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Omicron designada como variante de preocupacion A

Desde el debut de la enfermedad por coronavirus del 2019 (COVID-19) en diciembre de ese
afio en Wuhan, China, el coronavirus de tipo 2 causante del sindrome respiratorio agudo
severo (SARS-CoV-2) ha provocado cerca de 350 millones de infecciones con més de cinco
millones de muertes a nivel global. Como parte del proceso natural de la evolucién de virus,
diversas variantes del SARS-CoV-2 se han reportado a lo largo de estos dos afios. Estas
variantes incluyen, entre otras, Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2) y
Omicron (B.1.1.529). Algunas de estas variantes, en particular la Delta, han disminuido la
eficacia de las vacunas y los tratamientos con anticuerpos terapéuticos. Ademas, se
transmiten con mayor facilidad causando nuevos brotes infecciosos con un incremento en el
numero de contagios y fatalidades.




Omicron BA.1 (alias B.1.1.529.1) spike protein
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Figura 1. Estructura de crio-microscopia electrénica de la proteina S correspondiente a la
variante Omicron de SARS-CoV-2. (A) Diagrama que ilustra la disposicion de los dominios de la
protefna S y las mutaciones que presenta. (B) Representacion de la proteina S de Omicron a una
resolucion de 2,79 A por crio-microscopia electrénica. Los protémeros estan sefialados en color

purpura. (C) Estructura de crio-microscopia electronica de la proteina S de Omicron que indica
las mutaciones. (D) El dominio RBD de la proteina S de Omicron mostrado en dos orientaciones
ortogonales. Las posiciones Ca de los residuos mutados se muestran como esferas rojas.
Tomado de Mannar y Cols., 2021 (4).

La variante Omicron se detecté por primera vez en Sudéfrica en noviembre del 2021. Omicron,
hoy es la responsable de un incremento sin precedentes en el numero de casos de COVID-19 y
un nuevo pico de muertes (1,2). Esta variante nueva de SARS-CoV-2, ha mostrado el mayor
numero de mutaciones en la proteina de la espicula (S) que se haya registrado hasta el
momento. Concretamente, la Omicron presenta en la protefna S 30 substituciones de
aminogcidos y una delecién de seis residuos con respecto al aislado original en Wuhan (Wuhan-
Hu-1). Estas mutaciones en la secuencia y estructura que se representan en la Figura 1 se han
asociado con el incremento acelerado en el nimero de casos en multiples paises y al rapido
desplazamiento de la variante Delta. Algunas de estas mutaciones se han asociado con un
menor grado de neutralizacién por anticuerpos monoclonales terapéuticos (3).




Proteccién contra nuevas variantes de SARS-CoV-2 conferida
por vacunas

Las vacunas han sido cruciales para limitar la posibilidad del desarrollo de enfermedad severa.
Estas han sido disefiadas para inducir una respuesta mediada por anticuerpos contra la proteina
S de SARS-CoV-2, todas basadas en la secuencia de aminoacidos del aislado original (5).
Debido a la cantidad de mutaciones presentes en la variante Omicron con respecto a Wuhan,
principalmente en la proteina S del virus, los individuos con un esquema completo de
vacunacion, e incluso vacunados con mas de un tipo de vacuna, pueden desarrollar signos y
sintomas de la enfermedad en diferente magnitud.

La determinacion del grado de proteccién ofrecido por las vacunas que se han administrado
globalmente, esta siendo abordada por diversos grupos de investigacién. Por ejemplo, se ha
demostrado un decremento o pérdida en la capacidad de neutralizacion hacia la variante
Omicron con los sueros de individuos con un esquema de vacunacién completo con las
vacunas de Modermna (mRNA-1273), Pfizer-BioNTech (BNT162b2) y Janssen/Jonhson and
Jonhson (Ad26.COV2.S) (6).

El grupo COVIDSurg Collaborative de Reino Unido empled sueros provenientes de individuos
con esquema completo con las vacunas Oxford—AstraZeneca (ChAdOx1 nCoV-19) o Pfizer—
BioNTech (BNT162b2), obtenidos 28 dias después de la segunda inmunizacién, para comparar
su capacidad neutralizante contra los virus correspondientes a las variantes: Alpha (cepa
Victoria), Beta, Delta y Omicron, aislados de pacientes convalecientes (7). La media del nivel de
neutralizacion de los virus activos, medidos a través de FNRT (Prueba de neutralizacién por
reduccion de focos) de los sueros de cada grupo se muestra en la tabla 1. Cabe destacar que los
individuos incluidos en el estudio, fueron negativos a la presencia de anticuerpos contra la
nucleocapside del virus antes de la vacunaciéon, lo que indica que no se habian infectado
previamente con el SARS-CoV-2.

Tabla 1. Capacidad de neutralizacién de diversas variantes de SARS-CoV-
2 por sueros de pacientes 28 dias después de la segunda dosis de
vacunacion.

Titulos FNRT;,

Oxford-AstraZeneca

Pfizer-BioNTech

FNRT;,: dilucion reciproca de suero que neutraliza el 50% del virus.




A diferencia de estos individuos, aquellos que fueron inmunizados con una tercera dosis
presentan mayor titulo de anticuerpos con la capacidad de neutralizar a la variante Omicron,
aunque con una potencia entre cuatro a seis veces menor con respecto a la capacidad de
neutralizacion del aislado Wuhan-Hu-1. Dichos estudios se realizaron con pseudovirus de las
variantes y se observo que la variante Omicron, al igual que las otras variantes, emplea al
receptor ACE2 (enzima convertidora de la angiotensina 2) para infectar a la célula blanco, pero
es cuatro y dos veces mas eficiente en el proceso de entrada a la célula con respecto a las
variantes Wuhan-Hu-1 y Delta (5). Lo anterior sugiriere que el nuevo repertorio de anticuerpos
generado contra SARS-CoV-2, después de la tercera dosis, tiene mayor posibilidad de hacer
reaccion cruzada con la variante Omicron, y explica parcialmente, la facilidad de contagio y
diseminacion de esta variante.

Desarrollo de anticuerpos monoclonales como tratamiento
profilactico y terapéutico para tratar la COVID-19

Diversas organizaciones tales como la OMS, los Institutos Nacionales de Salud de EE. UU. (NIH)
y El Centro para el Control y la Prevencion de Enfermedades de EE. UU. (CDC), han
recomendado el desarrollo de firmacos convencionales y biologicos para hacer frente a la
pandemia desencadenada por el SARS-CoV-2, siendo los anticuerpos recombinantes
neutralizantes (NAbs), la alternativa mas efectiva en personas con inmunodeficiencias,
inmunosuprimidas y no vacunadas. El primer coctel de anticuerpos terapéuticos para tratar la
COVID-19 fue REGEN-COV, compuesto por casirivimab (REGN10933) e imdevimab
(REGN10987), fue aprobado por la FDA para el tratamiento y profilaxis post-exposiciéon al
SARS-CoV-2 (8). Este tratamiento estd indicado en situaciones de emergencia para pacientes
positivos a la infeccién con SARS-CoV-2, que presentan mayor riesgo de progresion de la
enfermedad.

Cuatro medicamentos adicionales basados en anticuerpos han recibido autorizacién de uso por
emergencia por parte de la Administracion de Alimentos y Medicamentos de los EE. UU (FDA)
y/o la Agencia Europea de Medicamentos (EMA), incluido un céctel desarrollado por Eli Lilly a
base de bamlanivimab y etesevimab (9), sotrovimab comercializado por Glaxo Smith Klein,
regdanvimab comercializado por Celltrion y, més recientemente, Evusheld de AstraZeneca
(tixagevimab/ cilgavimab). Este ultimo recibi¢ la aprobaciéon de uso por emergencia de la FDA
para el tratamiento profilactico de COVID-19 en ciertos adultos y nifios (10). Docenas de otros
anticuerpos neutralizantes se encuentran en ensayos preclinicos y clinicos, dirigidos a diversas
proteinas del SARS-CoV-2 (11). Sin embargo, algunos de los anticuerpos aprobados por la FDA
y la EMA, asi como algunos en desarrollo, podrian tener una aplicaciéon limitada ya que han
presentado una disminuciéon en la actividad neutralizante contra algunas variantes de
preocupacion (VOC, por sus siglas en inglés variants of concern) (12,13,14). Esto, sumado al
hecho de que el SARS-CoV-2 seguira evolucionando y muy probablemente generard otras
variantes capaces de evadir la respuesta inmune, como se ha demostrado con la aparicién de la
Omicron, ha dado lugar a una carrera continua para desarrollar nuevos y mejores anticuerpos

terapéuticos en corto tiempo.




Los anticuerpos especificos para el RBD, tales como MV05 con modificaciones en el dominio
Fc, son profilacticos y terapéuticos en primates infectados con SARS-CoV-2. El efecto
profilactico y terapéutico se demostré en monos Rhesus, a los cuales se les administré el
anticuerpo MVO05 via intravenosa a una concentracion de 20 mg/Kg un dia antes del retar a
los animales con 1 x 105 TCID50 de SARS-CoV-2 por intubacion traqueal (grupo profilactico)
0 40 mg/Kg un dia después de retar a los animales (grupo terapéutico). La presencia del virus
fue evaluada en muestras traqueales/bucofaringeas, cada dia durante los siete dias
subsecuentes a la infeccién a través de RT-PCR cuantitativa. Se observd una reduccion
significativa en la deteccion de SARS-CoV-2 desde los dias uno y dos post-infeccién en el
grupo profilactico y terapéutico, respectivamente (16).

De manera similar, los NAbs especificos para la regién NTC de la proteina S han mostrado ser
efectivos contra la infeccion con SARS-CoV-2. Dos anticuerpos, producidos por células B
provenientes de pacientes convalecientes por COVID-19, COV2-2676 y COV2-2489 se
evaluaron en el modelo de infeccion K18-hACE2 de SARS-CoV-2. Se administraron 200 ug de
cada anticuerpo a los ratones un dia antes (grupo profilactico) o un dia después (grupo
terapéutico) del reto con 103 UFP (unidades formadoras de placa) de la cepa 2019n-
CoV/USA_WA1-2020, y la evolucién de los ratones se monitored durante siete dias post-
infeccién. En ambos grupos, los ratones tratados con los anticuerpos COV2-2676 y COV2-
2489 mostraron un menor titulo viral en los tractos respiratorios alto y bajo, y en el corazon,
asi como una menor concentracion de citocinas y quimiocinas inflamatorias en el pulmén y
menor pérdida de peso con respecto a los ratones tratados con el isotipo del anticuerpo (17).

Desarrollo de anticuerpos terapéuticos en México

En la Unidad de Desarrollo e Investigacién en Bioterapéuticos (UDIBI) del Instituto
Politécnico Nacional, hemos desarrollado una plataforma tecnoldgica de vanguardia para el
descubrimiento, desarrollo y optimizaciéon de anticuerpos monoclonales con potencial uso
terapéutico (18,19,20). Construimos dos plataformas de descubrimiento, una formada por
bibliotecas de despliegue en fagos semi-sintéticas llamadas ALTHEA Gold+ Libraries™ y
otras construidas con el repertorio de un paciente convaleciente de COVID-19 llamadas
ALTHEA SARS-CoV-2 Libraries™.

ALTHEA Gold+ Libraries™ son genotecas semisintéticas de fragmentos variables de cadena
sencilla de anticuerpo (scFvs). Consta de un andamio o scaffold VH (3-23) y cuatro scaffolds
VL distintos. Dos scaffolds, 3-20/4 y 4-01/4 provienen de ALTHEA Gold Libraries™ (18), y
dos scaffolds (3-11/4 y 1-39/4) de nueva incorporacion. Estas genotecas presentan diversidad
natural en la tercera region determinante de complementariedad de cadena pesada (CDRH3)
proveniente de 200 donadores mexicanos sanos.

La plataforma de descubrimiento ALTHEA SARS-CoV-2 Libraries™ consiste en una genoteca
de despliegue en fagos conformada por cuatro sub-bibliotecas de fago-anticuerpo (scFv)
construidas a partir del reportorio VH de un paciente convaleciente infectado con la variante
Delta de SARS-CoV-2. El repertorio inmune VH fue combinado independientemente con
cuatro bibliotecas sintéticas VL con los scaffolds: 3-20/4, 4-01/4, 3-11/4 y 1-39/4 (20).



El proceso de seleccién de fago-anticuerpo especificos con ambas plataformas de descubrimiento
se llevd a cabo mediante un tamizaje o panning empleando como selector el antigeno RBD del
virus SARS-CoV-2. Después de tres rondas de tamizaje obtuvimos altos porcentajes de clonas
especificas y mediante el analisis de secuencias, seleccionamos la clonas con secuencias unicas.
Las mejores clonas de acuerdo con su secuencia, el perfil de union a RBD silvestre (wild type, WT),
RBD Delta y RBD Omicron y la actividad bloqueadora de la unién del RBD:ACE2 fueron
convertidas a formato IgG1l humano. Finalmente, los ensayos de neutralizacion viral in vitro nos
permitieron seleccionar cuatro anticuerpos candidatos con potencial neutralizante.

Tres de los anticuerpos de este panel reconocen y neutralizan el aislado Wuhan-Hu-1 y a la VOC
Delta. El cuarto anticuerpo, llamado A7, neutraliza las tres variantes del virus, incluyendo la
Omicron. En los tres primeros anticuerpos fue necesario un desarrollo posterior de maduracion de
la afinidad mediante la generacién de bibliotecas de fago-anticuerpos y posterior tamizaje en
condiciones astringentes, tales como: concentraciones sub-nanomolar del selector (RBD) e
incremento en el numero de lavados durante la seleccién, entre otros. En el caso de A7, no fue
necesaria la optimizacion de la afinidad.

Un resumen de las caracteristicas funcionales de los anticuerpos candidatos se presenta en la tabla
2. Las cuatro IgGs bloquean la unién del RBD (WT y Delta) al receptor ACE2. Por otra parte, las
constantes de afinidad (KD) determinadas por resonancia superficial de plasmones se encuentran
dentro de un rango de 0.046-6.45 nM conforme a los precedentes de los anticuerpos terapéuticos
aprobados por la FDA y EMA para tratar la infeccién por SARS-CoV-2. Por tltimo, los ensayos de
neutralizacion in vitro en células VERO nos sugieren que los dos candidatos con mejor actividad
neutralizante son los anticuerpos P5E1-A6-E6 y A7, con una concentracion inhibitoria al 50%
(IC50) de 0.37 y 0.55 nM, respectivamente.

Tabla 2. Resumen de las caracteristicas funcionales de los anticuerpos
neutralizantes contra SARS-CoV-2 desarrollados en la UDIBI.

Constante de afinidad

Clonas IqG1 Unién al RBD | Union al RBD| Unién al RBD Blogueo de la por resonancia  [Neutralizacién in vitrg

candi dagtas WT de SARS- Delta de Omicron de | union del RBD al superficial de en células VERO,
CoV-2 SARS- CoV-2| SARS- CoV-2 receptor ACE2 plasmones IC5, (nM)
KD (nM)

P5E1-A6-E6 +++ +4++ - +4++ 0.677 0.37
P5A10-G2 +4++ +++ - +4++ 0.387 61.10
P5A10-G4 +4++ ++ - +4++ 0.136 10.45

A7 +++ +++ ++4+ +++ 0.681 0.55




Ademés de cumplir con las caracteristicas funcionales, estos anticuerpos también presentaron un
potencial de desarrollo farmacéutico (developability) consistente con el de anticuerpos
terapéuticos en el mercado. Es decir, un alto contenido monomérico >95% después de la
purificacién con Proteina A en un solo paso, identidad por SDS-PAGE con las bandas esperadas
en condiciones reductoras y no reductoras, alta estabilidad térmica y un rendimiento adecuado en
la expresion transitoria en células HEK293T.

Actualmente dos de estos anticuerpos (PSE1-A6-E6 y A7) se encuentran en la etapa de desarrollo
preclinico, cuyo objetivo es demostrar su seguridad y eficacia en modelos animales. Dada las
caracteristicas de afinidad y neutralizacion de estos anticuerpos, anticipamos que el desarrollo
preclinico seré exitoso, por lo que en paralelo, estamos preparando el material necesario para los
ensayos clinicos. Una vez demostrada la baja toxicidad y eficacia en humanos, y debido a la poca
eficacia de otros anticuerpos aprobados en humanos con las nuevas VOCs, estarlamos a la
vanguardia al ofrecer mas y mejores opciones de tratamiento para el SARS-CoV-2. De esta forma,
haremos frente a posibles nuevas olas de infeccion por este virus. Ademaés, gracias al desarrollo de
un kit diagnostico unico en México y la colaboracion con diversos grupos en el area de vacunas, la
UDIBI-IPN se encuentra en una posiciéon ventajosa, para el desarrollo de tres pilares
fundamentales (profilactico, diagnostico y terapéutico) que permiten enfrentar tanto la COVID-19,
como otras enfermedades infecciosas, que pudieran surgir en el futuro.
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