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Abstracto 

El objetivo de este estudio fue evaluar nanopartículas lipídicas de ARN autorreplicantes 

(LNPs de ARN sa) para neutralizar las variantes del SARS-CoV-2 delta (linaje B.1.617) y 

alfa (linaje B.1.1.7). Antes de la inmunización de ratones con LNPs de saRNA, vimos una 

alta expresión de proteína S tanto a niveles de ARNm como de proteína después de la 

transfección de células HEK293T/17 con LNPs de SARNA. Después de la inmunización oral 

de ratones BALB/c con 0,1 – 10 μg de LNP de ARN sa, se observó una alta cantidad de 

anticuerpos IgG e IgA específicos del SARS-CoV-2 con un patrón dependiente de la dosis. 

Es importante destacar que la proporción de IgG2a / IgG1 en el suero de ratones 

vacunados mostró una respuesta sesgada Th1 / Th2. También encontramos que los 

anticuerpos secretados podrían neutralizar las variantes del SARS-CoV-2 delta (linaje 

B.1.617) y alfa (linaje B.1.1.7). Los esplenocitos reestimulados de ratones vacunados 

mostraron una alta secreción de IFN-γ, IL-6 y TNF-α. Los autores piensan que aunque el 

estudio preclínico confirmó la eficacia de los ARN DE saS contra el SARS-CoV-2, la eficacia 

y seguridad reales de la vacuna oral deben evaluarse en ensayos clínicos. 

Palabras clave: Vacuna oral, ARN autorreplicante, linaje B.1.1.7, linaje B.1.617 

Vete a: 

1. Introducción 

Las vacunas tienen diferentes formulaciones y cada día son más avanzadas [1]. El uso de 

ácidos nucleicos y nanopartículas son dos ejemplos de materiales avanzados, utilizados 

recientemente en la producción de vacunas [2]. Los primeros estudios se centraron en el 

uso de ADN en lugar de ARN porque el ARN es menos estable que el ADN [3]. Las vacunas 
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de ADN produjeron malos resultados en ensayos clínicos en humanos [4] y esto llevó al 

uso de ARN. Por supuesto, este cambio en la estrategia se atribuyó al éxito de la 

inmunoterapia contra el cáncer por moléculas de ARNm [5], [6]. Además, el éxito del 

desarrollo de vacunas contra la COVID-19 basadas en ARNm abre una nueva ventana al 

diseño de vacunas [7], [8]. Actualmente existen dos tipos de vacunas de ARN, incluyendo el 

ARNm convencional y el ARN autorreplicante (saRNA) [9]. Estos ARN se producen in vitro 

y codifican antígenos patógenos [10]. 

Para producir un saRNA, se necesita la secuencia de un complejo de ARN polimerasa 

dependiente de ARN (RDRP) de origen viral para amplificar el saRNA, así como las 

regiones no traducidas de 5' y 3́ (UTR), para su replicación en citoplasma [11]. Después de 

la expresión de saRNA, se produce la activación del sistema inmune [12]. La producción de 

vacunas de SARNA no es muy complicada y puede integrarse fácilmente en una línea de 

producción [13]. Por ejemplo, Hekele et al. diseñaron y produjeron la vacuna saRNA para 

la influenza H7N9 en un plazo de ocho días [14]. Hay varias formulaciones que se pueden 

usar para administrar vacunas de SARNA, incluidos polímeros catiónicos 

[15],lipopolplexos [16]ynanopartículas lipídicas (LNP) [17]. Curiosamente, debido a la 

propiedad autorreplicante del saRNA, se puede lograr una alta respuesta inmune con dosis 

bajas de vacunas de saRNA [18]. Es importante destacar que el sitio de acción del saRNA 

es el citoplasma y no requiere entrar en el núcleo celular. De hecho, no hay riesgo de 

integración de saRNA en el genoma [5], [6], [19]. 

Aunque se han desarrollado una variedad de vacunas contra la COVID-19 y algunas se 

están utilizando a nivel mundial, la mayoría de la población de los países en desarrollo aún 

no se ha vacunado debido a la falta de fondos, la falta de infraestructura y los problemas 

sociales [20]. Necesitan una vacuna simple y económica. Por lo tanto, buscamos diseñar, 

producir y evaluar una vacuna oral que pudiera usarse fácilmente. El objetivo de este 

estudio fue evaluar los LNPs de saRNA en ratones para neutralizar las variantes delta 

(B.1.617) y alfa (B.1.1.7) del SARS-CoV-2. 

Vete a: 

2. Materiales y métodos 

2.1. Construcción del plásmido 

Para sintetizar el constructo de saRNA, se utilizó un vector plásmido bacteriano común 

con un promotor T7. La secuencia requerida para la construcción de saRNA fue sintetizada 

y subclónica por Biomatik, Canadá. Basado en (Fig. 1 a) ,la construcción de saRNA tiene 5′ 

UTR (número de acceso de GenBank: NC_001449),nsP1-4 (número de acceso de GenBank: 

NC_001449),promotor subgenómico (número de acceso de GenBank: 

NC_001449),proteína S (número de acceso de GenBank: MZ571142.1),5′ UTR (número de 

acceso de GenBank: NC_001449)y cola depoliA. El constructo de control negativo(Fig. 1 
b)tiene la misma estructuraexcepto para el promotor subgenómico y la secuencia 

codificante de la proteína S. La construcción de control positivo(Fig. 1 c)tiene 4 partes 

principales, incluyendo 5′ UTR (número de acceso de GenBank: NC_001449),proteína S 

(número de acceso de GenBank: MZ571142.1),3′ UTR (número de acceso de GenBank: 

NC_001449)y cola depoliA.  El suplemento 1 muestra la secuencia de longitud completa 

de la construcción de saRNA utilizada en este estudio. 
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Figura 1 

Los diagramas esquemáticos de saRNA (a), control negativo (b)y construcción de control 

positivo (c). Abreviatura: 7-metilguanosina (m7G); Región no traducida (UTR); Proteína 

no estructural (nsP), proteína Espiga (proteína s). La distribución de tamaño (d) y el 

potencialzeta (e) delos LNPs de saRNA por aparato DLS. Las células HEK293T/17 fueron 

tratadas con LNPs de saRNA a 0,1-10 μg y la expresión de la proteína S se evaluó mediante 

PCR en tiempo real (f)y ELISA (g). Todos los datos se mostraron como media ± DE. * indica 

diferencia de significancia con P < 0,05 cuando se compara con controles negativos 

utilizando un ANOVA unidireccional ajustado para comparaciones múltiples con n = 5. 

2.2. Síntesis de arNag lineal 

El plásmido que codifica el constructo de saRNA se transformó en E. coli (instituto Pasteur, 

Irán), cultivado en caldo Luria con 100 μg/ml de carbenicilina (Sigma Aldrich, Reino 

Unido). Los plásmidos se purificaron utilizando un kit Plasmid Plus MaxiPrep (QIAGEN, 

Reino Unido) y su concentración y pureza se midieron en un espectrofotómetro NanoDrop 

(ThermoFisher, Reino Unido). Luego, los plásmidos clonados se linealizaron usando MluI 

durante 3 h a 37 ° C.  Luego, las transcripciones de saRNA se produjeron utilizando 1 μg de 

plantilla de ADN linealizado en una reacción MEGAScript™ (Ambion, Reino Unido) durante 

1 h a 37 ° C.  Se mezcló un saRNA lineal de μg con 1 μM ScriptCap™ (CellScript, WI, USA) 

durante 1 h a 37 °C.  El saRNA sintetizado se purificó mediante precipitación de LiCl, se 
volvió a suspender en un tampón de almacenamiento de ARN y se almacenó a - 80 ° C.  

Para evaluar la pureza del saRNA sintetizado, la relación A260/A280 se midió utilizando el 

espectrofotómetro NanoDrop (ThermoFisher, Reino Unido) [21]. 

2.3. Encapsulación de saRNA en LNPs 
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Para encapsular el ARN sa, utilizamos un proceso químico simple [21] en el que 0,1, 1 y 10 

μg de saRNA purificado se mezclaron por separado con una mezcla de lípidos etanólicos 

de 1,2-dilinoleyl oxi-3-dimetilaminopropano, 1,2-diastearoil-sn-glicero-3-

fosfocolina,colesteroly 1,2-Dimirristoil-rac-glicero-3-metoxipolietilenglicol-2000 en una 

proporción de 10:48:2:40 a pH 4.0. La mezcla fue agitada vigorosamente por un mezclador 

en T y luego colocada en una bolsa de diálisis para purificar durante la noche. Luego, la 

distribución del tamaño y el potencial zeta de los LNP producidos se determinaron 

mediante dispersión dinámica de luz (DLS) (Malvern Instruments Ltd, Malvern, Reino 

Unido). La encapsulación de saRNA se confirmó mediante electroforesis en gel y la 

eficiencia de atrapamiento se midió mediante un espectrofotómetro NanoDrop 

(ThermoFisher, Reino Unido) a 260 nm. Para los controles positivos y negativos, también 

se realizó el mismo proceso de encapsulación. 

2.4. La expresión de saRNA en células HEK293T/17 

En el Medio de Águila Modificada (DMEM) (Gibco) de Dulbecco que contiene 10% de suero 

fetal bovino (FBS) (Gibco), 1% de L-glutamina (Thermo Fisher Scientific) y 1% de 

penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher Scientific), se cultivaron células HEK293T/17 a 

37 °C durante 5 días. Luego, las células se incubaron por separado con 0.1-10 μg de saRNA, 

control negativo y LNPs de control positivo. Después de 24 h, la expresión de la proteína S 

se confirmó mediante PCR en tiempo real y ELISA(Suplementario 2). 

2.5. Inmunización 

Todos los procedimientos relacionados con los experimentos con animales utilizados en 

esta sección fueron aprobados por el comité ético de la Escuela de Ciencias Médicas sirjan, 

Sirjan, Irán (Código ético: IR. SIRUMS. REC.1400.001). Utilizamos 10 ratones BALB/c de 6 

a 8 semanas de edad en cada grupo de estudio y fueron inmunizados por vía oral con LNPs 
de SARNA de 0,1, 1 y 10 μg en las semanas 1 y 3. Para cada ratón, se administraron 100 μL 

de mezcla de vacunas por vía oral utilizando una jeringa de insulina sin aguja. En los 

grupos de control, los ratones BALB/c fueron inmunizados por vía oral con 10 μg de LNPs 

de control positivos y 10 μg de LNPs de control negativos en las semanas 1 y 3 como se 

describe. Las muestras de suero se recolectaron en las semanas 2, 4 y 6 y el bazo de los 

ratones vacunados se eliminó en la semana 6. 

2.6. Muestras de pacientes COVID-19 recuperados 

Aquí, las muestras de suero de pacientes recuperados de COVID-19 (n = 10) se obtuvieron 

de la Universidad de Ciencias Médicas de Zahedan, Zahedan, Irán. Todos ellos habían sido 

infectados con la variante delta. Se dio el consentimiento informado por escrito de todos 

los participantes (códigos éticos: IR. ZAUMS. REC.1399.317 e IR. ZAUMS. REC.1399.316). 

Todos los pacientes recuperados mostraron una prueba PCR negativa en el momento del 

muestreo. 

2.7. Niveles séricos de anticuerpos en ratones y pacientes recuperados de COVID-19 

Se utilizó un ELISA semicuantitativo para determinar los niveles de anticuerpos IgG, IgG1, 

IgG2a e IgA en los sueros de ratones vacunados. Además, se determinaron los niveles de 

anticuerpos IgG e IgA en los sueros de pacientes recuperados de COVID-19. 

En primer lugar, las placas ELISA de alta unión (Biomat, Italia) se recubrieron con 

antígeno recombinante de la proteína S del SARS-CoV-2 (Sigma-Aldrich) a 1 μgmL−1. 

Después de lavar las placas, se agregaron por separado a los pocillos 50 μL de muestras de 

suero diluido recolectadas de ratones inmunizados y pacientes recuperados con COVID-
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19. Después de la incubación durante 1 h a 37 °C, las placas se lavaron con PBS y luego se 

agregaron por separado 100 μL del siguiente anticuerpo secundario: 1) IgG-HRP anti-

ratón, 2) IgG1-HRP anti-ratón, 3) IgG2a-HRP anti-ratón, 4) IgA-HRP anti-ratón, 5) IgG-HRP 

anti-humano, 6) IgA-HRP anti-humano (Southern Biotech). Después de la incubación y el 

lavado con PBS, se agregaron 50 μL de 3,3′, 5,5′-tetrametilbenzidina y luego se detuvieron 

las reacciones agregando 50 μL de ácido sulfúrico al 10%. Finalmente, la absorbancia de 

cada pozo fue leída por un espectrofotómetro a 450 nm (BioTek Industries) y los niveles 

séricos de anticuerpos se midieron utilizando una curva estándar. 

2.8. Ensayo de neutralización viral de tipo salvaje 

Para evaluar la capacidad de ratones vacunados o pacientes recuperados de COVID-19 

para neutralizar el virus SARS-CoV-2, se aplicó un ensayo de neutralización viral de tipo 
salvaje según McKey et al [21]. La variante B.1.1.7 del SARS-CoV-2 y la variante B.1.617 se 

aislaron por primera vez de pacientes con COVID-19. Luego, se cultivaron en células Caco2 

en DMEM (Gibco) que contenían 10% de FBS (Gibco), 1% de L-glutamina (Thermo Fisher 

Scientific) y 1% de penicilina-estreptomicina (Thermo Fisher Scientific) durante 5 días a 

37 ° C.  Finalmente, los virus propagados fueron purificados por centrifugación por 

gradiente de cloruro de cesio. En el siguiente paso, todos los sueros se incubaron primero 

a 56 °C durante 30 min y se diluyeron en serie en DMEM (Gibco, Thermo Fisher Scientific) 

con penicilina-estreptomicina al 1% (Thermo Fisher Scientific) y 0,3% BSA fracción V 

(Thermo Fisher Scientific). Las diluciones séricas se incubaron por separado con 100 

TCID50 por pocillo de sars-CoV-2 variante B.1.1.7 y variante B.1.617 durante 1 h a 

temperatura ambiente. Luego, se transfirieron a placas de 96 pocillos presiembradas con 

células HEK293T/ 17 e incubadas a 37 ° C durante 5 días. Después de la incubación, se 

agregaron 100 μL de violeta cristalina (Sigma-Aldrich) a cada pozo y se puntuó para el 

efecto citopático. El título de neutralización se calculó como el recíproco de la dilución 

sérica más alta en la que se produjo la neutralización completa del virus. 

2.9. IFN-γ ELISpots 

Sobre la base del kit ELISpotPLUS (Mabtech) de mouse IFN-γ, primero se bloquearon 

placas anti-IFN-γ -pre-recubiertas con 10% de FBS (Gibco), y luego se agregaron 2.5 ×10 5 

esplenocitos de ratones vacunados y 1 μgmL-1 péptidos SARS-CoV-2 (AGX819, Sigma-

Aldrich). Las placas se incubaron durante la noche a 37 °C y 5% de CO2. Después de la 

incubación, se agregaron anticuerpos de detección biotinilados específicos de citoquinas 

(Mabtech), conjugado estreptavidina-enzima (Mabtech) y sustrato (Mabtech). Finalmente, 

cada pozo fue examinado bajo un microscopio óptico (Zeiss, Alemania) y se calculó el 

número de células teñidas. 

2.10. Secreción de IL-6 y TNF-α 

El nivel de IL-6 y TNF-α en muestras de suero de ratones inmunizados, pacientes 
recuperados de COVID-19 y el sobrenadante de esplenocitos activados se midió mediante 

el kit ELISA. Brevemente las placas ELISA de alta unión (Biomat, Italia) se recubrieron por 

separado con IL-6 anti-ratón y anti-humano y TNF-α (Southern Biotech) y luego se 

agregaron las muestras correspondientes por separado. Después de la incubación durante 

1 h a 37 °C, las placas fueron lavadas por PBS, y luego se agregaron 100 μL de anticuerpos 

secundarios, incluyendo IL-6-HRP anti-ratón (Southern Biotech), IL-6-HRP anti-humano 

(Southern Biotech), anti-ratón TNF-α-HRP (Southern Biotech) y anti-humano TNF-α-HRP 

(Southern Biotech). Luego, se agregaron 50 μL de 3,3′, 5,5′-tetrametilbenzidina y se 

incubaron durante 15 min a temperatura ambiente. Finalmente, la reacción se detuvo 
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agregando 50 μL de ácido sulfúrico al 10% y la absorbancia de cada pozo fue leída por un 

espectrofotómetro a 450 nm (BioTek Industries). El nivel de IL-6 y TNF-α fue determinado 

por una curva estándar. 

2.11. Análisis estadístico 

GraphPad Prism (versión 8.4) se utilizó para preparar gráficos y estadísticas. Se utilizó 

ANOVA  unidireccional y se consideraron significativos los valores de P<0,05 (con n = 10 

ratones biológicamente independientes y n = 10 pacientes recuperados de COVID-19). 

Todos los datos se muestran como media ± desviación estándar (DE). 

Vete a: 

3. Resultados 

3.1. Caracterización del PNL 

El saRNA lineal sintetizado se encapsuló en LNPs y luego se caracterizó. El tamaño medio 

de partícula y el potencial zeta de los LNPs de saRNA fueron de 100 ± 5 nm y + 22 ± 0,6 

mV, respectivamente(Fig. 1 d y Fig. 1 e). La mayor eficiencia de atrapamiento del saRNA 

fue del 67 ± 2 %. 

3.2. La expresión de la proteína S 

Antes de la inmunización de ratones con LNPs de saRNA, se verificó su eficacia en células 

HEK273T/17. Se observó una alta expresión de proteína S tanto a nivel de ARNm como de 

proteína después de la transfección de células HEK293T/17 con LNPs de saRNA(Fig. 1 f y 

Fig. 1 g). Se encontró que la expresión relativa de la proteína S aumentó con el aumento de 

la dosis de LNP. 

3.3. Niveles séricos de anticuerpos IgG, IgG1, IgG2a e IgA 

Los ratones BALB/c fueron inmunizados por vía oral con LNPs de 0,1-10 μg de saRNA en 

las semanas 1 y 3 y sus muestras de suero se recogieron en las semanas 2, 4 y 6. El ensayo 

ELISA mostró una alta cantidad de anticuerpos IgG, IgG1, IgG2a e IgA específicos del SARS-

CoV-2 de manera dependiente de la dosis en suero de ratones(Fig. 2 a-c). Curiosamente, 

los niveles de anticuerpos IgG e IgA en ratones inmunizados con LNPs de 10 μg de saRNA 

estuvieron casi cerca de los niveles de anticuerpos en pacientes recuperados de COVID-19 

(P > 0,05). Aquí, se encontraron diferencias significativas entre el nivel de anticuerpos en 

ratones vacunados o pacientes recuperados de COVID-19 y el control negativo (P < 0,05). 

También se observó una respuesta sesgada Th1/Th2(Fig. 2 d)enratones vacunados con 

control positivo y 0,1-10 μg de LNPs de saRNA. Significa que todos los ratones vacunados 

con LNPs de saRNA y LNPs de control positivo mostraron una respuesta sesgada por Th1. 
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Figura 2 

El nivel sérico de IgG (a), IgA (b), IgG1 e IgG2a (c) contrael SARS-CoV-2 en ratones 

vacunados con 0,1–10 μg de ARNV LNPs. La relación de IgG2a/IgG1 se utilizó para 

encontrar respuestas sesgadas Th1/Th2 en ratones vacunados (d). * indica una 

diferenciade significancia en p < 0,05 en comparación con el control negativo utilizando un 

ANOVA unidireccional ajustado para comparaciones múltiples con n = 10 ratones 

biológicamente independientes y pacientes recuperados de COVID-19.  

3.4. Ensayo de neutralización viral de tipo salvaje 

Las variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7 y B.1.617 fueron aisladas y cultivadas en células 

Caco2. En el siguiente paso, las diluciones séricas se incubaron por separado con 100 

TCID50 por pocillo de ambas variantes del SARS-CoV-2. Luego, se transfirieron al pozo 

presiembrado con células HEK293T / 17 y se incubaron durante 5 días. Después de la 

incubación, se registró el efecto citopático y se calculó el título de neutralización. 

Observamos un título de neutralización viral alto en ratones vacunados con LNPs de 

saRNA a 0,1-10 μg de manera lineal dependiente de la dosis. También encontramos que 

los anticuerpos secretados inducidos por los LNPs de saRNA podrían neutralizar tanto las 

variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7 (alfa) como B.1.617 (delta)(Fig. 3 a-b). Curiosamente, los 

anticuerpos secretados detectados en pacientes recuperados de COVID-19 podrían 

neutralizar ambas variantes. Se observó una correlación positiva significativa entre la IgG 

específica del SARS-CoV-2 y el título de neutralización del SARS-CoV-2 tanto en ratones 

vacunados como en pacientes recuperados de COVID-19(Fig. 3 c-d). 
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Figura 3 

El título de neutralización viral contra las variantes del SARS-CoV-2B.1.1.7(a) y 

B.1.617(b)en ratones vacunados con LNPs de SARNA de 0,1-10 μg y pacientes 

recuperados de COVID-19. Se observó una correlación positiva significativa entre la IgG 

específica del SARS-CoV-2 y el título de neutralización del SARS-CoV-2 de los anticuerpos 

secretados contra las variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7(c)y B.1.617 (d)tantoen ratones 

vacunados como en pacientes recuperados de COVID-19. * indica diferencia de 

significancia a p < 0,05 en comparación con el control negativo utilizando un ANOVA 

unidireccional ajustado para comparaciones múltiples con n = 10 ratones biológicamente 

independientes y pacientes recuperados de COVID-19. 

3.5. Respuestas celulares y de citoquinas 

Los esplenocitos de ratones vacunados se activaron primero con péptidos de SARS-CoV-2 

y luego se agregaron a placas anti-IFN-γ-pre-recubiertas. Después de la incubación 

durante la noche a 37 ° C, se agregaron anticuerpos de detección, conjugado 

estreptavidina-enzima y sustrato. Finalmente, cada pozo fue examinado bajo un 

microscopio óptico y se calculó el número de células teñidas. Encontramos que los 

esplenocitos reestimulados de ratones vacunados tenían una secreción alta de IFN-γ de 

manera lineal dependiente de la dosis(Fig. 4 a). Hubo una diferencia significativa entre los 

ratones vacunados con 10 μg de LNPs de SARNA y otros grupos (P < 0,05). 
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Figura 4 

Los esplenocitos de ratones vacunados reestimulados con péptidos de SARS-CoV-2 tenían 

una secreción alta de IFN-γ de una manera lineal dependiente de la dosis(a). La secreción 

de IL-6 (b) yTNF-α (c)por esplenocitos reestimulados. El nivel sérico de IL-6(d)y TNF-α 

(e)en ratones vacunados (en la semana 6) y en pacientes recuperados de COVID-19 (una 

semana después de la recuperación). * indica diferencia de significancia a p < 0,05 en 

comparación con los grupos de control negativos utilizando un ANOVA unidireccional 

ajustado para comparaciones múltiples con n = 10 ratones biológicamente independientes 

y pacientes recuperados de COVID-19. 

También medimos la secreción de IL-6 y TNF-α por esplenocitos reestimulados y los 

niveles séricos de IL-6 y TNF-α en ratones vacunados y pacientes recuperados de COVID-

19. Se demostró que tanto en sobrenadantes de esplenocitos reestimulados como de 

sueros de ratón vacunados, hubo un alto nivel de IL-6 y TNF-α de manera dependiente de 

la dosis(Fig. 4 b-e). Aquí, se observaron diferencias significativas entre los ratones 

vacunados con LNPs de SARNA de 10 μg y otros grupos vacunados (P < 0,05). Se 

encontraron diferencias significativas entre el nivel de IL-6 y TNF-α en el suero de los 

pacientes recuperados de COVID-19 en comparación con los ratones vacunados por LNPs 

de SARNA (P < 0,05). 
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En este estudio, buscamos desarrollar una vacuna oral basada en saRNA que pudiera 

combatir simultáneamente las variantes del SARS-COV-2 B.1.1.7 (alfa) y B.1.617 (delta). 

Las vacunas basadas en saRNA ya se han utilizado para algunas enfermedades infecciosas 

[14], [22]. Esta tecnología también ha sido estudiada para COVID-19, mostrando algunas 

ventajas frente al ARNm convencional [21], [23]. La fortaleza de las vacunas basadas en 

saRNA es que pueden inducir respuestas inmunes potentes a dosis bajas debido a su 

propiedad autorreplicante. Por supuesto, estas vacunas, al igual que otras vacunas, pueden 

tener efectos secundarios y deben ser evaluadas. Actualmente, aunque varias vacunas 

contra el SARS-COV-2 están diseñadas con diferentes plataformas [24],la mayoría de las 

personas de países no desarrollados y en desarrollo aún no han sido vacunadas, lo que 

puede deberse a diversas razones, como problemas económicos y sociales [20]. 

Desafortunadamente, la estructura genómica del SARS-COV-2 no es estable y es 

susceptible a mutaciones [25]. Este fenómeno conduce a una reducción significativa de la 

eficacia de la vacuna con cualquier plataforma [26]. 

En este estudio, el saRNA diseñado tenía alfavirus replicasa, RDRP, así como el gen que 

codifica para la proteína S. La replicasa fue requerida para la amplificación de saRNA y 

media la producción de este ARN [27]. Esto conduce a la producción de un gran número de 

proteínas S que son absorbidas por las células presentadoras de antígenos (APC). Por 

supuesto, debe tenerse en cuenta que los saRNAs, para ser entregados de manera eficiente 

a las células, deben ser protegidos. Una de las mejores maneras es usar LNPs [21] y se 

pueden optimizar para células diana [28]. Primero probamos la eficacia de los saRNAs en 

células HEK293T y luego en ratones. La alta expresión de proteína S tanto a nivel de ARNm 

como de proteína se observó después de la transfección de células HEK293T/17. Este 

valioso hallazgo nos dio la esperanza de que los LNP de saRNA podrían estimular el 
sistema inmunológico y podrían actuar como una vacuna efectiva. En este estudio, la 

vacuna se administró por vía oral porque nuestro objetivo era estimular las células 

inmunes ubicadas en la mucosa. La administración oral es mucho más fácil que las vacunas 

inyectables y es especialmente más aceptable para los niños. Después de la vacunación de 

ratones con LNPs de saRNA, vimos altos niveles de anticuerpos IgG, IgG1, IgG2a e IgA 

contra el SARS-CoV-2 de una manera dependiente de la dosis. Curiosamente, la 

concentración de anticuerpos IgG e IgA en el suero de pacientes recuperados de COVID-19 

fue aproximadamente igual a la concentración de anticuerpos en el suero de ratones 

vacunados con LNPs de saRNA a 10 μg. Otro hallazgo importante fue el sesgo Th1/Th2 o la 

respuesta sesgada por Th1. Además, se observó un alto título de neutralización viral en 

ratones vacunados con LNPs de saRNA a 0,1-10 μg y en pacientes recuperados de COVID-

19. Curiosamente, estos anticuerpos podrían neutralizar ambas variantes del SARS-CoV-2 

y esto demuestra que el sistema diseñado (saRNA LNPs) se ha expresado completamente. 

Es importante destacar que los esplenocitos reestimulados de ratones vacunados 

mostraron una secreción alta de IFN-γ de una manera lineal y dependiente de la dosis. Los 

sobrenadantes de esplenocitos reestimulados y sueros de ratón vacunados contenían un 

alto nivel de IL-6 y TNF-α de manera dependiente de la dosis. 

Antes que nosotros, McKay et al. habían demostrado que la vacuna LNP saRNA SARS-CoV-

2 induce títulos de anticuerpos específicos del SARS-CoV-2 notablemente altos y 

dependientes de la dosis en sueros de ratón, así como una neutralización robusta tanto de 

un pseudovirus como de un virus de tipo salvaje [21]. Además, Spencer et al mostraron 

que la vacunación con saRNA y las vacunas adenovirales contra el COVID inducen 

respuestas inmunes robustas en ratones. Demostraron que la vacunación heteróloga de 

dos dosis era mejor que la dosis única. Los títulos neutralizantes después del prime-boost 

heterólogo fueron al menos comparables o más altos que los títulos medidos después de la 
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vacunación homóloga con prime-boost con vectores virales [23]. Es importante saber que 

las respuestas inmunitarias intestinales contra el SARS-CoV-2 son más efectivas que otras 

[29]. Algunos estudios en modelos animales covid-19 [30] y pacientes covid-19 con 

síntomas gastrointestinales [31] revelaron que los linfocitos CD8+ intraepiteliales y la 

lámina propia que residen en células T efectoras CD4+ y CD8+ se amplían 

significativamente en comparación con los controles sanos [32]. Es importante destacar 

que las células dendríticas inflamatorias se reducen significativamente en la lámina propia 

de pacientes con COVID-19 con síntomas gastrointestinales [32]. Estos datos sugieren que 

la infección intestinal con SARS-CoV2 altera las firmas inmunes y conduce a una respuesta 

inmune más favorable. Curiosamente, los niveles séricos de IL-6 e IL-17 son más bajos en 

pacientes con COVID-19 con síntomas gastrointestinales en comparación con los pacientes 

con COVID-19 sin síntomas gastrointestinales. Otro punto interesante es que la presencia 

del virus en el tracto gastrointestinal puede desencadenar una producción a largo plazo de 

anticuerpos IgA antivirales, en comparación con los anticuerpos IgG e IgM [33], [34]. 

En conjunto, la vacuna oral, basada en SNP de SARNA, podría inducir una respuesta 

sesgada por Th1 para producir una gran cantidad de anticuerpos IgG e IgA específicos del 

SARS-CoV-2. También encontramos que los anticuerpos producidos podrían neutralizar 

las variantes del SARS-CoV-2 B.1.1.7 (alfa) y B.1.617 (delta). 
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Apéndice ALos datos complementarios de este artículo se pueden encontrar en línea en 

https://doi.org/10.1016/j.intimp.2021.108231. 
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