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RESUMEN

La pandemia de COVID-19 ha puesto de relieve la necesidad de nuevas
plataformas de vacunas para contar con soluciones expeditas contra los patdégenos
emergentes. En particular, algunos virus de plantas ofrecen diversas ventajas para
desarrollar vacunas de subunidades, tales como: altas tasas de expresion en E.
coli, el cual es un hospedero conveniente para la produccion de biofarmacos; alta
inmunogenicidad y seguridad; asi como ausencia de preinmunidad que podria
interferir con la eficacia de la vacuna. El virus del moteado clorético del caupi
(CCMV) es un sistema modelo que se ha caracterizado ampliamente, con ventajas
clave para su uso como portador de epitopes. En el presente estudio, se insertaron
genéticamente tres epitopes relevantes de la proteina Spike del SARS-CoV-2 en la
proteina de la capside (CP) del CCMV y se expresaron en E. coli, lo que dio como
resultado las quimeras CCMV1, CCMV2 y CCMV3. Las quimeras de CP
recombinantes se purificaron a partir de los cuerpos de inclusion y se replegaron;
para posteriormente evaluar su inmunogenicidad en ratones BALB/c. Las tres
guimeras indujeron titulos altos de anticuerpos IgG dirigidos contra la proteina S
recombinante. Este estudio sugiere que la CP de CCMV es un acarreador atractivo
para el disefio de vacunas contra el SARS-CoV-2. Las VLPs ensambladas a partir
de estas proteinas quiméricas podrian dar como resultado antigenos de alta
eficacia para combatir al COVID-19.

Palabras clave: Proteina quimérica; Respuesta humoral; Acarreador de antigeno.

ABSTRACT

The COVID-19 pandemic has highlighted the need for new vaccine platforms to
rapidly develop solutions against emerging pathogens. In particular, some plant
viruses offer several advantages for developing subunit vaccines, such as high
expression rates in E. coli, high immunogenicity and safety, and absence of pre-
immunity that could interfere with the vaccine's efficacy. Cowpea chlorotic mottle
virus (CCMV) is a model system that has been extensively characterized, with key
advantages for its use as an epitope carrier. In the present study, three relevant
epitopes from the SARS-CoV-2 Spike protein were genetically inserted into the
CCMV CP and expressed in E. coli cultures, resulting in the CCMV1, CCMV2, and
CCMV3 chimeras. The recombinant CP mutants were purified from the formed



inclusion bodies and refolded, and their immunogenicity as a subunit vaccine was
assessed in BALB/c mice. The three mutants are immunogenic as they induce high
IgG antibody titers that recognize the recombinant full-length S protein. This study
supports the application of CCMV CP as an attractive carrier for the clinical
evaluation of vaccine candidates against SARS-CoV-2. Furthermore, it suggests
that VLPs assembled from these chimeric proteins could result in antigens with
better immunogenicity.

Keywords: Chimeric protein; Humoral response; Antigen carrier.
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1. INTRODUCCION
El coronavirus del sindrome respiratorio agudo severo de tipo 2 (SARS-CoV-2) es
el agente etiolégico de la Enfermedad Coronavirus 19 (COVID-19) y tuvo su origen
en la provincia de Wuhan, China, en el afio 2019 [1]. El COVID-19 rapidamente
impact6 negativamente la salud publica a nivel mundial, interrumpié la economia
global y casi todas las actividades sociales [2]. No obstante, esta pandemia ayudo
a desarrollar nuevas plataformas y tecnologias de vacunas que parecian estar lejos
de ser aprobadas para fines de salud humana [3]. En particular, el desarrollo de
vacunas es el enfoque mas eficaz para combatir esta pandemia, por lo que se
emprendié el desarrollo acelerado y sin precedentes de varios candidatos

vacunales.

La induccién de anticuerpos neutralizantes y de respuestas de células T son
marcadores de inmunoproteccion contra el SARS-CoV-2, siendo la proteina Spike
(S) el blanco principal. Con base en estudios realizados con SARS-CoV y MERS-
CoV, se identifico rapidamente que el "Dominio de union al receptor” (RBD) en el
dominio S1 de la proteina S es el sitio principal para la induccion de anticuerpos

neutralizantes [4].

Los coronavirus tienen el genoma mas estable entre los virus de ARN
monocatenario (ssRNA) [5]. Su tasa de mutacién es mayor que la de los virus de
ADN de doble cadena [6], pero menor que la de la mayoria de los virus ssRNA. Los
coronavirus altamente patdgenos pueden mutar para generar una serie de variantes
de preocupacion (VOC) del SARS-CoV-2. Los VOC se definen como aquellos que
tienen cambios genéticos los cuales se predice o se sabe que afectan las
caracteristicas virales, como la transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad y la
evasion del sistema inmune [7]. De entre todas las VOC, la OMS ha catalogado a
la variante Delta (linaje B.1.617.2 y AY) y la variante Omicron (linaje B.1.1.529 y
BA) como las mas preocupantes, dado que poseen mutaciones puntuales clave que
ayudan al virus a escapar de los anticuerpos neutralizantes de los pacientes

recuperados [8] y de las vacunas aprobadas.



Se han explorado varias plataformas para el desarrollo de vacunas contra el SARS-
CoV-2. En orden ascendente de frecuencia como tecnologias aprobadas, se
encuentran las vacunas basadas en: subunidades proteicas, virus inactivados,
ARNmM encapsulado en liposomas y vectores adenovirales. Sin embargo, existen
otras tecnologias en etapas preclinicas y clinicas, como particulas similares a virus,

vectores virales replicantes y virus vivos atenuados [9].

Aunque la mayoria de las vacunas contra el SARS-CoV-2 se utilizan actualmente
en todo el mundo bajo autorizaciones de uso de emergencia, es claro que se deben
implementar nuevas plataformas para garantizar la vacunacién global, asi como
una respuesta rapida frente a nuevas VOC, especialmente aquellas con capacidad
de adquirir una mayor transmisibilidad y evasién inmune. Segun la base de datos
de la OMS, las vacunas de subunidades son las candidatas méas destacadas en las
evaluaciones clinicas. Estas vacunas tienen ventajas notables: no contienen ningun
componente replicativo del patdgeno que pueda causar una infeccion en caso de
mala inactivacion o reversion a la forma patogénica. Ademas, las vacunas de
subunidades tienen el potencial de inducir una respuesta inmune dirigida
preferentemente hacia los epitopes protectores, lo que en dltima instancia podria
dar lugar al disefio racional de vacunas altamente eficaces [10]. Por otro lado, este
tipo de vacunas induce en general una menor tasa de efectos secundarios. Sin
embargo, al poseer una formulacion simplificada en comparacion con las vacunas
gue contienen al patdgeno completo, con frecuencia resultan poco inmunogénicas,

por lo que estas formulaciones a menudo se complementan con adyuvantes [11].

Los virus de plantas son vectores atractivos para la entrega de genes, farmacos y
antigenos [12]. Entre todos los virus de plantas utilizados en biotecnologia, el virus
del moteado clorético del caupi (CCMV) es probablemente uno de los virus de ARN
mas estudiados y la formacion de VLPs se puede lograr in vitro a partir de la
proteina de la capside (CP) expresada de forma heterdloga [13]. Por un lado, puede
ensamblarse en ausencia de acidos nucleicos en una amplia gama de arreglos
macromoleculares [14]. Ademas, puede empaquetar casi cualquier polimero

flexible y cargado negativamente (p.ej., oligos, ssSRNA y polimeros). La CP del



CCMV es un acarreador de antigenos prometedor, por lo que puede ser la base
para el disefio de vacunas epitopicas; varios estudios han demostrado su seguridad
in vivo en distintos biomodelos [15] y se han explorado para otras aplicaciones
biomédicas, como la administracion de farmacos, en imagenologia y la terapia
tumoral [16]. La CP de CCMV recombinante se ha producido de manera eficiente
en E. coli [17,18], lo que ha dado como resultado altos rendimientos que han
respaldado su evaluacion en estudios biofisicos, de nanotecnologia y en
aplicaciones biomédicas [19]. Este sistema ofrece la ventaja de que la CP puede
modificarse genética y/o quimicamente para exponer distintas moléculas,
incluyendo el caso de epitopes, dando lugar a proteinas quiméricas que, en una
forma dimérica o como un virion (vacio o lleno de ARN) puedan ser presentados al
sistema inmune. Ademéas, a diferencia de los vectores adenovirales, la CP de
CCMV no impone limitaciones en cuanto a la inmunidad preexistente, dado que se
trata de un virus vegetal cuyo reservorio no incluye a los humanos, por lo que los

individuos vacunados carecen de anticuerpos anti-CP CCMV.

En el presente estudio, la CP de CCMV se modificé genéticamente para generar
tres proteinas quiméricas que despliegan epitopes lineales de SARS-CoV-2.
Dichas quimeras se expresaron en E. coli y se purificaron a partir de cuerpos de
inclusion y se evalud su inmunogenicidad en ratones BALB/c para determinar su

potencial para en disefio de vacunas de subunidades contra el SARS-CoV-2.

2. MATERIALES Y METODOS

2.1. Disefio de plasmidos

La proteina de la cdpside (CP) de CCMV (Gene Bank: M28818.1A) se utiliz6 como
andamio para desplegar los epitopes del SARS-CoV-2. Se disefiaron tres proteinas
qguiméricas para presentar los siguientes epitopes de la proteina SARS-CoV-2:
CCMV1 (Sa62-500), CCMV2 (Ss05-522) Y CCMV3 (Sase-460); l0S cuales se insertaron
entre los aminoacidos 164 y 165, es decir, en la lamina localizada entre BH-BI. Los
genes fueron optimizados para su expresion en E. coli y sintetizados por Gene

Script, para posteriormente ser clonados en el vector pET-15b a través de los sitios



de restriccion Ndel/BamHI. Las quimeras fueron fusionadas a una etiqueta His en
el N- terminal.

2.2 Prediccion de la estructura de las proteinas quimeéricas

El sitio de insercion de los epitopes del SARS-CoV-2 en la CP de CCMV se decidi6
modelando la proteina quimérica utilizando el motor de modelado ProMod3 del
servidor de modelado de homologia Swiss-Model (version 1.0.0;
https://swissmodel.expasy.org) usando la estructura del CP nativo de CCMV (PDB:
1za7.1) como plantilla. El sitio de insercion para obtener las quimeras se eligié de
acuerdo con el gue mostrara una menor modificacién a la estructura terciaria de la
proteina CP nativa. Este analisis se realiz6 con el programa de modelado molecular
UCSF Chimera X.

2.3. Transformacién de E. coli y ensayos preliminares de la expresion de
proteinas quiméricas.

Se transformaron células de E. coli Rosetta DE3 quimicamente competentes con
los vectores de expresion y se sembraron en placas de medio Luria Bertani (LB)
suplementadas con ampicilina (50 mg/mL) y cloranfenicol (40 mg/mL). Se incubaron
durante toda la noche a 37°C. Se seleccionaron tres colonias al azar y se
propagaron en medio LB con los antibidticos adecuados para evaluar la expresion
de las proteinas recombinantes. Se generd un preinéculo para cada una de las
colonias seleccionadas en 50 mL de medio LB suplementado con 40 mg/mL de
cloranfenicol y 50 mg/mL de ampicilina, seguido de incubacién a 37 °C durante 24
h. Los in6culos se diluyeron 10 veces en un matraz que contenia medio 2YT (16
g/L de triptona bacteriologica, 10 g/L de extracto de levadura, 5 g/L de NaCl, pH
7.0) suplementado con los antibiéticos apropiados, y se procedio a cultivarlos a 37
°C hasta que la ODsoonm alcanzara un valor entre 0.6-0.8, momento en el cual tomo
una alicuota del cultivo como control negativo (pre-induccion). Posteriormente, se
indujo la expresidn de la proteina mediante la adicion de IPTG (0.1 mM) y se incub6
a 28 °C durante un periodo de 24 h. La biomasa fue colectada mediante
centrifugacion a 7000 RCF durante 15 min a 4 °C y fue almacenada a -80 °C hasta

Su posterior procesamiento.



2.4. Extraccién de proteinas y andlisis SDS-PAGE

La biomasa recuperada del ensayo de expresion se descongel6 y resuspendio en
2.5 ml de buffer de desensamblaje (imidazol 10 mM, NaCl 300 mM, NazHPO4, 50
mM pH 8.0). Posteriormente, las células se lisaron mediante sonicacion al 70 % de
amplitud (Sonics Vibra Cell, CT, EE. UU.) en hielo durante un periodo de 10 min,
gue comprende 10 s de pulsos por 10 s de inactividad y se almacené una alicuota
para su posterior analisis (proteina total). El lisado se centrifugd a 7000 RCF
durante 15 min y el sobrenadante (fraccién soluble) se separé del sedimento
(fraccion insoluble). El sedimento se resuspendi6 en 2.5 ml de buffer de

desensamblaje.

El perfil de expresion se determiné mediante SDS-PAGE. La fraccion previa a la
induccion, el extracto de proteina total y las fracciones de proteina soluble e
insoluble se analizaron en gel SDS-PAGE al 12 %. Cada carril se cargd con 30 yL
de la muestra correspondiente previamente mezclada con 5 pL de buffer de carga
5X 'y se hirvio durante 5 min a 98 °C. Los geles se corrieron a 120 V durante 1 hy

se tifieron con una solucion de azul de Coomassie.

2.5. Purificacion de quimeras CCMV

Las colonias que mostraron el mejor perfil de expresion se usaron para expresar
las proteinas de interés en 250 ml de LB con los antibidticos adecuados siguiendo
las mismas condiciones de expresion iniciales (ver arriba). La biomasa se
resuspendid en 4 ml de Tris-HCI 20 mM, pH 8.0 y posteriormente se disgregd
mediante sonicacion a una amplitud del 70 % durante 1 min en hielo (10 pulsos s
seguidos de periodos de 10 s de inactividad). El lisado se centrifugé durante 10 min
a 7000 RCF y 4 °C. El sedimento se resuspendié en 3 ml de buffer de lavado en
frio (2 M de urea, 20 mM de Tris-HCI, 0,5 M de NaCl, Triton™ X-100 al 2 %, pH 8,0)
y se sonico como se describio anteriormente. La solucion se centrifugé a 7000 RCF
durante 10 min a 4 °C. El sedimento se lavd con el buffer desnaturalizante y se
centrifugo. El sedimento se resuspendié en un buffer que contenia 5 ml de Tris-HCI
20 mM, NaCl 0.5 M, imidazol 5 mM, clorhidrato de guanidina 6 My 2-mercaptoetanol

1 mM, pH 8.0. La solucion se agité con una barra magnética durante 60 min a



temperatura ambiente y posteriormente se centrifugd durante 15 min a 7000 RCF.
La proteina solubilizada se incub6 con 1 ml de resina His Pur™ Ni-NTA durante 1
h a 4 °C con agitacion constante en un agitador orbital. La muestra se centrifugo a
3600 RCF durante 5 min a 4 °C y el sobrenadante se guardd para su posterior
andlisis. La resina Ni-NTA se lavo varias veces con 10 ml de buffer desnaturalizante
(Tris-HCI 20 mM, NaCl 0,5 M, imidazol 20 mM, 2-mercaptoetanol 1 mM, urea 6 M,
pH 8,0). El replegamiento de la proteina se indujo mediante la aplicacion de un
gradiente lineal de urea (soluciones de NazHPO 4, pH 8.0 con un contenido de 6-0
M de urea). Cada lavado consisti6 en una incubacion de 5 min con el buffer
respectivo, seguida de un paso de centrifugacion (5 min a 3600 RCF). La elucién
de las proteinas de interés se llevo a cabo lavando la resina con 1 ml de buffer que
contenia imidazol 500 mM, NaCl 300 mM, Na:HPO4 50 mM, pH 8.0. El paso de
elucion se repitio tres veces. El contenido de proteina en cada paso fue analizado

por SDS-PAGE, como se indica en las secciones anteriores.

2.6. Western blot

Los extractos de la proteina quimérica CCMV1 (alicuotas de 30 pL) se cargaron en
un SDS-PAGE al 12 % y se corrieron tal como se mencioné anteriormente. Las
proteinas se transfirieron a una membrana de nitrocelulosa BIO-RAD™ durante 1 h
a 500 mA. La membrana se bloque6 durante toda la noche con una solucién de
leche descremada al 5 % a 4 °C, seguido de tres lavados de 10 min con PBS-
Tween. El marcaje primario se realizé durante toda la noche a 4 °C utilizando un
suero hiperinmune de borrego anti-Sas1 - 493 (dilucion 1:10,000) [20]. La membrana
se sometio a tres lavados de 10 min con PBS-Tween antes de la adicion de un
anticuerpo anti-oveja conjugado con peroxidasa de rabano (dilucién 1:10,000,
Sigma-Aldrich, St. Louis, MO) seguido de una incubacion durante 2 h a temperatura
ambiente. Después de tres lavados de 10 min con PBS-Tween, la membrana se
tratd con un sustrato quimioluminiscente de peroxidasa y se reveld en pantallas

fotosensibles durante 15 min en una habitacidon oscura.



2.7. Ensayo de inmunizacion

Se utilizaron ratones BALB/c, lo cual fue aprobado por el comité de ética de la FCQ-
UASLP (No. de protocolo: CEID-2020-07R1). Los ratones tenian entre 8 y 10
semanas de edad y se dividieron al azar en nueve grupos (n = 4). Los ratones fueron
sometidos a un esquema de inmunizacion que consistié en la administracion de tres
dosis subcutaneas (100 uL) en la espalda en los dias 0, 14 y 21. Los grupos
experimentales fueron: grupo 1 (PBS control negativo), grupo 2 (10 yg de CCMVA1
en PBS), grupo 3 (10 uyg de CCMV1 + AI(OH)3), grupo 4 (10 ug de CP CCMV),
grupo 5 (10 ug de CCMV2 + PBS), grupo 6 (10 ug de CCMV2 + Al(OH)3), grupo 7
(10 ug de CCMV3 + PBS), grupo 8 (10 ug de CCMV3 + AI(OH)3), y grupo 9 (25 ug
de CCMV1 + CCMV2 + CCMV3 + AI(OH)3). La toma de muestra sanguinea se
realiz6 mediante una ligera incision en la cola a los dias 0, 13, 20, 39, 56 y 159. El
suero se separé mediante centrifugacion durante 10 min a 3600 RCF y se mantuvo
a -20 °C hasta su posterior uso. El adyuvante utilizado fue Al(OH)s (G biosciences,

No.de cat. 786-1215) en una proporcion de 1:5.

2.8. Ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA)

Se recubrieron placas de poliestireno de 96 pocillos con los diferentes antigenos
blanco: un péptido sintético que contenia los aminoacidos 461-493 de la proteina
S de Wuhan, la proteina S recombinante de la secuencia de Wuhan (SinoBiological
Inc. cat. No .40589-V08H4), la proteina S recombinante de la variante Delta
(SinoBiological Inc. cat. N0.40589-v08816) y las CP de CCMV quiméricas. Las
placas se incubaron con la solucion de antigeno durante 12 h a 4 °C (200 ng/pocillo
para el péptido sintético; 50 ng/pocillo para las proteinas S y las CP del CCMV). El
buffer de unién contenia Na2COz 15 Mm y NaHCO3 35 mM, pH 9.2. Las placas se
lavaron tres veces con PBS-Tween después de cada paso. La placa se bloqued
incubando con leche descremada al 5% durante 12 h a 4 °C. Se procedio a realizar
diluciones de los sueros de prueba, los cuales se aplicaron en la placa la cual se
incubd durante la noche a 4 °C. Como anticuerpo secundario, se empled un
anticuerpo anti-lgG de raton conjugado con peroxidasa de rabano (dilucion
1:10,000, Sigma-Aldrich, St. Louis, MO). Se utilizé una solucién de sustrato ABTS

que contiene 2,2'-Azino-bis (acido 3-etilbenzotiazolina-6-sulfénico) 0.6 mM (ABTS;



Sigma-Aldrich), acido citrico 0.1 M y H202 1 mM a pH 4.0. Después de una
incubacion de 30 min a 25 °C, la ODa4os nm Se registré con un fotometro de

microplacas Multiskan FC (Thermo Fisher Scientific, Waltham, MOM).

2.9 Analisis estadistico
El andlisis estadistico comprendi6 ANOVA (p<0,05) ejecutado en el software
STATISTICA (version 10 de Stat Soft. Cia)

3. RESULTADOS

3.1 Las quimeras basadas en CCMV que portan epitopes de la proteina S se
expresan eficientemente en E. coli

Los epitopes del SARS-CoV-2 utilizados en el presente estudio se eligieron porque
el RBD se considera un antigeno clave para la induccion de anticuerpos
neutralizantes y respuestas de células T relevantes. La quimera CCMV1 (Sae2-500)
contiene seis sitios de union a ACE2 completos y uno parcial, que representan
aproximadamente la mitad de los sitios de union a ACE2 y, segun el analisis in
silico, un epitopo de células T de ayuda (Th) [21] y un epitopo de linfocitos T
citotoxicos (CTL) [22]. La quimera CCMV2 (Ssos-522) contiene un sitio de union a
ACE2, mientras que la quimera CCMV3 (Sasg - 460) contiene tres sitios de union a
ACE2, un epitopo de células Th y un epitopo de CTL. El sitio de insercién de los
epitopes de SARS-CoV-2 en la secuencia de la CP de CCMV se propuso en el
bucle mas expuesto dentro de las laminas . Para determinar si la insercién de los
péptidos en dicho punto podria alterar por completo la estructura secundaria y
terciaria de la CP, se modelaron las proteinas quiméricas usando el motor de
modelado ProMod3. Se evaluaron varios sitios de insercion hasta que encontramos
gue la insercién de los epitopes entre los aminoacidos 164 y 165 de la CP tenia el
menor impacto en la estructura. Es importante tener en cuenta que estas
simulaciones no garantizan que las mutaciones no afectaran la estructura de la CP
de CCMV, pero se usaron para determinar el sitio de insercion mas probable de los

tres bucles que preservan la integridad general de la proteina de la capside.



La expresion de las quimeras basadas en la CP de CCMV se confirm6 mediante
SDS-PAGE, analizando tres clonas distintas para cada construccion. Todas las
colonias analizadas mostraron la presencia de las proteinas recombinantes
esperadas (22.1, 26.5, 24.2 y 24.8 kDa para WT, CCMV1, CCMV2 y CCMV3,
respectivamente). En funcién de la cantidad relativa de proteina recombinante
acumulada por cada clona, las siguientes se seleccionaron para realizar los
experimentos posteriores: WT.1, CCMV 1.1, CCMV2.1, CP CCMV 3.3.

Las clonas seleccionadas se sometieron a experimentos de expresion a una escala
de 200 mL para proceder a la purificacion de las proteinas de interés. A pesar de
utilizar diferentes protocolos de lisis y solubilizacion, todas las proteinas quiméricas
permanecieron en la fraccion insoluble (cuerpos de inclusién). En contraste, la CP
WT, se acumuld tanto en la fraccién soluble como insoluble. Esta diferencia de
solubilidades sugiere que la insercién de los epitopes del SARS-CoV-2 altera
significativamente las propiedades fisicoquimicas y el plegamiento de la CP de
CCMV. Por lo tanto, solubilizamos las proteinas quiméricas de los cuerpos de
inclusién mediante el tratamiento con un buffer desnaturalizante. El protocolo
implementado permitié una solubilizacion eficiente de los cuerpos de inclusion. Las
CP de CCMV quiméricas y WT, tienen una etiqueta His N-terminal, por lo tanto,
después de la solubilizacion de los cuerpos de inclusion, replegamos las proteinas
después de su union a la resina de Ni-NTA. Esto se hizo lavando la proteina unida
con los buffers Tris-HCI que contenian imidazol, NaCl, 2-mercaptoetanol a pH 8 y
aplicando un gradiente de urea de 6 a 0 M. Después del replegamiento de las
proteinas, los buffers que contenian 20 y 250 mM de imidazol se utilizaron para
lavar la resina y eluir la proteina débilmente unida. El buffer 500 mM de imidazol

permitié una elucién eficaz de la CP de CCMV quiméricas y WT, con alta pureza.

3.2 Los CP gquiméricos son reconocidos por anticuerpos contra el RBD

Con la finalidad de probar la antigenicidad de la quimera de CCMV1, se analizo
mediante Western blot en el que el marcaje se realiz6 con un suero de borrego
hiperinmune que reconoce una porcion del RBD. El epitope en CCMV1 cae dentro

de la region RBD utilizada para generar el suero hiperinmune [20]. El Western blot



mostrd que el epitopo en CCMV1 puede ser reconocido por el suero hiperinmune
especifico de RBD, lo que confirma que la banda de interés observada por SDS-
PAGE pertenece a la proteina quimérica, la cual es antigénica. Ademas, es bien
sabido que, en solucion, la CP de CCMV, se encuentra en una forma dimérica [24]
y en condiciones desnaturalizantes, la mayoria de los dimeros se rompen. Sin
embargo, en el Western blot, se logré detectar que una fraccion de los dimeros de
CP CCMV1, prevalecen bajo las condiciones desnaturalizantes de un SDS-PAGE.
Existen antecedentes de que la dimerizacion de la CP de CCMV WT ocurre a través
de la interaccion directa entre los C-terminales de cada mondémero [25]; por lo tanto,
el resultado obtenido en este trabajo sugiere que la proteina replegada conserva al

menos una parte de la estructura terciaria adecuada que le permite formar dimeros.

3.3 Las quimeras CCMV1-3 inducen respuestas humorales en ratones

Es importante sefialar que al menos durante el protocolo de inmunizacién, ninguno
de los animales murio, ni presentdé un comportamiento anormal, lo que sugiere que
nuestros candidatos vacunales, hasta esta fase, son seguros. El ELISA indirecto
realizado con los sueros del grupo 3 (dilucién 1:800), para medir la respuesta de
IgG de las muestras tomadas 18 dias después de la tercera inmunizacion y cuyo
antigeno diana era la proteina S de Wuhan, mostro los titulos de anticuerpos mas
altos en comparacion con los demas grupos. Los grupos 8y 9 (CCMV3 + adyuvante
y CCMV1 + CCMV2 + CCMV3 + adyuvante, respectivamente) indujeron una
respuesta humoral similar; sin embargo, con una potencia menor que la mostrada
por el grupo 3 (CCMV1 + adyuvante). Esto sugiere que CCMV1 es el antigeno mas
prometedor en términos de inducir anticuerpos con una capacidad robusta para
unirse a la proteina viral blanco. El titulo de anticuerpos IgG totales para el grupo 3
fue de 12,800.

Para ampliar la caracterizacion de las propiedades inmunogénicas CCMV1+
adyuvante, medimos los niveles relativos de las subclases de I1gG (IgG1 e 1gG2a)
en el grupo G1 a G9; observandose un mayor nivel de IgG1 tanto en G3 como en

G9, con una mayor respuesta en G3 en comparacién con G9.
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En los ELISA anteriores se us6 la proteina S de Wuhan como antigeno; sin
embargo, se explord si un péptido sintético que cubriera 31 de los 38 aminoéacidos
gue constituyen el epitopo SARS-CoV-2 en CCMV1 como antigeno permite
detectar los anticuerpos generados por estos candidatos a vacunas. Para esto, se
realizé un ELISA indirecto a diferentes diluciones de los sueros de los grupos G1,
G2, G3y G4, empleando como antigeno blanco el péptido sintético que cubre Sae1-
493. Este antigeno mostro una reactividad positiva con los anticuerpos de los ratones
inmunizados con CCMV1 sin adyuvantes (G2),aunque con una magnitud menor
que la mostrada ante los anticuerpos generados por CCMV1 + adyuvante (G3).
Como era de esperar, este ELISA no detect6 los anticuerpos generados por los
ratones control negativo (G1) o los inmunizados con CP CCMV WT (G4). La drastica
pérdida de sensibilidad en este ELISA sugiere que la falta de estructura terciaria en
el péptido, en comparacion con la proteina S de longitud completa, afecta
negativamente el reconocimiento de anticuerpos generados con una version
“estructurada” del mismo péptido. La capacidad de union de los anticuerpos
inducidos por las quimeras de CP de CCMV también se determiné utilizando la
proteina S de la variante Delta. La capacidad de unién de los anticuerpos inducidos
por CCMV1 a la proteina S de la variante Delta fue menor (dos veces) en
comparacion con la de la proteina S de Wuhan, lo que era de esperarse, ya que la
variante Delta posee una mutacion puntual en el epitopo diana presente en CCMV1
(T478K).

El ELISA anti-CP revel6 que los animales presentaron seroconversion después del
primer refuerzo, lo que indica la induccién de anticuerpos contra el acarreador. Sin
embargo, como se menciond anteriormente, la respuesta anti-S fue magnificada
por el antigeno CCMV1 a medida que se administr6 como refuerzo, lo que sugiere
gue los anticuerpos anti-CP no bloquean la induccion robusta de anticuerpos anti-
RBD.

4. DISCUSION
En el presente estudio, se expresaron proteinas quiméricas basadas en la CP de
CCMV como inmundgenos atractivos contra el SARS-CoV-2. Los virus de plantas

pueden ser una plataforma atractiva para el disefio y produccion de
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biofarmacéuticos, ya que pueden producirse en plantas o en sistemas
recombinantes (p. e€j., E. coli) a bajos costos. Ademas, pueden modificarse
facilmente genética y/o quimicamente para presentar epitopes de interés. Por lo
tanto, deben explorarse como una plataforma para generar vacunas y moléculas
inmunomoduladoras. Ademas, el disefio racional de vacunas basado en epitopes
protectores es una estrategia prometedora para desarrollar vacunas de
subunidades efectivas[23]. Las propiedades intrinsecas de los virus de plantas les
confieren una alta inmunogenicidad, por lo que la fusién de epitopes blanco a sus
proteinas de la cépside puede dar lugar a una vacuna efectiva. Esto es
especialmente importante en el contexto de la baja inmunogenicidad que tienen la
mayoria de las vacunas de subunidades cuando se presentan sin los adyuvantes o

sistemas de entrega apropiados.

En este proyecto, modificamos genéticamente la CP de CCMV para entregar
diferentes epitopes de SARS-CoV-2 de la proteina S, que fundamentalmente busca
lograr la inmunoproteccion contra COVID-19. Como primer esfuerzo, decidimos
utilizar la CP en su forma dimérica en lugar de particulas similares a los virus (VLPS)
gue contienen 180 CP con simetria icosaédrica. La eleccion de usar la CP en su
forma dimérica estuvo motivada principalmente por el hecho de que la proteina
recombinante se dirigia a los cuerpos de inclusion. No obstante, estamos
optimizando el sistema de expresiéon para purificar la CP soluble y asi inmunizar
ratones con VLPs en lugar de la CP dimérica. Ademas, el objetivo de purificar las
VLPs quiméricas de CCMV/SARS-CoV-2 esté justificado por los titulos modestos
de anticuerpos observados en los grupos inmunizados que no contienen el
adyuvante.

De las tres CP quiméricas, CCMV1 se considera la mas prometedora, ya que indujo
niveles mas altos de IgG dirigidos a la proteina S nativa. CCMV1 contiene el epitopo
Sae0 500, que contiene un epitopo Th y CTL, asi como seis sitios de union a ACE2.
Por lo tanto, esta quimera se evaluara en un futuro en forma de VLP para determinar

si es capaz de inducir tal respuesta humoral en ausencia de adyuvantes.
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Un tema de preocupacion es la eficacia de las vacunas actuales contra las VOC
actuales (p.ej., Delta y Omicron) y cualquier variante futura. Por ejemplo, los
estudios han revelado que la variante Delta evade los anticuerpos neutralizantes de
sueros de pacientes convalecientes, asi como sueros de individuos vacunados con
dos vacunas diferentes, una basada en un vector de adenovirus (ChAdOx1) y la
otra basada en ARNm (BNT162b2) [26]. Sin embargo, las vacunas BNT162b2 y
MRNA-1273 mostraron una eficacia alta (290 %) contra la hospitalizacion y la
muerte relacionadas con Delta, en linea con estudios del Reino Unido, Estados
Unidos e Israel [27]. Adema&s, después del esquema de la vacuna Pfizer en dos
administraciones, la tasa de proteccion contra la variante Delta fue del 79-87 %,
mientras que la de la vacuna AstraZeneca fue del 60 %, siendo ambas inferiores a
las de la variante Alpha [28]. Estos resultados son consistentes con nuestros
hallazgos. Por un lado, el epitope en CCMV1 tiene una sola mutacion con respecto
a la variante Delta (T478K), y esto fue suficiente para disminuir la capacidad de los
anticuerpos inducidos por CCMV1 para reconocer la proteina S de dicha variante.
Estos resultados muestran claramente que la union anticuerpo-antigeno esta muy

influenciada por el sitio de unién y su contexto estructural circundante.

Nuestro estudio sugiere que el uso de la CP de CCMV en ingenieria genética para
presentar tres epitopes diferentes de SARS-CoV-2 de la proteina S es una opcién
promisoria para crear una vacuna eficaz contra COVID-19. Estudios previos han
demostrado que esta proteina, en condiciones de pH adecuadas, forma VLP y otras
estructuras no candnicas [16]. La capacidad de los virus de plantas como el CCMV
y el virus del mosaico del bromo (BMV) [29] para autoensamblarse en presencia y
ausencia de &cido nucleico, asi como en diferentes formas puede convertirse en
una ventaja para producir proteinas quiméricas que presenten multiples copias del
antigeno de interés, lo que podria disminuir la necesidad de utilizar adyuvantes.
Ademas, una consideracion importante es que las nanotecnologias de virus de
plantas ofrecen una alta estabilidad térmica [30]. Las VLPs de CCMV pueden ser
estables a temperaturas entre -80 y 50 °C, superando asi la necesidad de
almacenamiento y distribucion en cadena de frio [31]. Esta es una clara ventaja

sobre las plataformas de vacunas ya aprobadas hoy en dia, como las vacunas de
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ARNm. Otra ventaja de la plataforma basada en CCMV esta relacionada con el
efecto perjudicial sobre la eficacia de la vacuna inducida por anticuerpos
bloqueadores. Tras la inmunizacion, se indujeron anticuerpos anti-CP. Sin
embargo, nuestros resultados mostraron que la segunda y la tercera inmunizacion
indujeron un aumento significativo en los niveles de anticuerpos que respaldan la
efectividad del refuerzo con los antigenos basados en CP. Otro dato clave es que
el CCMV no infecta plantas comestibles para el consumo humano, por lo que se
espera que los individuos vacunados no tengan anticuerpos anti-CP en la fase de
preparacion, lo que maximiza la accién de la vacuna; lo anterior contrasta con el
caso de las vacunas adenovirales, caso en el que existe la posibilidad de la

presencia de anticuerpos anti-adenovirus producto de infecciones previas [32,33].

La evaluacion del potencial de neutralizacién de los anticuerpos inducidos por las
guimeras basadas en CCMV esté en curso, utilizando un ensayo de neutralizaciéon
basado en un pseudovirus. Los anticuerpos especificos de RBD tienen una mayor
potencia para neutralizar la infeccion con cepas de virus divergentes [34]. Sin
embargo, los estudios sobre variantes anteriores de SARS-CoV-2 han demostrado
gue las mutaciones dentro del dominio de union al receptor (RBD) median el escape

de los anticuerpos neutralizantes inducidos por la vacuna [34],[35].[36].

La quimera CCMV1 mostr6 una respuesta inmune humoral suficiente contra la
variante Delta, aunque menor que la contra la proteina S de Wuhan. Sin embargo,
queda por evaluar la respuesta contra la variante de Omicron, ya que Omicron tiene
15 mutaciones en la regidon RBD de la proteina espiga, de las cuales seis
pertenecen a la secuencia CCMV1 (E484A, S477N, T478K, Q493R, G496S y
Q498Y). Dadas las 15 mutaciones presentes en el RBD de Omicron, se anticipo
gue esta variante estaria significativamente asociada con la evasiéon inmune [35,
37]. De hecho, hay evidencia que muestra que Omicron podria conducir a una

reduccion de 10 a 40 veces en la capacidad de neutralizacion [38].

Estudios previos coinciden en que los costos de cultivo de E. coli son de 10 a 100

veces que los del cultivo de células eucariotas no microbianas [39]. Algunos grupos
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han explorado la expresiéon de RBD en E. coli; sin embargo, esta proteina
recombinante es en gran medida insoluble y, por lo tanto, requiere solubilizacién y
replegamiento [40], quizas debido a la incompatibilidad entre los cuatro enlaces
disulfuro en la estructura RBD nativa y el entorno reductor del citoplasma de E. coli
[41]. Nuestras quimeras basadas en la CP de CCMV se solubilizaron facilmente y
dieron como resultado proteinas estables, lo que representa una plataforma muy
prometedora para producir vacunas basadas en epitopes contra el SARS-CoV-2.
Los rendimientos de biomasa oscilaron entre 14 y 15,15 g/L, mientras que el
rendimiento de proteina recombinante fue de 750 ug/L en promedio, que es inferior
a otros estudios que informaron rendimientos de biomasa de 28 g/L y rendimientos

de proteina recombinante de 122 mg/L [39].

Los ratones y los seres humanos tienen varios isotipos de 1gG que difieren en su
capacidad para inducir una respuesta inmune innata, activar el sistema del
complemento y activar a fagocitos y células NK a través de los receptores Fcy [40].
Cuando los ratones BALB/c generan una respuesta Th2, se produce
predominantemente IgG1l, mientras que las respuestas Thl comprenden
anticuerpos IgG2a predominantes [42]. La respuesta inmunitaria inducida por las
guimeras de prueba comprendié predominantemente la subclase IgG1, lo que
sugiere la induccion de una respuesta polarizada hacia Th2, lo que ofrece una
perspectiva interesante para evaluar el potencial neutralizante de los anticuerpos

inducidos.

En la mayoria de los estudios, la eficacia o efectividad de la vacuna contra las
complicaciones graves de la enfermedad se mantuvo alta (270 %) hasta 6 meses
después de la vacunacién para Pfizer-BioNTech, Moderna-mRNA, Janssen-
Ad26.COV2-S y AstraZeneca-Vaxzevria (y en su mayoria = 80 % para las dos
vacunas de ARNm) [43]. El seguimiento de la inmunidad adquirida con las quimeras
se realizd hasta 4 meses después de la ultima dosis administrada a los ratones,
mostrando una respuesta favorable incluso a titulos séricos elevados para CCMV1

con adyuvante. Un punto por considerar es que la disminucién de la proteccion
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contra la infeccién con el tiempo se debid tanto a la disminucion de la inmunidad

como a la aparicidon de variantes [44], [45].
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ARTICLEINFO ABSTRACT

Keywords: The COVID-19 pandemic has highlighted the need for new vaccine platforms to rapidly develop solutions against
Humoral response emerging pathogens. In particular, some plant viruses offer several advantages for developing subunit vaccines,
Plant virus

such as high expression rates in E. coli, high immunogenicity and safety, and absence of pre-immunity that could
interfere with the vaccine's efficacy. Cowpea chlorotic mottle virus (CCMV) is a model system that has been
extensively characterized, with key advantages for its use as an epitope carrier. In the present study, three
relevant epitopes from the SARS-CoV-2 Spike protein were genetically inserted into the CCMV CP and expressed
in E. coli cultures, resulting in the CCMV1, CCMV2, and CCMV3 chimeras. The recombinant CP mutants were
purified from the formed inclusion bodies and refolded, and their immunogenicity as a subunit vaccine was
assessed in BALB/c mice. The three mutants are immunogenic as they induce high IgG antibody titers that
recognize the recombinant full-length S protein. This study supports the application of CCMV CP as an attractive
carrier for the clinical evaluation of vaccine candidates against SARS-CoV-2. Furthermore, it suggests that VLPs
assembled from these chimeric proteins could result in antigens with better immunogenicity.

Chimeric protein

1. Introduction

The Severe Acute Respiratory Syndrome Coronavirus (SARS-CoV-2)
is the etiological agent of the Coronavirus 19 Disease (COVID-19),
originated in the province of Wuhan, China, in 2019 [1]; which rapidly
imposed a considerable burden on public health, disrupted the global
economy, and almost all social activities [2]. Nonetheless, this pandemic
helped to develop novel vaccine platforms and technologies that seemed
far from being approved for human health purposes [3]. In particular,
the development of vaccines is the most crucial approach to combat this
pandemic resulting in an unprecedented, accelerated development of
several candidates.

Neutralizing antibodies and/or T-cell immune responses are the
basis for providing immunoprotection against SARS-CoV-2, with the
Spike (S) protein being the primary target immunogen. Based on studies

with SARS-CoV and MERS-CoV, it was rapidly identified that the “Re-
ceptor Binding Domain” (RBD) in the 81 domain of the S protein is the
primary site for the induction of neutralizing antibodies [4].

Coronaviruses have the most stable genome amongst single-stranded
RNA (ssRNA) viruses [5]. Their mutation rate is higher than double-
stranded DNA viruses [6] but lower than most ssRNA viruses. Highly
pathogenic coronaviruses can mutate to generate a series of SARS-CoV-2
variants of concern (VOC). VOCs are defined as those that have genetic
changes that are predicted, or known, to affect viral characteristics such
as transmissibility, disease severity, and immune escape [7]. Amongst
all VOC, the WHO has cataloged the Delta variant (lineage B.1.617.2 y
AY) and omicron variant (lineage B.1.1.529 y BA) as the most con-
cerning ones; there are key point mutations that help the virus to escape
the neutralizing antibodies from recovered patients [8] and the
approved vaccines.
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