondiente.

Modificacion del ARN mensajero con N1-metilpseudouridina.

Una vez comprobada la funcionalidad del ARNm sin modificar, se procedié a
reemplazar el nucleétido de uridina convencional (UTP) por el nucleétido modificado
N1-metilpseudouridina (N1-WTP), en funcién de incrementar la estabilidad y capacidad
de traduccion del ARNm (Monroe et al., 2024). La modificacion se realizé reemplazando
la UTP convencional por N1-metilpseudouridina trifosfato (N1-mY¥, MedChemExpress,
Estados Unidos) en la reaccién de transcripcion in vitro. EIl NTP modificado se utilizo a
la misma concentracién del NTP sustituido, mientras que los demas parametros se

mantuvieron iguales. La mezcla se incub6 a 37 °C durante dos h en un termociclador

55



Materiales y Métodos

Biometra TProfessional (Analytik Jena GmbH, Alemania). Posteriormente, el producto
de la reaccion se diluyo en agua libre de RNasas, se traté con DNasa | durante una 15
min a 37 °C para eliminar el ADN molde, y se precipitdé con cloruro de litio 7.5 M. El
pellet de ARN se lavé con etanol al 70 %, se resuspendié en agua libre de RNasas, se
cuantificd por espectrofotometria a 260 nm, y su identidad e integridad se identifico
mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (100 V por 30 min).

La incorporacion de la caperuza 5’ al ARN modificado se realiz6 siguiendo el mismo
protocolo empleado para el ARN no modificado. Después de incubar durante una hora
a 37 °C, el ARNm modificado con caperuza 5’ se precipité con cloruro de litio 7.5 M, se
lavé con etanol al 70 %, se resuspendioé en agua libre de RNasas, y se cuantificd por
espectrofotometria a 260 nm. A continuacion, muestras del ARNm modificado fueron
sometidas a estrés térmico, a 37 °C por 30 y 60 min, para posteriormente identificar la
estabilidad de la molécula mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (100 V, 30
min).

La funcionalidad del ARNm modificado también se determind segun su capacidad de
expresion de los antigenos Gn/Gc en células de mamifero. Para este ensayo se
sembraron células HEK-293A en una placa de 12 pocillos (Costar®, Corning, Estados
Unidos) a una concentracion de 10° células/mL, y se incubaron a 37 °C, 5 % CO2 hasta
que alcanzaron una confluencia del 70 %. En este punto, se refrescé el medio y se
prepararon los complejos de transfecciéon para cada pocillo, mezclando 500 ng de
ARNmM con el reactivo Lipofectamine™ MessengerMAX™ (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos), ambos diluidos en medio Opti-MEM™ . Se usé como control positivo
el ARNm sin modificar, como control de transfeccion el ARNm comercial que expresaba
eGFP (GenScript, Estados Unidos), y como control negativo a células sin tratamiento.
Los complejos se afadieron por goteo a los pocillos respectivos, y las células se
incubaron por 24 h a 37 °C, 5 % COa2. Se verificd la expresion del reportero, y a
continuacion se recuperd el contenido proteico celular con el tampon RIPA. Las
proteinas totales de cada tratamiento se separaron por tamafno mediante SDS-PAGE
al 10 %, se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa, y la membrana se bloqued
con leche descremada al 5 % en TBS durante 12 h a 4 °C. Se incubdé por6 ha 4 °C

con anticuerpo primario anti-Gc, y posteriormente por una hora con el anticuerpo
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secundario anti-lgG de raton conjugado a Alexa Fluor 680 (dilucion 1:5000). Finalmente,
se comprobd la presencia del antigeno en los tratamientos respectivos escaneando la

membrana en el sistema de imagen Odyssey CLx (LICORDbio, Estados Unidos).

4.2.1.3. Encapsulacion del ARN mensajero en nanoparticulas lipidicas.

El ARNm funcional fue encapsulado en LNPs mediante el método de
nanoprecipitacion (Ahl, 2025). Se utilizé una mezcla de cuatro lipidos en la formulacién
de las particulas: SM-102 (Cayman Chemical, Estados Unidos), colesterol (Santa Cruz
Biotechnology, Estados Unidos), 1,2-distearoil-rac-glicero-3-fosfocolina (DSPC, Santa
Cruz Biotechnology, Estados Unidos) y 1,2-dimiristoil-rac-glicero-3-
metoxipolietilenglicol-2000 (DMG-PEG 2000, MedChemExpress, Estados Unidos)
como lipidos ionizable, estructural, auxiliador y PEGilado, respectivamente. Primero se
prepararon soluciones stock de cada lipido a una concentracion de 10 mg/mL en etanol,
y después se mezclaron los cuatro componentes segun las proporciones molares

indicadas en la tabla 5.

Tabla 5. Componentes lipidicos de las nanoparticulas lipidicas.

Nombre Tipo Proporcién molar Peso molecular (g/mol)
SM-102 lonizable 50.0 710.2
Colesterol Estructural 38.5 386.7
DSPC Auxiliador 10.0 790.1
DMG-PEG 2000 PEGilado 1.5 2509.2

Fuente: elaboracion propia.

A continuacion, el ARNm se equilibré a temperatura ambiente, y se diluyé con
acetato de sodio 100 mM pH 5.2. Los volumenes de la mezcla de lipidos (solucion
organica) y del ARNm (solucién acuosa) se ajustaron segun los siguientes criterios:
relacion nitrogeno/fosfato (N/P) de 6, y relacion volumétrica acuosa/organica de 3. Una
vez preparadas las soluciones, se efectué el método de nanoprecipitaciéon mediante
mezcla manual (Echelon Biosciences Inc., 2023). La solucion organica se afiadio a la
solucion acuosa, se mezclé rapidamente con una micropipeta durante 20 segundos, y
la suspension resultante se dejé reposar a temperatura ambiente por 5 min. Las LNPs
fueron transferidas a un concentrador Amicon Ultra-15 30 000 MWCO (Merck,
Alemania) con DPBS, para después concentrar hasta el volumen inicial de la
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suspension, realizando tres ciclos de centrifugacion a 1 500 x g, 20 min, 4 °C. Las LNPs
que encapsulaban ARNm (LNPs-ARNm) se almacenaron a 4 °C en microtubos libres
de RNasas.

También se formularon LNPs vacias, mezclando la solucion organica con acetato de
sodio 100 mM pH 5.2, a una relacion volumétrica acuosa/organica de 3. Estas particulas

se almacenaron en microtubos libres de RNasas a 4 °C.

4.2.2. Caracterizar los atributos fisicoquimicos de distribucién de tamainio,
composicion y eficiencia de encapsulaciéon, y parametros biologicos de
citotoxicidad y actividad relativa de expresion in vitro de la formulacién

vacunal.

4.2.2.1. Caracterizacidn fisicoquimica de las nanoparticulas lipidicas que
encapsulan al ARN mensajero.

Determinacion de la distribucion de tamano vy carga superficial mediante dispersion

dinamica v electroforética de luz.

La distribucion de tamafo y PDI se determinaron por DLS, y la carga superficial se
cuantificd de forma indirecta como el potencial zeta, mediante ELS. Ambos métodos se
realizaron en un equipo Zetasizer Nano ZS90 (Malvern Panalytical, Reino Unido),
provisto con un laser de He-Ne 633 nm (Ma et al., 2025). Las nanoparticulas se
diluyeron 1/50 en DPBS, y las dispersiones se transfirieron a cubetas de poliestireno
desechable DTS0012 (Malvern Panalytical, Reino Unido) para la estimacién de tamano,
y a cubetas DTS1060C (Malvern Panalytical, Reino Unido) para el calculo del potencial
zeta. Las mediciones de cada caracteristica se efectuaron por triplicado en el software
Zetasizer Nano (Malvern Panalytical, Reino Unido), bajo los siguientes parametros:
indice de refraccion del dispersante = 1.330, viscosidad del dispersante = 0.8872 cP,
indice de refraccion del material = 1.45, constante dieléctrica del dispersante = 78.5, y

tiempo de equilibrio = 120 s.
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Identificacion de la morfologia a través de microscopia electrénica de transmision.

La morfologia de las LNPs-ARNm fue evaluada mediante microscopia electrénica de
transmision (TEM), que permite la visualizacion directa de estructuras a escala
nanometrica con alta resolucién (W. Liu et al., 2025). Para ello, se utilizaron rejillas de
cobre de 300 mallas cubiertas con una pelicula continua de carbono. Se colocé una
alicuota de una dilucién 1/50 de LNPs-ARNm sobre la rejilla y se dejoé secar por 15 min
a temperatura ambiente. Una vez concluido este tiempo, se aplicd un contraste negativo
con acido fosfotungstico (PTA) al 2 % pH 7.0. Se deposité sobre la muestra una gota
de PTA, se dejo secar por 60 segundos y después se retird el exceso. Las rejillas se
secaron por completo antes del analisis. Las observaciones se realizaron utilizando un
microscopio electronico de transmisién de alta resolucion JEOL/JEM 1200 EX 1l (JEOL
Ltd., Japdn), operado a un voltaje de aceleracion de 200 kV. Las imagenes se
adquirieron mediante una camara digital acoplada al sistema y se procesaron para su

documentacion y analisis.

Cuantificacion de la eficiencia de encapsulacion del ARN mensajero.

La eficiencia de encapsulacion del ARNm en las LNPs se determiné con el ensayo de
fluorescencia Quant-iT™ RiboGreen® RNA Assay (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos). Este método indirecto permitioé cuantificar, mediante el colorante fluorescente
RiboGreen®, la concentracion de ARNm no encapsulado y ARNm total, y a partir de
estos datos se calculd la concentracion de ARNm encapsulado y la eficiencia de
encapsulacion (Schultz et al., 2024). La concentracion del ARNm no encapsulado se
precis6 desde una muestra de LNPs-ARNm diluida en tampon Tris-EDTA (TE) pH 8.0
(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), mientras que la concentracion de ARNm
total se valoré con una muestra de LNPs-ARNm tratada con tampon surfactante (TE +
Triton X-100 al 1 % (Sigma, Estados Unidos)), para romper las LNPs y liberar el ARNm
encapsulado. La curva de calibracion del ensayo se establecié con diluciones en
tampén surfactante del ARNm eGFP comercial (GenScript, Estados Unidos), a las
siguientes concentraciones: 1000 ng/mL, 500 ng/mL, 250 ng/mL, 100 ng/mL, 50 ng/mL,
25 ng/mL, 10 ng/mL, y 0 ng/mL. Posteriormente, se reconstituyd el colorante
precargado en los pocillos, y se afadieron las muestras y los puntos de la curva de
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calibracion. La placa se incubo6 durante 10 min en oscuridad a temperatura ambiente, y
la fluorescencia se midié en el equipo Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek,
Estados Unidos), a una longitud de onda de excitacién de 485 nm, y una longitud de
onda de emision de 528 nm.

Se realiz6 una regresion lineal con los valores de la curva de calibracion, y se
cuantificaron las concentraciones de ARNm de los pocillos con la ecuacion de
aproximacion obtenida. La concentracion de cada muestra se corrigid considerando el
factor de dilucion respectivo, de acuerdo con la ecuacion 1.

Concentracién de la muestra = Concentracion del pocillo * FD (1),

donde FD correspondio al factor de dilucion total aplicado a la muestra antes de la

lectura, cuyo valor fue de 250, en funcion de los volumenes de muestra y de tampdn

empleados. A continuacién, se calcul6 la concentracion de ARNm encapsulado con la
ecuacion 2

ARNm encapsulado = ARNm total — ARNm no encapsulado (2),

y la eficiencia de encapsulacion con la ecuacion 3

ARNm total — ARNm no encapsulado
P ) «100 (3).
ARNm total

Eficiencia de encapsulacion (%) = (
4.2.2.2. Caracterizacion biolégica de las nanoparticulas lipidicas que
encapsulan al ARN mensajero.

Estimacion del perfil de seqguridad in vitro de la formulacidén vacunal.

El efecto de las LNPs-ARNm sobre la viabilidad celular se evalué por medio del
ensayo MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio) (Duran et al.,
2025), en dos lineas celulares (HeLa y HFF) incubadas a diferentes concentraciones
de ARNm. Las células se sembraron en placas de 96 pocillos (Costar®, Corning,
Estados Unidos) a una concentracion de 2.5*10* células/mL, en DMEM suplementado
con 10 % (v/v) de suero fetal bovino, L-glutamina 2 mM, y penicilina/ estreptomicina 1
X, y se incubaron a 37 °C y 5% de CO, por 24 h. Posteriormente, se dispersaron las
LNPs-ARNm en DMEM con 2 % de SFB a las siguientes concentraciones de ARNm
encapsulado: 5 ug/mL, 2.5 ug/mL, 1 yg/mL, 0.5 ug/mL, 0.25 ug/mL, 0.125 ug/mL.

También se prepararon diluciones de ARNm libre a las mismas concentraciones, y
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suspensiones de LNPs vacias a las concentraciones equivalentes de LNPs-ARNm
segun el numero de particulas. La concentracion mas alta fue 10 veces mayor a la
usada en el ensayo de transfeccion. Se utilizo como control positivo a células sin
tratamiento en medio fresco, y como control negativo a células tratadas con peroxido
de hidrogeno al 10 %. Se colocaron los tratamientos por triplicado en los pocillos
correspondientes y se incubd la placa durante 24 h a 37 °C con 5 % de CO2. Una vez
finalizado este tiempo, a cada pocillo se agregé medio con 2 % SFB y MTT 0.5 mg/mL,
y se incubo6 a 37 °C durante tres h. Después, el medio se reemplazé con isopropanol,
se incubd por 15 min a 37 °C para disolver los cristales de formazan, y se midio la
absorbancia a 560 nm en el equipo Synergy HTX Multi-Mode Reader (BioTek, Estados
Unidos). Los datos se analizaron y graficaron en el software Prism v9.0 (GraphPad,
Estados Unidos).

Evaluacioén de la actividad relativa de expresion in vitro de la formulacién vacunal.

El ensayo de expresion relativa para los prototipos de vacuna de ARNm se basa en
la medicion de la expresion del antigeno proteico en células eucariotas tras su
transfeccion con la formulaciéon (Sanyal, 2022). Para ello, se sembraron células HEK-
293A en placas de 12 pocillos a una concentracién de 10° células por pocillo y se
incubaron a 37 °C con 5 % de CO, hasta alcanzar una confluencia del 70 %. Pasado
este tiempo, se lavaron las células una vez con PBS, se afadid6 medio fresco
suplementado con 10 % de SFB, y se incubd a 37 °C, 5 % de CO,. A continuacion, una
suspension de LNPs-ARNm que contenia 500 ng de ARNm encapsulado se diluy6 en
medio Opti-MEM™ y se colocé por goteo directamente en los pocillos correspondientes.
Se defini6 como estandar de referencia interno al ARNm transfectado con
Lipofectamine™ MessengerMAX™ Transfection Reagent (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos) (Ly et al., 2022). Ademas, se empleé el ARNm eGFP comercial
(GenScript, Estados Unidos) como control de transfeccién, y el control negativo
correspondio a células sin tratamiento. La placa se incub6 durante 24 h a 37 °C con 5
% de CO.,, y se verificd la expresion del reportero. A continuacion, se descarté el medio

y se recuperd el contenido proteico celular total con tampdén RIPA. Las proteinas
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celulares de cada tratamiento se separaron segun su peso molecular mediante SDS-
PAGE al 10 %.

Tras la separacion, las proteinas fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa, que fue bloqueada con leche descremada al 5 % en tampon TBS durante
12 h a4 °C. La membrana se tifid con solucion de Rojo Ponceau al 1 % durante 5 min,
se escaned en el sistema de imagen Odyssey CLx (LICORbio, Estados Unidos) y se
lavdé con agua destilada hasta retirar todo el colorante. Después, se incubd con el
anticuerpo primario anti-Gc durante 12 h a4 °C, y con el anticuerpo secundario anti-IgG
de ratén conjugado a Alexa Fluor 680 a una dilucién 1:5000 (Jackson ImmunoResearch,
Estados Unidos) durante una hora a temperatura ambiente. La membrana se revel6 en
el sistema Odyssey CLx (LICORDbio, Estados Unidos), y se recuperaron las imagenes
para analizarlas por densitometria. Utilizando el software Imaged v1.54, se calculé la
fraccion de antigeno detectado respecto al valor de la intensidad total de proteinas en

cada muestra, y se determiné la razon de expresion relativa con la ecuacion 4

Fraccion de antigeno en LNPs—ARNm (4)

Expresion relativa = — - , —
Fraccién de antigeno en el estandar de referencia interno

4.2.2.3. Analisis estadistico.

Caracterizacion fisicoguimica de las LNPs.

Los datos obtenidos de la estimacion del tamafio de particula (nm), PDI y potencial
zeta de las formulaciones se expresaron como la media aritmética £ desviacion
estandar (SD). Las concentraciones de ARNm total, no encapsulado y encapsulado,
asi como la eficiencia de encapsulacion, también se representaron segun la media
aritmética £ SD de los valores cuantificados. Todas las variables fueron procesadas con

el software Prism v9.0 (GraphPad, Estados Unidos).

Evaluacion de la sequridad y actividad relativa de la expresion in vitro de las LNPs.

En el ensayo de viabilidad celular, primero se normalizaron los datos definiendo como
control de viabilidad (100 %) a las células sin tratamiento, y como control de muerte a
las células tratadas con H202 (0 %). A continuacion, se comprobd la distribucion normal
de los datos mediante la prueba de Shapiro-Wilk. Después, se aplic6 un ANOVA de
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una via de muestras independientes y se ejecutd el procedimiento de comparacion
multiple de Dunnett para identificar diferencias significativas en las concentraciones
comparadas contra el control, y la prueba de Tukey para determinar diferencias
significativas entre los tratamientos en cada concentracion. El nivel de significacion
fijado fue de 0.05.

Para la evaluacion de la expresion relativa, en primer lugar, se verificd que los datos
se ajustaran a una distribucion normal por medio de la prueba de Shapiro-Wilk.
Posteriormente, se examinaron las diferencias entre los lotes de la formulacién
comparadas contra el estandar de referencia interno con un ANOVA de una via para
muestras independientes, seguido de una prueba de Dunnett. Se empled un nivel de
significacion de 0.05.

Todas las variables fueron procesadas con el software Prism v9.0 (GraphPad,
Estados Unidos).

4.2.3. Comparar la inmunogenicidad y la tolerabilidad preliminar del prototipo
vacunal de ARN mensajero evaluando la respuesta inmunitaria humoral y
celular en el modelo de hamster sirio.

El estudio de determinacion de la respuesta inmune estimulada por la formulacién
LNPs-ARNm se realizd segun la guia de la OMS para la evaluaciéon de vacunas de ARN
mensajero contra enfermedades infecciosas (Organizacion Mundial de la Salud, 2022).
Todos los procedimientos fueron aprobados por el Comité de Bioética y Bioseguridad
de la Facultad de Ciencias Biologicas de la Universidad de Concepcion, mediante el

informe del 30 de abril de 2025, presentado en el Anexo 1.

4.2.3.1. Disefio y ejecucion del experimento en el modelo animal de hamster
sirio.

El experimento se realiz6 en el modelo animal de hamster sirio. Se utilizaron 24
animales distribuidos en seis grupos experimentales (Figura 8), con cuatro animales
por grupo (n = 4), tomando como referencia el tamafio muestral empleado en estudios
de evaluacion inicial de la inmunogenicidad publicados en la literatura y considerando
el principio de reduccion de las 3R en el uso de animales de experimentacion (Aceil et
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al., 2022; Ko y Lim, 2021; Tscherne et al., 2021). Las formulaciones se administraron
por via intramuscular los dias 0 y 14, se realizé una recoleccion de sangre semanal
hasta el dia 35. En este punto, los animales fueron sacrificados por sobredosis de
pentobarbital (via intraperitoneal) mas dislocacion cervical, y se extrajeron sus bazos
para los analisis posteriores. Los grupos incluyeron controles negativos (sin tratamiento,
placebo y vehiculo), dos dosis de LNPs-ARNm (10 y 20 ug de ARNm encapsulado) y
un control positivo correspondiente a 20 ug de Gn/Gc recombinante (rGnGc) combinado
en una proporcion 70:30 con Alhydrogel® (Croda Pharma, Dinamarca) como adyuvante.
Las proteinas antigénicas rGnGc, donadas por el Laboratorio de Biofarmacos
Recombinantes de la Universidad de Concepcion (Starck-Mendez, 2020), se
expresaron en el sistema P. pastoris, y se purificaron mediante cromatografia de
afinidad a iones metalicos.

Durante el experimento, el peso corporal se registré6 semanalmente y la temperatura
se midi6 a diario, como indicadores fisioldgicos para identificar posibles efectos de los
tratamientos y obtener una primera aproximacion a la tolerabilidad inicial del prototipo
(Zhugunissov et al., 2021).

El estado general de los animales también se supervisé a diario, con especial atencidn
después de las inmunizaciones y las extracciones sanguineas. La evaluacién incluyo
apariencia, consumo de alimento y agua, consistencia de las heces, comportamiento
espontaneo y respuesta frente a estimulos. De acuerdo con el protocolo de supervisién,
una puntuacion total = 13 se considerd criterio de retiro del estudio y eutanasia

humanitaria. Ningun animal alcanzo este criterio durante el experimento.
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Grupo 1 Sin tratamiento
Grupo 2 Intramuscular - solucion salina al 0.9%
Grupo 3 Intramuscular - dispersion de LNPs sin material encapsulado
Grupo 4 Intramuscular - dispersion de 10 pg de ARNm encapsulado en LNPs
Grupo 5 Intramuscular - dispersién de 20 pg de ARNm encapsulado en LNPs
Grupo 6 Intramuscular - 20 pg rGnGc + Alhydrogel® (70:30)
x RS > ®
0 7 14 21 28 35
n=4 i - " ] i i
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Recoleccién semanal de muestras de sangre y recuperacion de suero

Figura 8. Esquema del régimen de inmunizacion y grupos experimentales en hamster sirio.

Representacion cronoldgica del ensayo experimental (n = 4 animales por grupo), especificando los
intervalos de dosificacion y los puntos temporales para la recoleccién de muestras biolégicas destinadas
al analisis de la respuesta inmune humoral y celular. Fuente: elaboracion propia mediante Biorender.com.

4.2.3.2. Caracterizacion de la respuesta humoral estimulada por la formulacién
vacunal.

Obtencion de muestras de plasma sanguineo.

La toma de muestras sanguineas se realizé una vez por semana mediante puncion
retroorbital en los animales anestesiados por via intraperitoneal con ketamina 100 mg/kg
y xilacina 5 mg/kg (Braun et al., 2023; Xue et al., 2022). Para evitar la coincidencia entre
la recoleccién sanguinea y las inmunizaciones, las muestras fueron obtenidas un dia
antes de cada punto semanal nominal del esquema experimental. Se recolectaron 300-
500 uL de sangre por animal empleando capilares heparinizados y microtubos estériles.
La sangre recolectada se centrifugd a 3000 rpm por 15 min en una centrifuga MIKRO
220R (Andreas Hettich GmbH, Alemania). El plasma separado se transfirido a microtubos

estériles y se almacend a -20 °C hasta su uso.
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Evaluacién del curso temporal de la produccion de anticuerpos anti-Gn/Gec.

La evolucion temporal de los niveles de anticuerpos IgG anti-Gn/Gc en plasma
sanguineo se evalué mediante un ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima (ELISA)
indirecto (Luo et al., 2022). Placas de 96 pocillos High binding (Corning, Estados Unidos)
se recubrieron con las glicoproteinas Gn/Gc recombinantes, diluidas en tampdn de
recubrimiento a una concentracion de 10 pg/mL, y se incub6 durante 12 h a 4 °C.
Pasado este tiempo, la placa se lavo tres veces con solucion de lavado, y se traté con
solucion de bloqueo durante 1 h a 37 °C (100 pL/pocillo). Posteriormente, se realizaron
tres lavados, se prepararon diluciones 1:10 en solucion de dilucidn de los sueros de
cada animal en los diferentes tiempos, y se incubé durante 2 h a 37 °C. Después, se
lavo tres veces, se afadio el anticuerpo secundario anti-lgG de hamster sirio conjugado
a peroxidasa de rabano picante (HRP) (Rockland Immunochemicals, Estados Unidos)
a una dilucién de 1:5000, y se incubo durante 1 h a 37 °C. Después, se realizaron cuatro
lavados, se agreg6 el sustrato 1-Step™ Ultra TMB (Thermo Fisher Scientific, Estados
Unidos), y se detuvo la reaccion con acido sulfurico 2.5 N. Finalmente, se registro la
absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro Synergy HTX Multi-Mode Reader
(BioTek, Estados Unidos). Debido al ajuste realizado en el calendario de recoleccion
sanguinea, los resultados de la cinética humoral se presentaron segun el calendario

nominal de seguimiento: dias 0, 7, 14, 21, 28 y 35.

Determinacion del titulo de anticuerpos totales.

El titulo de anticuerpos totales anti Gn/Gc se calcul6 para los dias nominales 21 y 35,
mediante un ELISA indirecto con las diferentes muestras de los animales inmunizados.
El titulo se definié como el reciproco de la ultima dilucidon cuya absorbancia fue mayor
que el doble del fondo (Chen et al., 2022). Se consider6 como fondo a la absorbancia
producida por el plasma del control negativo (Grupo placebo), a la dilucion
correspondiente.

Placas de 96 pocillos High binding (Corning, Estados Unidos) se recubrieron con las
glicoproteinas Gn/Gc recombinantes, diluidas en tampon de recubrimiento a una
concentracion de 10 ug/mL, y se incubé durante 12 h a 4 °C. Posteriormente, la placa
se lavo tres veces con solucion de lavado, y se bloqued por 1 h a 37 °C (100 uL/pocillo).
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Durante esta incubacion se prepararon diluciones seriadas en base 2 de cada muestra
de los grupos 2, 4, 5y 6, a los dias correspondientes, partiendo de una dilucion 1:10.
Después, se realizaron tres lavados, se afadieron las diluciones, y se incubé durante 2
h a 37 °C. A continuacion, la placa se lavo tres veces, se agrego una dilucion de 1:5000
del anticuerpo secundario anti-lgG de hamster sirio conjugado a HRP (Rockland
Immunochemicals, Estados Unidos), y se incubd durante 1 h a 37 °C. Después, se
realizaron cuatro lavados, se agrego el sustrato 7-Step™ Ulfra TMB (Thermo Fisher
Scientific, Estados Unidos), y se detuvo la reaccion con acido sulfurico 2.5 N.
Finalmente, se registro la absorbancia a 450 nm en un espectrofotometro Synergy HTX
Multi-Mode Reader (BioTek, Estados Unidos).

Produccion del vector lentiviral empleado en el ensayo de neutralizacion.

Los vectores lentivirales pseudotipados con los antigenos Gn/Gc fueron producidos
con el kit comercial ViraPower™ Lentiviral Expression System (Invitrogen, Estados
Unidos) segun las instrucciones descritas en el manual del fabricante. Los vectores
pLP1, pLP2, pENTRY-GPC y pLP/VSVG se amplificaron en bacterias E. coli TOP10 a
37 °C, mientras que el vector pLGW se produjo en bacterias E. coli Stbl3 a 30 °C.

Se sembraron 10 placas de cultivo celular de 100 mm de diametro con células
HEK293-FT, a una concentracion de 2*10° células/mL, en DMEM suplementado con 10
% (v/v) de SFB. Las células se incubaron a 37 °C y 5 % COz2 hasta que alcanzaron una
confluencia del 70 %. En ese punto, se cambi6 el medio de cultivo por DMEM sin SFB
y se incubd por cuatro h a 37 °C, 5 % COz2. A continuacion, se realizé la transfeccion
para la generacion de los vectores en cinco placas con los siguientes plasmidos: pLP1,
pLP2, pLGW y pENTRY-GPC; utilizando el método de PEI previamente descrito. Las
cinco placas restantes se utilizaron para la produccion de vectores lentivirales control,
pseudotipados con la proteina G del virus de estomatitis vesicular, transfectando los
mismos plasmidos excepto pENTRY-GPC, que fue reemplazado con el plasmido
pLP/VSVG. Para cada placa se utilizaron 6 ug de pLP1y pLP2, 12 ug de pLGW y 6 ug
de pENTRY-GPC o pLP/VSVG, segun corresponda. Las células se incubaron a 37 °C,
5 % CO2 durante 6 h, y después se reemplazé el medio de cultivo sin SFB por DMEM
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+ SFB 10 %. Se incubd durante 48 h a 37 °C, 5 % COg, y posteriormente se colecto el
sobrenadante de cultivo que contenia los vectores lentivirales.

La siguiente etapa de la produccion fue la concentracion de los vectores lentivirales
(Keyer et al., 2024). El medio de cultivo recolectado se centrifugd a 3.000 rpm por 20
min para precipitar restos celulares. El sobrenadante obtenido se filtr6 a través de una
membrana de polifluoruro de vinilideno con tamaino de poro de 0,45 um. Este filtrado
fue centrifugado a 100 000 x g durante 90 min en una ultracentrifuga Sorvall Ultra WX
80 (Thermo Fisher Scientific, E.E.U.U.). Finalmente, el sobrenadante de la
ultracentrifugacion fue cuidadosamente aspirado y eliminado. El precipitado
conteniendo los vectores lentivirales fue resuspendido en 300 uL de DMEM,
incubandolo a 4 °C durante 16 h. Finalmente, los vectores lentivirales pseudotipados
fueron titulados en células HEK293-i33, definiendo una particula viral o unidad
formadora de color (UFC) a cada célula fluorescente. Se consideré tanto el numero de
células como las diluciones y el volumen inicial para expresar el titulo viral en UFC/mL.
Se utilizé como control negativo células no infectadas. Los vectores lentivirales se

almacenaron en alicuotas de 2.5*10* UFC/mL, a -80 °C hasta su uso.

Cuantificacion del titulo de anticuerpos neutralizantes.

Los titulos de anticuerpos neutralizantes (AcN) en los dias nominales 21 y 35 fueron
determinados mediante un ensayo de neutralizacion de pseudovirus (S. Wang et al.,
2022), empleando el vector lentiviral pseudotipado con las proteinas Gn/Gc del virus
Andes. Para ello, las muestras de plasma fueron inactivadas a 56 °C por 25 min, y
posteriormente se prepararon diluciones seriadas en base 2, por triplicado. Cada
dilucion se mezclo con 102 particulas infectivas del vector lentiviral, y se incubd a 37 °C
durante 1 h. Pasado este tiempo, se adicionaron a un cultivo de células HEK293-i33
sembradas 24 h antes, en una placa de 96 pocillos a una densidad de 2.5*10°
células/mL. La placa fue incubada a 37 °C y 5 % de CO2 durante 72 h. Después de
este periodo, la placa fue observada en un microscopio FLoid™ Cell Imaging Station
(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), y se cuantificé el numero de células

fluorescentes. El titulo de anticuerpos neutralizantes fue definido como la ultima dilucion
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de plasma que neutralizé las 102 particulas infectivas del vector lentiviral pseudotipado

con Gn/Gc.

4.2.3.3. Caracterizacion de la respuesta celular estimulada por la formulacién
vacunal.

Extraccion de esplenocitos desde los bazos recuperados.

Los bazos de los animales fueron inmediatamente colocados en placas de 6 pocillos
(Costar®, Corning, Estados Unidos) con RPMI + 10 % (v/v) SFB. A continuacion, se
disgregaron en un filtro celular de 70 um (Falcon®, Corning, Estados Unidos) con un
émbolo de jeringa de 10 mL (Nipro, Bélgica), y el filtrado se deposité en placas de 6
pocillos (Costar®, Corning, Estados Unidos) con medio RPMI + 10 % (v/v) SFB. Las
células disgregadas se centrifugaron a 2000 rpm por 2 min en una microcentrifuga
D2012 Plus (DLAB Scientific, China), se elimind el sobrenadante, las células se
resuspendieron en tampon de lisis de eritrocitos, y se incub6 por 5 min a temperatura
ambiente con agitacion ocasional. Esta suspension se centrifugé a 2000 rpm por 2 min,
se descart6 el sobrenadante, y el pellet celular se resuspendié en medio RPMI + 10 %
(v/v) SFB.

Evaluaciéon de la expresidon de citocinas en los esplenocitos de los animales

inmunizados.

Los esplenocitos obtenidos de cada animal se dividieron y sembraron en dos pocillos
en placas de 24 pocillos (Costar®, Corning, Estados Unidos), a una concentracion de
2*10° células/mL. Uno de los pocillo fue estimulado por 24 h con las glicoproteinas
Gn/Gc recombinantes a un concentracion de 5 uyg/mL, mientras que el otro pocillo no
recibio estimulacion. Pasadas la 24 h, las células fueron recuperadas y resuspendidas
en el reactivo TRIzol™ (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos), para después
extraer el ARN celular segun las indicaciones del fabricante. El ARN de las muestras
de cada animal se precipitd con isopropanol, se lavd con etanol al 75 % y se
resuspendio en agua libre de nucleasas. La concentracion y pureza de las muestras de
ARN se cuantificaron por espectrofotometria en el equipo Synergy HTX Multi-Mode
Reader (BioTek, Estados Unidos).
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Posteriormente, el ARN purificado fue empleado para evaluar la expresion relativa de
citocinas involucradas en la diferenciacion de linfocitos T auxiliadores (Th), por medio
de una reaccion en cadena de la polimerasa cuantitativa con transcripcion inversa (RT-
gPCR) de dos pasos (da Costa et al., 2023). Primero se sintetizO0 el ADN
complementario (ADNc) a partir de las muestras de ARN con el kit RevertAid First
Strand cDNA Synthesis Kit (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). Después, el
ADNCc se cuantifico por espectrofotometria y se utilizé en la amplificacion, que se llevd
a cabo con el kit KAPA SYBR® FAST (Merck, Alemania). Fueron empleados
oligonucledtidos especificos para los genes IFN-y, IL-4, IL-6 e IL-12 (Tabla 6), y como
normalizador se usé la proteina ribosomal L18 (Rib18). Las reacciones se realizaron en
un equipo AriaMx 96 Real-Time PCR System (Agilent Technologies, Estados Unidos).
Las diferencias relativas entre los niveles de ARN de cada citocina en los esplenocitos
estimulados, con respecto a los no estimulados, fueron determinadas con el método 2-
AACt(Q. Liu et al., 2025).

Tabla 6. Partidores empleados en la evaluacidon de expresion de citocinas en esplenocitos de
hamster sirio.

Gen Nombre Secuencia Cadena
IFNg-F CATCAAGGCAGACCTGTTTGCTAAC Forward
IFN- IFNg-R CGCTGAACCTGAAGGTCATTTACC Reverse
L4 IL4-F ACCCTGTGCTTGAAGAACAATTCCAG Forward
IL4-R TGGACTCATTCACATTGCAGCTCTTC Reverse
L6 IL6-F CAAAGCCAGAGTCATTCAGAGCAC Forward
IL6-R CAGGATGGCCTTGGAGGTTGG Reverse
L2 IL12-F CTGGACGAGCCCATGCTGAC Forward
IL12-R GTAGGGATCCGCTTCTGCCAG Reverse
Rib18-F TGACGTGAGGATTCTCGAAGTGC Forward

Proteina ribosomal L18
Rib18-R CTGGTCAAAGGTGAGGATCTTGC Reverse

Fuente: elaboracion propia.

4.2.3.4. Analisis Estadistico.

Evaluaciéon de las variables peso y temperatura de los animales durante el

experimento.
Los pesos absolutos iniciales y finales de cada animal por grupo se compararon

mediante una prueba t de Student para datos pareados, previa comprobacion de

normalidad con Shapiro-Wilk, con el fin de verificar diferencias significativas entre el

70



Materiales y Métodos

inicio y el final del experimento. Posteriormente, se calculd el peso relativo al basal de

cada animal utilizando la ecuacion 5.

Peso relativo al basal (%) = II:_(:* 100 (5),

donde Pt corresponde al peso corporal en la medicion correspondiente y Po al peso
corporal basal del mismo animal. Los porcentajes de cambio fueron comparados entre
grupos mediante ANOVA de una via para cada punto temporal, seguido de la prueba
post hoc de Tukey en los casos en que se cumplio el supuesto de homocedasticidad, o
de Dunnett T3 ante el incumplimiento de dicho supuesto. Este analisis permitio
determinar posibles diferencias entre grupos durante el ensayo.

En el caso de la temperatura corporal, se examinod la presencia de fluctuaciones entre
el inicio y el final del estudio, asi como en torno a las inmunizaciones. Primero se realizé
una prueba de Shapiro-Wilk para confirmar que los datos se ajustaban a una
distribucion normal, y después se establecieron las comparaciones por grupo entre los
dias 1y 35, 1y 2,y 14 y 15 mediante pruebas t de Student. Ademas, las diferencias
entre grupos en esos puntos temporales se evaluaron con ANOVA de una via y analisis
post hoc de Tukey.

Las variables peso absoluto, peso relativo al basal y temperatura se presentaron como
la media £ SD, y se analizaron en el software Prism v9.0 (GraphPad Software, Estados

Unidos), con un nivel de significacion de 0.05.

Caracterizacion de la respuesta humoral estimulada por el prototipo vacunal.

Los datos correspondientes a los distintos puntos temporales de la cinética de
anticuerpos se evaluaron mediante la prueba de Shapiro-Wilk y se representaron como
media aritmética + SD. Los efectos del grupo y el tiempo se analizaron de forma
exploratoria mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas, seguido de la prueba
post hoc de Dunnett para comparar cada grupo experimental frente al control PBS.

Los titulos de anticuerpos totales y neutralizantes se expresaron como titulos medios
geométricos (GMT) = intervalo de confianza (IC) del 95 %. Tras su transformacién a
logaritmo en base 2 (logz), la normalidad se examind mediante la prueba de Shapiro-

Wilk y las diferencias se analizaron mediante ANOVA de dos vias de medidas repetidas,
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considerando como factores el grupo experimental y el tiempo. Posteriormente, se
aplico la prueba de comparaciones multiples de Tukey para contrastar los grupos en
cada punto temporal y los cambios a través del tiempo dentro de cada grupo. En todos
los analisis se considero un valor de significacion de p < 0.05.

Los analisis estadisticos se realizaron en el software Prism v9.0 (GraphPad Software,
Estados Unidos).

Caracterizacion de la respuesta celular inducida por el prototipo vacunal.

Los datos de respuesta celular fueron expresados de forma relativa tras la
normalizacion frente a Rib18 como gen de referencia. En los esplenocitos expuestos al
antigeno, la expresion de citocinas fue calibrada utilizando la condicién sin estimular
como referencia basal interna, a la que se le asigné el valor de 1. La normalidad de
estos datos se verificd mediante la prueba de Shapiro-Wilk, y los resultados se
graficaron como media aritmética £ SD. Los valores estimulados de cada grupo se
compararon frente al valor basal tedrico de 1 mediante prueba t de una muestra.
Ademas, las respuestas de los grupos estimulados fueron analizadas mediante ANOVA
de una via, seguido de la prueba post hoc de Dunnett para comparar cada grupo
experimental frente al grupo PBS estimulado, empleado como control negativo del
procedimiento. El nivel de significacion estadistica se establecio en p < 0.05.

Todos los andlisis estadisticos se realizaron en el software Prism v9.0 (GraphPad

Software, Estados Unidos).
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V. RESULTADOS

5.1. Disenar una formulacién vacunal que contenga como principio activo el
ARN mensajero de las proteinas Gn/Gc del virus Andes, obtenido mediante

sintesis in vitro.

5.1.1. Diseno y produccion del vector plasmidico que contenia el ADN molde.

El desarrollo del prototipo vacunal inicié con el disefio del molde de ADN para la
transcripcion in vitro. Esta construccion genética incorpord las secuencias reguladoras
y codificantes necesarias para generar un transcrito funcional, capaz de ser traducido
de forma eficiente en las proteinas antigénicas de interés. Para la adicién de los
elementos estructurales al ARN, se opt6 por una estrategia hibrida: una via
cotranscripcional para la cola de poli(A) y una postranscripcional para la adicién de la
caperuza 5. Por consiguiente, el ADN molde disefiado contempld los siguientes

componentes esenciales, ordenados en sentido 5’ a 3’:

Promotor de la ARN polimerasa T7;

5-UTR sintética, optimizada con un elemento rico en GC y con la secuencia

extendida de Kozak para aumentar la eficiencia de traduccion;

ORF del antigeno, correspondiente a la secuencia codificante del precursor
poliproteico GPC, obtenido del segmento M del virus Andes cepa Chile-
9717869 (GenBank: AF291703.2), y optimizado para codones humanos;

3’-UTR derivada de la B-globina humana, para incrementar la estabilidad del
ARNm;

Secuencia de 100 residuos de adenina, para conformar la cola de poli(A) en la
transcripcion.

Ademas de los componentes descritos, se incluyeron sitios de reconocimiento de
varias endonucleasas de restriccion: BamHI en el extremo 5’, Mfel entre la 3'-UTR y la
secuencia de poliadenina, y BspQl en el extremo 3’. La representacion grafica del molde

de ADN disefiado se muestra en la figura 9.
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BamHI Mfel BspQl

5 5'-UTR ORF de GPC 3-utRH polica) — 3

Figura 9. Representacion grafica de la estructura del molde de ADN.

El molde de ADN se disefid con todos los dominios funcionales necesarios para producir el ARN
mensajero maduro mediante transcripcion in vitro. Las dimensiones de los componentes no representan
la longitud de las secuencias. Fuente: elaboracién propia, creado en biorender.com.

La sintesis de novo de la construccion, asi como su clonacion en un vector plasmidico
para su amplificacidn, se encargaron a la empresa Blue Heron Biotech, LLC (Estados
Unidos). Se selecciond el vector pUC-MinusMCS con resistencia a ampicilina, y de la
clonacion resulto el vector denominado pUC-MinusMCS-GnGc, con una longitud de 6.9
kb (Figura 10A). La identidad del ADN plasmidico fue confirmada mediante

secuenciacion automatizada, realizada por la misma empresa (Figura 10B).

A (6509) BamHI B

pPUC MinusMCS - GnGc
6914 bp

Figura 10. Clonacion del ADN molde en el vector pUC-MinusMCS-GnGec.

A. Mapa del vector pUC-MinusMCS-GnGc, que contiene el molde de ADN para la sintesis de ARNm. Se
indican los sitios de restriccion que flanquean la construccion. B. Electroferograma de la secuenciacion
del vector, que confirmd su identidad. Fuente: elaboracion propia, visualizacién en Snapgene.

El plasmido pUC-MinusMCS-GnGc recibido se utilizé para transformar bacterias E.coli
TOP10 por choque térmico, que posteriormente se sembraron en agar LB con ampicilina
y se incubaron a 37 °C durante 20 h. Se escogieron ocho colonias positivas, se
sembraron en medio LB con ampicilina y se incubaron por 14 h a 37 °C. El ADN

plasmidico de las ocho colonias fue recuperado por lisis quimica, purificado por
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precipitacion con isopropanol, y analizado mediante electroforesis en gel de agarosa al
1 %. Se confirmé la presencia de ADN plasmidico aislado de las ocho colonias, al
observar en cada muestra dos bandas que correspondieron a las conformaciones
circular superenrollada (banda inferior) y circular relajada (banda superior) del plasmido
(Figura 11). Se selecciono6 la colonia 4 para la posterior amplificacién y purificacion a

escala masiva del vector pUC-MinusMCS-GnGec.

kb PPM 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 11. Identificacion de ADN plasmidico obtenido a partir de clones positivos para pUC-
MinusMCS-GnGec.

Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ADN plasmidico purificado desde los clones transformados
con el vector pUC-MinusMCS-GnGc. PPM: Patron de peso molecular de ADN 1 kb GeneRuler (Thermo
Fisher Scientific, Estados Unidos). 1-8: Muestras de cada clon. Fuente: elaboracién propia.

Previo a la produccidn masiva, se verifico que el perfil de restriccion del plasmido
transformado sea compatible con el constructo esperado mediante digestiones
enzimaticas con las endonucleasas de restriccion Sacl, EcoRV y Kpnl. Para ello, se
prepararon varias reacciones, considerando que cada una debia resultar en un patron
de bandas particular en dependencia de los sitios de restriccion y de la consecuente
longitud de los fragmentos de ADN obtenidos. Se definieron las siguientes reacciones:
Sacl + EcoRV, Sacl + Kpnl, y Sacl (plasmido linealizado).

La prediccién de los patrones de restriccion de cada reaccion se realizé con el software
Snapgene (Domatics, Estados Unidos) (Figura 12A). Estos mismos patrones fueron
identificados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 12B. El analisis
confirmo que el clon 4 expresaba el vector pUCMinusMCS-Gn/Gc. Posteriormente, se
produjo el plasmido a escala masiva, obteniéndose, a partir de un matraz con 250 mL

de medio LB + ampicilina, una cantidad total de 570 ug de vector.
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Figura 12. Analisis de restriccion del vector pUC-MinusMCS-GnGec.

A. Prediccion de los perfiles de restriccion, realizada en el software Snapgene. B. Electroforesis en gel
de agarosa al 1 % del ADN plasmidico purificado de los clones transformados con el vector pUC-
MinusMCS-GnGc. PPM: Patron de peso molecular de ADN 1 kb GeneRuler (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). 1: Vector sin digerir. 2: Reaccion con Sacl + EcoRV. 3: Reaccion con Sacl + Kpnl. 4:
Reaccién con Sacl (vector linealizado). Fuente: elaboracion propia.

5.1.2. Evaluacion de la expresion de los antigenos Gn/Gc en células de
mamifero a partir del ADN molde.

Una vez obtenido el plasmido purificado, se verificd que la construccion codificara los
antigenos Gn/Gc, antes de utilizarlo como molde de ADN en la transcripcion in vitro de
ARNm. El vector pUC-MinusMCS-GnGc poseia los elementos necesarios para su
amplificacion en bacterias, pero carecia de un promotor que impulsara la expresion de
los antigenos Gn/Gc en células eucariotas, de modo que no se empled en esta
evaluaciéon. En su lugar, la construccion fue clonada en un vector que tenga esta
caracteristica, ademas de un marcador de seleccion distinto al de pUC-MinusMCS-
GnGec. La clonacion se realizé en el vector pEGFP-N1, con resistencia a kanamicina
como marcador de seleccion, insertando el molde de ADN (sin la secuencia de

poliadenina) corriente abajo del promotor del citomegalovirus (figura 13).
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PEGFP-N1

4733 bp

Figura 13. Mapa del vector pEGFP-N1.

El vector pEGFP-N1 se utilizd para clonar el ADN molde y evaluar su capacidad de expresar los
antigenos Gn/Gc en células eucariotas. El mapa indica los sitios de restriccion de las enzimas BamHI y
Mfel, que flanqueaban la region en la que la construccion fue insertada. Fuente: elaboracién propia,
visualizacién en Snapgene.

La estrategia de clonacion consistidé en la digestién de los vectores pEGFP-N1 y
pUCMinusMCS-Gn/Gc con las endonucleasas BamHI y Mfel, para obtener los
fragmentos correspondientes al vector (3.9 kb) y la banda (3.6 kb), respectivamente
(Figura 14). Después, los dos fragmentos se ligaron para generar un nuevo plasmido
de 7.5 kb, que permitiera la expresion de los antigenos Gn/Gc en células eucariotas, y
que se denominé pGPC (Figura 14). Como resultado de la combinacién, el vector pGPC

debid adquirir el gen de resistencia a kanamicina como marcador de seleccion.
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Figura 14. Estrategia de clonacion para el analisis de la expresiéon del molde de ADN.
Representacion grafica del proceso de clonacion que generd el vector pGPC. El fragmento
correspondiente al ADN molde fue extraido del vector pUCMinusMCS-Gn/Gc con las endonucleasas
BamHI y Mfel, e insertado en el vector pEGFP-N1 previamente digerido con las mismas enzimas. Fuente:
elaboracion propia, visualizacién en Snapgene.
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La digestion del vector pEGFP-N1 originé tres fragmentos (Figura 15A), de acuerdo
con la prediccidn obtenida en el software Snapgene (Domatics, Estados Unidos). Estos
productos se separaron mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, vy
posteriormente se extrajo el fragmento superior de 3.9 kb. La digestion del vector
pUCMinusMCS-Gn/Gc resultd en dos bandas (Figura 15B), tal como mostro la
prediccidon in silico de Snapgene (Domatics, Estados Unidos). En este caso, los
productos de la reaccion tenian un tamafo similar, asi que se separaron por
electroforesis en gel de agarosa al 0.8 % para mejorar la resolucion de migracion.
Después, la banda superior de 3.6 kb fue extraida del gel, y lo dos fragmentos

recuperados se purificaron a partir de los trozos de gel extraidos.

A

kb PPM 1 B

PPM 1

8]

kb MW

10.0
6.0
4.0
3.0

2.0
1.5

1.0

2x0.5— 0.5

Figura 15. Digestion de los vectores pEGFP-N1 y pUCMinusMCS-Gn/Gc.

Perfiles de restriccion predichos en el soffware Snapgene y electroforesis en gel de agarosa de los
productos de la digestién de los plasmidos con las enzimas BamHI y Mfel. A. Digestién de pEGFP-N1.
El fragmento superior de 3.9 kb fue recuperado del gel de agarosa al 1 % y purificado para emplearse en
la ligazdn. B. Digestion de pUCMinusMCS-Gn/Gc. El fragmento superior de 3.6 kb se recuperd y purificd
del gel de agarosa al 0.8 % para usarse en la ligazéon. PPM: Patrén de peso molecular de ADN 1 kb
GeneRuler (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 1: Plasmido digerido (A. pEGFP-N1, B.
pUCMinusMCS-Gn/Gc). Fuente: elaboracién propia.

La reaccion de ligazén se establecié con los fragmentos del vector (3.9 kb) y de la
banda (3.6 kb), junto con una unidad de enzima ligasa (Thermo Fisher Scientific,
Waltham, MA, USA). El producto de esta reaccién se utilizé para transformar células E.
coli TOP10 mediante electroporacion y cultivarlas en medio LB + kanamicina. EI ADN
plasmidico de ocho colonias positivas se aislé y purificd para analizarlo mediante

electroforesis en gel de agarosa al 1 %. Se observé la recuperacion de plasmidos desde
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las ocho colonias, observandose un tamafio aparente similar en todas las muestras
(figura 16).
kb PPM  pEGFP 1 2 3 4 5 6 7 8
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Figura 16. Visualizacion de ADN plasmidico aislado de los clones positivos.

Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ADN plasmidico purificado desde los clones transformados
con el vector pGPC. PPM: Patrén de peso molecular de ADN 1 kb GeneRuler (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). pEGFP: Vector pEGFP-N1. 1-8: Muestras de cada clon. Fuente: elaboracion propia.

A continuacion, se comprobdé que el perfil de restriccidon de los vectores de cada clon
sea compatible con el constructo esperado, pues se identific6 que en la reaccion de
ligacion podia generarse un plasmido no deseado con el fragmento incorrecto del vector
pUC MinusMCS-Gn/Gc. Dicho fragmento fue un residuo de la purificacién de la banda,
debido a la escasa separacion entre los productos de digestion en la electroforesis,
atribuible a la similitud de sus tamafios (Figura 15B). La identidad de los plasmidos se
verific6 mediante un analisis de restriccion con la endonucleasa Ncol. El uso de esta
enzima permitié generar distintos perfiles de restriccién con una sola digestion, debido
a su particular sitio de reconocimiento que incluye el codon de inicio (ATG). Al comparar
los fragmentos resultantes de las digestiones con los patrones predichos en el software
Snapgene (Domatics, Estados Unidos) (Figura 17A, carril 2), se identificé que los
plasmidos de los clones 1, 2 y 6 correspondian con el perfil de pGPC (Figura 17B). Los
perfiles de restriccion de los otros clones concordaron con los del plasmido no deseado
(Figura 17A, carril 3).
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PPM  pEGFP 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 17. Identificacion del ADN plasmidico obtenido de los clones positivos.

A. Prediccién de los perfiles de restriccion, realizada en el software Snapgene. 1: Vector pEGFP-N1
digerido con Ncol. 2: Vector pGPC digerido con Ncol. 3: Plasmido no deseado digerido con Ncol. B.
Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ADN plasmidico purificado desde los clones transformados
con el vector pGPC. PPM: Patrén de peso molecular de ADN 1 kb GeneRuler (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). pEGFP: Vector pEGFP-N1 digerido con Ncol. 1-8: Muestras de cada clon digeridas con
Ncol. Fuente: elaboracion propia.

Tras la identificacion de los clones transformados con el vector pGPC, se selecciond
el clon 6 para corroborar la identidad del vector mediante una nueva digestion de
restriccidn, con las enzimas BamHI, Sacl, y NgoMIV. Tal como en los analisis previos,
primero se predijo el perfil de restriccion en el soffware Snapgene (Domatics, Estados
Unidos) (Figura 18A), y después se compard con los patrones de las digestiones
observados mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 % (Figura 18B). Las
reacciones empleadas fueron las siguientes: BamHI, Sacl, BamHI + NgoMIV. Se
verificd que el perfil de restriccion observado coincidié con el predicho, lo que confirmo
la compatibilidad del perfil de restriccion del vector pGPC procedente del clon 6. Con

ello, se continud con la amplificacion y purificacion a escala masiva del plasmido.
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Figura 18. Analisis de restriccion del vector pGPC aislado del clon seleccionado.

Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ADN plasmidico purificado desde los clones transformados
con el vector pGPC. PPM: Patrén de peso molecular de ADN 1 kb GeneRuler (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). 1: Reaccion con BamHI. 2: Reaccidn con Sacl (vector linealizado). 3: Reaccién con
BamHI + NgoMIV. 4: Vector sin digerir. Fuente: elaboracion propia.

El analisis de la expresion de las glicoproteinas Gn/Gc en células eucariotas a partir
del ADN molde se realizé con el vector pGPC purificado. Células HEK-293A se
transfectaron por el método de PEI con el vector pGPC, y con el vector pENTRY-GPC
(que expresaba los mismos antigenos) como control positivo (Figura 19A). La
efectividad de transfeccion se comprobd con células tratadas con el vector pEGFP-N1,
que expresaba la proteina reportera GFP (Figura 19B). La expresion especifica de las
glicoproteinas Gn/Gc se identifico mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras
(Figura 19C) y Western blot (Figura 19D), empleando el anticuerpo anti-Gn/Gc obtenido
del hibridoma 20C1F10. En la inmunodeteccion del contenido proteico de las células
transfectadas con pGPC y del control positivo, se observé la presencia de una banda
de entre 63 kDa y 48 kDa de tamaro (Figura 19D). Esta banda coincidié con el peso
molecular aparente de 55 kDa de la glicoproteina Gc del virus Andes, con lo cual se
confirmo que el vector pGPC, y por ende el ADN molde, codificaba los antigenos Gn/Gc

en células de mamifero.
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Figura 19. Evaluacién de la expresion de los antigenos Gn/Gc a partir del vector pGPC.

Las células transfectadas con el vector pGPC, cuya unidad transcripcional fue el ADN molde, expresaron
los antigenos Gn/Gc, detectados mediante Western blot. A. Micrografia de las células HEK-293A
observadas con luz visible. B. Micrografia de las células HEK-293? transfectadas con el vector pEGFP-
N1, observadas con luz ultravioleta. C. SDS-PAGE al 10 % del contenido proteico de las células tratadas.
D. Inmunodeteccion por Western blot de los antigenos Gn/Gc con el anticuerpo anti-Gc del hibridoma
20C1F10. La flecha roja indica la glicoproteina Gc detectada a los ~55 kDa. PPM: Patron de peso
molecular de proteinas AccuRuler RGB Plus 250 kDa (Maestrogen, Estados Unidos). C(+): Control
positivo. C(-): Control negativo. pGPC: Lisado de células transfectadas con pGPC. CST: Control sin
transfeccion. CT: Control de transfeccion. Fuente: elaboracién propia.

5.1.3. Producciéon del ARN mensajero que codificaba los antigenos de
superficie Gn/Gc del virus Andes.
5.1.3.1. Transcripcién in vitro del ARN.

Después de confirmar la funcionalidad del molde de ADN, se continudé con la
produccion del ARN mensajero mediante transcripcion in vitro. Este proceso requirio
que el ADN molde sea lineal para generar moléculas de ARNm con la longitud correcta.
Por esta razén, el vector pUCMinusMCS-Gn/Gc fue linealizado con la enzima BspQl
antes de utilizarse como molde en la transcripcion. El sitio de reconocimiento de la
endonucleasa se encontré corriente abajo del sitio de corte, y la digestidn resulté en un
ADN lineal con un extremo cohesivo 3’ (Figura 20A), que correspondié al final de la
secuencia de poliadenina de 100 nucledtidos. Se verifico la digestion completa del
vector mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %, apreciandose la banda de 6.6
kb, consistente con la longitud del ADN linealizado (Figura 20B).
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Figura 20. Linealizacion del vector pUCMinusMCS-Gn/Gc.

A. Representacion gréafica del vector pUCMinusMCS-Gn/Gc, que muestra el sitio de corte de la
endonucleasa BspQl. B. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del producto de la digestion. PPM: Patrén
de peso molecular de ADN 1 kb GeneRuler (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). BspQl: Vector
linealizado. Fuente: elaboracion propia.

El vector linealizado se purifico y cuantificé por espectrofotometria, para después
emplearse como molde de ADN en la sintesis de ARNm que codificaba las
glicoproteinas de superficie Gn/Gc del virus Andes (ARN GPC). Considerando que la
construccion fue disefiada con un promotor T7, la produccién de ARN se llevo a cabo
con el kit HiScribe® T7 High Yield RNA Synthesis Kit (New England Biolabs, Estados
Unidos), que incluyé la ARN polimerasa T7, junto con el tampon de la enzima, y los
nucledsidos trifosfato de adenosina, guanosina, citidina y uridina. La reaccion se
suplementd con ditiotreitol (DTT) 5 mM, y se incub6 por 2 h a 37 °C. Después, se tratd
con DNasa | para eliminar el ADN molde, y el ARN producido se purificé a través de
precipitacion con cloruro de litio y se cuantificd por espectrofotometria a 260 nm. Una
muestra del producto purificado se observé mediante electroforesis en gel de agarosa
al 1 % para identificar la identidad e integridad del ARN sintetizado. Se determiné una
produccion total de 170 ug de ARN por ug de ADN molde, con un rendimiento de 8.5
g/L. En la electroforesis se apreci6 una banda bien definida, sin evidencia de
degradacion, de aproximadamente 3.7 kb (Figura 21), coherente con la longitud

esperada de la construccion disefiada (Figura 9). También se aprecio la presencia de
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bandas adicionales de mayor tamafo, lo que sugirié la formaciéon de asociaciones

intermoleculares de ARN favorecidas por estructuras secundarias.

kb PPM 1 2

Figura 21. Visualizaciéon del ARN GPC producido mediante transcripcion in vitro.

Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ARN GPC transcrito y purificado. PPM: Patrén de peso
molecular de ARN RiboRuler High Range (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 1-2: Muestras de
ARN GPC. Fuente: elaboracién propia.

5.1.3.2. Adicion de la caperuza en el extremo 5’.

El ARN GPC generado en la transcripcion in vitro estaba compuesto por los dominios
funcionales derivados del ADN molde, que consistieron en las UTRs 5’y 3’, la secuencia
codificante de los antigenos Gn/Gc, y la cola de poli(A) de 100 nucleétidos. En el
contexto de su aplicacion como prototipo vacunal, el ARN requirid la adicion de la
caperuza en el extremo 5’, para garantizar su estabilidad y su traduccion en células
eucariotas. La caperuza se afiadié mediante un proceso enzimatico postranscripcional,
empleando el sistema del virus vaccinia y la cap 2’-O-metiltransferasa, con el fin de
obtener una estructura de tipo Cap-1 que redujera la respuesta inmune innata
estimulada por ARN. Se partié de 150 pg de ARN transcrito, que se calenté a 65 °C por
5 min para eliminar las estructuras secundarias que podian bloquear el acceso al
extremo 5’. Después, se incubd por una hora a 37 °C con los siguientes componentes:
enzima de capping del virus vaccinia, nucledsido de guanosina, S-adenosil metionina,
cap 2’-O-metiltransferasa, y tampdn de reaccién. EIl ARNm con caperuza 5’ resultante
se purificd por precipitacién con cloruro de litio, se cuantificé por espectrofotometria, y
una muestra se sometié a electroforesis en gel de agarosa al 1 % para verificar la

identidad e integridad del producto. Se obtuvieron alrededor de 140 ug de ARNm con
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caperuza 5 purificado, indicando un rendimiento de recuperaciéon del 93 %. En la
electroforesis se aprecio una banda nitida de aproximadamente 3.7 kb, lo que evidencid
que el ARNm no se degrado durante el proceso (Figura 22A). No se observaron bandas
adicionales de mayor tamafo pues las interacciones intermoleculares del ARN se
eliminaron al calentarlo a 65 °C. A partir de este punto, el ARNm producido se considerd
estructuralmente maduro y con funcionalidad potencial, al estar compuesto por todos

los elementos necesarios para su traduccion (Figura 22B).
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Figura 22. Visualizacion del ARNm GPC con caperuza 5’ purificado.

A. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ARNm GPC con caperuza en el extremo 5. PPM: Patrén
de peso molecular de ARN RiboRuler High Range (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 1-2:
Muestras de ARNm GPC con la caperuza 5 con estructura Cap-1. B. Representaciéon grafica de la
estructura del ARNm GPC producido. Las dimensiones de los componentes no representan la longitud
de las secuencias. Fuente: elaboracion propia.

5.1.3.3. Evaluacién de la integridad del ARN mensajero bajo estrés térmico
agudo.

El ARNm es susceptible a degradacidon por accion de las ribonucleasas y por su
inestabilidad quimica, de manera que las condiciones de produccion y almacenamiento
de la molécula deben garantizar la ausencia de agentes enzimaticos y ambientes de
estrés que favorezcan la degradacion del principio activo. La evaluacién de la integridad
bajo condiciones de estrés agudo es una estrategia que permite verificar la integridad
del ARNm y respaldar la consistencia del proceso productivo en un entorno libre de
factores que favorecen su degradacion. El ARNm GPC purificado se sometié a estrés

térmico, incubandolo durante 30 y 60 min a 37 °C, y después se comprobo su integridad
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mediante electroforesis en gel de agarosa al 1 %. En la evaluacién no se apreciaron
cambios significativos en el patrén de migracion ni en la nitidez de las bandas entre los
distintos tiempos (Figura 23), evidenciando la robustez del proceso y la integridad del

ARNmM en el tiempo.

kb PPM 1 2 3

Figura 23. Visualizacion del ARNm GPC sometido a estrés térmico.

Electroforesis en gel de agarosa al 1 % del ARNm GPC incubado a 37 °C durante 1: 0 min, 2: 30 min, y
3: 60 min. PPM: Patron de peso molecular de ARN RiboRuler High Range (Thermo Fisher Scientific,
Estados Unidos). Fuente: elaboracion propia.

5.1.3.4. Determinacion de la funcionalidad del ARN mensajero.

La funcionalidad del ARNm esta delimitada por su capacidad de ser reconocido por la
maquinaria celular, mantener su integridad estructural y traducirse de manera eficiente
en la proteina antigénica codificada. La facultad del ARNm GPC de expresar las
glicoproteinas Gn/Gc en células eucariotas definié su actividad bioldgica, y se determind
por medio de un ensayo de transfeccion en la linea celular HEK-2932 (Figura 24A),
seguido de un analisis por Western blot. La transfeccion se realizdé con el reactivo
Lipofectamine™ MessengerMAX™ (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos),
optimizado para la entrega de ARN mensajero. En este experimento, el vector pGPC no
se consideré como control positivo pues la cinética de expresion de proteinas difiere
entre ADN y ARN. Por tanto, las células se trataron con distintas cantidades de ARNm,
como parte de la estandarizacién inicial del método. La eficiencia de transfeccion se
supervisd mediante la expresion del reportero GFP en células tratadas con un ARNm
comercial que codificaba esta proteina (GenScript, Estados Unidos) (Figura 24B). La
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expresion de los antigenos se determind 24 h después de la transfeccién con el ARNm.
Primero se separaron los componentes del contenido proteico celular segun su tamafo
mediante SDS-PAGE en condiciones reductoras (Figura 24C) y posteriormente se
detectaron las glicoproteinas Gn/Gc a través de Western blot, empleando el anticuerpo
anti-Gn/Gc del hibridoma 20C1F10 (Figura 24D). En la inmunodeteccion se identifico
una banda de entre 63 kDa y 48 kDa de tamafio, en la fraccién proteica de las células
tratadas con las diferentes cantidades de ARNm (Figura 24D). Esta banda correspondi6
a la glicoproteina Gc del virus Andes, con un peso molecular de 55 kDa, lo que confirmo
la funcionalidad del ARNm GPC al demostrar su reconocimiento por la maquinaria
celular y su traduccién en los antigenos Gn/Gc. La intensidad de las bandas fue similar
para los tres tratamientos de ARNm, por tanto, se establecio la cantidad de 0.5 pg para

los ensayos de transfeccion posteriores.
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Figura 24. Evaluacién de la expresion de los antigenos Gn/Gc a partir del ARNm GPC.

Las células transfectadas con las distintas cantidades de ARNm GPC expresaron los antigenos Gn/Gc,
detectados mediante Western blot. A. Micrografia de las células HEK-293A observadas con luz visible.
B. Micrografia de las células HEK-293A transfectadas con el ARNm GFP, observadas con luz ultravioleta.
C. SDS-PAGE al 10 % del contenido proteico de las células tratadas. D. Inmunodeteccion por Western
blot de los antigenos Gn/Gc con el anticuerpo anti-Gc del hibridoma 20C1F10. La flecha roja indica la
glicoproteina Gc detectada a los ~55 kDa. PPM: Patron de peso molecular de proteinas AccuRuler RGB
Plus 250 kDa (Maestrogen, Estados Unidos). 1: Lisado de células transfectadas con 0.5 uyg de ARNm
GPC. 2: Lisado de células transfectadas con 1 uyg de ARNm GPC. 3: Lisado de células transfectadas con
2 yg de ARNm GPC. CT: Control de transfeccién. C(-): Control negativo. Fuente: elaboracion propia.

5.1.3.5. Modificaciéon del ARN mensajero con N1-metilpseudouridina.
En funcion de optimizar las propiedades del ARNm GPC, se llevdo a cabo la

incorporacion de N1-metilpseudouridina durante la transcripcion in vitro. Esta
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modificacién, ampliamente utilizada en el disefio de ARNm vacunal, se realizd para
mejorar la estabilidad del transcrito y su eficiencia de traduccién. En la reaccion de
transcripcion, el trifosfato de nucledsido de uridina fue reemplazado por su analogo
sintético, N1-metilpseudouridina trifosfato (MedChemExpress, Estados Unidos), a la
misma concentracion, manteniéndose constante los demas parametros.

El proceso continud con la eliminaciéon del ADN molde con Dnasa | y la purificacion del
ARN con cloruro de litio. El producto purificado se analiz6é por electroforesis en gel de
agarosa al 1 %, detectandose una banda definida de aproximadamente 3.7 kb,
concordante con el tamafo esperado. Al igual que en la primera transcripcion, se
observaron bandas de mayor tamano, atribuibles a la formacion de asociaciones
intermoleculares del ARN (Figura 25A). La adicion de la caperuza en el extremo 5’ se
efectudé de manera analoga, y la observacion del ARNm purificado en electroforesis en
gel de agarosa al 1 % evidencié una banda nitida del mismo tamafo (Figura 25B). La
estabilidad del ARNm modificado también se evalué bajo condiciones de estrés térmico
a 37 °C, en las que se constaté la integridad de la molécula y la robustez del proceso
(Figura 25C). En conjunto, estos resultados demostraron que, con el empleo del
nucledsido modificado en la produccion, no se detectaron diferencias cualitativas
relevantes en el patrén electroforético ni evidencias apreciables de fragmentacion bajo

las condiciones evaluadas.

A kb PPM UTP WTP B kb PPM UTP UTP WTP WTP C b PPM UTPL UTP2 UTP3 WTPL WTP2 WTP3

Figura 25. Comparacion de la identidad, integridad y estabilidad del ARNm GPC modificado y no
modificado.

A. Electroforesis en gel de agarosa al 1 % de la transcripcion in vitro de ARN GPC. B. Electroforesis en
gel de agarosa al 1 % del ARNm GPC con caperuza en el extremo 5’. C. Electroforesis en gel de agarosa
al 1 % del ARNm GPC incubado a 37 °C durante 0 min (1), 30 min (2), y 60 min (3). PPM: Patrén de peso
molecular de ARN RiboRuler High Range (Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). UTP: ARNm GPC
sin modificar. WTP: ARNm modificado. Fuente: elaboracién propia.
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En paralelo, se evalu6 la eficiencia de las reacciones de transcripcion in vitro,
considerando tanto la produccion total de ARNm como el rendimiento volumétrico por
lote. Este andlisis se realizd para la transcripcion del ARNm modificado, pues esta
molécula se utilizé en la formulacion y ensayos posteriores. En total, se sintetizaron
cuatro lotes de ARNm, con una produccion total de 172.69 £ 15.35 ug y un rendimiento
volumétrico de 8.63 £ 0.77 g/L (Tabla 7). Considerando que la caperuza 5 se anadi6
después de la transcripcion, el rendimiento de recuperacion del ARNm se cuantificé de
manera independiente, obteniéndose un promedio de 140.32 + 4.70 ug ARNm, con una

eficiencia de recuperacién del 93.55 + 3.13 % (Tabla 7).

Tabla 7. Resumen de la produccion de ARNm GPC modificado con N1-metilpseudouridina.

No. Lote ARN Volumen (uL) Rendimiento = ARNm pre- ARNm post- Rendimiento
transcrito transcripcion  capping (ug) capping (ng) recuperacion
(ng) (g/L) (%)

1 172.18 20.00 8.61 150 133.92 89.28

2 161.47 20.00 8.07 150 141.64 94.43

3 194.55 20.00 9.73 150 145.16 96.77

4 162.55 20.00 8.13 150 140.57 93.71

Media 172.69 - 8.63 - 140.32 93.55

SD 15.35 - 0.77 - 4.70 3.13

Fuente: elaboracion propia.

La funcionalidad del ARNm modificado se determind de forma cualitativa,
comparandola con la obtenida con su contraparte sin modificar. Las células HEK-293A
fueron transfectadas con 500 ng de ARNm (Figura 26A), y a las 24 h se evalud la
expresion de los antigenos Gn/Gc mediante inmunodeteccion con Western blot. En este
caso, el control positivo correspondié a las células tratadas con el ARNm sin modificar,
y como control de transfeccién se empleé el ARNm que expresaba GFP (Genscript,
Estados Unidos) (Figura 26B). Posterior a la separacion de las proteinas celulares
totales a través de SDS-PAGE (Figura 26C), se procedio con la inmunodeteccién con el
anticuerpo secundario anti-Gc. Se observo en las fracciones de las células tratadas con
el ARNm GPC modificado y sin modificar, la presencia de una banda entre 63 kDa y 48
kDa, concordante con el peso molecular de 55 kDa de la glicoproteina Gc (Figura 26D).
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Este hallazgo evidencio que el ARNm GPC modificado, al igual que su equivalente sin

modificar, expreso correctamente los antigenos Gn/Gc en células de mamifero.
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Figura 26. Evaluacion de la expresion de los antigenos Gn/Gc a partir del ARNm GPC modificado.
Las células transfectadas con los ARNm GPC modificado y sin modificar expresaron los antigenos
Gn/Gc, detectados mediante Western blot. A. Micrografia de las células HEK-293A observadas con luz
visible. B. Micrografia de las células HEK-293A transfectadas con el ARNm GFP, observadas con luz
ultravioleta. C. SDS-PAGE al 10 % del contenido proteico de las células tratadas. D. Inmunodeteccion
por Western blot de los antigenos Gn/Gc con el anticuerpo anti-Gc del hibridoma 20C1F10. La flecha
roja indica la glicoproteina Gc detectada a los ~55 kDa. PPM: Patrén de peso molecular de proteinas
AccuRuler RGB Plus 250 kDa (Maestrogen, Estados Unidos). 1-2: Lisado de células transfectadas con
ARNmM GPC sin modificar. 3-4: Lisado de células transfectadas con ARNm GPC modificado. CT: Control
de transfeccion. C(-): Control negativo. Fuente: elaboracién propia.

5.1.4. Encapsulaciéon del ARN mensajero en nanoparticulas lipidicas.

La formulacién del prototipo vacunal se completd con la encapsulacion del ARNm GPC
modificado en nanoparticulas lipidicas (LNPs), con el fin de proteger el principio activo
de la degradacion, facilitar su entrada celular y asegurar su liberacion eficiente en el
citoplasma. Las LNPs se elaboraron mediante el método de nanoprecipitacion, que
consistid en la mezcla de una fase lipidica con una fase acuosa. La solucion lipidica se
preparé con los componentes cationico (SM-102), auxiliador (DSPC), estructural
(colesterol), y PEGilado (DMG-PEG 2000), a las proporciones molares definidas. La
solucion acuosa se constituyé al diluir 251 yg de ARNm GPC en tampdn acetato de
sodio 100 mM pH 5.0. Para alcanzar la cantidad requerida de ARNm se combinaron dos
lotes de produccién por cada proceso de encapsulacidon. Ambas soluciones se
mezclaron rapidamente durante 20 segundos a una relacion volumétrica acuosa:lipidica

de 3:1. Durante este proceso, el lipido ionizable adquirié carga positiva al entrar en
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contacto con el entorno acido de la fase acuosa, y, en consecuencia, se asocio con el
ARNmM con carga negativa por interaccion electrostatica. La suspension resultante de
LNPs-ARNm se concentro en un dispositivo Amicon Ultra-15 de 30 000 MWCO (Merck,
Darmstadt, Alemania) con tampon fosfato salino, y se almacend en microtubos libres de
RNasas a 4 °C hasta su uso. Se formularon dos lotes de LNPs-ARNm: el lote 1 se
preparo con los lotes 1y 2 de ARNm, mientras que el lote 2 se produjo con los lotes 3 y
4. Ademas, por cada lote de LNPs-ARNmM, también se elaboraron LNPs vacias mediante

el mismo método.

5.2. Caracterizar los atributos fisicoquimicos de distribucion de tamaiio,
composicion y eficiencia de encapsulacion, y parametros biolégicos de
citotoxicidad y actividad relativa de expresion in vitro de la formulacién
vacunal.

5.2.1. Caracterizacion fisicoquimica de las nanoparticulas lipidicas que
encapsulan al ARN mensajero.

La caracterizacion fisicoquimica de las nanoformulaciones es un paso critico en las
etapas tempranas de su desarrollo, pues contribuye a los principios de calidad,
seguridad y eficacia. Los parametros fisicoquimicos como el tamano de particula, la
polidispersidad, la carga superficial y la eficiencia de encapsulacion determinan la
biodistribucién, la captacion celular, el escape endosomal y la eficiencia de traduccion
del ARNm. Ademas, esta caracterizacion permite garantizar la baja variabilidad entre
dos lotes evaluados, constituyendo una primera aproximacion al cumplimiento de los

requisitos regulatorios.

5.2.1.1. Determinacion de la distribucion de tamafno y carga superficial
mediante dispersion dinamica y electroforética de luz.

El método estandar en la determinacién del tamano y dispersidad de nanoparticulas
es la dispersion dinamica de la luz, y para la medicidn del potencial zeta es la dispersion
electroforética de la luz. Estas técnicas destacan por su rapidez, simplicidad, alto grado
de estandarizacion, y bajo requerimiento de muestra. En consecuencia, la distribucion

de tamarno e indice de polidispersidad de las LNPs vacias y LNPs-ARNm se precisaron
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por DLS, y el potencial zeta de estas se estimé mediante ELS. Los valores medios
obtenidos de las determinaciones de las dos formulaciones se muestran en la tabla 8, y

las mediciones completas se presentan en el Anexo 2.

Tabla 8. Determinacion del didmetro hidrodinamico, dispersidad y potencial zeta de las LNPs.

Tipo de LNPs Diametro hidrodinamico (nm) indice de polidispersidad Potencial zeta (mV)
LNPs-ARNm 150.77 £ 2.05 0.057 £ 0.021 -3.19+0.25
LNPs vacias 159.17 £ 2.18 0.093 + 0.009 -2.04 £0.25

Los datos se expresaron como la media aritmética + SD. Fuente: elaboracién propia.

Las LNPs vacias tuvieron un diametro hidrodinamico medio de 159.17 £ 2.18 y un
indice de polidispersidad de 0.093 + 0.009, mientras que las LNPs-ARNm exhibieron un
diametro hidrodinamico medio de 150.77 + 2.05 nm, y un PDI de 0.057 + 0.021. En
ambos casos, las particulas se caracterizaron por tamanos promedios inferiores a 200
nm y valores de PDI inferiores a 0.1, indicativos de una distribucion estrecha y alta
homogeneidad (Figura 27). Respecto a la carga superficial, el potencial zeta de las LNPs
vacias se estimo en -2.04 + 0.25, ligeramente negativo debido a su composicion
fosfolipidica. Las LNPs-ARNm presentaron una carga superficial cercana a la
neutralidad. La diferencia observada respecto de las LNP vacias fue pequena y su
origen no fue determinado experimentalmente. En conjunto, estas cargas superficiales
cercanas a la neutralidad se asocian con un comportamiento estable en condiciones

fisiologicas.
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Figura 27. Determinacion por dispersion dinamica de la luz de la distribucion de tamafos de las
nanoformulaciones.

A. Curva de distribucion e histograma de la poblacion de LNPs vacias. B. Curva de distribucion e
histograma de la poblacion de LNPs-ARNm. Fuente: Imagenes generadas en el software Zetasizer Nano.

5.2.1.2. Identificacién de la morfologia a través de microscopia electrénica de
transmision.

La combinacion de dos o mas técnicas es recomendable para lograr una
caracterizacion completa de las nanoparticulas. La microscopia electronica de
transmision se emplea con frecuencia en el analisis de LNPs, ya que su alto poder de
contraste y resolucion permite determinar con precisidon la morfologia y tamarfo. Las
micrografias TEM de las formulaciones revelaron que las LNPs presentaban una
morfologia cuasi esférica con contornos bien delimitados y sin signos de fusion (Figura
28A y B). No se apreciaron diferencias morfolégicas evidentes entre las LNPs vacias y
las LNPs-ARNm. La agregacion localizada, identificada en la micrografia de las LNPs-
ARNm (Figura 28B), es consistente con artefactos asociados al secado durante la
preparacion de la muestra, y por ello no contradice la monodispersidad reportada por
DLS. Asimismo, se observé una distribucion de tamafio homogénea, con diametros de
particula inferiores a 200 nm, en concordancia con los valores previamente obtenidos
mediante DLS.
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100 nm 100 nm Ly

Figura 28. Observacion de las LNPs mediante microscopia electrénica de tansmiin.
A. Micrografia de las LNPs vacias. B. Micrografia de las LNPs-ARNm. La barra de escala se muestra en
la parte inferior izquierda de las imagenes. Fuente: elaboracion propia.

5.2.1.3. Cuantificacion de la eficiencia de encapsulacion del ARN mensajero.

La determinacién de la concentracion de ARNm contenido en las LNPs, asi como de
la eficiencia con la cual se encapsuld, permiten precisar la dosis, la estabilidad frente a
la degradacion por RNasas vy la eficiencia de traduccion, pues la presencia de ARNm
libre en la formulacién puede afectar la seguridad y la respuesta biolégica. Ademas, esta
cuantificacion es clave para evaluar y optimizar el proceso de formulacion, asegurando
la baja variabilidad entre los dos lotes evaluados y el cumplimiento de criterios de
calidad.

En la cuantificaciéon de las concentraciones de ARNm encapsulado se emplea de
forma habitual el colorante fluorescente RiboGreen®, ya que su alta sensibilidad y
selectividad por acidos nucleicos permiten detectar bajas cantidades con mayor
precision que métodos espectrofotométricos. El ensayo es indirecto, pues el ARNm
encapsulado se determina a partir de la medicion del ARNm no encapsulado y total, en
ausencia o presencia de detergentes que liberan el contenido de las nanoparticulas,
respectivamente. Se realizé un ensayo para cada lote producido, construyendo la curva
de calibracion con diluciones de ARNm comercial con concentracion conocida que
expresaban GFP (Figura 29A). Con las ecuaciones lineales obtenidas, se precisaron las
concentraciones de ARNm libre y ARNm total, y con estos valores se cuantificd para
cada lote el ARNm encapsulado (ecuacion 2) y la eficiencia de encapsulacion (ecuacion
3).
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Figura 29. Cuantificacién de la eficiencia de encapsulacién del ARNm en LNPs.

A. Curvas de calibracién empleadas en el calculo de la concentracién de ARNm encapsulado y de la
eficiencia de encapsulacion. B. Visualizacion de las fracciones de ARNm no encapsulado y total mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %. PPM: Patrén de peso molecular de ARN RiboRuler High Range
(Thermo Fisher Scientific, Estados Unidos). 1: LNPs no tratadas con detergente (ARNm no encapsulado).
2: LNPs tratadas con detergente (ARNm total). Fuente: elaboracién propia.

Se determind una concentracién promedio de ARNm encapsulado de 126.75 £ 20.03
Mg/mL, mientras que la eficiencia de encapsulacion media fue del 94.12 £ 0.35 % (Tabla
9). Se aprecio que en el segundo lote la concentracion de ARNm encapsulado fue mas
alta, indicando que durante la formacion de los complejos LNPs-ARNm existié una
mayor cantidad de ARNm disponible para asociarse con el lipido ionizable. La eficiencia
de encapsulacion en ambos casos fue superior al 90 %, lo que evidencid la consistencia
de las LNPs como sistema de transporte, mostré eficiencias similares entre los dos lotes
evaluados y permitio estimar la concentracion de ARNm encapsulado para el ajuste de

las dosis.

Tabla 9. Cuantificacién de la eficiencia de encapsulacion del ARNm en LNPs.

No. Lote ARNmMm total ARNmM no encapsulado ARNm encapsulado Eficiencia d_e’
(ng/mL) (ug/mL) (ug/mL) encapsulacion (%)

1 119.94 7.35 112.59 93.87

2 149.33 8.41 140.91 94.37

Media 134.63 7.88 126.75 94.12

SD 20.78 0.75 20.03 0.35

Fuente: elaboracion propia.

La correcta formaciéon de los complejos LNPs-ARNm también se verific6 mediante
electroforesis en gel de agarosa al 1 %, en el que las muestras tratadas y no tratadas

con detergente se separaron para visualizar el ARNm no encapsulado y total (Figura
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29B). Se observo que el ARNm de las fracciones no tratadas con detergente no migré
al encontrarse encapsulado en las LNPs, en contraste con las fracciones de las
particulas tratadas con detergente, en las cuales el ARNm se separé con normalidad
debido a la ruptura de las LNPs después de la exposicion al tensioactivo.

Los resultados de la caracterizacion fisicoquimica de las LNPs-ARNm, que incluy? la
determinacién del tamafo, dispersidad, carga superficial, morfologia y eficiencia de
encapsulacion, mostraron tanto la homogeneidad del prototipo, como la consistencia del
proceso. Estos parametros influyen en la seguridad y funcionalidad de las
nanoformulaciones, asi que el siguiente paso correspondié a la evaluacion de la
capacidad de las LNPs-ARNm de producir el efecto biolégico esperado en modelos in

vitro.

5.2.2. Caracterizacion biolégica de las nanoparticulas lipidicas que encapsulan

al ARN mensajero.

Una vez establecidas las propiedades fisicoquimicas relevantes de las LNPs-ARNm,
se continu6 con la caracterizacion de su citotoxicidad y expresidon antigénica in vitro.
Mediante estos analisis, se determiné el perfil de seguridad preliminar y la actividad
biolégica funcional a nivel celular de la nanoformulacion, previo a la evaluacién de la

respuesta inmune en el modelo animal correspondiente.

5.2.2.1. Estimacion del perfil de seguridad in vitro de la formulacién vacunal.

El efecto de las LNPs sobre la viabilidad celular se estimé mediante el ensayo MTT en
dos lineas celulares: una tumoral (cancer cervical humano, HelLa) y una normal
(fibroblasto humano, HFF). En este experimento se trataron las células durante 24 h con
diferentes concentraciones de LNPs-ARNm, partiendo de una concentracion diez veces
mayor a la utilizada en el ensayo de actividad biolégica. También se evaluo la viabilidad
de las células tratada con LNPs vacias, y con ARNm libre. Se empled como control de
sobrevida a células sin tratamiento, y como control de muerte a células tratadas con

perdxido de hidrogeno al 10 %.
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En el caso de las células tumorales, se observo una disminucion significativa de la
viabilidad celular en la concentracion mas alta, tanto en las células tratadas con LNPs
vacias (reduccién del 20.7 %, p = 0.001) como con LNPs-ARNm (reduccion del 24.6 %,
p = 0.005), mientras que en la concentracion de trabajo (0.5 pg/mL) no se observaron
diferencias significativas (Figuras 30A y 30B). En las células tratadas con ARNm libre,
no se identificaron diferencias significativas en las distintas diluciones (Figura 30C), lo
gue indica que la toxicidad a la dosis mas alta estaria relacionada a la naturaleza de la
particula lipidica. La reduccion de la viabilidad observada en esta dosis, aunque es
estadisticamente significativa, no es suficiente para considerar a la formulacion
citotoxica segun la normativa de la Organizacion Internacional de Normalizacion (ISO

10993-5:2009), que establece que un producto se considera citotoxico si la reduccion
de la viabilidad es mayor al 30 %.
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Figura 30. Determinacion de la citotoxicidad in vitro de la formulacién en células HelLa.

A. Viabilidad de las células tratadas con LNPs vacias. B. Viabilidad de las células tratadas con LNPs-
ARNm. C. Viabilidad de las células tratadas con ARNm GPC libre. Las mediciones se realizaron por
triplicado. Las barras representan la media aritmética + SD. La comparacién de los diferentes
tratamientos respecto al control se realizé6 con un ANOVA de una via de muestras independientes,

seguido de una prueba de Dunnett, con un nivel de significancia a = 0.05. **: p < 0.001. Fuente:
elaboracion propia.

Al realizar la comparacion de cada concentracidn entre los distintos tratamientos en la
linea celular HelLa, se encontraron diferencias significativas en las diluciones mas altas.
A 5 pg/mL, se aprecié una reduccion de la viabilidad en las células tratadas con LNPs
vacias (p = 0.004) y LNPs-ARNm (p = 0.002) respecto al tratamiento con ARNm libre.
Esta reduccion también se observé a 2 pg/mL, al comparar las células incubadas con
LNPs vacias (p = 0.01) y con LNPs-ARNm (p = 0.008) contra el grupo ARNm libre
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(Figura 31). Estos hallazgos sugirieron que la particula lipidica es el componente de la

formulacién correlacionado con la citotoxicidad observada en células tumorales.
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Figura 31. Comparacion de las concentraciones entre tratamientos en células HelLa.

Las mediciones se realizaron por triplicado. Las barras representan la media aritmética + SD. La
comparacion entre tratamientos para cada concentracion se efectu6 con un ANOVA de una via de
muestras independientes, seguido de una prueba de Tukey, con un nivel de significancia a = 0.05. *: p <
0.05. **: p < 0.01. ***: p < 0.005. Fuente: elaboracién propia.

En los fibroblastos humanos (células normales) no se apreciaron diferencias
significativas en la viabilidad celular en ninguna concentraciéon de los tres tratamientos
(Figura 32). Se aprecié una ligera reduccion en la concentracion mas alta del tratamiento

con LNPs-ARNm, pero esta no fue significativa (p = 0.465).
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Figura 32. Determinacion de la citotoxicidad in vitro de la formulacién en células HFF.
A. Viabilidad de las células tratadas con LNPs vacias. B. Viabilidad de las células tratadas con LNPs-
ARNm. C. Viabilidad de las células tratadas con ARNm GPC libre. Las mediciones se realizaron por
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triplicado. Las barras representan la media aritmética + SD. La comparacion de los diferentes
tratamientos respecto al control se realizé con un ANOVA de una via de muestras independientes,
seguido de una prueba de Dunnett, con un nivel de significancia a = 0.05. Fuente: elaboracién propia.

La comparacion entre tratamientos revelé que a la concentracion de 5 ug/mL existio
una viabilidad menor en las células con LNPs vacias (p = 0.026) y LNPs-ARNm (p =
0.006) (Figura 33). Debido a que las comparaciones respecto al control de viabilidad
celular no arrojaron diferencias significativas (Figura 32), esta reduccién se atribuy6 a
que el porcentaje de viabilidad de las células tratadas con 5 pg/mL de ARNm libre fue
incluso superior al del control (Figura 32C).
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Figura 33. Comparacién de las concentraciones entre tratamientos en células HFF.

Las mediciones se realizaron por triplicado. Las barras representan la media aritmética + SD. La
comparacion entre tratamientos para cada concentracion se efectué con un ANOVA de una via de
muestras independientes, seguido de una prueba de Tukey, con un nivel de significancia a = 0.05. *: p <
0.05. **: p < 0.01. Fuente: elaboracién propia.

En conjunto, se observd que la naturaleza lipidica de la formulacién tuvo un efecto
negativo en la viabilidad celular de células tumorales a altas concentraciones. No
obstante, la reduccion fue inferior al 30 %, lo que indicé un bajo nivel de citotoxicidad
del prototipo; ademas, este efecto no se observd en la linea celular normal, lo que

respaldo el perfil de seguridad aceptable in vitro.
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5.2.2.2. Evaluacion de la actividad relativa de expresion in vitro de la
formulacién vacunal.

Después de comprobar la seguridad in vitro del prototipo, se procedié con la
determinacién de su actividad biologica, que consistidé en verificar la expresion de los
antigenos Gn/Gc en células de mamifero. El ensayo fue similar al de la funcionalidad,
con la diferencia de que el tratamiento con los lotes de LNPs-ARNm se realizé mediante
la adicion directa a las células una cantidad ajustada de 500 ng de las suspensiones de
particulas, sin utilizar reactivos de transfeccion. Para cuantificar la potencia relativa
preliminar basada en expresién antigénica de la formulacion, se definié como estandar
de referencia interno al tratamiento con el complejo de transfeccion formado por la
mezcla del ARNm GPC con el reactivo Lipofectamine™ MessengerMAX™.

Una vez finalizado el tiempo de incubacidén con los tratamientos, se recuperd el
contenido proteico celular de cada uno, se separd por SDS-PAGE (Figura 34A), y se
detectaron los antigenos Gn/Gc por Western blot. En la inmunodeteccion, se observo
una banda entre los 63 kDa y 48 kDa en el estandar de referencia interno, y en los
tratamientos con los lotes de LNPs-ARNm (Figura 34B), que correspondié con la
glicoproteina Gc de 55 kDa. Este resultado demostré la funcionalidad de la formulacion,
evidenciandose una mayor intensidad de las bandas en los grupos tratados con LNPs-
ARNm. La cuantificacién de la expresion mostré que la expresion de los antigenos
Gn/Gc inducida por las LNPs-ARNm fue 1.75 £ 0.09 mayor que el estandar de referencia
interno (Figura 34C, Tabla 10, p < 0.0001), en concordancia con la mayor intensidad de
las bandas observada en el Western blot. Este valor indicé que las LNPs, formuladas
como sistema de transporte, entregaron el ARNm con mayor eficiencia que el reactivo

de transfeccion.
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Figura 34. Evaluacion de la expresion relativa in vitro de LNPs-ARNm.

A. SDS-PAGE al 10 % del contenido proteico de las células tratadas. B. Inmunodeteccion por Western
blot de los antigenos Gn/Gc con el anticuerpo anti-Gc del hibridoma 20C1F10. La flecha roja indica la
glicoproteina Gc detectada a los ~55 kDa. PPM: Patrén de peso molecular de proteinas AccuRuler RGB
Plus 250 kDa (Maestrogen, Estados Unidos). 1-2: Estandar de referencia interno: lisado de células
transfectadas con ARNm GPC y Lipofectamine™ MessengerMAX™. 3: Lisado de células tratadas con
el lote 1 de LNPs-ARNm. 4: Lisado de células tratadas con el lote 2 de LNPs-ARNm. C(-): Control
negativo. C. Cuantificacion de la expresion relativa de los lotes, respecto al estandar de referencia
interno. Las mediciones se realizaron por triplicado. Las barras representan la media aritmética + SD. La
comparacion de los diferentes tratamientos respecto al control se realizé con un ANOVA de una via de
muestras independientes, seguido de una prueba de Dunnett, con un nivel de significancia a = 0.05. ****;
p < 0.0001. Fuente: elaboracion propia.

Tabla 10. Cuantificacién de la expresion relativa de las LNPs-ARNm.

No. Lote Intensidad total Intensidad del Fraccion del Fraccion Expresion
antigeno antigeno estandar relativa

1 1.00*10° + 7.53*103 4.43*10% + 1.75*10% 0.044 + 0.002 0.025 1.78 £ 0.08

2 9.96*10° + 6.68*10* 4.26*10% + 9.92*102 0.043 + 0.002 0.025 1.72+0.10

Media 9.98*10° 4.34*10* 0.044 0.025 1.75

SD 4.26*10* 1.58*103 0.002 0.001 0.09

Las mediciones se realizaron por triplicado, y los datos se expresaron como la media aritmética + SD.
Fuente: elaboracion propia.

La caracterizacion bioldgica aportd evidencia preliminar de viabilidad celular favorable
y confirmd la actividad biolégica in vitro de las LNPs-ARNm. Estos resultados, junto con
los atributos fisicoquimicos de la formulacion, sustentaron la continuacion de su

evaluacion inmunolégica en el modelo animal.
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5.3. Comparar la inmunogenicidad y la tolerabilidad preliminar del prototipo
vacunal de ARN mensajero evaluando la respuesta inmunitaria humoral y
celular en el modelo de hamster sirio.

La dosis candidata del prototipo LNPs-ARNm se evalué mediante un ensayo in vivo
en hamster sirio, en el que se analizaron dos niveles de dosis administrados en un
esquema de dos aplicaciones, y empleando la formulacion basada en proteinas
recombinantes (rGnGc adyuvado con Alhydrogel®) como control positivo (Figura 8). Esta
evaluacion incluyé el monitoreo de peso corporal y temperatura, el analisis de la
respuesta humoral mediante cinética de anticuerpos en suero y determinacion de titulos
de anticuerpos totales y neutralizantes, y la caracterizacion de la respuesta celular
mediante la expresion relativa de citocinas en los esplenocitos recuperados de los

animales y expuestos al antigeno.

5.3.1. Monitoreo del peso corporal y la temperatura durante el experimento.

La primera etapa del analisis in vivo consistio en el monitoreo del peso corporal y la
temperatura de los animales durante el periodo experimental. Estos parametros fueron
registrados con el propdsito de realizar el seguimiento del estado general de los
hamsteres tras la administracion de las distintas formulaciones, y examinar posibles
efectos de la inmunizacién sobre estas variables fisiologicas.

El peso corporal fue registrado de forma semanal durante el periodo experimental. Al
inicio del estudio, los animales presentaron pesos entre 117 y 164 g. Con el fin de
evaluar la evolucién de esta variable fisiologica, se analizé su comportamiento a lo largo
del tiempo en los distintos grupos experimentales. En general, todos los grupos
mostraron una tendencia progresiva al aumento de peso, con excepcion del grupo 5, en
el que se observo una disminucién gradual durante el seguimiento (Figura 35). Después
de verificar la normalidad de los datos, se compararon los pesos iniciales y finales de
cada grupo mediante una prueba t de Student para datos pareados, encontrandose que
en los grupos 1-4 existi6 una tendencia a la ganancia de peso sin significancia
estadistica (Tabla 11). Mientras tanto, en el grupo 5 se identifico que el peso final de los
animales fue menor al inicial (p = 0.049), y en el grupo 6 el aumento de peso fue
significativo (p = 0.001).
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Figura 35. Ensayo en hamster sirio. Curso del peso absoluto en gramos.

Los animales (n = 4) asignados a los diferentes grupos de tratamiento recibieron las dosis en los dias 0
y 14 por via intramuscular. El grafico muestra la dinamica del peso corporal absoluto (g) a lo largo del
experimento. Los datos muestran la media aritmética + SD. Fuente: elaboracién propia.

Tabla 11. Ensayo en hamster sirio. Peso absoluto en gramos de cada grupo al inicio y final.

Tiempo (dias) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6

0 129.0 £ 3.7 125.3+3.9 1419+ 16.8 1354 +£5.8 141.7 £10.8 1244 +£7.0
35 136.4 2.6 134.3+2.3 150.1 £ 12.1 1421+154 136.4+9.7 136.1 £ 8.6
p (t de Student) 0.064 0.059 0.063 0.268 0.049 0.001

Los datos de cada grupo (n = 4) corresponden a la media aritmética £ SD del peso absoluto al inicio (dia
0) y final (dia 35) del experimento. Las comparaciones entre ambos puntos temporales se realizaron
mediante pruebas t de Student para datos pareados, con una significacion estadistica a = 0.05. Fuente:
elaboracion propia.

Debido a la variabilidad observada en el peso inicial de los animales, los datos se
expresaron como el peso relativo al basal de cada individuo (Figura 36). Este enfoque
permiti6 comparar la evolucion relativa del peso corporal entre los grupos
experimentales, al reducir la influencia de las diferencias iniciales en el peso absoluto.
A través del ANOVA de una via se determinaron diferencias significativas en todos los
puntos temporales (Tabla 12), y los analisis post hoc mostraron que el grupo 5 presento
una reduccion significativa del cambio porcentual de peso en todos los puntos
temporales respecto a los siguientes grupos:

e Eneldia7:grupo 1 (p=0.048)y grupo 6 (p = 0.030)
e Eneldia14: grupo 2 (p = 0.014), grupo 3 (p = 0.048) y grupo 6 (p = 0.027)
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e Eneldia21: grupo 1 (p =0.023), grupo 2 (p = 0.009), grupo 3 (p = 0.005), grupo
4 (p =0.002) y grupo 6 (p = 0.002)

e En eldia 28: grupo 2 (p = 0.0003) y grupo 6 (p = 0.006)

e En el dia 35: grupo 2 (p = 0.030) y grupo 6 (p = 0.007).

Los otros grupos experimentales no presentaron diferencias significativas entre si (p
> 0.05). Estos resultados, junto con el analisis del peso absoluto, permitieron establecer
que la administracién de las distintas formulaciones no se asocioé con una disminucién
del peso corporal en la mayoria de los grupos, en los que predominé una tendencia a la
ganancia de peso. Sin embargo, el grupo 5, correspondiente a la dosis de 20 ug de
LNPs-ARNm, no siguidé este patron, sino que presenté una disminucion sostenida del
peso corporal, cercana al 4 — 5 % respecto al basal, consistente con la reduccion
significativa observada entre el peso inicial y final de este grupo. De esta manera, este
grupo fue la unica condicién en la que el seguimiento del peso corporal mostré una
desviacion sostenida respecto a la tendencia observada en los demas grupos

experimentales.
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Figura 36. Ensayo en hamster sirio. Peso corporal relativo al basal en funcion del tiempo.

Los animales (n = 4) asignados a los diferentes grupos de tratamiento recibieron las dosis en los dias 0
y 14 por via intramuscular. El grafico muestra la dinamica temporal del cambio porcentual del peso
respecto al peso inicial de cada animal. Los datos indican la media aritmética + SD. Fuente: elaboracion
propia.
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Tabla 12. Ensayo en hamster sirio. Peso corporal relativo al valor basal por grupo.

-(rc;f;g;’ ° Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 :‘?SVA
0 100.0 £ 0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 100.0+0.0 -

7 102.8 £1.8 103.3+28 1014+19 103.6+54 978+15 102.7+1.4 0.023
14 103.1+44 104.7+3.0 1034+23 1027+42 96414 104.0+1.9 0.016
21 102.8 £4.3 103.6+20 1041+11 1047+3.8 96.2+0.8 105.0+1.5 0.001
28 104944 107.1+0.8 103.3+6.0 1055+8.1 959+1.3 109.8 £ 2.7 0.035
35 105.8 £4.0 107.3+51 1062+49 1048+7.0 96.3+23 1094 £1.3 0.013

Los datos muestran la media aritmética + SD del cambio porcentual del peso por grupo experimental (n
= 4). Los grupos se compararon a través de un ANOVA de una via, y una prueba post hoc de Tukey o
Dunnett segun el cumplimiento de homocedasticidad de los datos grupales. La significacion estadistica
empleada fue a = 0.05. Fuente: elaboracién propia.

La temperatura corporal se evalu6 como una segunda variable fisiologica de
seguimiento durante el ensayo in vivo. Este registro permitié evaluar posibles
variaciones térmicas asociadas a la administracion de las distintas formulaciones y
complementar el analisis del estado general de los animales. En esta evaluacion se
incluyo el dia -1, correspondiente al registro basal obtenido durante la toma de muestra
sanguinea previa al inicio del esquema de inmunizacion, realizada un dia antes de la
primera inoculaciéon. Por tanto, este punto se consider6 como una medicidn
preinmunizacién y no como parte del seguimiento posterior a la administracion de las
formulaciones.

Durante el curso temporal del experimento, la temperatura corporal de los animales se
mantuvo dentro del rango fisiolégico descrito para hamster sirio (36.0 — 39.0 °C)
(Zhugunissov et al., 2021). Sin embargo, se registraron disminuciones puntuales en los
dias asociados a la toma de muestra sanguinea (-1, 6, 13, 20 y 27 y 34), lo que se
atribuy6 al efecto hipotérmico de la anestesia empleada durante el procedimiento
(Figura 37).
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Figura 37. Ensayo en hamster sirio. Dinamica de la temperatura corporal.

Los animales (n = 4) asignados a los diferentes grupos de tratamiento recibieron las dosis en los dias 0
y 14 por via intramuscular. El grafico muestra la relacion entre la temperatura corporal (°C) y el tiempo
por cada grupo experimental. Los valores indican la media aritmética + SD. Fuente: elaboracién propia.

Para el analisis estadistico de la temperatura corporal, se realizaron comparaciones
pareadas dentro de cada grupo experimental. En primer lugar, se compararon los
valores iniciales y finales del seguimiento (dia 0 vs dia 35), con el propdsito de evaluar
variaciones globales durante el periodo experimental. Ademas, se compararon las
mediciones realizadas antes y después de la administracion de las formulaciones (dia
0 vs dia 1 y dia 14 vs dia 15), a fin de examinar posibles cambios térmicos agudos
asociados a la inmunizacion. La normalidad de los datos se verifico con la prueba de
Shapiro-Wilk, y las comparaciones intragrupo se realizaron mediante pruebas t de
Student para medidas repetidas. En la comparacion entre los valores iniciales y finales
del seguimiento, no se detectaron diferencias con significancia estadistica en ninguno
de los grupos evaluados (Tabla 13). Del mismo modo, las comparaciones antes y
después de las inoculaciones tampoco mostraron diferencias significativas. Por tanto,
no se evidenciaron variaciones térmicas globales ni cambios agudos atribuibles a la

inmunizacion.
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Tabla 13. Ensayo en hamster sirio. Comparacion de la temperatura entre dias.

Dias comparados Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6
Diferencia 0 vs. 35 0.625 0.125 0.150 0.350 0.250 0.250
(p) (0.053) (0.141) (0.057) (0.241) (0.063) (0.063)
Diferencia 0 vs. 1 0.200 -0.125 0.275 0.025 -0.175 -0.100
(p) (0.343) (0.342) (0.102) (0.873) (0.256) (0.092)
Diferencia 14 vs. 15 -0.175 -0.100 -0.275 -0.250 -0.300 -0.250
(p) (0.070) (0.252) (0.195) (0.269) (0.114) (0.080)

Las métricas representan las diferencias de medias térmicas (°C) entre los dias evaluados, y los valores
p respectivos se detallan entre paréntesis. Estos niveles de significacion estadistica se calcularon con
pruebas t de Student para datos pareados (a = 0.05). Fuente: elaboracién propia.

La comparacion entre grupos en cada punto temporal se realizé tras verificar la
normalidad de los datos, empleando ANOVA de una via seguido de la prueba post hoc
de Tukey. Este analisis mostré diferencias globales entre grupos en los dias 0, 1y 35
(Tabla 14). En el dia 0, la prueba de Tukey identificé una diferencia significativa entre el
grupo 1y el grupo 6 (p = 0.022), mientras que en el dia 1 se detecté una diferencia entre
el grupo 1y el grupo 3 (p = 0.047). En ambos casos, las diferencias correspondieron a
variaciones puntuales de baja magnitud y dentro del rango fisiolégico descrito para la
especie. En el dia 35, aunque el ANOVA mostré diferencias globales entre grupos (p =
0.041), el analisis post hoc de Tukey no identificd diferencias significativas en ninguna
comparacion pareada (p > 0.05). Por tanto, no se observo un patron sostenido de

variacion térmica entre grupos durante el seguimiento.

Tabla 14. Ensayo en hamster sirio. Comparacién de la temperatura entre grupos.

Tiempo ANOVA
(dias) Grupo 1 Grupo 2 Grupo 3 Grupo 4 Grupo 5 Grupo 6 F (p)
0 37.5+0.3 38.1+£01 38.0+0.2 38.1+0.3 38.0+0.2 38.2+0.2 ?62:268)
1 37.7+01 37.9+0.2 38.3+x04 38.1+0.3 37.8+0.2 38.1+0.2 T
(0.042)
14 37.0+02  380:02 384+02 383+05 382:03 38303 2623?217)
15 37.8+01 37.9+0.2 38.1+0.2 38.1+0.2 37.9+0.2 38.0+0.1 26910‘?3)
35 38.1+£0.1 38.2+01 38.1+01 384+0.2 38.2+0.3 384 +0.1 (269;‘;,1)

La informacién muestra la media aritmética £ SD de la temperatura corporal (°C) de cada grupo en los
dias evaluados. La comparacion entre grupos se efectué mediante ANOVA de una via y pruebas post
hoc de Tukey, con un nivel de significacién a = 0.05. Fuente: elaboracion propia.

El analisis conjunto de peso corporal y temperatura mostré que el seguimiento
fisiologico de los animales no evidencié alteraciones generalizadas durante el ensayo.

La desviacion observada en el peso corporal se restringioé al grupo 5, mientras que la
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temperatura se mantuvo dentro del rango fisioldgico, con diferencias puntuales entre
grupos que no siguieron un patron temporal sostenido. Por ello, los cambios registrados
en estas variables no indicaron un efecto sistémico generalizado de la inmunizacion bajo

las condiciones evaluadas.

5.3.2. Caracterizacion de la respuesta humoral estimulada por la formulacién
vacunal.

La respuesta humoral inducida por las inmunizaciones con las diferentes dosis del
prototipo vacunal y el control positivo se evalué mediante la cuantificacion del nivel de
inmunoglobulinas G anti-Gn/Gc presentes en los sueros de los animales. En primer
lugar, se analizé la cinética de produccién de anticuerpos totales a lo largo del
experimento, y posteriormente se establecieron los titulos de IgG totales y neutralizantes

en los puntos temporales correspondientes a la maxima respuesta humoral.

5.3.2.1. Evaluacion del curso temporal de la produccién de anticuerpos anti-
Gn/Gc.

Los niveles de anticuerpos anti-Gn/Gc en los sueros colectados cada semana se
determinaron mediante ELISA indirecto, utilizando las proteinas rGnGc como antigeno
de recubrimiento. El curso temporal de la respuesta humoral (Figura 38) mostré que
ambas dosis del prototipo de ARNm estimularon la produccion de anticuerpos de forma
similar, con una baja respuesta inicial en el dia 7, seguida de un incremento en el dia
21, una semana despueés de la segunda dosis. En el dia 28 se aprecioé un descenso en
los niveles de anticuerpos, y un posterior aumento en el dia 35. Los animales
inmunizados con el control positivo también mostraron una leve respuesta en el dia 7, y
en el dia 21 se observé un incremento exponencial en los niveles de anticuerpos, hasta
alcanzar el maximo en el dia 35.

El ANOVA de dos vias mostrd que los efectos de los factores tiempo (p < 0.0001) y
grupo experimental (p < 0.0001), asi como de la interaccion tiempo*grupo (p < 0.0001)
fueron significativos. Al dia 21 la respuesta de I1gG fue mayor que el control PBS (Grupo
2) para las inmunizaciones con 10 uyg de ARNm (p < 0.0001), 20 ug de ARNm (p <
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0.0001), y rGnGc (p < 0.0001). La comparacién contra el grupo 2 en el dia 28 también
reveld una respuesta estadisticamente superior en los grupos 4 (p = 0.003), 5 (p =
0.013), y 6 (p <0.0001). Una tendencia similar se aprecio en el término del experimento,
donde se detectaron diferencias significativas respecto al placebo en las dosis de 10 pg
(p <0.0001)y 20 uyg de ARNm (p < 0.0001), asi como en el control positivo (p < 0.0001).
No se encontraron diferencias significativas en los demas puntos temporales para
ninguno de los grupos, de manera que los dias 21 y 35 se identificaron como los de

mayor respuesta humoral.

-6~ Grupo 1: Sin tratamiento
= Grupo 2: PBS
Grupo 3: LNPs vacias
Grupo 4: LNPs-ARNm 10 ug
Grupo 5: LNPs-ARNm 20 ug
] Grupo 6: rGnGc

Absorbancia (OD 450 nm)

L] 7 14 21 28 35

Tiempo (dias)

Figura 38. Curso temporal de los niveles de IgG anti-Gn/Gc estimulados por el prototipo vacunal.
Los niveles plasmaticos de anticuerpos anti-Gn/Gc se establecieron mediante ELISA indirecto a partir de
las muestras semanales. Los puntos temporales indicados corresponden al calendario nominal de
seguimiento, debido a que la recoleccion sanguinea se realizé un dia antes de cada punto semanal para
evitar su coincidencia con las inmunizaciones. Los datos se presentan como la media aritmética + SD en
cada punto temporal, y las medias se conectaron entre tiempos para ilustrar la dinamica de la respuesta
humoral. Fuente: elaboracion propia.

5.3.2.2. Determinacion del titulo de anticuerpos totales.

El titulo de anticuerpos totales anti-Gn/Gc se determind por ELISA indirecto en los
dias nominales 21 y 35, en los que se evidencid la mayor respuesta humoral inducida
por las formulaciones evaluadas. El titulo se definié como el reciproco de la ultima
dilucién cuya absorbancia fue mayor que el doble del fondo. En este caso, el fondo fue

la absorbancia producida por el plasma del control negativo (grupo placebo), a la
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dilucion correspondiente. Los titulos individuales se expresaron como GMT con sus
respectivos IC 95 %. EI ANOVA de dos vias mostrd un efecto significativo del factor
grupo (F = 4.749, p = 0.039), mientras que no se detectd un efecto significativo del
tiempo (F = 2.026, p = 0.188) ni de la interaccién grupo*tiempo (F = 3.996, p = 0.057).
El analisis post hoc de Tukey confirmd que no existieron diferencias significativas entre
los dias 21 y 35 dentro de cada grupo experimental (p > 0.05). Estos resultados
indicaron que las diferencias en los titulos dependieron del grupo evaluado, sin
variaciones temporales significativas entre los puntos analizados. Al dia 21, se
cuantificé un GMT de 40.53 para la dosis de 10 uyg de ARNm, de 49.28 para la dosis de
20 ug de ARNm, y de 90.89 para el control positivo (Figura 39), sin observarse
diferencias significativas entre los grupos (p > 0.500). Para el dia 35, los GMT fueron
de 14.97 para la dosis de 10 ug de ARNm, 14.46 para la dosis de 20 ug de ARNm y
228.65 para el control positivo (Figura 39). En este punto, el titulo de anticuerpos
inducido por la inmunizacién con rGnGc fue significativamente mayor que el registrado
con 10 ug (p = 0.007) y 20 ug de ARNm (p = 0.005).
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Figura 39. Titulo de anticuerpos anti-Gn/Gc totales estimulados por el prototipo vacunal.

Titulos de anticuerpos totales determinados en los dias 21 y 35. El grafico muestra como puntos a los
titulos de cada animal segun el grupo, y las lineas indican GMT % IC 95 % de los grupos. La influencia
de las variables tiempo y grupo se analizaron mediante un ANOVA de dos vias de medidas repetidas,
seguido de una prueba de Tukey para identificar diferencias entre tratamientos en ambos tiempos. Todas
las evaluaciones estadisticas se realizaron con un nivel de significancia a = 0.05. **: p < 0.01. Fuente:
elaboracion propia.
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5.3.2.3. Cuantificacion del titulo de anticuerpos neutralizantes.

Los titulos de anticuerpos neutralizantes también se calcularon en los dias nominales
21y 35, a través de un ensayo de neutralizacion con un vector lentiviral pseudotipado
con las glicoproteinas Gn/Gc en su superficie. El titulo de anticuerpos neutralizantes se
definié como la ultima dilucién que neutralizé todas las particulas virales, es decir, en la
que no se observo fluorescencia. EI ANOVA de dos vias no mostré un efecto
significativo del factor grupo (F = 2.867, p = 0.109), del tiempo (F = 2.764, p = 0.131) ni
de la interaccién grupo*tiempo (F = 3.817, p = 0.063). El analisis post hoc de Tukey
confirmd que no existieron diferencias significativas entre los dias 21 y 35 dentro de
cada grupo experimental. Al dia 21, los GMT de anticuerpos neutralizantes fueron de
23.57 para 10 pg y 23.05 para 20 yg de ARNm, asi como de 32.22 para el control
positivo (Figura 40), sin evidencia de diferencias significativas entre los grupos (p >
0.800). Respecto al dia 35, los GMT fueron de 9.51 para 10 uyg de ARNm, 7.14 para 20
Mg de ARNm y 66.81 para el control positivo (Figura 40). En este punto temporal, el
analisis de Tukey identifico diferencias significativas entre los grupos, con un titulo
inducido por rGnGc superior al observado para 10 pg (p = 0.0298) y 20 ug de ARNm (p
=0.0128).
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Figura 40. Titulo de anticuerpos neutralizantes anti-Gn/Gc estimulados por el prototipo vacunal.
Titulos de anticuerpos neutralizantes determinados en los dias 21 y 35. El grafico muestra como puntos
a los titulos de cada animal segun el grupo, y las lineas indican GMT % IC 95 % de los grupos. La
influencia de las variables tiempo y grupo se analizaron mediante un ANOVA de dos vias de medidas
repetidas, seguido de pruebas de Tukey para identificar diferencias entre tratamientos en ambos tiempos,
con un nivel de significancia a = 0.05. *: p < 0.05. Fuente: elaboracién propia.
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Los datos del curso temporal y de la cuantificacidon de titulos de anticuerpos totales y
neutralizantes mostraron que el prototipo LNPs-ARNm indujo una respuesta humoral
especifica y funcional. En términos inmunolégicos, ambas dosis de ARNm indujeron
anticuerpos totales y neutralizantes, sin diferencias significativas frente al control
positivo en el dia 21 y sin que la dosis de 20 ug mostrara una ventaja sobre 10 ug. Sin
embargo, esta respuesta no se mantuvo hacia el final del experimento, ya que en el dia
35 los grupos inmunizados con ARNm presentaron una disminucion de los titulos,
mientras que el control positivo alcanzo valores superiores. Estos resultados, junto con
el perfil de peso corporal, respaldaron la seleccion de 10 yg como la dosis candidata

para estudios posteriores bajo el esquema evaluado.

5.3.3. Caracterizacién de la respuesta celular estimulada por la formulacion
vacunal.

La respuesta celular inducida por las formulaciones vacunales se evalu6 al final del
ensayo mediante el analisis de la expresidon relativa de citocinas en esplenocitos
recuperados de los animales y estimulados ex vivo con el antigeno rGnGc. La expresion
de cada citocina fue normalizada frente a Rib18 y calibrada respecto a la condicién sin
estimular de cada grupo, definida como valor basal tedrico de 1. Esta aproximacion
permitié examinar la capacidad de los distintos grupos experimentales para inducir una
respuesta celular especifica, considerando la expresién de citocinas asociadas a la
activacién inmunitaria y a la polarizacién funcional de la respuesta. Para ello, se
analizaron IFN-y e IL-12 como marcadores vinculados a un perfil de expresién de
citocinas compatible con una orientacion Th1, IL-4 como citocina asociada a un perfil
Th2 e IL-6 como marcador de activacion proinflamatoria.

En primer lugar, se verificd la normalidad de los datos mediante la prueba de Shapiro-
Wilk. La expresion de cada grupo estimulado se compard frente a su condicion sin
estimular mediante una prueba t de una muestra, con el propdsito de determinar si la
estimulacién con rGnGc incremento la expresion relativa de cada citocina. Ademas, las
diferencias entre grupos se evaluaron mediante ANOVA de una via para muestras

independientes, seguido de la prueba post hoc de Dunnett frente al grupo PBS.
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En el caso de IFN-y, la estimulacion con rGnGc incrementé la expresion relativa en los
grupos LNPs vacias (p = 0.004), LNPs-ARNm 10 pg (p = 0.004), LNPs-ARNm 20 ug (p
= 0.004) y rGnGc (p = 0.004), respecto a sus respectivas condiciones sin estimular. El
ANOVA de una via mostré diferencias entre grupos (F = 54.78, p < 0.0001), y la prueba
de Dunnett identificd una expresion superior a PBS en los grupos LNPs-ARNm 10 ug (p
= 0.004), LNPs-ARNm 20 ug (p = 0.0167) y rGnGc (p < 0.0001).

La evaluacién de IL-12 mostré un aumento de la expresion relativa respecto al basal
en los grupos LNPs-ARNm 10 pg (p = 0.032), LNPs-ARNm 20 pg (p = 0.009) y rGnGc
(p = 0.0002). EI ANOVA de una via mostré diferencias entre grupos (F = 15.63, p <
0.0001), mientras que el analisis de Dunnett identificé una expresion superior a PBS en
el grupo rGnGc (p < 0.0001) y una tendencia al aumento en los grupos LNPs-ARNm,
sin significancia estadistica frente al control negativo.

Respecto de IL-4, la expresion relativa fue superior al basal en los grupos PBS (p =
0.027), LNPs-ARNm 20 pg (p =0.046) y rGnGc (p = 0.009). EI ANOVA de una via mostro
diferencias entre grupos (F = 4.52, p = 0.002), y la prueba de Dunnett identificé una
expresion superior a PBS solo en el grupo rGnGc (p = 0.048).

El analisis de IL-6 mostré un aumento de la expresion relativa respecto al basal en los
grupos LNPs vacias (p = 0.008), LNPs-ARNm 10 pg (p = 0.012), LNPs-ARNm 20 ug (p
< 0.0001) y rGnGc (p = 0.001). EI ANOVA de una via mostré diferencias entre grupos
(F=7.33, p<0.0001), y el analisis de Dunnett identificé una expresion superior a PBS
en los grupos LNPs-ARNm 10 ug (p = 0.011), LNPs-ARNm 20 ug (p = 0.002) y rGnGc
(p =0.016).

El perfil de expresion de citocinas mostro que las formulaciones LNPs-ARNm indujeron
una respuesta celular detectable tras la estimulacion ex vivo con rGnGc, caracterizada
por el aumento de IFN-y e IL-6 respecto al grupo PBS. Este comportamiento sugiere
una activacién celular con componente tipo Th1 e inflamatorio, junto con una tendencia
al aumento de IL-12. En el caso de IL-4, las formulaciones de ARNm no mostraron
incremento significativo frente a PBS, a diferencia de lo observado en el control positivo.
La comparacién entre las dosis de 10 y 20 ug de ARNm no evidencié un efecto dosis,
ya que ambas exhibieron un patrén de respuesta comparable en las citocinas
evaluadas. Por su parte, el control positivo rGnGc presentd una respuesta de mayor
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amplitud, con aumento significativo de IFN-y, IL-12, IL-4 e IL-6 respecto a PBS bajo las
condiciones evaluadas. De esta manera, las formulaciones basadas en ARNmM

promovieron una respuesta celular especifica, aunque menos extendida que la inducida

por la formulacién proteica adyuvada.
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Figura 41. Expresion relativa de citocinas en esplenocitos estimulados con el antigeno rGnGc.
A. Expresion relativa de IFN-y. B. Expresion relativa de IL-12. C. Expresion relativa de IL-4. D. Expresion
relativa de IL-6. Los valores fueron normalizados frente a Rib18 y calibrados respecto a la condicion sin
estimular, representada por la linea punteada en y = 1. Las barras representan la media aritmética + SD.
Las diferencias entre grupos se evaluaron mediante ANOVA de una via para muestras independientes,
y pruebas post hoc de Dunnett frente al grupo PBS. Se considerd un nivel de significancia a = 0.05. * p
<0.05, ** p<0.01y*** p <0.0001. Fuente: elaboracién propia.
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La evaluacion integrada del seguimiento fisioldgico y de las respuestas inmunitarias
permitid definir en 10 ug la dosis mas adecuada para el prototipo vacunal bajo las
condiciones evaluadas. El monitoreo de peso corporal y temperatura no evidencio
alteraciones generalizadas asociadas a la inmunizacién, aunque en la dosis de 20 pg
se observd una disminucidon sostenida del peso corporal. En términos inmunoldgicos,
ambas dosis de ARNm indujeron anticuerpos totales y neutralizantes, con una respuesta
comparable al control positivo en el dia 21, pero sin que la dosis alta mostrara una
ventaja sobre 10 pg. Hacia el final del ensayo, la formulacion proteica adyuvada
presentd una respuesta humoral mas sostenida y una activacion celular de mayor
amplitud. No obstante, el prototipo LNPs-ARNm de 10 ug indujo respuesta humoral,
capacidad neutralizante y activacién celular detectable, sin evidenciar un beneficio
adicional asociado al aumento de dosis. Bajo estas condiciones experimentales, los
resultados permitieron establecer 10 ug como la dosis candidata del prototipo de ARNm

en el modelo estudiado.
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VI. DISCUSION

El Sindrome Cardiopulmonar por Hantavirus, causado por el virus Andes, representa
una amenaza critica de salud publica en el Cono Sur debido a su alta letalidad y a su
capacidad unica de transmision interhumana (Alonso et al., 2020). La ausencia de
vacunas aprobadas y antivirales especificos contra ANDV continua siendo un desafio
importante, pese a que diversas plataformas vacunales han mostrado resultados
promisorios en modelos preclinicos (Chai et al., 2025). Ante este escenario, la
busqueda de plataformas de inmunizacion efectivas constituye una prioridad
epidemioldgica urgente. En este contexto, la tecnologia de ARN mensajero surge como
una alternativa disruptiva que revoluciond recientemente la industria farmacéutica por
la rapidez y versatilidad de su produccion (Barbier et al., 2022). La validacién masiva
de esta plataforma durante la pandemia de COVID-19, en la cual se evidencioé su
capacidad critica para mitigar la enfermedad grave y la mortalidad, desencadend un
cambio de paradigma global (Chaudhary et al., 2021). Este hito durante una situacién
de emergencia impulsé el desarrollo de diversos prototipos dirigidos contra
enfermedades infecciosas, varios de los cuales se encuentran actualmente en ensayos
clinicos, mientras que otros han obtenido aprobacién regulatoria (Zak y Zangi, 2025).

El desarrollo de un candidato vacunal eficaz mediante esta tecnologia requiere
abordar tres variables criticas que determinan la funcionalidad del prototipo: la
estabilidad y capacidad de traduccion del ARN, la modulacién de la respuesta inmune
innata y la eficiencia de entrega intracelular del transcrito (S. C. Kim et al., 2022; Paroor
et al., 2025). La primera variable puede modularse mediante el disefio de la secuencia
del transcrito, que comprende la optimizacion del marco de lectura abierto del antigeno,
la seleccion adecuada de las regiones no traducidas (UTRs) y la incorporacion de la
caperuza 5'y la cola poli(A) (S. C. Kim et al., 2022). Estas estrategias no solo mejoran
la estabilidad y la traduccién del ARN, sino que también contribuyen a reducir su
reconocimiento por sensores citoplasmaticos de inmunidad innata, ya que
determinadas modificaciones nucleosidicas atenuan la activacién de vias moleculares
capaces de inhibir la sintesis proteica (Verbeke et al., 2022). Finalmente, el rendimiento

de la plataforma depende de las propiedades fisicoquimicas del sistema de entrega, el
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cual debe proteger al principio activo frente a la degradacion enzimatica, favorecer su
captacion por las células diana y facilitar la liberacion endosomal del transcrito (Paroor
et al., 2025). La evaluacion analitica de estos factores permite identificar los

mecanismos que condicionan la funcionalidad del inmundgeno.

Disefar una formulacién vacunal que contenga como principio activo el ARN
mensajero de las proteinas Gn/Gc del virus Andes, obtenido mediante sintesis
in vitro.

El primer objetivo de esta investigacidn correspondié al establecimiento de la
formulacién vacunal, iniciando con el disefio y la construccion del molde de ADN
empleado en la IVT. Cada uno de los elementos que componen esta estructura cumple
una funcion especifica en la estabilidad y eficiencia de traduccion del transcrito, en
consecuencia, su disefo resulta fundamental para optimizar ambas variables. En este
sentido, la seleccion del antigeno constituye el punto de partida para inducir una
respuesta inmune robusta y protectora (Yang et al., 2022). Las glicoproteinas Gn/Gc
fueron seleccionadas como antigenos del candidato vacunal debido a su relevancia
inmunoldgica y a su papel central en la infectividad del virus. Estas proteinas contienen
determinantes estructurales conservados que participan en procesos esenciales para
la entrada viral, y las alteraciones en dichas regiones pueden reducir la capacidad
infectiva del ANDV (Mittler et al., 2023). Dicha dependencia funcional limita la
variabilidad de dominios criticos para la infeccion, lo que favorece la generacion de
anticuerpos dirigidos contra regiones funcionalmente relevantes de las glicoproteinas
Gn/Gc (Engdahl et al., 2023). Por ello, su incorporacion en la formulacion vacunal
resulta consistente con los principios del disefio racional de antigenos virales, que
priorizan proteinas de superficie involucradas en funciones esenciales de entrada como
principales objetivos de la respuesta neutralizante protectora (Byrne y McLellan, 2022).

Una vez definido el antigeno de interés, en la construccion del ADN molde se
incorporé el segmento M completo del genoma viral, que codifica el precursor GPC.
Esta estrategia reproduce de manera mas cercana la forma en que las glicoproteinas
virales son generadas durante la infeccion, y en plataformas basadas en ARNm,

permite que la sintesis y el procesamiento del inmunégeno ocurran dentro de las células
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del hospedante (S. C. Kim et al., 2022; Serris et al., 2020). De este modo, la utilizacion
del segmento M como unidad de expresion permitié la generacion coordinada de Gn/Gc
a partir de un unico transcrito. La pertinencia de esta aproximacion se encuentra
respaldada por diversos antecedentes experimentales: los principales candidatos
vacunales desarrollados contra el ANDV, incluyendo plataformas de ADN plasmidico,
subunidades proteicas y ARNm, utilizan el segmento M o el precursor GPC como
inmunogeno (Tabla 1), evidenciando una convergencia metodoldgica en la seleccion
de este antigeno. En particular, el candidato basado en subunidades proteicas
desarrollado por Starck-Mendez (2020), construido a partir de la misma secuencia
utilizada en este estudio (Chile-9717869; GenBank: AF291703.2), indujo respuestas
humorales y celulares robustas en hamsteres. Adicionalmente, este registro
corresponde a la misma secuencia codificante de GPC utilizada por Kuzmin et al. (2024)
en el candidato vacunal de ARNm. En conjunto, estos antecedentes sustentan el uso
de este segmento M como base del molde de ADN para la generacién del transcrito
correspondiente.

Ademas de la secuencia codificante, las regiones no traducidas son otros elementos
que determinan el desempefio funcional del ARNm. La eficiencia de traduccion del
ARNmM esta influenciada por la arquitectura de las UTRs, las cuales modulan tanto la
accesibilidad del ribosoma al transcrito como la estabilidad del mensajero en el
citoplasma. En consecuencia, las UTRs incorporadas en el molde de ADN influyen en
la expresiéon de la proteina codificada en plataformas de ARNm (Jin et al., 2025). La
seleccion de las UTRs se baso en estructuras previamente optimizadas descritas en la
patente de Stewart-Jones (2021), desarrolladas para equilibrar eficiencia de traduccién
y estabilidad del transcrito en sistemas de expresion eucariota. La 5-UTR consistio en
un disefno sintético orientado a favorecer la iniciacion de la traduccion mediante la
reduccion de estructuras secundarias inhibitorias y la facilitacién del escaneo ribosomal,
caracteristicas asociadas a una mayor eficiencia de reclutamiento del complejo de
iniciaciéon (Pan et al., 2025). Por su parte, la 3'-UTR seleccionada deriva de la B-globina
humana, que ha sido ampliamente utilizada como elemento estabilizador en
constructos de ARNm debido a su contribucién a la proteccion del transcrito frente a
procesos de degradacion y a la prolongacion de su disponibilidad (Orlandini von
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Niessen et al., 2019). La combinacion de ambos elementos refleja una estrategia de
disefio orientada a optimizar de forma simultanea la iniciacion de la traduccion y la
estabilidad del mensajero, lo que se ha asociado con una mayor eficiencia de expresion
de la proteina codificada en distintos sistemas de ARNm (Li et al., 2025).

Otros componentes estructurales fundamentales en el disefio de transcritos de ARNm
son la caperuza 5'y la cola poli(A) del extremo 3', los cuales regulan la traduccion y
participan en la estabilidad. En este estudio se empled una estrategia de adicion de
caperuza postranscripcional, considerando su capacidad para generar transcritos
funcionales con una eficiencia cercana al 100 % (L. Zhang et al., 2023). Aunque el
desarrollo reciente de analogos de cap incorporados de forma cotranscripcional ha
permitido simplificar los procesos de manufactura y alcanzar eficiencias elevadas, su
desempefio puede depender de la compatibilidad entre el analogo utilizado y la ARN
polimerasa empleada, lo que puede requerir procesos de optimizacién especificos (Liu
et al., 2026). Por tanto, el método postranscripcional continia siendo empleado para la
obtencion de ARNm a nivel industrial y de investigacion (Corbett et al., 2020; Wang et
al., 2025). En especifico, la elevada eficiencia de incorporacion de caperuza que
permite alcanzar este método contribuye a una mayor uniformidad en el transcrito, que
es un atributo critico de calidad de las vacunas de ARNm (European Medicines Agency,
2025; Pardi y Krammer, 2024).

Por otra parte, la cola poli(A) se codifico directamente en el molde de ADN utilizado
para la sintesis del transcrito. Este enfoque es muy utilizado en el desarrollo de ARNm
terapéutico ya que, de acuerdo con Al Turihi et al. (2025), permite generar moléculas
con una longitud predeterminada de la cola de poli(A), reduciendo la heterogeneidad
asociada a los métodos de poliadenilacion enzimatica. Asimismo, el método
cotranscripcional permite simplificar la caracterizacion del producto, al no requerir la
verificacion adicional de la incorporacion de la cola mediante procedimientos
enzimaticos (European Medicines Agency, 2025). La longitud de este elemento debe
ser optimizada, ya que influye en la iniciacién de la traduccion del ARNm (Passmore y
Coller, 2022). La cola de poli(A) del ADN molde consistié en una secuencia continua de
100 adeninas, lo que permitié la obtencidn de transcritos de ARNm con una cola de
esta longitud. La seleccion de este tamafio se baso en los criterios descritos por Quan
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et al. (2025), quienes indican que la longitud de 100 nt es suficiente para sostener la
estabilidad del transcrito y favorecer una traduccion eficiente. Si bien se han descrito
estrategias basadas en la incorporacion de secuencias espaciadoras entre bloques de
adeninas para reducir la recombinacion de los moldes plasmidicos durante procesos
de clonacién y propagacién bacteriana, dichas modificaciones responden a
consideraciones de manufactura y escalamiento productivo, manteniendo el objetivo
funcional de generar transcritos con una cola poli(A) definida que favorezca su
estabilidad y expresion (Zhang et al., 2026).

Finalmente, el molde de ADN incorporé un sitio de restriccion para la enzima BspQl
en el extremo 3’, con el propésito de generar una linealizacion precisa del molde previo
a la IVT. La ubicacion de este sitio permitid obtener transcritos con un extremo 3’
definido, evitando la incorporacion de nucleétidos adicionales corriente abajo de la cola
poli(A). Esta consideracion se sustenta en los hallazgos de Holtkamp et al. (2006),
quienes demostraron que secuencias residuales posteriores a la cola poli(A) alteran su
funcidn bioldgica y reducen la expresion del ARNm. La estrategia de linealizacion
también se disefid para generar un extremo cohesivo 5 en el ADN molde, ya que
Triana-Alonso et al. (1995) reportaron que los extremos cohesivos 3' pueden favorecer
la formacion de productos de ARN aberrantes durante la transcripcion por la ARN
polimerasa T7.

En una instancia previa a la produccion del ARNm, la secuencia codificante fue
clonada en un vector de expresion eucariota bajo el control del promotor CMV con el
fin de evaluar su funcionalidad en células de mamifero. Estrategias similares han sido
utilizadas durante el desarrollo de vacunas basadas en acidos nucleicos para confirmar
la capacidad de expresion de los antigenos codificados antes de avanzar hacia etapas
posteriores de caracterizacion biologica. Por ejemplo, Perdiguero et al. (2023)
verificaron la expresién de un constructo vacunal mediante transfeccion de células
HEK-293T y analisis por Western blot previo a la evaluacion del candidato en
plataformas de ADN y virus atenuados. En este caso, el experimento permitié confirmar
que la secuencia incorporada en el ADN molde era capaz de dirigir la sintesis de los
antigenos virales antes de proceder con la produccion del ARNm. El analisis se realiz6
sobre el lisado celular, considerando que las glicoproteinas codificadas por el segmento
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M se localizan en la membrana celular tras su procesamiento (Serris et al., 2020). En
esta fraccion se detectdé una banda de aproximadamente 55 kDa, consistente con la
expresion de la glicoproteina Gc. Estudios previos sobre la expresion de glicoproteinas
de ANDV en células de mamifero han reportado la presencia de monémeros de Gc con
una masa aparente similar a la observada en este estudio (Acufia et al., 2014; Beltran-
Ortiz et al., 2017). La deteccion exclusiva de esta glicoproteina puede atribuirse al uso
de un anticuerpo monoclonal desarrollado previamente en el laboratorio, lo que
restringié el reconocimiento a un epitopo especifico presente en Gec (Dang et al., 2023).

Como fase preliminar a la IVT, el plasmido fue linealizado mediante digestién con la
enzima BspQl para generar un molde de ADN con extremos definidos. El analisis por
electroforesis en gel de agarosa evidencié la linealizacion completa del ADN
plasmidico, confirmando la correcta preparacion del molde para la sintesis del ARNm.
La verificacion de esta etapa es fundamental porque la linealizacién del ADN es un
requisito para la obtencion de transcritos de longitud definida y para minimizar la
heterogeneidad asociada a eventos de terminacion incorrecta durante la IVT (Nair et
al., 2024; New England Biolabs, 2026). Posteriormente, el ADN linealizado fue
purificado con el fin de eliminar enzimas residuales y otras impurezas derivadas de la
digestion. Martinez et al. (2023) describieron que la calidad del molde linealizado influye
sobre la formaciéon de ARNdc en la IVT, observando una disminucion de estas
impurezas cuando se emplearon moldes purificados. Los autores plantean que
moléculas del vector no linealizadas o fragmentos de ADN parcialmente digeridos
pueden actuar como plantillas alternativas para la ARN polimerasa T7, favoreciendo la
generacion de subproductos durante la reaccidn. Por tanto, la correcta linealizacion y
posterior purificacion del molde permitieron obtener un ADN de mayor calidad para la
IVT y complementaron las consideraciones de disefio orientadas a minimizar la
generacion de especies de ARN no deseadas durante la sintesis del transcrito.

A través de la IVT convencional se produjeron 170 ug de ARN a partir de 1 ug de ADN
molde, equivalente a un rendimiento de 8.5 g/L. Estos valores se encuentran dentro del
rango reportado por Miller et al. (2024) y Sari et al. (2024) para procesos de sintesis de
ARNmM mediante ARN polimerasa T7, los cuales pueden alcanzar rendimientos entre 5
y 14 g/L. Tras la reaccion, el ARN fue recuperado mediante precipitacion con LiCl, un
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método ampliamente utilizado a escala de laboratorio para la purificacién de transcritos
debido a su capacidad para remover nucleotidos no incorporados, proteinas y otros
componentes residuales de la reaccién, favoreciendo la obtencién de un producto
adecuado para las etapas posteriores de procesamiento y caracterizacion (Feng et al.,
2024; Martinez et al., 2023). Posteriormente, la calidad del ARN obtenido fue evaluada
mediante electroforesis en gel de agarosa, una técnica que permite verificar la
integridad de transcritos generados por IVT y confirmar su tamafio aparente (Nair et al.,
2024). El analisis electroforético mostré una banda predominante de aproximadamente
3.7 kb, concordante con la longitud esperada del transcrito considerando la arquitectura
completa del constructo, compuesta por la 5-UTR, la secuencia codificante de GPC, la
3-UTR vy la cola poli(A). Adicionalmente, se observaron bandas de menor intensidad
con una movilidad reducida respecto al transcrito principal. De acuerdo con Marklund
et al. (2023), la presencia de estas especies podria relacionarse con la formacion de
estructuras secundarias o asociaciones intermoleculares que modifican su
comportamiento electroforético sin implicar degradacion del transcrito.

La siguiente etapa productiva fue la adicion postranscripcional de la caperuza 5 de
tipo Cap-1. Esta estructura corresponde a la forma predominante presente en los ARNm
eucariotas maduros y participa en los mecanismos celulares de discriminacidon entre
ARN propio y exogeno (Tsukamoto et al., 2024). En concordancia con estas
caracteristicas, Pardi y Krammer (2024) sefialan que Cap-1 es la modificacién de
caperuza mas utilizada en vacunas basadas en ARNm, pues contribuye a la estabilidad
del transcrito y al proceso de traduccion. Como parte del procedimiento
postranscripcional, el ARNm fue sometido a una etapa previa de calentamiento a 65 °C
destinada a optimizar la accesibilidad del extremo 5' a las enzimas involucradas en la
reaccion. Considerando que la exposicion a temperatura elevada puede afectar la
estabilidad estructural del ARN (Chheda et al., 2024), y que la integridad del ARNm es
un atributo critico de calidad en este tipo de vacunas (Quan et al., 2025), el estado del
transcrito con caperuza 5’ fue reevaluado mediante electroforesis en gel de agarosa. El
analisis mostré una banda predominante de caracteristicas similares a las observadas

antes de la reaccion, sin evidencias de degradacion apreciable del transcrito. Este
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resultado indicé que la adicion de la estructura Cap-1 no afectd la integridad del
principio activo.

El ARNm es una molécula con susceptibilidad intrinseca a degradacion y a
alteraciones en su integridad estructural, en particular bajo condiciones de
manipulacion que impliquen variaciones de temperatura o exposicion prolongada en
solucion (Chheda et al., 2024). En el contexto de la manufactura de vacunas basadas
en ARNm, Parveen y Elkordy (2024) describen la temperatura como un parametro que
puede influir en la conformacion del transcrito y, en consecuencia, en su estabilidad
durante etapas posteriores a la sintesis. En este marco, la integridad del ARNm se
comprobd mediante un ensayo de estrés térmico a 37 °C durante 30 y 60 min, con el
objetivo de evaluar su resistencia frente a dichas condiciones. Esta metodologia permite
analizar la estabilidad de transcritos obtenidos por IVT, en los que la exposicion
prolongada a 37 °C, la temperatura Optima para la actividad de RNasas, puede
asociarse a pérdida progresiva de integridad detectable por electroforesis en gel de
agarosa (Koren¢ et al., 2021). El perfil electroforético de las muestras tratadas no
evidencio diferencias apreciables entre las condiciones evaluadas, observandose una
banda predominante correspondiente al transcrito intacto y sin sefiales de
fragmentacién adicional. He et al. (2024) senalan que la fragmentacién del ARNm es
una consecuencia frecuente de procesos de degradacion, y que la conservacion de
transcritos de longitud completa es esencial para mantener sus propiedades
funcionales. De esta forma, la ausencia de especies de menor tamafo tras la
incubacion a 37 °C sugirié que el transcrito mantuvo su integridad durante el periodo
de estrés térmico evaluado.

La funcionalidad del ARNm se evalué mediante un ensayo de expresién en células
eucariotas, considerando que la actividad biolégica de este tipo de moléculas depende
de su capacidad para dirigir la sintesis del antigeno codificado tras su ingreso a la célula
(Qureischi et al.,, 2022). La deteccion de una banda inmunorreactiva de
aproximadamente 55 kDa, concordante con la observada durante la validacion del
constructo de ADN, confirmd que el ARNm conservo la capacidad de dirigir la expresion
de Gc después de la IVT y el procesamiento postranscripcional. Este resultado
concuerda con lo descrito por Kuzmin et al. (2024), quienes también demostraron la
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expresion de Gn/Gc de ANDV en células transfectadas con ARNm que codifica el
segmento M. Considerando que la produccion de proteinas a partir de ARNm exégeno
requiere el reconocimiento eficiente del transcrito por la maquinaria de traduccion
celular, la deteccidn de Gc reflejo que los elementos estructurales incorporados durante
el disefio de la construccion permitieron preservar la funcionalidad biolégica de la
molécula (von der Haar et al., 2023).

La sustitucién de uridina por N1-metilpseudouridina se adoptd en la produccion del
ARNmM debido a que esta modificacion reduce el reconocimiento del ARN exdgeno por
mecanismos de inmunidad innata, y favorece la produccion de proteinas en células
eucariotas. Por estas razones, es una de las estrategias de optimizacién mas utilizadas
en vacunas basadas en ARNm (Bérouti et al., 2025; Kariké et al., 2008). Estudios
posteriores demostraron ademas que los efectos de esta modificacion se extienden a
otros aspectos de la biologia del transcrito, incluyendo su estabilidad, traduccion y
desempefo funcional, consolidando su uso en plataformas vacunales de nueva
generacion (Elkhalifa et al., 2022; Oude Blenke et al., 2023).

La produccién de cuatro lotes independientes de ARNm modificado permitié evaluar
la consistencia del proceso desarrollado. Los rendimientos de transcripcion se
mantuvieron dentro del rango esperado, oscilando entre 8.07 y 9.73 g/L. Mientras tanto,
la cantidad de ARNmM recuperado tras la adicion de la caperuza presenté una
variabilidad reducida entre producciones independientes (140.32 = 4.70 pg),
acompanfnada de una eficiencia de recuperacion promedio de 93.55 + 3.13 %. La baja
dispersidn observada entre lotes indicod la capacidad del proceso para minimizar la
variabilidad introducida durante las etapas de transcripcidn, procesamiento vy
purificacion, consideradas fuentes potenciales de heterogeneidad en la manufactura de
productos basados en ARNm (Rosa et al., 2021). La consistencia observada también
es coherente con la obtencién de transcritos estructuralmente homogéneos, favorecida
por el uso de una cola poli(A) de longitud definida. Whitley et al. (2022) destacan que el
control de este atributo estructural garantiza la robustez del producto final y del proceso.
Asimismo, He et al. (2024) mostraron que la sustitucion de uridina por nucledsidos
modificados puede realizarse manteniendo rendimientos de transcripcion similares a

los obtenidos con transcritos convencionales. En concordancia con dichas
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observaciones, los rendimientos obtenidos en el presente trabajo indican que la
incorporacion de N1-metilpseudouridina fue compatible con una produccion eficiente y
consistente del ARNm de interés, sin evidencias de una disminucién sustancial del
desempeno del proceso productivo.

Mas alla de los parametros de manufactura, la utilidad de esta modificacion depende
de que el transcrito conserve su funcionalidad bioldgica. Diversas investigaciones han
asociado la N1-metilpseudouridina con una mayor estabilidad frente a procesos de
degradacion y con la generacidén de productos proteicos fieles al mensaje codificado,
sin alteraciones relevantes en la fidelidad global de traduccién (Ho et al., 2024; K. Q.
Kim et al., 2022). En este sentido, los lotes de ARNm producidos conservaron su
integridad estructural en condiciones de estrés, y tuvieron la capacidad de dirigir la
produccion de Gn/Gc en células eucariotas. En términos generales, los resultados
obtenidos respaldaron la capacidad del proceso implementado para generar ARNm
modificado de manera consistente, preservando atributos criticos como la integridad
estructural y la funcionalidad biolégica, aspectos fundamentales para su posterior
evaluacion como candidato vacunal.

El ARNm producido se encapsulé en LNPs mediante nanoprecipitacion, una técnica
basada en el autoensamblaje espontaneo de los componentes lipidicos alrededor del
material genético durante la mezcla de fases acuosas y organicas. El empleo del
vehiculo lipidico como sistema de administracién se adopté en funcién de su
biocompatibilidad y en su capacidad para transportar acidos nucleicos con una alta
eficiencia de encapsulacion, propiedades que respaldaron su implementacion en las
primeras vacunas basadas en ARNm aprobadas para uso humano (Hou et al., 2021;
Schoenmaker et al., 2021). El procedimiento se llevé a cabo mediante mezcla manual
de las fases de formulacion. Si bien existen plataformas basadas en microfluidica para
la produccion de nanoparticulas lipidicas, Strelkova Petersen et al. (2023) indican que
la mezcla manual es una alternativa adecuada para estudios a escala de laboratorio,
permitiendo generar formulaciones durante etapas tempranas de desarrollo sin requerir
equipamiento especializado.

La composicion lipidica empleada en este estudio se basd en formulaciones
previamente validadas para vacunas basadas en ARNm. Como lipido ionizable se
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seleccion6 SM-102, utilizado en la vacuna mRNA-1273, considerando los resultados
reportados por L. Zhang et al. (2023), quienes observaron que este componente
presentd un mejor rendimiento respecto a otros lipidos ionizables en términos de
administracion intramuscular del ARNm, induccion de anticuerpos y estabilidad de la
formulacién. Los demas componentes (DSPC, colesterol y DMG-PEG 2000) se
definieron de acuerdo con el trabajo de Wu et al. (2024). Estos autores describen que
DSPC vy el colesterol son determinantes para la organizacion estructural y estabilidad
de las nanoparticulas, mientras que los lipidos PEGilados, como el DMG-PEG 2000,

confieren estabilidad coloidal a la formulacién y reducen fendmenos de agregacion.

Caracterizar los atributos fisicoquimicos de distribucion de tamano,
composicidon y eficiencia de encapsulacién, y parametros bioldégicos de
citotoxicidad y actividad relativa de expresion in vitro de la formulacion
vacunal.

Una vez formulado el prototipo, se caracterizaron el tamafo, la dispersidad, el
potencial zeta, la morfologia y la eficiencia de encapsulacion, atributos que condicionan
la estabilidad, consistencia y actividad biologica de las LNPs-ARNm (Cullis y Felgner,
2024; Di et al., 2025; Nogueira et al., 2024; World Health Organization, 2022).

La distribucion de tamafo de las nanoparticulas se determind mediante DLS, pues
proporciona una estimacion representativa del didametro hidrodinamico en solucién y
ofrece una alta sensibilidad para la deteccion de agregados, lo que garantiza la
caracterizacion de la homogeneidad de la formulacion (Jia et al., 2023). Las LNPs-
ARNmM presentaron un diametro hidrodinamico promedio de 150.77 + 2.05 nm, y las
LNPs vacias alcanzaron 159.17 + 2.18 nm. Estos resultados concuerdan con los
valores reportados con anterioridad para vehiculos lipidicos que encapsulan ARNm.
Heshmati et al. (2024) obtuvieron nanoparticulas con diametros de 50 - 200 nm,
mientras que Kong et al. (2024) prepararon formulaciones comprendidas entre 95y 167
nm para estudiar la administracion intramuscular de ARNm. El limite de 200 nm suele
emplearse como criterio de control de calidad en la produccién de LNPs que encapsulan
ARNm, pues la literatura indica que particulas con tamafos menores a este umbral
presentan una mayor capacidad para drenar hacia los ganglios linfaticos y ser captadas
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por las APCs (Ji et al., 2023; Michalaki et al., 2025). En consecuencia, el tamafo de las
LNPs-ARNm formuladas se situaron dentro del intervalo apropiado para su aplicaciéon
vacunal. Asimismo, la baja variabilidad observada entre lotes independientes y la
escasa diferencia entre LNPs-ARNm y LNPs vacias sugieren una consistencia del
proceso de formulacion dentro de las condiciones evaluadas, permitiendo obtener
nanoparticulas con parametros fisicoquimicos definidos entre producciones
independientes. Esta caracteristica es coherente con los criterios generales descritos
por Whitley et al. (2022) para productos de ARNm, en los que la consistencia entre lotes
es un elemento clave durante su desarrollo y manufactura.

El indice de polidispersidad es otro parametro fundamental en la caracterizacién de
sistemas nanoparticulados, ya que refleja la uniformidad de la distribucidon de tamafios
presente en el sistema; valores mas bajos se asocian a poblaciones mas homogéneas
y a una menor heterogeneidad entre particulas (Mehraji y DeVoe, 2024). Las LNPs-
ARNmM exhibieron un PDI de 0.057 £ 0.02, y las LNPs vacias registraron 0.093 + 0.009,
los cuales se encontraron dentro del rango inferior observado en formulaciones lipidicas
basadas en ARNm. Heshmati et al. (2024) reportaron valores entre 0.20 y 0.30; por su
parte, Kong et al. (2024) obtuvieron indices de 0.06 y 0.14. Desde una perspectiva de
consistencia, Ripoll et al. (2022) establecen que formulaciones con valores de PDI
inferiores a 0.2 presentan una distribucion de tamanos homogénea y cumplen criterios
de uniformidad del producto. Los indices obtenidos en este estudio se situaron por
debajo de dicho umbral, lo que indica una poblaciéon nanoparticulada uniforme y una
limitada heterogeneidad entre particulas.

La carga superficial de las nanoparticulas se analizé6 mediante la determinacion del
potencial zeta por ELS, ya que este parametro proporciona informacién sobre las
interacciones entre particulas y su comportamiento frente a componentes biolégicos (Ly
et al., 2024). Las LNPs-ARNm alcanzaron un potencial zeta de -3.19 + 0.25 mV y las
LNPs vacias de -2.04 + 0.25 mV. Estos valores coinciden con los descritos para este
sistema de transporte de ARNm. Heshmati et al. (2024) publicaron potenciales zeta
entre -2.5y +5 mV, y Kong et al. (2024) obtuvieron cifras de -5 a +5 mV. Fernandes et
al. (2025) senalan que una caracteristica esperada de las particulas lipidicas que
encapsulan ARNm es un potencial zeta ligeramente negativo a pH fisiolégico, como
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consecuencia de la deprotonacion del lipido ionizable y de la contribucion de los
componentes estructurales y PEGilados. En esta linea, la estabilidad coloidal de las
LNPs que contienen ARNm no depende de la carga superficial, sino de la estabilizacion
estérica proporcionada por los lipidos PEGilados, la cual previene la agregacién de las
nanoparticulas (Gao, 2025). Este perfil coincide con lo descrito por Ripoll et al. (2022),
quienes consideran que este vehiculo debe exhibir un potencial zeta ligeramente
negativo. De este modo, los valores observados en la formulacién desarrollada se
ajustan a las caracteristicas superficiales descritas para este tipo de sistemas y resultan
compatibles con su aplicacion terapéutica, ya que las LNPs con potencial zeta negativo
presentan una menor toxicidad y reducidas interacciones inespecificas con proteinas
plasmaticas, respecto a las nanoformulaciones con carga positiva (Fernandes et al.,
2025; Wang et al., 2026).

La morfologia de las nanoparticulas se evalu6 mediante TEM, con el objetivo de
complementar la informacion obtenida mediante DLS. Esta técnica permite la
visualizacion directa de las nanoparticulas y la evaluacién de su forma y homogeneidad
morfolégica a escala nanométrica, por ello se emplea en la caracterizacion estructural
de nanomedicinas basadas en lipidos (C. Chen et al., 2023). Debido a que TEM y DLS
se basan en principios analiticos diferentes, su uso combinado permite obtener una
caracterizacion mas completa de las nanoparticulas (Parot et al., 2024). Las
micrografias mostraron una poblacion cuasi esférica y homogénea, apreciandose una
ligera agregacion en algunas regiones, atribuible a la formacién de artefactos durante
el proceso de secado de la muestra (Hunter et al., 2024; Michen et al., 2015). Este
comportamiento concuerda con lo reportado en los trabajos de Kong et al. (2024) y
(Park et al., 2024), que describen una morfologia esférica y poblacion monodispersa
como caracteristica habitual del sistema. De forma simultanea, las observaciones
realizadas mediante TEM permitieron corroborar los resultados de tamafno obtenidos
por DLS, los cuales situaron a las LNPs por debajo de los 200 nm. En conjunto, la
informacion aportada por ambas técnicas evidencidé que la formulacion presentd
caracteristicas morfolégicas acordes con las descritas para LNPs encapsulantes de
ARNmM.
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La concentracion de ARNm encapsulado y la eficiencia de encapsulacion se
determinaron mediante el ensayo de RiboGreen®, uno de los métodos de referencia
para la cuantificacion de la cantidad de material genético incorporado en las
nanoparticulas, dada su alta sensibilidad y especificidad hacia el ARN (Tsalmpouris et
al., 2025). Los lotes evaluados presentaron concentraciones de ARNm encapsulado de
112.59 y 140.91 pg/mL, con eficiencias de encapsulacién de 93.87 % y 94.37 %,
respectivamente. Estos valores fueron superiores a los informados por Park et al.
(2024) para formulaciones obtenidas mediante mezcla manual, las cuales alcanzaron
eficiencias de encapsulacion del 82 %. En efecto, los porcentajes observados fueron
préximos a los descritos para LNPs formuladas por microfluidica, en las que se han
documentado valores entre 90 y 96 % (Algahtani et al., 2024; Atallah et al., 2024). A su
vez, las concentraciones de ARNmM encapsulado evidenciaron una cantidad
considerable de material genético incorporado a las LNPs, lo que permitié disponer de
dosis comparables a las utilizadas en estudios realizados en hamster sirio (Liao et al.,
2024).

Una vez establecidas las principales caracteristicas fisicoquimicas de la formulacién,
se evaluaron sus parametros bioldgicos, incluyendo el perfil de seguridad y la actividad
relativa de la expresion in vitro. Los posibles efectos téxicos inducidos por las LNPs
abarcan inmunogenicidad no deseada, inflamacién, hemotoxicidad, citotoxicidad y
genotoxicidad, los cuales influyen en la seguridad de la formulacién (Yuan et al., 2024).
Entre estas respuestas, la citotoxicidad representa una aproximacion inicial para la
evaluacion de la biocompatibilidad de la formulacién y la deteccidn de posibles efectos
no deseados derivados de su interaccion con las células (Syama et al., 2022). Este
parametro se determind mediante el ensayo MTT, una metodologia basada en la
actividad metabdlica mitocondrial, recomendada por estandares para estimar la
viabilidad celular y evaluar la biocompatibilidad de materiales nanoparticulados (Parot
et al., 2024). La evaluacion se realizé en una linea celular de cancer (HelLa) y una de
fibroblastos humanos (HFF) con el fin de comparar las respuestas y obtener una
aproximacion inicial de seguridad mas representativa, considerando que las

nanoformulaciones lipidicas pueden presentar citotoxicidad dependiente de la dosis y
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del tipo celular, observandose respuestas diferenciales entre modelos bajo condiciones
equivalentes de exposicion (Dutta et al., 2024; Szwed et al., 2020).

Las LNPs-ARNm, las LNPs vacias y el ARNm libre se ensayaron en concentraciones
comprendidas entre 0.125 y 5 pg/mL en células HeLa y HFF, correspondiendo la
concentracion maxima a un valor diez veces superior al empleado en los ensayos de
transfeccion. En las células HeLa se observé una disminucion significativa de la
viabilidad a 5 ug/mL para las LNPs vacias (p = 0.001) y las LNPs-ARNm (p = 0.005). Al
comparar los tratamientos entre si, el ARNm libre presentd porcentajes de viabilidad
significativamente superiores a los observados para las LNPs vacias y las LNPs-ARNm
a5 ug/mL (p =0.004 y p =0.002, respectivamente) y 2.5 ug/mL (p = 0.01 y p = 0.008,
respectivamente). Las diferencias identificadas sugirieron que la reduccion de viabilidad
estuvo asociada principalmente a los componentes lipidicos de la formulacién y no al
material genético, pues las LNPs vacias y las LNPs-ARNm produjeron respuestas
comparables. Cechova et al. (2025) describen que los lipidos ionizables pueden
interactuar con las membranas bioldgicas durante los procesos de internalizacion y
trafico intracelular, generando respuestas celulares detectables a concentraciones
elevadas sin comprometer la integridad celular de manera irreversible. Sin embargo,
ninguno de los tratamientos produjo una reduccion superior al 30 %, umbral establecido
por la norma ISO 10993-5:2009 para clasificar un material como citotéxico. Por tanto,
pese a las diferencias observadas respecto al control, ninguna de las formulaciones
evaluadas fue considerada citotdxica bajo las condiciones ensayadas.

En las células HFF no se detectaron diferencias significativas respecto al control para
ninguno de los tratamientos evaluados. Aunque a 5 ug/mL se observaron diferencias
entre tratamientos (p = 0.026 para LNPs-ARNm y p = 0.006 para LNPs vacias), estas
estuvieron determinadas por una viabilidad superior del grupo tratado con ARNm libre
respecto al control, mas que por una reduccion significativa de la viabilidad inducida por
las LNPs. Este hallazgo contrasta con lo observado en células HelLa y apunté a una
respuesta diferencial entre ambas lineas celulares. La mayor sensibilidad observada en
células HelLa podria relacionarse con caracteristicas propias de las células tumorales.
Dutta et al. (2024) explican que las células tumorales tienen una mayor internalizacién

de nanoparticulas y una elevada susceptibilidad a alteraciones de la morfologia en
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comparaciéon con las células normales, lo que puede amplificar los efectos biolégicos
asociados a determinados nanomateriales. Desde esta perspectiva, la disminucion
moderada de viabilidad observada en la linea tumoral podria reflejar una interaccion
mas intensa entre las células HelLa y los componentes lipidicos de la formulacion.
Aunque esta observacion requiere estudios adicionales para dilucidar los mecanismos
subyacentes, resulta interesante considerando el creciente interés por el uso de
nanoparticulas lipidicas como plataformas para aplicaciones oncolégicas (Sayour et al.,
2024).

En vista de que el efecto unicamente se evidencié a concentraciones muy superiores
a las empleadas para la determinacién de actividad bioldgica, y que ninguna
formulacién superé el criterio de citotoxicidad, los resultados respaldaron un perfil de
seguridad favorable para las LNPs desarrolladas. Esta interpretacion es consistente
con lo reportado por Billingsley et al. (2020) y Yanhao Zhang et al. (2023), quienes
describieron una adecuada tolerancia celular para formulaciones de LNPs-ARNm con
caracteristicas similares.

La actividad relativa de la expresion del antigeno a partir de las LNPs-ARNm se evalué
mediante un ensayo basado en células. Este parametro se define como la capacidad
de la formulacion para ingresar a las células y expresar el antigeno de interés (Guerrini
et al., 2025). De acuerdo con la guia de procedimientos analiticos para vacunas de
ARNm de la Farmacopeia de los Estados Unidos (USP) (2025), la actividad puede
determinarse mediante la cuantificacion de la proteina codificada, asi que la produccion
de Gn/Gc se empled como atributo de actividad. La cuantificacidon se realizé mediante
Western blot, una de las metodologias propuestas por la USP para la deteccién del
antigeno. La normalizacion se efectud respecto a la proteina total transferida por carril
mediante tincidn con Ponceau S, estrategia que ha sido propuesta como una alternativa
robusta al uso de proteinas constitutivas individuales por su capacidad para corregir
variaciones asociadas a la carga y transferencia de proteinas (Westerberg et al., 2025).

La actividad se expreso6 de forma relativa respecto a una referencia, pues los sistemas
celulares presentan una variabilidad bioldgica inherente, entonces la comparacion
frente a una referencia proporciona una medida mas consistente que una determinacién

absoluta de la actividad biolégica (Li et al., 2023). Se empledé como estandar de
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referencia interno la respuesta obtenida en células transfectadas con el mismo ARNm
mediante Lipofectamine™ MessengerMAX™. La seleccion de este sistema se
fundamento en su uso extendido como reactivo de transfeccion de alta eficiencia para
la entrega intracelular de ARNm (B. Liu et al., 2025; Medjmedj et al., 2022), y en el
trabajo de Swingle et al. (2023) en el que se emplearon complejos basados en esta
lipofectamina como referencia para comparar la capacidad de expresion de sistemas
alternativos de administracion.

Los lotes evaluados presentaron expresiones relativas de 1.78 £ 0.08 y 1.72 + 0.10
paralos lotes 1y 2, respectivamente. Estos valores indicaron que la expresion de Gn/Gc
obtenida mediante las LNPs fue aproximadamente 1.7 veces superior a la observada
en células transfectadas con el estandar de referencia interno. La mayor expresion
observada indico6 que el ARNm encapsulado mantuvo su capacidad para dirigir la
sintesis de Gn/Gc tras el proceso de formulacion. De manera similar, Swingle et al.
(2023) documentaron una expresion proteica superior respecto al reactivo de
transfeccion utilizado como referencia, resultado que coincide con lo observado en este
trabajo. Los resultados respaldaron la funcionalidad biologica de la formulacion vy
mostraron que el proceso de encapsulacion no comprometié la capacidad del ARNm
para dirigir la sintesis de la proteina de interés.

Asimismo, la similitud entre los valores obtenidos para ambos lotes indicé una
respuesta consistente bajo las condiciones evaluadas. Esta observacién fue coherente
con las elevadas eficiencias de encapsulacion y las caracteristicas fisicoquimicas
previamente descritas, sugiriendo que las variaciones inherentes al proceso de

produccion no afectaron de manera apreciable la actividad biolégica del prototipo.

Comparar la inmunogenicidad y la tolerabilidad preliminar del prototipo
vacunal de ARN mensajero evaluando la respuesta inmunitaria humoral y
celular en el modelo de hamster sirio.
La caracterizacion fisicoquimica y biolégica del prototipo LNPs-ARNmM permitio
establecer atributos compatibles con su evaluacioén in vivo, incluyendo una distribucién
de tamafo homogénea, alta eficiencia de encapsulacion, viabilidad celular conservada

y actividad bioldgica confirmada. Esta transicion desde la caracterizacién de la
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formulacién hacia el modelo animal es fundamental en el desarrollo de vacunas de
ARNm, debido a que los ensayos in vitro permiten una primera aproximacion a la
seguridad y funcionalidad del sistema, pero no reemplazan la evaluacién de la
inmunogenicidad en un organismo completo (Muzard et al., 2025; Sanyal, 2025). La
seleccion de una dosis no depende solo de la magnitud de la respuesta inmunitaria
inducida, sino también de la relacidén entre respuesta humoral, capacidad neutralizante,
activacion celular y comportamiento fisiologico tras la inmunizacion, aspecto vinculado
al balance entre inmunogenicidad y reactogenicidad descrito para vacunas de ARNm
(J. Lee et al., 2023; J. Wang et al., 2024).

En el presente estudio, esta aproximacion no se planteé como un ensayo toxicolégico
formal, sino como una evaluacidn de inmunogenicidad complementada con el
monitoreo de peso corporal y temperatura, variables que aportaron informacion
preliminar sobre el comportamiento fisioldgico de los animales tras la inmunizacion. El
hamster sirio se seleccion6 como modelo experimental por corresponder, hasta la
fecha, al unico modelo animal pequefio de infeccion letal por ANDV, condicion que
sustenta su uso en la evaluacion preclinica de estrategias de inmunizacion contra este
patdgeno (Tscherne et al., 2026). Bajo este disefo, los grupos controles permitieron
separar niveles distintos de interpretacion experimental. Los animales sin tratamiento
se incorporaron como referencia basal del comportamiento fisiolégico e inmunitario en
ausencia de intervencion, mientras que el grupo PBS permitié controlar el efecto
asociado a la manipulacién, inoculacién y seguimiento del esquema experimental (du
Sert et al., 2020). La inclusién de LNPs vacias permitio evaluar la contribucion de la
plataforma lipidica sin ARNm, en vista de que las LNPs pueden modular la respuesta
inmune innata y actuar como componentes inmunoactivos de la formulacion (Y. Lee et
al., 2023; Ndeupen et al., 2021). Por su parte, el grupo rGnGc formulado con
Alhydrogel® se empled como control positivo, ya que permitié contrastar la respuesta
inducida por el prototipo LNPs-ARNm con una formulacién proteica adyuvada basada
en el mismo blanco antigénico y con inmunogenicidad demostrada (Starck-Mendez,
2020). Finalmente, la comparacion entre 10 y 20 ug de ARNm permitié identificar si el
incremento de dosis se traducia en una mejora de la respuesta inmune, suficiente para

justificar su seleccion, y en concordancia con la necesidad de realizar estudios de dosis
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durante la evaluacion preclinica de candidatos vacunales (J. Lee et al., 2023; World
Health Organization, 2005).

En varios estudios de prototipos vacunales en hamster sirio, el peso corporal y la
temperatura se han registrado junto con la condicion clinica general para monitorear el
estado de los animales durante la inmunizacion o tras la exposicidon al agente
infeccioso, aportando informacion sobre tolerancia, respuesta sistémica y evolucién
clinica del modelo experimental (Shanmugaraj et al., 2023; Shorayeva et al., 2023). Sin
embargo, ambos parametros son indicadores fisiologicos globales y no especificos de
un mecanismo determinado, de modo que su analisis requiere considerar la trayectoria
temporal de los cambios y el comportamiento de los grupos control (Madar-Balakirski
et al., 2022). En el caso particular de la comparacion del peso entre grupos en cada
punto temporal, se utilizé el cambio porcentual respecto al valor inicial de cada animal,
en lugar del peso absoluto, ya que este enfoque reduce el efecto de las diferencias
basales entre individuos y permite comparar la evolucién relativa durante el ensayo.
Este criterio permite controlar diferencias basales de peso en animales jovenes con
crecimiento activo y es consistente con estudios preclinicos en hamster que reportan el
porcentaje de cambio de peso como variable clinica comparativa (Lelis et al., 2023).

En relacion con el peso corporal, la mayoria de los grupos no presentd pérdida
sostenida durante el periodo experimental. Los animales sin tratamiento, PBS, LNPs
vacias, LNPs-ARNm 10 pg y rGnGc mantuvieron una trayectoria de ganancia o
estabilidad de peso, lo que indica que estas condiciones no se asociaron con una
reduccion del peso corporal bajo el esquema evaluado. Este comportamiento coincide
con lo reportado por Zhugunissov et al. (2021), quienes evaluaron una vacuna
inactivada contra SARS-CoV-2 en hamster sirio y monitorearon peso corporal,
temperatura y condicién clinica general en animales vacunados y controles, sin
observar diferencias relevantes frente al grupo placebo durante el seguimiento. De
forma similar, Shorayeva et al. (2023) registraron el peso en hamsteres vacunados y
controles durante el seguimiento posterior a cada inmunizacion, sin describir
alteraciones fisiolégicas relevantes asociadas a la vacunacion. Bajo este criterio, el

comportamiento de la mayoria de los grupos del presente estudio no mostré sefiales
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compatibles con una alteracion fisioldgica sostenida asociada a las formulaciones
evaluadas.

El grupo inmunizado con 20 ug de LNPs-ARNm se separé de este patron, ya que
presento una disminucion progresiva del peso corporal, cercana al 4 — 5 % respecto al
basal, junto con una reduccion significativa entre el peso inicial y final. Esta observacion
debe analizarse bajo un criterio longitudinal, ya que las variaciones de peso posteriores
a la inmunizacion no se interpretan solo por su magnitud, sino también por su duracién
y reversibilidad durante el seguimiento. Schilder et al. (2023) encontraron que los
cambios de peso descritos en estudios de vacunas contra SARS-CoV-2 fueron, por lo
general, transitorios y reversibles, mientras que Destexhe (2025) reporté pérdidas
menores de peso que fueron consideradas no adversas debido a su recuperacion
posterior. En contraste, la disminucién identificada en el grupo de 20 ug correspondié a
una trayectoria sostenida durante el periodo experimental y diferenciada respecto a los
demas grupos. Por tanto, aunque la magnitud de la pérdida fue moderada, su
persistencia respalda una interpretacion menos favorable para los 20 ug de ARNm
desde el seguimiento fisioldgico. Este hallazgo no es suficiente para atribuir un efecto
toxico a la formulacién, pero si sefala un comportamiento fisiolégico diferencial que
debe considerarse en la seleccidn de dosis del candidato, ya que la evaluacion en
modelos animales debe integrar la definiciéon de dosis con la identificacién de posibles
sefiales de seguridad durante el desarrollo vacunal (World Health Organization, 2005).

En cuanto a la temperatura corporal, ningun grupo presenté variaciones globales entre
el inicio y el final del ensayo, ni cambios agudos después de la primera inmunizacién o
del refuerzo. Ademas, los valores se mantuvieron dentro del rango fisiolégico descrito
para hamster sirio, entre 36.0 y 39.0 °C (Zhugunissov et al., 2021). Este punto permitid
contrastar los resultados con el mismo estudio, en el que la evaluaciéon de una vacuna
inactivada contra SARS-CoV-2 no mostrd diferencias significativas en la temperatura
corporal promedio entre hamsteres vacunados y controles. Este resultado también
coincide con lo reportado para formulaciones basadas en ARNm, ya que Lu et al.
(2026), no observaron cambios significativos de temperatura corporal ni sefales de
pirogenicidad tras la inmunizacion. Aun asi, la ausencia de hipertermia en las

mediciones realizadas no descarta la posibilidad de variaciones térmicas de corta

135



Discusion

duracion, pues Min et al. (2025) observaron un aumento de temperatura a las 6 h tras
la administracion de un prototipo de ARNm, con retorno a valores normales a las 24 h.

En el caso de las disminuciones puntuales registradas en los dias de toma de muestra
sanguinea, estas coincidieron con el uso de anestesia durante el procedimiento. Este
patron se explica por el efecto de la combinacion ketamina/xilacina sobre la
termorregulacion en roedores, ya que puede reducir la temperatura corporal durante el
periodo anestésico (Irwin et al., 2023). Por ello, las caidas térmicas observadas se
atribuyeron al procedimiento de muestreo y no a un efecto sostenido de las
formulaciones administradas.

En sintesis, el seguimiento de las variables peso y temperatura corporal no mostro
alteraciones generalizadas asociadas a las formulaciones. La principal diferencia entre
las dosis fue la disminucion sostenida del peso en el grupo de 20 ug, sefial fisiologica
que se considerd posteriormente en la seleccion de dosis.

El monitoreo de peso corporal y temperatura aporté un criterio fisioldgico clave para
la evaluacion de las formulaciones; sin embargo, la caracterizacion del candidato
vacunal de ARNm debe integrar la respuesta inmunitaria inducida, como parte de los
estudios de inmunologia y prueba de concepto (World Health Organization, 2022).
Dentro de esta caracterizacion, la evaluacion de la respuesta humoral es un
componente clave, ya que permite determinar si la formulacion induce anticuerpos
especificos frente al antigeno seleccionado, y aporta una primera aproximacioén a la
magnitud y persistencia de la respuesta inducida (Plotkin, 2023). En el desarrollo de
vacunas, los anticuerpos se emplean como marcadores de inmunogenicidad y pueden
contribuir a la definiciéon de indicadores de proteccion, en particular cuando se evalua
su actividad funcional mediante ensayos de neutralizacién. En este aspecto, la
deteccidén de anticuerpos totales refleja reconocimiento antigénico, pero no equivale
necesariamente a actividad neutralizante, de manera que ambas mediciones entregan
informacion complementaria durante la evaluacién de una formulacién candidata (King
et al., 2024). El analisis de la respuesta humoral se orienté a determinar la induccion de
anticuerpos especificos frente a las glicoproteinas Gn/Gc, ya que su participacion en la
entrada viral permite vincular el reconocimiento antigénico con una potencial actividad

funcional mediada por anticuerpos neutralizantes frente a ANDV (Tscherne et al., 2026).
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La evaluacion cinética permitié analizar la aparicion, magnitud maxima y persistencia
de IgG anti-Gn/Gc durante el periodo de seguimiento. Este tipo de analisis destaca en
la evaluacion vacunal porque las trayectorias de anticuerpos entregan informacién
sobre la duracién de la respuesta humoral y pueden orientar la definicion de esquemas
de inmunizacién y momentos de refuerzo (Deichmann et al., 2025). La determinacion
se realizd6 mediante ELISA, debido a su sensibilidad, especificidad y capacidad de
procesamiento, lo que permiti6 comparar la magnitud de la respuesta entre los distintos
grupos y puntos temporales (Tang et al., 2024). El analisis mostré que la sefial de IgG
anti-Gn/Gc se mantuvo baja después de la primera inmunizacion y hasta el dia 14,
mientras que el refuerzo administrado en ese punto fue seguido por un aumento al dia
21. En este tiempo, ambas dosis de LNPs-ARNm mostraron absorbancias mayores
respecto a PBS, tanto para 10 ug como para 20 ug, al igual que el control rGnGc. Este
perfil es compatible con la capacidad de las vacunas de ARNm para inducir respuestas
humorales rapidas frente a antigenos virales, como describe la investigacion de Gebre
et al. (2022), en la que los anticuerpos aumentaron durante las primeras semanas
posteriores a la inmunizacion o al refuerzo con plataformas de ARNm. Sin embargo, la
disminucidn observada en el dia 28, seguida por una recuperacion parcial en el dia 35,
indicd que la respuesta detectada no se sostuvo con la misma magnitud durante el
intervalo evaluado. Dicha caida apunté a una posible contracciéon de una respuesta
humoral temprana, cuya persistencia depende de la consolidacion posterior de células
B de memoria y células plasmaticas de larga vida (Wietschel et al., 2024).

La caracterizacion de la respuesta humoral continud con la medicion de los titulos de
anticuerpos totales y neutralizantes. Mediante ELISA se estimé la magnitud de las
inmunoglobulinas especificas totales contra Gn/Gc, mientras que para la cuantificacion
neutralizante se empled un vector lentiviral pseudotipado con dichas glicoproteinas.
Este sistema no replicativo proporcion6 una evaluacion funcional y precisa de la
capacidad de los anticuerpos para bloquear la entrada viral (Ning et al., 2023). La
determinacién de la actividad neutralizante es critica para ANDV, ya que anticuerpos
monoclonales dirigidos contra Gn/Gc han mostrado capacidad de proteccién in vivo en
el modelo de hamster sirio (Duehr et al., 2020). En el dia 21, los titulos de anticuerpos
totales alcanzaron medias de 47.84 para 10 ug, 53.82 para 20 ug y 107.63 para rGnGec,
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sin diferencias entre los grupos activos. De forma concordante, los titulos neutralizantes
alcanzaron medias de 26.91 para ambas dosis de ARNm, y 38.05 para rGnGc, también
sin diferencias entre los grupos activos. Los resultados indican que, una semana
después del refuerzo, la formulacion LNPs-ARNm indujeron no solo reconocimiento
antigénico frente a Gn/Gc, sino también anticuerpos con actividad funcional. Ademas,
la similitud entre 10 ug y 20 pg muestra que el incremento de la dosis de ARNm no se
tradujo en una mayor magnitud de anticuerpos totales ni en una mejora de la actividad
neutralizante en el punto de mayor respuesta. Hacia el dia 35, los titulos de anticuerpos
totales disminuyeron a 16.92 y 15.04 para 10 ug y 20 ug, respectivamente, mientras
que rGnGc alcanz6 una media de 256.00. EI mismo patréon se observé en los titulos
neutralizantes, que disminuyeron a 10.06 para 10 ug y 7.52 para 20 ug, en tanto que el
control proteico alcanzé una media de 66.81. Esta evolucidn mostré que la respuesta
inducida por las formulaciones de ARNm perdié magnitud durante el seguimiento, y que
esa disminucidn no se limité a los anticuerpos de union, sino que también alcanzoé a la
fraccion funcional de la respuesta humoral.

El intervalo de 14 dias entre la primera inmunizacion y el refuerzo permitié evaluar la
respuesta humoral temprana inducida por una segunda administracion de LNPs-ARNmM
frente a Gn/Gc. Esta eleccion se alined con la cinética rapida descrita para vacunas de
ARNm, capaces de inducir anticuerpos especificos pocos dias después de la
inmunizacién en modelos murinos (Gebre et al., 2022), y con estudios preclinicos de
vacunas de ARNm que han empleado refuerzos en el dia 14 para evaluar
inmunogenicidad temprana (Zhang et al.,, 2020). En ese sentido, el aumento de
anticuerpos totales y neutralizantes al dia 21 confirm¢é la actividad inmunoldgica del
candidato en un esquema corto. La disminucién posterior indicé que esa ventana no
favorecié una respuesta sostenida en los tiempos evaluados, y se vincula con lo
discutido por Garcia-Dominguez et al. (2022) respecto a la asociacién entre intervalos
prolongados de inmunizacién con ARNm y respuestas humorales mas estables. Estos
autores reportaron que el intervalo entre la primera inmunizacién y el refuerzo en
modelo murino modifica la cinética, calidad y magnitud de la respuesta inmune, con
respuestas humorales mas durables cuando se emplean intervalos mas prolongados

entre dosis Por ello, el esquema seleccionado fue valido para demostrar
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inmunogenicidad funcional temprana, pero no como el intervalo mas adecuado para
maximizar la persistencia de la respuesta humoral frente a Gn/Gc.

La comparacién con otros prototipos dirigidos contra ANDV permiti6 matizar la
respuesta obtenida. Kuzmin et al. (2024) reportaron que formulaciones de ARNm con
uridina y N1-metilpseudouridina indujeron titulos neutralizantes detectables frente a
ANDV tras dos inmunizaciones en los dias 0 y 21 en hamster sirio, con un rango amplio
después del refuerzo, entre 49 y 946. El extremo inferior de ese rango se ubico en un
orden de magnitud cercano al observado en este estudio al dia 21, lo que refuerza que
las formulaciones evaluadas indujeron una respuesta funcional temprana. A la vez, los
valores superiores alcanzados por Kuzmin et al. (2024) mostraron que el mismo blanco
antigénico puede inducir titulos neutralizantes de mayor magnitud bajo condiciones de
formulacién, expresidon o esquema distintas. Ademas, en dicho estudio los titulos
neutralizantes fueron comparables entre plataformas pese a diferencias en los titulos
de anticuerpos de union, lo que mostré que la magnitud de anticuerpos totales anti-
Gn/Gc no predice de forma lineal la actividad neutralizante.

Esta relacion entre union y neutralizacion también ha sido abordada desde la
estructura y presentacion de Gn/Gc. Guo et al. (2026) aportaron evidencia estructural
sobre la organizacion in situ del complejo Gn/Gc de ANDV y mostraron que la
presentacion del antigeno puede condicionar la relacion entre anticuerpos de union y
actividad neutralizante. En particular, el estudio describié que una mayor respuesta de
anticuerpos de unién no se traduce necesariamente en un aumento proporcional de la
neutralizacion. Este antecedente adquiere relevancia al considerar que Gn/Gc no es un
antigeno soluble simple, sino un complejo de glicoproteinas de membrana cuya
organizacion, procesamiento y presentacion estructural pueden influir en la calidad
funcional de la respuesta humoral. De manera complementaria, Meyer et al. (2026)
demostraron que la formulacién de Kuzmin et al. (2024) contra ANDV puede alcanzar
proteccion en hamster sirio bajo un esquema de dosis Unica. Frente a estos
antecedentes, los resultados confirmaron la capacidad de ambas formulaciones para
inducir una respuesta humoral funcional temprana, aunque con menor magnitud y

persistencia que la descrita para prototipos mas avanzados.
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Las diferencias con estos candidatos no se limitan al intervalo de inmunizacion o a la
dosis evaluada, sino que también involucran el disefio molecular del ARNm. Kuzmin et
al. (2024) emplearon una construccion diferente a la establecida en este trabajo, con la
5'-UTR del mismo segmento M viral, y una 3-UTR humana compuesta por secuencias
naturales previamente asociadas con aumento de expresion proteica (Orlandini von
Niessen et al., 2019). En vista que las regiones no traducidas del ARNm influyen en la
expresion de las glicoproteinas, la menor magnitud y persistencia observadas también
podrian atribuirse a las diferencias en el disefio entre prototipos, lo cual probablemente
influyé en la eficiencia, duracion y calidad de la expresion de Gn/Gc mediada por el
ARNmM. En particular, las UTRs empleadas por Kuzmin et al. (2024) entregan un punto
de comparacién directo para futuras optimizaciones de la construccion, ya que estos
elementos contribuirian a modular la traduccion, estabilidad y disponibilidad del
antigeno durante la fase critica de activacién y maduracion de la respuesta humoral.

Otro factor con influencia potencial en la respuesta observada es la biodistribucion de
las LNPs después de la administracion intramuscular. Hassett et al. (2024) mostraron
que, tras la inmunizacién con vacunas de ARNm por esta via, el principio activo y la
proteina expresada pueden detectarse tanto en el sitio de inyeccion como en ganglios
linfaticos drenantes, con una sefal temprana que disminuye con el tiempo. Este
antecedente respalda que la magnitud y duracién de la respuesta humoral no dependen
solo de la dosis de ARNm administrada, sino también del acceso del sistema de entrega
a tejidos inmunoldgicos, y de la persistencia del estimulo antigénico. En esta linea, la
entrega y expresion de ARNm en 6rganos linfoides secundarios se ha asociado con la
induccion de respuestas adaptativas en modelos murinos (Takanashi et al., 2023). Las
LNPs formuladas en este estudio presentaron un tamafio promedio cercano a 150 nm,
lo que las coloca dentro del rango compatible con formulaciones vacunales de ARNm,
pero al encontrarse en el limite superior del intervalo, también se considera una variable
de optimizacion para favorecer el trafico hacia ganglios linfaticos y la expresion
antigénica posterior a la administracion intramuscular (Hassett et al., 2024).

La relacion entre anticuerpos totales y neutralizantes también debe dilucidarse
considerando el formato antigénico usado en los ensayos. Los titulos de anticuerpos
totales se determinaron mediante ELISA frente a rGnGc renaturalizado producido en P.
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pastoris, mientras que la neutralizacién evaluo la capacidad funcional de los anticuerpos
en un vector pseudotipado con Gn/Gc y producido en células de mamifero. En la
generacion del vector se utilizé el vector pENTRY-GPC, de manera que el
procesamiento hacia Gn/Gc dependié del sistema de expresion, que debid ser similar
al antigeno expresado por el ARNm. Por tanto, ambas mediciones no interrogaron
exactamente el mismo repertorio de anticuerpos. La deteccién por ELISA depende de
la conformacion, exposicion y accesibilidad de los epitopos presentes en el antigeno de
captura; en contraste, la neutralizacion depende de anticuerpos capaces de reconocer
regiones funcionales de Gn/Gc en un contexto mas préximo a la entrada viral (Duehr et
al., 2020; Moritz et al., 2022). En este aspecto, los perfiles de glicosilacién asociados a
la produccion recombinante en P. pastoris difieren de los generados en sistemas
celulares de mamifero y pueden influir en la exposicidn, accesibilidad o reconocimiento
de epitopos en glicoproteinas recombinantes (van Oort et al., 2004). Asi, la sefal de
anticuerpos totales se plante6 como una medicion dependiente del formato antigénico
usado en el ensayo, mientras que los titulos neutralizantes aportaron una lectura
funcional frente a un formato de Gn/Gc mas cercano al expresado por la plataforma de
ARNm.

La evolucion de los titulos totales y neutralizantes puede integrarse con esta
interpretacion. El aumento observado al dia 21 reflejé una respuesta humoral temprana
posterior al refuerzo, mientras que la caida posterior fue compatible con la contraccion
de una respuesta sustentada inicialmente por plasmablastos o células plasmaticas de
vida corta (Wietschel et al., 2024). En los titulos, esta dinamica fue mas evidente porque
la disminucién no solo afecté a los anticuerpos de union, sino también a la fraccion
neutralizante. La activacion diferencial de respuestas extrafoliculares y de centro
germinal ofrece un marco adicional para explicar esta dinamica. La via extrafolicular
permite una generacion rapida de plasmablastos y células plasmaticas de vida corta,
asociada con produccion temprana de anticuerpos; la via de centro germinal sigue una
cinética mas lenta, pero favorece hipermutacién somatica, maduracion de afinidad,
generacion de memoria y células plasmaticas de mayor duracién (Voss et al., 2022).
En modelos de respuesta aguda, los plasmablastos extrafoliculares alcanzan su
maximo antes que las células B de centro germinal, lo que respalda un desfase temporal
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entre ambas rutas de diferenciacion (Serran et al., 2022). Desde esta perspectiva, el
maximo del dia 21 puede asociarse con una oleada temprana posterior al refuerzo,
mientras que la caida del dia 28 se relaciona con la contraccion de esa respuesta de
vida corta. La recuperacién parcial observada al dia 35 podria reflejar una contribucion
mas tardia de células derivadas del centro germinal, aunque todavia limitada bajo las
condiciones evaluadas.

Esta lectura concuerda con lo descrito para vacunas de ARNm, en las que la respuesta
de centro germinal participa en la maduracion progresiva de células B y anticuerpos.
W. Kim et al. (2022) reportaron que la vacunacion con ARNm frente a SARS-CoV-2
indujo respuestas persistentes de centro germinal, aumento de hipermutacion somatica
y mayor avidez de anticuerpos durante el seguimiento. En este estudio, la recuperacion
parcial del dia 35 no alcanz6 la magnitud observada al dia 21, lo que mostré que la
contribucion tardia no compensé por completo la contraccion inicial. Ademas, la
conservacion del patrén temporal entre 10 pg y 20 ug indicé que el aumento de dosis
no modificé la cronologia general de la respuesta, por tanto, la dinamica observada
parece depender mas de la duracion y calidad del estimulo antigénico que de la
cantidad de ARNm administrada.

En sintesis, las formulaciones de LNPs-ARNm indujeron anticuerpos especificos y
neutralizantes frente a Gn/Gc después del refuerzo, lo que confirmé la actividad
inmunoldgica del candidato y respaldé la seleccidén del antigeno como blanco funcional.
Sin embargo, la disminucion de ambos titulos hacia el dia 35 mostré una persistencia
limitada de la respuesta. La similitud entre 10 ug y 20 ug indicé que el aumento de dosis
no mejoro el componente humoral bajo el esquema evaluado.

La evaluacién de la respuesta celular complementoé la caracterizacion humoral del
candidato vacunal, ya que la inmunidad inducida por vacunas no depende solo de la
produccion de anticuerpos, sino también de la activacién de respuestas celulares
capaces de modular la respuesta antiviral y contribuir a la memoria inmunolégica. Las
vacunas de ARNm tienen la capacidad de inducir respuestas humorales y celulares con
orientacion Th1, caracterizadas por la produccion de IFN-y en respuestas T especificas
(Hellgren et al., 2024). Ademas, la inmunidad celular aporta informacion adicional sobre

la calidad de la respuesta vacunal, especialmente cuando se evaluan antigenos virales
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cuya proteccién puede depender de la integracion entre anticuerpos, linfocitos T y
células presentadoras de antigeno (Chen et al., 2025). En este estudio, la respuesta
celular se evalu¢ al final del ensayo mediante RT-gPCR en esplenocitos estimulados
ex vivo con rGnGc, con el proposito de estimar la expresion relativa de citocinas
asociadas con activacion inflamatoria, y polarizacion Th1/Th2. La técnica RT-qPCR
permite cuantificar de forma sensible y simultanea cambios en la expresiéon de multiples
genes de citocinas, por consiguiente resulté adecuada para caracterizar el perfil
transcripcional de IFN-y, IL-12, IL-4 e IL-6 (Liu et al., 2023).

La respuesta de IFN-y fue el componente mas informativo de esta evaluacion. Tras la
estimulacién, los esplenocitos de los animales inmunizados con LNPs-ARNmM
mostraron un aumento de la expresion relativa respecto al grupo PBS, con una sefal
mas marcada en la dosis de 10 pg que en la de 20 ug. El control rGnGc también mostrd
aumento de IFN-y, en concordancia con su mayor respuesta humoral al final del
seguimiento. Este patrén indico que ambas formulaciones de ARNm indujeron una
respuesta celular detectable frente al antigeno, con un perfil compatible con activacion
de tipo Th1. La induccion de IFN-y es importante porque esta citocina participa en la
activacion de células efectoras, el aumento de la presentacién antigénica y la
coordinacion de respuestas celulares frente a antigenos virales (Chen et al., 2025).
Ademas, el resultado concuerda con lo descrito para vacunas de ARNm, en las que las
respuestas especificas de memoria CD4+ pueden mostrar predominio de citocinas
asociadas a perfiles Th1, como IFN-y e IL-2 (Hellgren et al., 2024).

El comportamiento de IL-12 complementd el perfil observado para IFN-y, ya que
ambas dosis de LNPs-ARNm mostraron un aumento respecto a los controles no
inmunizados o formulados sin ARNm, aunque de menor magnitud que el observado
para rGnGc. Este resultado concordd con una orientacion hacia respuesta Th1, debido
a la participacion de IL-12 en la diferenciacion de linfocitos Th1 y en la induccién de
IFN-y (Hojecki et al., 2025). La induccion moderada de IL-12 puede relacionarse con la
modificacion del ARNm empleado en la formulacion, pues la incorporacion de
nucleésidos modificados, como N1-metilpseudouridina, reduce el reconocimiento por
sensores innatos y atenua la produccidén de citocinas asociadas a la activacién de

células dendriticas (Andries et al., 2015; Kariké et al., 2005). Por ello, la sefal moderada
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de IL-12 no descartd activacion celular, sino que reflejo el equilibrio esperado en una
plataforma disefiada para mantener expresién antigénica y limitar una activacion innata
excesiva. La similitud entre 10 pg y 20 yg también indico que el incremento de dosis no
mejoro de forma clara la expresion de esta citocina.

La estimulacion de IL-4 mostré un perfil distinto. La dosis de 10 yg no evidencié una
induccion marcada de esta citocina, mientras que la dosis de 20 ug y el control rGnGc
mostraron una mayor sefial. Esta distribucién no apoy6 una polarizacién Th2 dominante
por las formulaciones de ARNm, especialmente para la dosis de 10 pg. El resultado fue
coherente con el perfil descrito por Hellgren et al. (2024) para vacunas de ARNm,
quienes observaron una orientacion preferente hacia respuestas Th1 antes que una
polarizacion Th2 marcada. En el caso del control proteico, la mayor sefial de IL-4 puede
relacionarse con el sesgo Th2 asociado a adyuvantes de aluminio en modelos murinos
(HogenEsch, 2013).

La expresion de IL-6 aumentd en los grupos activos respecto al grupo PBS, con un
perfil similar entre ambas dosis de LNPs-ARNm y el control proteico. Esta citocina
puede reflejar activacion inflamatoria posterior a la estimulacion antigénica ex vivo, mas
que una polarizacion especifica de la respuesta adaptativa. En vacunas de ARNm, la
activacion innata de la plataforma forma parte de su actividad inmunoestimulante, ya
que tanto el ARNm como los componentes lipidicos pueden inducir sehales
inflamatorias y de interferon que condicionan la respuesta adaptativa posterior (Kim et
al.,, 2024; Y. Lee et al., 2023). En esa linea, la sefial de IL-6 observada en los grupos
activos fue consistente con una capacidad de respuesta inflamatoria frente al estimulo
antigénico, sin una separacion clara entre 10 ug y 20 pg.

Al igual que en el ELISA, la interpretacion debe considerar que el rGnGc empleado
para la reestimulacion difiridé del antigeno producido en células tras la administracion de
LNPs-ARNm. Por ello, la respuesta observada represento reactividad frente al formato
recombinante utilizado y podria no abarcar todo el repertorio celular inducido por Gn/Gc
expresado en células de mamifero (Moritz et al., 2022).

El analisis global de citocinas indicé una respuesta celular compatible con orientacién
Th1 en los grupos vacunados con LNPs-ARNm. Esta interpretacion se apoyo en el

aumento de IFN-y y, en menor medida, de IL-12, junto con la ausencia de una induccion
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marcada de IL-4 en la dosis de 10 ug. Yizhuo Zhang et al. (2023) reportaron hallazgos
comparables en un prototipo vacunal de ARNm, con induccidn de anticuerpos
especificos, aumento de citocinas como IFN-y, IL-12, IL-4 e IL-10, y proliferacién de
esplenocitos tras estimulacion antigénica. De esta forma, los resultados reforzaron la
capacidad del candidato vacunal desarrollado para activar de manera simultanea
componentes humorales y celulares de la respuesta inmunitaria. Este comportamiento
también mantuvo relacion con la validacion previa del control positivo empleado en este
estudio, en la que Starck-Mendez (2020) describié una elevacion significativa de IFN-y,
IL-12 e IL-6. Sin embargo, debido a que la expresion de citocinas se evalu6 en
esplenocitos totales, no fue posible identificar las poblaciones celulares responsables
de esta respuesta. Esta distincién es relevante, dado que las citocinas evaluadas
pueden ser producidas por diferentes componentes de la respuesta inmunitaria y la
disponibilidad de reactivos para la caracterizacion fenotipica inmunitaria en hamster
sirio es limitada.

En términos comparativos, la ausencia de diferencias claras entre 10 ug y 20 pyg en el
perfil de citocinas indicé que el aumento de dosis no fortalecié de forma evidente el
componente celular evaluado. Este comportamiento coincidid con la respuesta
humoral, en la que la dosis alta tampoco incremento los titulos totales ni neutralizantes.

Los resultados demostraron la factibilidad de producir un ARNm modificado que
codifica Gn/Gc, formularlo en LNPs con atributos fisicoquimicos adecuados y generar
respuestas humorales, neutralizantes y celulares detectables en hamster sirio. La
disminucién de la respuesta humoral hacia el final del seguimiento indicé que las
siguientes etapas de desarrollo deberan priorizar la persistencia de la expresion
antigénica, el disefio de las regiones regulatorias y el intervalo de inmunizacion.
Ademas, la ausencia de una ventaja inmunologica de 20 pjg, junto con su
comportamiento fisiolégico menos favorable, sustentd la seleccion de 10 ug bajo las
condiciones evaluadas. Estos hallazgos aportaron una base experimental para

optimizar el prototipo y evaluar posteriormente su capacidad protectora.
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Conclusiones

VII. CONCLUSIONES

Los resultados del presente proyecto permiten aceptar parcialmente la hipotesis
planteada, de acuerdo con las siguientes afirmaciones:

El prototipo vacunal de ARNm codificante de las glicoproteinas Gn/Gc del virus Andes
se produjo mediante un proceso de sintesis in vitro libre de células, se formuld de
manera eficiente en nanoparticulas lipidicas, y mantuvo la capacidad de expresar los
antigenos de interés. Asimismo, la inmunizacidén en el modelo de hamster sirio indujo
una respuesta inmunitaria especifica, basada en anticuerpos con actividad
neutralizante frente al sistema de lentiviral pseudotipado con Gn/Gc y un perfil de
expresion de citocinas compatible con una orientacion Th1. En su conjunto, dichos
resultados respaldan el componente de inmunogenicidad planteado en la hipétesis.

Lo resultados proporcionan evidencia preliminar de tolerabilidad de la formulacion,
pero no nos permiten establecer una demostracién definitiva de seguridad, dado que el
estudio no posee el alcance de una evaluacion toxicolégica formal. Bajo las condiciones
experimentales utilizadas, la dosis de 10 ug mostré el comportamiento fisiolégico mas
favorable, mientras que el incremento a 20 ug no produjo una mejora detectable de las
respuestas humorales, neutralizantes o celulares y presentd un comportamiento
fisioldgico menos favorable. En consecuencia, se propone la alternativa de 10 ug como
la dosis candidata mas adecuada para futuros desarrollos del prototipo.

En conjunto, este trabajo demostré la factibilidad tecnolégica e inmunoldgica de
generar un candidato vacunal de ARNm contra el virus Andes, y permite establecer una
base experimental para su optimizacién y posterior evaluacién preclinica. Sin embargo,
la capacidad protectora del prototipo no esta validada y debera determinarse en

estudios posteriores, mediante un desafio con virus Andes infectivo.
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Recomendaciones

VIlIl. RECOMENDACIONES

La optimizacion del disefio molecular del ARNm deberia priorizar la evaluacion de la
5-UTR natural del segmento M de ANDV, considerando su uso en construcciones
vacunales previas dirigidas a Gn/Gc. Esta estrategia compararia el efecto de dicho
elemento regulatorio sobre la eficiencia de expresion, la estabilidad del transcrito y la
persistencia de la respuesta inmunoldgica inducida, junto con ajustes complementarios
en la 3-UTR, la cola de poli(A) y el control de impurezas derivadas de la transcripciéon
in vitro.

La evaluacion de esquemas de inmunizacién con intervalos de refuerzo mas amplios
y seguimientos mas prolongados permitiria determinar si la caida de anticuerpos
observada hacia el final del ensayo puede corregirse mediante ajustes en la cinética de
estimulacién antigénica y maduracion de la respuesta humoral.

La caracterizacion de la respuesta celular se puede profundizar con metodologias
complementarias, como ELISpot, citometria de flujo o analisis multiparamétrico de
citocinas, que permitan identificar las poblaciones celulares involucradas y definir con
mayor precision la contribucion de linfocitos T CD4+, T CD8+ y otras células efectoras.

La presentacion estructural de Gn/Gc generada por el ARNm deberia analizarse en
relacion con la actividad neutralizante, incorporando ensayos orientados a evaluar
conformacién antigénica, reconocimiento de epitopos y funcionalidad de los
anticuerpos inducidos frente a formas mas cercanas a la glicoproteina viral nativa.

Como siguiente etapa preclinica, se propone avanzar hacia estudios de proteccién
con mayor numero de animales, seguimiento ampliado de seguridad y evaluacion frente
a desafio viral o modelos funcionales equivalentes, para determinar la capacidad
protectora del prototipo y establecer los parametros necesarios para su optimizacion

como candidato vacunal frente a ANDV.
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Anexos

X. ANEXOS

Anexo 1. Aprobacion del Comité de Bioética y Bioseguridad de la Facultad

de Ciencias Bioldgicas de la Universidad de Concepcién.

Campus Concepcion
FE{]CU Had Gl-e L Edificio Arco sin, primer piso
Ciencias Bioldgicas enciastivioqivas

Universidad de Concepcion T-(56-41) 2204508

Concepcion, abril 30 de 2025

INFORME COMITE DE BIOETICA Y BIOSEGURIDAD

Comité de Bioética y PROYECTO Tesis
Bioseguridad Doctorado
Direccion de Investigacion
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcion

“Desarrollo de un prototipo de vacuna contra el

TiITULO virus Andes basado en la tecnologia de ARN
& Dra. Carola Mufioz M. mensajero”
L Dr. José Martinez O.
- Dra. Javiera de La Paz INVESTIGADOR
g::ggllr‘;”c;y;:f:;‘ RR PRINCIPAL - Sr. Carlos Alexis Villacis Aguirre
- Dr. Frank Camacho C.
- Dr. Patricio Castro M. -INVESTIGADOR -Dr. Jorge Roberto Toledo Alonso
RESPONSABLE

Dra. Fabiola Maureira

i

A solicitud del Sr. Carlos Alexis Villacis Aguirre, se recibe documento (adjunto) con precisiones a la
metodologia incluida en la postulacion al Proyecto Tesis Doctorado antes mencionado, solicitando que este
Comité emita una carta de aprobacion.

Estas precisiones, asi como la metodologia del Proyecto, han sido analizadas de acuerdo a las
recomendaciones de GUIDE for the Care and Use of Laboratory Animals (Institute of Laboratory Animal
Resources Commission on Life Science National Research Council), los principios elaborados por el Consejo
de Organizaciones Internacionales de las Ciencias Médicas, Organizacion Mundial de la Salud (1985), el texto
"Aspectos Bioéticos de la Experimentacion Animal”, editado por CONICYT en 2009, y el “Manual de Normas
de Bioseguridad y Riesgos Asociados” editado por CONICYT en 2018.

De acuerdo con lo sefialado en el documento, las precisiones a la metodologia son consecuentes con el
principio de las “3 Rs” empleado para la investigacion con animales. En particular:

1. Dado que no existe un modelo alternativo para realizar el estudio, el Investigador necesita emplear
animales, Cantidad/Especie/Cepa: 30 Hamster sirio (Mesocricetus auratus) y 48, Ratas (Rattus norvegicus
domestica), Sprague Dawley, correspondiendo a especies apropiadas para realizar la investigacion, lo
que representa una buena aproximacion al requisito de REEMPLAZAR.

2. En términos de REDUCIR, se utilizara un nimero de animales dentro de los rangos admisibles.

3. El uso de analgesia y eutanasia son apropiados para la especie en términos de REFINAR. Ademas, el
Proyecto incluye el uso de un protocolo de supervision de animales de experimentacion.

4. En consecuencia, los protocolos existentes son adecuados.

5. El estudio propuesto permitira realizar avances en los conocimientos en beneficio humano y animal.

6. El personal involucrado es idoneo en el manejo y uso de las muestras animales.

Univarsidad Acroaitoda
( ? NIVEL DE EXCELENCIA

AROS  Hastareviembre de3gan
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Universidad de Concepcidn T: (S6-41) 2204508

7.  Los estudios seran desarmollados en el LABORATORIO DE BIOTECNOLOGIA Y BIOFARMACOS, del
Departamento de Fisiopatologia de nuestra Facultad, donde se encuentran disponibles tanto las facilidades
como el equipamiento necesario para realizar los estudios con animales incluidos en el Proyecto.

8. Cabe mencionar que nuestra Facultad cuenta con los servicios de la Unidad de Segundad MATPEL
(www2 udec . cl/matpel), quienes colectan y procesan en forma rutinaria los residuos biolégicos y quimicos
generados por nuestros investigadores, de acuerdo con las indicaciones del “Manual de Bioseguridad™ de
CONICYT.

En consecuencia, el comité de Bioética y Bioseguridad de la Facultad de Ciencias Biologicas de la
Universidad de Concepcion valida los estudios sefialados.

Sin otro particular, les saluda muy atentamente,

Dra. Carola Mufioz Montesino
Presidenta
Comité de Bioética y Bioseguridad
Facultad de Ciencias Biologicas
Universidad de Concepcion

Undversidod dcrecitada
MIVEL DE EXCELENC &
a i ;

ARIQS st vy imbie de 2030
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Anexo 2. Determinacion del diametro, dispersidad y potencial zeta de las

nanoparticulas lipidicas.

Tabla 15. Determinacion del diametro hidrodinamico, dispersidad y potencial zeta de las LNPs-
ARNm.

No. lote No. Diametro Indice de Potencial zeta
mediciéon  hidrodinamico (nm) polidispersidad (mV)
1 153.9 0.041 -3.04
1 2 152.4 0.031 -3.10
3 150.9 0.067 -3.62
1 149.7 0.070 2.93
2 2 148.8 0.085 -3.33
3 148.9 0.046 3.1
Promedio * SD 150.77 + 2.05 0.057 + 0.021 -3.19+0.25

Fuente: elaboracién propia.

Tabla 16. Determinacion del diametro hidrodinamico, dispersidad y potencial zeta de las LNPs
vacias.

No. lote No. Diametro Iindice de Potencial zeta
medicion  hidrodinamico (nm) polidispersidad (mV)
1 160.6 0.107 -1.74
1 2 157.7 0.096 -2.26
3 156.5 0.095 -2.24
1 162.0 0.078 -2.28
2 2 160.6 0.09 -1.81
3 157.6 0.094 -2.04
Promedio * SD 159.17 +2.18 0.093 + 0.009 -2.04+0.25

Fuente: elaboracién propia.
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Anexo 3. Listado de Reactivos.

Todos estos reactivos tenian grado Biologia Molecular.

Nombre Compaiiia Catéalogo
2-mercaptoetanol Sigma M3148
Acido acético Merck 1018302500
Acido clorhidrico Sigma 258148
Acido sulfarico Sigma 258105
Acrilamida Sigma A8887
_Agarosa Calbiochem 121853
Agua grado biologia molecular Corning 46-100-CM
Azul de Coomassie Brilliant R250 Merck 112553
Bicarbonato de sodio (NaHCOs3) Sigma S6014
Bis Acrilamida Amresco 0172-250
Bromofenol azul Merck 108122
Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- Thermo Fisher M6494
difeniltetrazolio (MTT)
Bromuro de etidio Winkler BM-0710
Cloroformo Winkler CL 0595
Cloruro de amonio (NH4CI) Thermo Fisher 464595000
Cloruro de calcio Merck 1023831000
Cloruro de potasio (KCI) Merck 1049361000
Cloruro de Sodio (NaCl) Merck 11622450000
Desoxicolato de sodio Merck 106504
Di hidrégeno fosfato de potasio (KH2PO4) Merck 1048731000
Dietilpirocarbonato (DEPC) Sigma D5758
Dimetilsulféxido Merck 67-68-5
Dodecil sulfato de sodio (SDS) Merck 428015
EDTA Winkler ED-0769
Etanol Sigma E7023
Etilenodiaminotetraacetato de disodio dihidratado Merck 324503
(C10H14N2Na20s - 2H20)
Glicerol Winkler BM-0800
Hidrogeno fosfato de disodio (NazHPO4) Merck 1065861000
Hidroxido de sodio (NaOH) Merck 1064985000
Isopropanol Merck 1096342511
Metanol Merck 1070182511
Peréxido de hidrégeno (H202) 30 % Panreac 121076.1211
Persulfato de amonio Winkler BM-0250
Rojo Ponceau Winkler BM1492
TEMED Calbiochem 8920-OP
Tris base Santa Cruz sc-3715B
Triton™ X-100 Sigma X100
Tween 20 Calbiochem 9480-OP
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  C o n c e n t r a c i ó n   d e   l a   m u e s t r a = C o n c e n t r a c i ó n   d e l   p o c i l l o ∗ F D    


  A R N m   e n c a p s u l a d o = A R N m   t o t a l − A R N m   n o   e n c a p s u l a d o


  E f i c i e n c i a   d e   e n c a p s u l a c i ó n    ( % ) =  (   A R N m   t o t a l   −   A R N m   n o   e n c a p s u l a d o  A R N m   t o t a l ) ∗ 100


  E x p r e s i ó n   r e l a t i v a =   F r a c c i ó n   d e   a n t í g e n o   e n   L N P s − A R N m  F r a c c i ó n   d e   a n t í g e n o   e n   e l   e s t á n d a r   d e   r e f e r e n c i a   i n t e r n o


  P e s o   r e l a t i v o   a l   b a s a l   ( % ) =     P  t    P 0 ∗ 100

