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RESUMEN

Cuatro coronavirus de dos géneros distintos son endémicos en los humanos: dos
alfacoronavirus (NL63 y 229E) y dos betacoronavirus (OC43 y HKUL), causan
frecuentemente enfermedades leves del tracto respiratorio superior y han estado circulando
en los humanos como virus estacionales. Las infecciones son comunes en todos los grupos
de edad, sin embargo, son mas altas en nifios y adolescentes. Los Coronaviridae son una
familia de virus con genoma de ARN monocatenario de sentido positivo de aproximadamente
27 a 32 kilobases. La glicoproteina spike (S) de los coronavirus humanos (HCoV) esta
expuesta en la superficie, y desempefia un papel clave para la entrada viral a la célula
hospedera, convirtiéndose en el principal sitio de antigenicidad. Por ende, es uno de los
objetivos de los anticuerpos neutralizantes (NAbs) tras la infeccion viral. Los NAbs contra
los HCoV estacionales son comunes en los humanos debido a las infecciones repetidas en el
tiempo. Los estudios epidemioldgicos han descrito que la seroconversién se produce a
menudo en la infanciay la seroprevalencia puede alcanzar més del 90% para los cuatro HCoV

estacionales en los adultos.

El objetivo de esta tesis fue implementar un sistema pseudoviral que permitiera determinar
anticuerpos neutralizantes contra el coronavirus estacional 229E. Para ello, se gener6 un
pseudotipo viral basado en VIH-1 que contiene en su membrana la glicoproteina spike del
HCoV estacional 229E, el que, para analizar su infectividad, fue transducido en células
HEK293T-ACE2 y Huh-7, observando una mejor transduccion en las células Huh-7 debido
al nivel de expresion de los receptores celulares de aminopeptidasa N, siendo este el principal
receptor celular necesario para la entrada viral. Posteriormente, el pseudotipo HCoV 229E y
SARS-CoV-2, como control, fueron utilizados para medir la cantidad de anticuerpos
neutralizantes en sueros de pacientes adultos extraido previo a la pandemia del COVID-19.
En las que se observd 8 de 19 muestras con la presencia de anticuerpos neutralizantes contra
el HCoV 229E y ninguna contra SARS-CoV-2. El titulo de anticuerpos neutralizantes fue
calculado detectando el 50% de la dosis inhibitoria (ID50) con valores desde 43,47 hasta
756,8, con un promedio de 258,4. Paralelamente, se analizaron muestras pediatricas de
donantes diagnosticados con coronavirus estacional, observando que el 13% (2/15) de ellas

se pudo detectar la neutralizacion para el pseudotipo viral HCoV 229E.



En conclusidn, se caracterizd y optimizo la produccion del pseudotipo viral basados en VIH-
1 para la glicoproteina spike del coronavirus estacional 229E la que representd una
herramienta Util para estudiar las respuestas neutralizantes en individuos infectados
naturalmente y los resultados de este proyecto permitieron comparar los titulos de
anticuerpos neutralizantes detectados contra el pseudotipo viral HCoV 229E. Este modelo
puede permitir comparar la neutralizacion de anticuerpos de no solo los coronavirus, sino,
ademaés, de virus de preocupacion publica; ayudando a responder preguntas criticas de

investigacion y a entender la inmunidad frente a estos patdgenos.

ABSTRACT

Four coronaviruses of two distinct genera are endemic in humans: two alphacoronaviruses
(NL63 and 229E) and two betacoronaviruses (OC43 and HKU1) frequently cause mild upper
respiratory tract disease and have been circulating in humans as seasonal viruses. Infections
are common in all age groups, however, they are highest in children and adolescents. The
Coronaviridae are a family of viruses with a single-stranded positive-sense RNA genome of
approximately 27 to 32 kilobases. The spike (S) glycoprotein of human coronaviruses
(HCoV) is exposed on the surface, and plays a key role for viral entry into the host cell,
becoming the main site of antigenicity. It is therefore one of the targets of neutralizing
antibodies (NAbs) following viral infection. NAbs against seasonal HCoV are common in
humans due to repeated infections over time. Epidemiological studies have described that
seroconversion often occurs in childhood and seroprevalence can reach more than 90% for

the four seasonal HCoVs in adults.

The aim of this thesis was to implement a pseudoviral system to determine neutralizing
antibodies against seasonal coronavirus 229E. For this purpose, a viral pseudotype based on
HIV-1 containing in its membrane the spike glycoprotein of seasonal HCoV 229E was
generated, which, to analyze its infectivity, was transduced in HEK293T-ACE2 and Huh-7
cells, observing a better transduction in Huh-7 cells due to the level of expression of the
cellular receptors of aminopeptidase N, being this the main cellular receptor necessary for
viral entry. Subsequently, the pseudotype HCoV 229E and SARS-CoV-2, as a control, were

used to measure the amount of neutralizing antibodies in sera of adult patients extracted prior



to the COVID-19 pandemic. In which 8 of 19 samples were observed with the presence of
neutralizing antibodies against HCoV 229E and none against SARS-CoV-2. The neutralizing
antibody titer was calculated by detecting 50% of the inhibitory dose (ID50) with values
ranging from 43.47 to 756.8, with an average of 258.4. In parallel, pediatric samples from
donors diagnosed with seasonal coronavirus were analyzed, observing that 13% (2/15) of

them could detect neutralization for the HCoV 229E viral pseudotype.

In conclusion, we characterized and optimized the production of the HIV-1 based viral
pseudotype for the spike glycoprotein of seasonal coronavirus 229E which represented a
useful tool to study the neutralizing responses in naturally infected individuals and the results
of this project allowed to compare the titers of neutralizing antibodies detected against the
HCoV 229E viral pseudotype. This model may allow the comparison of neutralizing
antibodies not only to coronaviruses, but also to viruses of public concern, helping to answer

critical research questions and to understand immunity to these pathogens.
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1. INTRODUCCION

1.1. Generalidades de los Coronavirus

Los coronavirus (CoV) pertenecen al orden Nidovirales, a la familia Coronaviridae y a la
subfamilia Orthocoronavirinae [1]. Son clasificados en cuatro géneros: alfa, beta, gamma'y
deltacoronavirus [2]. Sin embargo, los que han sido de interés clinico por ser patdgenos
respiratorios humanos son: dos alfaCoV (HCoV-229E; HCoV-NL63), y cinco betaCoV
(HCoV-0C43; HCoV-HKUL; coronavirus del sindrome respiratorio de Oriente Medio
(MERS-CoV); coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo (SARS-CoV), incluido el
nuevo coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo 2 (SARS-CoV-2)) [2]. El SARS-
CoV, el MERS-CoV y el SARS-CoV-2, son altamente patdgenos, y han causado brotes
zoonoticos en los humanos en las ultimas dos décadas [3]. EI SARS-CoV, present6 un total
de 8096 casos confirmados y 774 muertes [4], mientras que, el MERS-CoV ha infectado a
2585 personas con 89 muertes [5]. Sin embargo, la pandemia del coronavirus 2019 (COVID-
19) ha dejado a 521 millones de personas infectadas con 6.26 millones de muertes al 15 de
mayo del 2022, se extendid por todo el mundo, y aun, sigue aumentando el nimero de nuevos
casos y de muertes [6].

Los coronavirus humanos (HCoV): NL63, 229E, OC43 y HKU-1, suelen causar
enfermedades del tracto respiratorio superior leves o moderadas, contribuyendo el 15 al 30%
de los casos de resfriado comun [7]. Se denominan estacionales o coronavirus humanos
endémicos, porque circulan en determinada época del afio; el HCoV-229E y el HCoV-0C43
tiende a ser epidémico durante el otofio o invierno [8]. Por otro lado, el HCoV-NL63 vy el
HCoV-HKU1 muestra un pico durante la primavera [9]. La reinfeccion oscila entre los 6 y
12 meses, lo que indica una inmunidad protectora de corta duracion [10]. En los adultos
sufren una media de dos a tres resfriados comunes al afio, y los nifios pueden padecer entre
seis y ocho, de los cuales uno o dos estan causados por algin HCoV estacional [11]. La
transmision, es principalmente por la inhalacion de particulas virales que se encuentran en
gotas y en aerosoles expulsados por un portador. El periodo medio de incubacién es de

aproximadamente 5 dias [10].



1.2. Ciclo replicativo de los HCoV

Las particulas virales del HCoVs, estan envueltas por una bicapa lipidica de origen celular
donde se encuentra las glicoproteinas estructurales; spike (S), la de la membrana (M), la
envoltura (E), ademas alberga la nucleocapside (N) cuya funcion es proteger el genoma viral
[10]. EI genoma de los HCoV es una molécula de ARN monocatenario de polaridad positiva
que presenta un tamafio de aproximadamente 27 a 32 kilobases, contiene cinco marcos de
lectura abierta (ORF), entre ellos podemos encontrar el ORF1a, ORF1lab, las cuatro proteinas
estructurales (S, M, E y N), ademas de una serie de genes accesorios [12].

El ciclo replicativo comienza con la entrada de los HCoV a la célula hospedera mediante la
glicoproteina S de transmembrana [13, 14]. Esta proteina comprende dos subunidades
funcionales; la subunidad S1, es responsable de la unién al receptor de la célula y la
subunidad S2 permite la fusién entre el virus y la membrana celular después de la unién al
receptor [15]. EI SARS-CoV-2y el HCoV-NLG63 se une al receptor de la enzima convertidora
de angiotensina 2 (ACE-2); el HCoV-229E se une a la aminopeptidasa N (APN) y al receptor
CD13; los HCoV-0C43 y HCoV-HKUL1 emplean receptores basados en glicanos que llevan
acido sialico 9-O-acetilado (Figura 1a) [16]. EI HCoV-NL63 ademas utiliza la proteina M
para facilitar la fase inicial de adhesion, donde se une a la célula hospedera utilizando
proteoglicanos de heparan sulfato como factor de union [17]. Por otra parte, se requieren
factores adicionales del hospedero para la entrada viral (la neuropilina-1, los proteoglicanos
de sulfato de heparina, las lectinas de tipo C y/o la furina); EI HCoV-229E puede utilizar dos
vias distintas: una mediada por proteasas de superficie como la proteasa transmembrana
serina 2 (TMPRSS2), y otra por la catepsina endosomal L [18]. Asimismo, el HCoV-OC43
emplea las caveolina-1, mientras que el SARS-CoV-2 y el HCoV-NL63 pueden provocar el
reclutamiento de clatrina [7]. Posteriormente. se produce un cambio conformacional en la
proteina S de los HCoV, lo que permite la fusion con la membrana de la célula hospedera
[19] y luego la liberacion del ARN gendmico al citoplasma, el que es traducido para dar
origen a las poliproteinas virales (pplay pplab) [13, 19]. Estas poliproteinas son procesadas
co y post-traduccionalmente por proteasas virales y celulares, generando 16 proteinas no
estructurales (nsps), las cuales poseen funciones especificas (actividades enzimaticas de tipo
proteasa, ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp), helicasa, exorribonucleasa,

endorribonucleasa y metiltransferasa). Por otro lado, se forma una vesicula de doble



membrana (DMV) en el reticulo endoplasmatico (RE) (Figura 1a), las que crean un
microambiente protector para la replicacion del ARN gendmico viral y la transcripcion de
ARNmM subgenémicos [20]. Este ultimo, se traduce para dar origen a las proteinas
estructurales (N, E, M y S) quienes interactian con el genoma viral dando lugar al ensamble
de nuevas particulas virales. Estas particulas virales transitaran desde el RE hasta el aparato
de Golgi siguiendo la via exocitica para finalmente madurar y ser liberadas de la célula
hospedera (Figura 1a) [13, 19, 20].
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Figura 1. Ciclo replicativo del coronavirus y neutralizacion. (a) ciclo replicativo del
coronavirus. EI HCoV reconoce el receptor especifico de la célula, uniéndose a este por
medio de la proteina S. A continuacién, entra por fusién de membranas o endocitosis. Tras
la entrada, el ARN viral se liberay se traduce en las poliproteinas virales pplay pplab. Estas
poliproteinas son procesadas por proteasas codificadas por el virus para facilitar la
replicacion y producir ARN de cadena negativa de longitud completa y ARN subgenomico.

ElI ARN subgenomico se traduce en proteinas estructurales y accesorias, incluidas las
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proteinas S, M, E y N. Estas ultimas se insertan en las membranas del RE y del Golgi, para
luego interactuar con el genoma viral, ensamblandose y seguir una via exocitica, para luego
ser liberados. (b) Neutralizacion del coronavirus por anticuerpos. Los NAbs limitan la

entrada viral, la traduccion, la replicacion y el ensamblaje viral.

1.3. Inmunidad e importancia de los anticuerpos neutralizantes

La primera linea de defensa contra una infeccion viral es la barrera fisica, como la piel.
Cuando sobrepasa el virus esta barrera, se activa la respuesta inmune innata (RI1), que esta
compuesta por elementos celulares (células dendriticas y células natural killer) y
componentes séricos (citoquinas y proteinas del complemento). Su funcion es detectar el
virus a través de receptores de reconocimiento de patrones y activar vias inflamatorias que
promueven la eliminacion de este. Ademas, permite identificar y eliminar las células
infectadas, coordinando y acelerando el desarrollo de la inmunidad adaptativa (RIA) [20],
[21]. EI RIA estd compuesta por linfocitos (B y T) y componentes séricos (citoquinas y
anticuerpos), que van a reconocer antigenos pertenecientes a estructuras especificas del
HCoV, generando una memoria inmunologica [22]. Por lo tanto, los anticuerpos son
producidos y secretados por los linfocitos B, que requieren ser activados para proliferar
rapidamente y diferenciarse en células plasmaticas, las que secretan anticuerpos especificos
contra los antigenos virales [23]. Tras un primer encuentro con el antigeno, ya sea por
vacunacion o por infeccion natural, la memoria inmunoldgica permite una produccion mas
rapida de anticuerpos neutralizantes tras la siguiente exposicion viral. Hay tres clases de
anticuerpos conocidos como inmunoglobulinas (1g): A, My G. Los estudios demuestran que
cuando se encuentran las tres clases de inmunoglobulinas, es decir, 1gG, IgM e IgA, se
alcanza la méaxima actividad de neutralizacion contra el SARS-CoV-2, evidenciandose la
capacidad de los anticuerpos para trabajar juntos de forma sinérgica [24]. Tras la infeccion
por SARS-CoV-2, los anticuerpos de tipo IgM anti-SARS-CoV-2 son producidos
inicialmente y permanecen de 20 dias a un mes antes de disminuir gradualmente. Asimismo,
los anticuerpos de tipo IgG alcanzan su punto maximo alrededor del dia 25 [25], y se
mantienen altos durante semanas [26 — 28]. Los titulos sostenidos de anticuerpos 1gG son
producidos por células plasmaticas de larga vida en la médula 6sea [29]. La funcion de los
anticuerpos neutralizantes (NADs) es unirse al antigeno viral e interferir con la union del virus

al receptor celular, induciendo asi la agregacion de las particulas virales y provocando una
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reduccion de la entrada del virus (Figura 1b). Ademas, atenuan la internalizacion a través de
la endocitosis, lo que conduce a la degradacion lisosomal y ademas pueden inhibir eventos
metabdlicos como la sintesis de las proteinas virales, bloqueando la replicacion de los virus
incluso después de la internalizacion [30, 31]. En SARS-CoV-2, los NAbs van dirigidos
contra la proteina S, especificamente a la subunidad S1 y a su sitio de union al receptor
(RBD) [32, 33], estos anticuerpos representan el 90% de la actividad neutralizante en sueros
de pacientes convalecientes por SARS-CoV-2 [34].

La actual pandemia por el SARS-CoV-2 ha llevado a un rapido desarrollo y produccion de
vacunas. Recientemente un informe en la poblacion chilena vacunada, notificaban una tasa
de seroconversion del 95,7% para los anticuerpos neutralizantes en los grupos de 18 a 59
afios de edad, después de 28 y 42 dias post-inmunizacion [35], lo que reducia la
hospitalizacién (87,5%), el ingreso a la Unidad de Cuidados Intensivos (UCI) (90,3%) vy la
muerte relacionada con el COVID-19 (86,3%) [36]. Esto indica un papel protector de los
anticuerpos neutralizantes en las primeras fases de la infeccion. Es por ello, que existe un
gran interés en detectarse anticuerpos neutralizantes, debido a que confieren proteccion frente

a una infeccion.

1.4. Inmunidad previa a los coronavirus estacionales

Los estudios seroepidemioldgicos transversales y longitudinales han descrito que grandes
proporciones de nifios y adultos sanos tienen anticuerpos séricos detectables contra las cuatro
cepas de los HCoV estacionales. La seroconversién se produce en la infancia y la
seroprevalencia aumenta con la edad [37], debido a que las tasas de infeccion de los HCoV
estacionales son mas altas en nifios y adolescentes [38].

En un estudio de 74.519 pacientes realizado en Escocia, la prevalencia de los HCoV
estacionales fue de un 4,0%, observandose un mayor nimero de casos en nifios menores de
5 afios de edad y en personas de edad avanzada. Siendo el HCoV-OC43 el més prevalente,
mientras que el HCoV-HKUL tuvo la prevalencia mas baja (un 0,3%) [39]. Otro estudio
realizado en México, se analizaron 1.404 muestras de suero de nifios con neumonia adquirida
en la comunidad, encontrandose un 2.2% de muestras positivas para algin HCoV estacional
[40]. Por otro lado, un estudio en Hong Kong demostro que la prevalencia total de los HCoV

estacionales en pacientes con insuficiencia respiratoria aguda era del 2,1%, encontrandose el
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HCoV-NL63 con una tasa de positividad del 1,3%, que fue la mas alta [41]. En Chile no

existen datos acerca de la prevalencia de los HCoV estacionales.

Se ha descrito que infecciones por los HCoV estacionales en individuos menores de 10 afios
de edad pueden actuar como un factor de proteccion de las infecciones sintomaticas graves
por el SARS-CoV-2 al limitar la infeccidn viral, ya que se han encontrado anticuerpos de
reaccion cruzada entre los HCoV estacionales y el SARS-CoV-2 en este grupo etario [33],
[42], [43]. En particular, los estudios demuestran que hay un elevado nivel de anticuerpos
contra la subunidad S2 del SARS-CoV-2, que es aquella que presenta un mayor grado de
homologia mayor entre los diferentes HCoV en comparacion a la subunidad S1, por lo que
es el sitio mas probable de reconocimiento de anticuerpos de reaccion cruzada [42, 44].

1.5. Pseudotipos virales

Para estudiar la infeccion viral o la basqueda de anticuerpos neutralizantes por coronavirus
humanos se requiere hacer ensayos celulares in vitro con la particula viral completa en los
que se requiere un laboratorio de nivel de bioseguridad 3 (BSL3) [45]. Por otra parte, se han
descrito dificultades en el cultivo in vitro de los HCoV de tipo salvaje, y los retos intrinsecos
de la manipulacion segura de los HCoV de alta patogenicidad [46]. Aunque, si bien es cierto
que los ensayos de ELISA pueden utilizarse para detectar la presencia de anticuerpos en
respuesta a la infeccion viral, el sistema en si detecta especificamente la union de anticuerpos
a la proteina viral, pero no mide si esta interaccion resulta en neutralizacion [47]. Es por ello,
que el uso de pseudotipos virales de replicacion restringida con proteinas de cubierta viral,
representa un método seguro y eficaz, que pueden ser utilizados en condiciones de
bioseguridad 2 (BSL2) [48]. Ademas, los pseudotipos virales pueden utilizarse para
cuantificar y comparar seroldégicamente las respuestas neutralizantes, dilucidar la dindmica
de los anticuerpos contra los coronavirus estacionales y los efectos de la reactividad cruzada
de los anticuerpos en el resultado clinico después de la infeccion natural [49]. Varias
investigaciones han incorporado el uso de los pseudotipos para identificar factores del
hospedero necesarios para: (1) la entrada de los coronavirus, (2) ensayos de neutralizacion
(anticuerpos dirigidos contra los epitopos de la proteina S de los HCoV) y/o (3) detectar una

inhibicion antiviral [50]. Gracias al modelo pseudoviral se detect6 un anticuerpo monoclonal
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humano que neutralizaba tanto el SARS-CoV-1 como el SARS-CoV-2 [51]. Asimismo, el
uso de pseudovirus evitan las mutaciones in vitro adquiridas en el cultivo celular cuando se
usa la particula viral completa y reduce el riesgo de seleccionar inadvertidamente variantes
de la proteina S de los HCoV [52, 53].

Se necesita diferentes pseudotipos virales para cada HCoV, que sea producido en condiciones
similares a altos titulos que permitan comparar las respuestas inmunitarias neutralizantes. Es
por ello, que esta tesis planteo producir un sistema capaz de medir NAbs, a través de un
pseudovirus para realizar una busqueda de anticuerpos neutralizantes contra el coronavirus
estacional 229E en sueros prepandémicos y muestras pediatricas de pacientes diagnosticados

con coronavirus estacional.
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2. HIPOTESIS
La generacion del pseudotipo viral portador de la proteina spike 229E permitira determinar

anticuerpos neutralizantes contra este coronavirus estacional en sueros prepandémicos.

3. OBJETIVO GENERAL
Implementar un sistema pseudoviral que permita determinar anticuerpos neutralizantes

contra el coronavirus estacional 229E.

4. OBJETIVO ESPECIFICO
1. Caracterizar la produccion del pseudotipo viral basado en VIH-1 para la glicoproteina
spike del coronavirus estacional 229E.
2. Validar la neutralizacién del pseudotipo viral del coronavirus estacional HCoV 229E

en sueros humanos prepandémicos.
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5. MATERIALES Y METODOS

5.1. Lineas celulares y plasmidos

Se utilizaron las células de rifidn embrionario humano 293T (HEK-293T), células de rifion
embrionario humano que expresan de forma estable el receptor ACE2 (HEK293T-ACE2) y
células de carcinoma hepatocelular humano (Huh-7). Todas las células se mantuvieron en
medio Dulbecco's Modified Eagle (DMEM) (Life Technologies) suplementado con 10% de
suero fetal bovino (HyClone), antibidticos: penicilina, estreptomicina y anfotericina B
(BioRengent), I-glutamina (Corning) y puromicina (1 pg/mL) para las HEK293T-ACE2,
todas las células fueron mantenidas a 37°C y 5% de COx.

Los plasmidos utilizados en este estudio fueron pNL4.3-AEnv-Firefly, pCMV-VSV-G,
pCMV14-3X-Flag—-SARS-CoV-2 SA19CT y pHDM-229E-Spike-A19-2008. Este ultimo fue
digerido con las enzimas de restriccion EcoRI/Hindlll, para verificar la presencia del

fragmento genético que codifica la proteina S del HCoV 229E.

5.2. Produccion del pseudotipo viral HCoV 229E

Las particulas virales pseudotipadas fueron generadas por cotransfeccion del vector pNL4.3-
AEnv-Firefly y el plasmido HDM-229E-Spike-A19-2008 (con una proporcion molar, 1:1)
utilizando polietilenimina (PEI) lineal preparada como se ha descrito [54] y lipofectamina™
3000 siguiendo las indicaciones del fabricante. Antes de su adicion al cultivo, se realiz6 un
breve periodo de incubacién (15 minutos) para permitir a los poliplejos alcanzar su tamafio
Optimo para una maxima eficiencia de transfeccién. Las células HEK-293T se transfectaron
en placas de 6 pocillos con una confluencia >70%, y 16 horas despueés de la transfeccion, se
lavaron las células y se afiadid medio fresco DMEM [54]. El sobrenadante conteniendo el
pseudotipo viral se colectd a las 24 horas post-transfeccion, y los restos celulares se
eliminaron por centrifugacion a 3000 rpm durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los
stocks virales se diluyeron en 50% de suero bovino fetal (Sigma-Aldrich), se guardaron en
alicuotas y se almacenaron a -80°C para su uso posterior. El stock viral se cuantifico
utilizando el kit del ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (ELISA) HIV-1 Gag p24

Quantikine (R&D Systems) siguiendo las indicaciones del fabricante.
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5.3. Transduccién de los pseudotipos virales

Se realizé la transduccion por dilucion en serie de células HEK293T-ACE2 y Huh-7 en
microplacas de 96 pocillos (SPL Life Sciences). Para ello, se sembraron 15.000 células por
pocillo en 100 ul de medio DMEM, y se agregaron por triplicado ocho diluciones seriadas
1:2 del pseudotipo viral en 100 pl. Cuarenta y ocho horas después de la transduccion, se retir0
el medio DMEM vy se agregd 25 ul de tampén de lisis pasiva 1x (Promega) a cada pocillo.
Las placas se incubaron durante 10 minutos en agitacion a 400 revoluciones por minuto (rpm)
a temperatura ambiente utilizando el lector de microplacas multimodo Synergy HTX
(BioTek). Se utilizé el Luminémetro de Microplacas GloMax 96 (Promega) que inyecto 25
pL del reactivo de luciferasa (Promega) a temperatura ambiente y la intensidad de luz fue
medida en unidades relativas de luminiscencia (RLU). Todos los experimentos se realizaron

en estas mismas condiciones.

5.4. Muestras de suero humano

Para este estudio se utilizé un total de 19 muestras de sueros prepandémicos y 15 muestras
de sueros de donantes pediatricos diagnosticados para coronavirus estacionales. La
manipulacion de las muestras humanas se realizé en el Laboratorio de Virologia Molecular
y Celular, fue aprobada bajo el protocolo n°.096-2020 por el Comité de Etica de
Investigacion en Seres Humanos de la Facultad de Medicina de la Universidad de Chile. Las

muestras utilizadas en este estudio se anonimizaron.

5.5. Ensayo de neutralizacion con el pseudotipo viral HCoV 229E basado en VIH-1

Las muestras de suero se inactivaron a 56°C durante 30 minutos y se almacenaron a -20°C
hasta su uso. Posteriormente, se prepararon diluciones seriadas de 1:3 del suero inactivado
en medio DMEM con 10% de suero bovino fetal, con una dilucion inicial de 1:40 y final de
1:87480, se incubaron con 3,2 ng de p24 del pseudotipo viral HCoV 229E y SARS-CoV-2,
lo que corresponde al menos a 150.000 RLUs de cada uno, en microplacas de 96 pocillos en
duplicado. Tras 1 hora de incubacion a 37°C, se afiadieron 15.000 células Huh-7 0o HEK293T-
ACE2 a cada pocillo, utilizando como control negativo células Huh-7 0o HEK293T-ACE2 sin
el pseudotipo viral (0% de infectividad) y como control positivo, se incubd 50 pL del
pseudotipo viral HCoV 229E o0 SARS-CoV-2 sin suero (100% de infectividad) con 50 ul del
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medio DMEM (Figura 2). La actividad de la luciferasa de luciérnaga fue medida 48 horas
después y se calcul6 el porcentaje de neutralizacion para cada dilucion y se estimaron los
titulos de neutralizacion, definidos como dosis inhibitoria del 50% (ID50). Los ensayos de
neutralizacion se validaron teniendo en cuenta los siguientes criterios de
aprobacion/desaprobacion: (1) la RLU media de los pocillos del control positivo del
pseudovirus es >10 veces la RLU media de los pocillos de control negativo. (2) el coeficiente
de variacion entre las RLUs de los pocillos de control positivo y negativo del pseudovirus
fue <30%. (3) la diferencia porcentual para los pocillos por duplicado es <30% para las
diluciones de la muestra que producen al menos un 40% de neutralizacion y (4) la curva de

neutralizacion del control positivo cruza el corte del 50% de neutralizacion [54].
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Figura 2. Esquema de carga del ensayo de neutralizacion en placas de 96 pocillos.
Diluciones seriadas de la muestra de suero se incubaron con 3.2 ng de p24 de los pseudotipos
virales (HCoV 229E y SARS-CoV-2) a 37°C por una hora, luego 15.000 células Huh-7 y
HEK293T-ACE2 fueron agregadas a cada pocillo; la neutralizacion se evalué como una
reduccion de la entrada viral a la célula hospedera mediante la produccion de luciferasa
después de 48 horas y se realiz6 el célculo de ID50. Se realizé en formato de placa de 96
pocillos, cargando los controles negativos (C-); controles positivos (C+); Muestras de suero.

5.6. Analisis estadistico
Las curvas sigmoideas y la estimacion del ID50 se obtuvieron usando un ajuste de curva de
regresion no lineal de cuatro pardmetros medido como el porcentaje de neutralizacion

determinado por la diferencia en RLUs entre las muestras y los controles del virus
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pseudotipado. Para obtener los valores de ID50, la prueba de falta de ajuste debera tener un
valor de P > 0,1. Todos los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad Prism

version 8.
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6. RESULTADOS

6.1. Desarrollo y caracterizacion del pseudotipo viral basados en VIH-1 para la
glicoproteina spike del coronavirus estacional 229E.

Se optimizo la produccién del pseudotipo viral del coronavirus estacional basado en VIH-1

y que contiene ensamblado en su membrana la glicoproteina spike del HCoV 229E, mediante

un protocolo de transfeccién y transduccion de lineas celulares que poseen los receptores

especificos para la entrada del pseudotipo viral (Figura 3).

., A s Actividad de la luciferasa
Transfeccion de plasmidos en células emitida por el pseudotipo

HEK293T viral HCoV 229E

transducido en las células
HEK-ACE2 y Huh-7
pNL4.3-AEnv-Firefly
il [Metax2]
(]
—,
VIH-1 vou O

,»”’—_-.
(o 1

HDM-229E-Spike-A19-2008

Formacion del pseudotipo
viral HCoV 229E

Neutralizacion del pseudotipo b W
viral por los anticuerpos anti-
proteina S, lo que conduce a una R
lectura de luminiscencia ==
reducida |
7°

Figura 3. Esquema que representa la produccién del pseudotipo viral HCoV
229E vy el ensayo de neutralizacion. Las células HEK 293T fueron transfectadas con el
plasmido que codifica el gen de la proteina spike de coronavirus HCoV 229E (carece de los
altimos 19 aminoacidos del extremo C-terminal) y el plasmido lentiviral pNL4.3-AEnv-
Firefly que presenta una delecion en el gen de la envoltura y una sustitucion en la secuencia
que codifica el gen Nef, por un gen reportero Firefly. Después de la entrada del pseudotipo
viral en las células Huh-7, da lugar a una luminiscencia medible de las células transducidas
con éxito. La neutralizacion del pseudovirus por los anticuerpos contra la proteina S del
HCoV 229E tras la incubacion con sueros humanos prepandémicos puede medirse como una

reduccion de la produccion de luminiscencia tras la transduccion en las células Huh-7.

En primer lugar, para la formacion del pseudotipo viral, se purifico el plasmido HDM-229E-
Spike-A19-2008 que contiene el gen de la proteina spike del HCoV 229E vy se verifico la

presencia del fragmento que codifica el gen con un ensayo de restriccién utilizando los sitios
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5 EcoRly 3" Hindlll, observandose un fragmento de aproximadamente 3.700 pares de bases
(pb), correspondientes a la liberacidn del inserto que codifica el gen de la proteina S del
HCoV 229E (Figura 4a). Posteriormente, células de rifion embrionario humano 293T (HEK-
293T) fueron transfectadas con 1 g del vector de expresion lentiviral pNL4.3-AEnv-Firefly,
junto con 1 pug del plasmido 2862-HDM-229E-Spike-A19-2008; este Gltimo presenta una
delecion de los Gltimos 19 amino&cidos del C-terminal de la proteina S (SA19), modificacion
que ha sido previamente descrita para mejorar la incorporacion de la proteina S en el
pseudotipo viral [54], evitando que esta Ultima sea retenida en el reticulo endoplasmatico y
garantizar que se generen titulos elevados del pseudotipo viral [50]. Ademés, como controles
previamente verificados y estandarizados para formar los pseudotipos virales en la
transfeccion, se usé un plasmido que contiene el gen de la proteina G del virus de la
estomatitis vesicular (VSV) y otro vector que contiene la proteina spike (SA19) del SARS-
CoV-2 [54]. A fin de buscar el método mas eficiente de transfeccion para producir mayor
cantidad de pseudotipo viral, se utilizé polietilenimina (PEI) y lipofectamina por separado.
El reactivo PEI lineal, es un polimero obtenido a partir de mondémeros de etilenimina y
permite la formacién de complejos DNA/PEI. Este complejo tiene afinidad por la membrana
celular, interactuando con proteoglicanos de heparan sulfato, permitiendo que ingrese el
material genético a la célula hospedera [55]. No obstante, la lipofectamina son nanoparticulas
lipidicas, cuya funcién es formar complejos lipofectamina/material genético (plasmidos), y
a través del transporte activo, mediado por vesiculas, ingresa a la célula [56, 57]. Después de
la transfeccion, se recolecto el sobrenadante a las 24 horas de incubacion.

Posteriormente, el sobrenadante fue usado para transducir células HEK-293T que expresan
de forma estable el receptor ACE2 (HEK293T-ACEZ2) y ademas, se utilizo la linea celular de
carcinoma hepatocelular humano (Huh-7), ya que contiene receptores de aminopeptidasa N
necesarios para la entrada del HCoV 229E [49]. A las 48 horas post-transduccion se midio la
actividad de la luciferasa como un indice del nivel de entrada o infectividad (Tabla 1),
observandose que todas las lineas celulares analizadas fueron susceptibles a la infeccion
provocada por el VSV-G (Figura 4b). Mientras que el pseudotipo de SARS-CoV-2
presentaron mayores RLUSs en células HEK293T-ACE2 que en las células Huh-7, tal como
ha sido documentado, puesto que el ACE2 fue identificado como el principal receptor celular

necesario para la entrada del SARS-CoV-2 a la célula hospedera [58]. Asimismo, el HCoV-
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229E entro preferentemente en las células Huh-7, ya que es mayor la expresion de receptores

celulares de aminopeptidasa N en estas células (Figura 4b).

Tabla 1. Unidades relativas de luminiscencia (RLUs) obtenidas de la post-transduccion

de los pseudotipos virales en las células HEK293T-ACE2 y Huh-7.

Polietilenimina (PEI)

HEK-ACE2 Huh-7 HEK-ACE? Hub-7

VSV-G [SARS-CoV-2|HCoV 229E| VSV-G |SARS-CoV-2|HCoV229E| VSV-G |SARS-CoV-2|HCoV229E| VSV-G [SARS-CoV-2| HCoV 229E
15201 16398 14 9077 61 20369 | 759671 | 120972 30 385454 | 2676 72350
34729 | 26255 15 24144 274 83686 | 1519012 | 226138 1866 | 954694 6934 169287
48202 | 48024 65 68885 702 202709 | 3443750 | 381105 2113 | 1863251 | 16834 383197
129106 | 91529 33 | 118349 1547 354187 | 6198263 | 727928 7002 | 33863585 | 45496 677110
277980 | 196292 1175 | 242801 2209 387712 | 11256427 | 1325574 7288 | 6392143 | 98939 | 1386775
465899 | 416687 2198 | 408034 2898 628195 | 19154174 | 2262764 | 20898 | 13163709 | 179736 | 2711577
722554 | 636619 3068 | 843738 6839 1148208 | 26007334 | 3707397 | 21437 | 22504332 | 210108 | 4349248
| 1240925 | 1177322 | 3831 | 1395953 | 9678 1335676 | 33177081 | 5720405 24435 | 31081572 | 354879 | 5289767

* La transduccion se realizé utilizando los sobrenadantes obtenidos de la transfeccion.
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Figura 4. Caracterizacion del pseudotipo viral del HCoV 229E basado en el VIH-
1. (a) Digestion enzimatica con EcoRI/Hindlll del plasmido 2862-HDM-229E-Spike-A19-
2008. La fecha indica el fragmento de 3.700 pb liberado. (b) Comparacion de la transduccion
con el reactivo de transfeccion polietilenimina y lipofectamina en celulas HEK293T-ACE2
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y Huh-7. Se midi¢ la actividad de la luciferasa a las 48 horas post-transduccion, los resultados

se expresan en logaritmo de las unidades relativas de luminiscencia (RLUS).

La transduccion en las células HEK293T-ACE2 y Huh-7 con el sobrenadante recolectado
por la transfeccion con lipofectamina, indicaba que los pseudovirus VSV-G, SARS-CoV-2y
HCoV-229E ingresaban a las células de forma maés eficiente que al utilizarse el sobrenadante
recolectado post-transfeccion con PEI, observandose sistematicamente que la actividad de
entrada viral era unas 100 veces mayor (Figura 4b). Utilizando las condiciones
estandarizadas se procedio a producir el pseudotipo viral HCoV 229E a mayor escala para
utilizarlos en los ensayos de neutralizacion. Para caracterizar el pseudotipo viral HCoV 229E
cuantificamos los niveles de p24 presentes mediante ELISA (63.5 ng/mL) y utilizamos
cantidades crecientes para determinar el rango dinamico, utilizando pseudotipo viral
desprovisto de spike como control (Figura 5, tabla 2). Determinamos que el uso de 3,2 ng
de p24 se asocia a valores de RLUs de 6x10° con suficientes ordenes de magnitud por sobre
el control negativo. El rango lineal no se vio afectado al disminuir la cantidad de p24

utilizada.

Tabla 2. Unidades relativas de luminiscencia (RLUs) obtenidas de la post-transduccion

con lipofectamina del pseudotipo viral HCoV 229E en células Huh-7.

RLUs post-
tl'ansdul::ciﬁn ng de p24
| 86.507 0,025
| 233.636 0,05
| 503.947 0.1
" | 901.106 0,2
[ 1.929.380 0,4
B 3.593.275 0.8
| 5.497.565 1.6
[6.898.200 | 32
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Figura 5. Rango dindmico del sistema post-transduccion del pseudotipo viral HCoV
229E. Unidades relativas de luminiscencia emitida por la luciferasa del pseudotipo viral
HCoV 229E transducido en las células Huh-7, producido a mayor escala para usarlo en los

ensayos de neutralizacion.

6.2. Neutralizacién del pseudotipo viral del coronavirus estacional HCoV 229E por
sueros humanos prepandémicos.

Para validar el uso de nuestro sistema en ensayos de screening y cuantificacion de anticuerpos
neutralizantes contra el HCoV 229E, se realiz6 en un formato de placa de 96 pocillos
utilizando un set de 34 muestras clinicas separadas en donantes sanos prepandémicos (n=19)
y donantes pediatricos diagnosticados con coronavirus estacionales (n=15). Realizamos un
screening utilizando diluciones de suero de 1/40, definiendo que los sueros con actividad
neutralizante fueron aquellos que inhiban la infectividad en un 50% (Figura 6). La
especificidad de la neutralizacion de las muestras positivas fue evaluada utilizando un
pseudotipo similar, pero reemplazando la proteina spike de HCoV 229E por la proteina spike
de SARS-CoV-2, demostrando que las muestras prepandémicas neutralizan de manera
especifica.

Las curvas de neutralizacion de las muestras contra el pseudotipo viral HCoV 229E que
presentaron actividad neutralizante, revelaron una amplia gama de titulos de anticuerpos
neutralizantes con valores de ID50 que oscilaban entre 43,47 y 756,8 (Tabla 3) demostrando
la presencia de NAbs son especificos contra la proteina S del HCoV 229E en las 19 muestras
prepandémicas, un 42% presentaron anticuerpos neutralizantes contra el HCoV 229E

sugiriendo que estuvieron expuestos a este agente viral.
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Figura 6. Neutralizacion del pseudotipo viral del coronavirus estacional HCoV
229E en plasma humanos prepandémicos. Actividad neutralizante contra el pseudotipo
viral del HCoV229E y SARS-CoV-2 en muestras de suero prepandémico. Se realizaron
curvas de neutralizacion para calcular los titulos de ID50. Los resultados se expresan como
porcentaje de neutralizacion = %CV y corresponden a un ensayo representativo realizado por

triplicado. Las curvas fueron ajustadas por regresion no lineal utilizando GraphPad Prism 8.
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Para descartar alguna inhibicién inespecifica y confirmar la presencia de anticuerpos
neutralizantes dirigidos a la proteina S del HCoV 229E y no a otro pseudotipo viral,
observamos entonces que ninguna muestra neutralizo el pseudotipo viral del SARS-CoV-2,
indicando que la actividad neutralizadora detectada contra el pseudotipo viral HCoV229E
fue especifica contra su proteina S. Como se muestra en la Figura 6 (en verde), no se
observaron muestras prepandémicas capaces de neutralizar el pseudotipo viral del SARS-
CoV-2, confirmando la especificidad de nuestro sistema pseudoviral.

Tabla 3. Actividad neutralizante contra el pseudotipo viral HCoV 229E y SARS-CoV-

2 en muestras prepandémicas.

Nenutralizacion contra el psendotipo viral SARS-

Neutralizacion contra el psendotipo viral 229E

CoV-2
Muestras ID50 95% IC R? Muestras ID50 95% IC R?
1 I 7568 | 661.7-863.7 0,9907 1 <40 - -
2 <40 - - 2 <40 - -
3 [ 92,37 87.03 - 97.94 0.9947 3 <40 - -
4 I 3128 252.0 - 388.7 0,9744 4 <40 - -
5 6211 | 465.5-8332 0.9671 5 <40 - -
6 <40 - - 6 <40 - -
7 | 55,74 32,92 - 83,13 0.9224 7 <40 - -
8 <40 - - 8 <40 - -
9 <40 - - 9 <40 - -
10 =40 - - 10 <40 - -
11 L] 1231 117.1-129.6 0,9937 11 <40 - -
12 | 5519 41,99 - 68.86 0.9303 12 <40 - -
13 <40 - - 13 <40 - -
14 <40 - - 14 <40 - -
15 =40 - - 15 =40 - -
16 <40 - - 16 <40 - -
17 =40 - - 17 =40 - -
18 || 4347 42.02 - 44,95 0,9956 18 <40 - -
19 <40 - - 19 =40 - -

IC, intervalo de confianza; -, no determinado; R2, ajuste del R cuadrado de la regresién no
lineal; ID, dilucion inhibitoria.

Seguidamente, se realizaron ensayos de neutralizacion para el pseudotipo viral HCoV 229E
y SARS-CoV-2 con muestras de donantes pediatricas diagnosticados con coronavirus
estacionales, observando que el 13% (2/15) de ellas se pudo detectar la neutralizacion para
el pseudotipo viral HCoV 229E, con valores de ID50 de 74.97 y 264.9. Sin embargo, estas
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dos muestras, los pacientes tenian un diagndstico por RT-PCR para el HCoV OC43; mientras
que los donantes positivos para el HCoV 229E no mostraron capacidad neutralizante contra
este pseudotipo (Tabla 4). En el primer caso los donantes pueden haberse infectado
previamente con el HCoV 229E y en el segundo caso las muestras fueron tomadas en las
primeras 48 horas de iniciado los sintomas lo que no es suficiente para generar una respuesta

neutralizante [25].

Paralelamente, el 15% (3/15) de las muestras fue capaz de neutralizar el pseudotipo viral
SARS-CoV-2, indicando que estos donantes pudieron cursar una infeccién previa con
SARS-CoV-2 (Tabla 4). Sin embargo, no se encontré una misma muestra con capacidad
neutralizante para ambos pseudotipos virales descartando al menos en este grupo analizado,

una reaccion cruzada como lo demuestran algunas evidencias [44, 58].

Tabla 4. Actividad neutralizante contra el pseudotipo viral HCoV 229E y SARS-CoV-

2 en muestras pediatricas.

Neutralizacion contra el pseudotipo viral SARS-

Neutralizacion contra el pseudotipo viral 229E

CoV-2
Muestras ID50 95% IC RrR* Muestras ID50 95% IC R’
6 E1 <40 - - 6 E1 <40 - -
65 C <40 - - 65 C <40 - -
65 B <40 - - 65 B <40 - -
3E1 || 2649 [252.6t0277.8| 0.9984 3E1 <40 - -
6 E3 <40 - - 6 E3 <40 - -
60 E1 <40 - - 60 E1 <40 - -
23 E1 <40 - - 23 E1 <40 - -
36 C <40 - - 36 C <40 - -
16 E1 <40 - - 16 E1 <40 - -
84 E1 <40 - - 84 E1 <40 - -
107 B <40 - - 107 B lj 3366 | 2524t04504 | 09698
102 A <40 - - 1024 || 1251 805.8 to 1939 | 0.9354
100 A <40 - - 100 A <40 - -
94 A <40 - - 94A || 3774 | 1988t0651.8 | 0.8947
6E2 || 7497 [56.85t095.32| 0.9661 6 E2 <40 - -

IC, intervalo de confianza; -, no determinado; R2, ajuste del R cuadrado de la regresién no

lineal; ID, dilucion inhibitoria.
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7. DISCUSION

Este proyecto de tesis describe la generacion de un pseudotipo viral basado en VIH-1 que
contiene en su membrana la glicoproteina spike del coronavirus estacional 229E y su
validacidn con muestras de suero de donantes sanos prepandémicos y muestras de donantes
pediatricos diagnosticados con coronavirus estacionales mediante RT-PCR. El uso de este
tipo de investigaciones puede emplearse como una herramienta para estudiar los cambios en

la capacidad de neutralizacion a lo largo del tiempo, ya sea con otro coronavirus u otros virus.

Optimizamos la produccion del pseudotipo viral del coronavirus estacional 229E
permitiéndonos obtener rangos dindmicos de transduccion de al menos 6x10° RLUs/pocillo
en las células Huh-7; las recomendaciones para realizar ensayos de neutralizacion con
pseudotipos virales, son con rangos dinamicos de transduccion mayores a 1x10°
RLUs/pocillo en una placa de 96 pocillos, por lo cual nuestros resultados de transduccion
fueron suficientes para comparar la cohorte de sueros utilizados con la misma cantidad de
pseudovirus. Por otra, como la susceptibilidad de las diferentes lineas celulares para la
transduccion de los pseudovirus depende de los receptores celulares presentes en cada una
de ellas, asi como de la capacidad intrinseca para soportar la infeccion lentiviral y la
expresion del gen reportero, observamos un rango dindmico de transduccion para el
pseudotipo viral HCoV 229E fue mayor en células Huh-7 que en las HEK293T-ACEZ2, dado
los altos niveles de expresion de aminopeptidasa N que contienen las células Huh-7 que en
las HEK293T-ACE2.

El 42% (8/19) de las muestras prepandémicas utilizadas tuvieron la capacidad de neutralizar
el pseudotipo HCoV 229E, pero no SARS-CoV-2, con valores de ID50 variables. Los
estudios destinados a medir los NAbs por ejemplo en individuos expuestos al SARS-CoV-2
han demostrado resultados diferentes de D50 segun el estado inmunolégico, comorbilidades,
etc. Tales como, un estudio realizado en Shangai analizdé 175 muestras de sueros e informo
de altas variaciones en los titulos de NAbs con valores de 1ID50 que iban desde por debajo
del limite de deteccion (ID50 < 40) e ID50 de 21.567. En este estudio, el 17% de los pacientes
presentaban titulos medios-bajos de NAbs (ID50 = 500 a 999), el 39% presentaban titulos
medios-altos (ID50 = 1000 a 2500), y el 14% presentaban titulos altos (ID50 > 2500), con
solo dos pacientes que presentaban titulos muy altos de NAbs (15.989 y 21.567) [60].
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Destacamos que no se ha descrito un numero definido de NAbs que indique proteccion contra
el HCoV 229E, asi como tampoco en otros HCoV y se requieren estudios adicionales que

permitan determinarlo.

Paralelamente al analisis de las muestras prepandémicas, se analizaron muestras de suero
proveniente de pacientes pediatricos extraidas durante la pandemia donde sorpresivamente,
a pesar de que las donantes fueron diagnosticas con algin coronavirus estacional por RT-
PCR, para el HCoV 229E de nuestro interés, no logramos obtener anticuerpos neutralizantes
en los sueros. En este sentido no se ha establecido si los anticuerpos de tipo IgM tienen la
misma capacidad de neutralizar en comparacion del tipo 1gG, y ademaés tras el inicio de la
infeccion, los anticuerpos IgM neutralizantes son indetectables entre los dias 0 y 3 del inicio
de la enfermedad, y se vuelven detectables a partir del dia 4 [25]. Por lo tanto, como las
muestras fueron tomadas al inicio de la enfermedad, no se logré establecer una respuesta

inmune neutralizante detectable.

Los resultados de este proyecto de investigacion permitieron comparar los titulos de
anticuerpos neutralizantes detectadas contra el pseudotipo viral HCoV229E. Es por ello, que
destacamos el uso de pseudotipos viral como una herramienta para poder detectar anticuerpos
neutralizantes que puedan ser usada contra otros HCoV asi como también otros virus de
importancia epidemioldgica. Ademas, mediante estrategias de mutagénesis sitio dirigida, se
puede incluir mutaciones asociadas a variantes que pueden tener importancia en el escape o
evasion de la respuesta inmune [52, 53]. Por otra parte, el uso de pseudotipos virales no solo
te permite hacer ensayos de neutralizacion, sino que ademas, permite ser utilizado para
identificar factores celulares adicionales necesarios para la entrada viral o para estudiar

antivirales que inhiban la interaccion ligando-receptor.

8. CONCLUSIONES
e Se logré producir un pseudotipo viral basado en VIH-1 portador de la glicoproteina
spike del coronavirus estacional 229E.
e Laproteina S del HCoV 229E por si sola fue suficiente para impulsar completamente

la entrada del pseudotipo viral a la célula hospedera (Huh-7).
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El pseudotipo viral obtuvo rangos dindmicos de transduccion elevados que
permitieron usarlos en los ensayos de neutralizacion.

Evaluamos la capacidad de neutralizacion de muestras de suero de un set de 34
muestras clinicas separadas en donantes sanos prepandemicos y muestras clinicas de
donantes pediatricos diagnosticados por coronavirus estacional, observando valores
de ID50 variables.

Estudios seroldgicos a nivel de poblacion seran indispensables para establecer la
verdadera carga de la infeccion por el HCoV 229E o determinar un valor especifico
de NAbs que indique proteccidn, y/o la respectiva distribucion por ejemplo en edades,

asi como para identificar alguna inmunidad cruzada contra otro coronavirus.
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