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RESUMEN

Leishmania mexicana es uno de los principales agentes causantes de leishmaniasis cutanea en
América, region en la que se reportaron 221,790 casos nuevos de la enfermedad en 2021. La
resistencia del patdgeno a los farmacos y la carencia de vacunas para humanos, estimulan la
busqueda de alternativas para controlar la enfermedad. El objetivo de este estudio fue disefiar
una nanovacuna multi-epitopica contra L. mexicana utilizando herramientas
inmunoinformaéticas. Se analiz6 in silico el proteoma del parésito, determinandose 55 probables
antigenos estables y no homologos con el proteoma humano. Del conjunto de antigenos
vacunales, se predijeron epitopos de células B y T, de donde se seleccionaron 12 epitopos
inmunogénicos y se combinaron en cuatro construcciones de vacuna. La secuencia de vacuna
mas estable segun los célculos de ProtParam, denominada CVLm, const6 de 58.26 % de
enrollamiento aleatorio, 14.78 % de hélice alfa, 18.26 % de hebra extendida y 8.70 % de giro
beta. Los estudios de acoplamiento molecular mostraron que la molécula forma un complejo
estable con receptores tipo Toll 2, 4 y 9. Ademas, en estudios de simulacion inmunolégica se
observé una induccién significativa de poblaciones de linfocitos Thl, células B y citocinas.
Previo a la clonacion in silico del gen de la vacuna en el plasmido pVAX1, se realiz6 la
optimizacion de codones para lograr una expresion exitosa en E. coli. Los resultados muestran
que la nanovacuna multi-epitopos disefiada, activa respuestas inmunitarias humorales y

celulares, por lo que puede ser un candidato a vacuna contra la leishmaniasis cutanea.



ABSTRACT

Leishmania mexicana is a leading cause of cutaneous leishmaniasis in America, a region where
221,790 new cases of the disease were reported in 2021. The pathogen's resistance to drugs and
the lack of vaccines for humans stimulate the search for alternatives to control the disease. The
aim of this study is to design a multi-epitope nanovaccine against L. mexicana using an
immunoinformatic approach. The parasite’s proteome was analyzed in silico, identifying 55
potential stable antigens non-homologous to the human proteome. From the vaccine antigens
dataset, B-cell and T-cell epitopes were predicted, from which 12 immunogenic epitopes were
selected and combined into four vaccine constructs. The most stable vaccine sequence according
to ProtParam calculations, named CVLm, consisted of 58.26% random coil, 14.78% alpha helix,
18.26% extended strand, and 8.70% beta turn. Molecular docking studies revealed that the
molecule forms stable complexes with Toll-like receptors 2, 4, and 9. Furthermore,
immunological simulation studies showed a significant induction of Thl lymphocyte
populations, B cells, and cytokines. Prior to the in silico cloning of the vaccine gene into the
pVAX1 plasmid, codon optimization was performed to achieve successful expression in E. coli.
The results demonstrate that the designed multi-epitope nanovaccine activates both humoral and
cellular immune responses, making it a potential candidate for a cutaneous leishmaniasis

vaccine.
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INTRODUCCION

La infeccion por parasitos del género Leishmania produce una gama de manifestaciones clinicas
conocidas como leishmaniasis, con incidencia creciente a nivel mundial. Es transmitida por
mosquitos flebdtomos, los cuales inoculan el parasito en el torrente sanguineo del hospedero,
desencadenando asi una serie de reacciones que conllevan a la multiplicacion del patégeno, y
por consiguiente al desarrollo de la enfermedad, ya sea en su forma cutanea, mucocutanea o
visceral. La leishmaniasis forma parte del grupo de enfermedades tropicales olvidadas, pues el
incentivo para investigar/desarrollar nuevas herramientas diagndsticas, tratamientos o vacunas
se considera bajo. A lo anterior se suma la ausencia de una vacuna para uso humano, el aumento
de la transmision por coinfeccion con VIH y la emergente resistencia del patégeno. Actualmente
L. mexicana es responsable de un alto porcentaje de leishmaniasis cutdnea en Mesoamérica, por
lo que nos planteamos la interrogante de si es posible disefiar una nanovacuna especifica para
esta enfermedad, utilizando la informacién émica disponible para esa especie del parasito y la
biotecnologia asociada. Esto permitird de manera general, ampliar el conocimiento en la
tematica y, de ser efectivo, obtener un candidato capaz de prevenir las infecciones por L.

mexicana.



I. ANTECEDENTES

En esta seccidn se presentan aspectos generales relacionados con la leishmaniasis, el mecanismo
de infeccidn del patégeno y los enfoques disponibles para su tratamiento. También se comentan
los aspectos socio-econdmicos limitantes para su prevencion. Por altimo, se revisan las vacunas

anti-Leishmania actualmente en desarrollo.

1.1 Generalidades de la leishmaniasis causada por Leishmania mexicana

Se denomina leishmaniasis al espectro de formas clinicas generadas por la infeccion de parasitos
del género Leishmania (familia Trypanosomatidae). La enfermedad es una zoonosis que afecta
a seres humanos y a animales (roedores, zariglieyas, armadillos, gatos y perros) en todo el
mundo, e incluye manifestaciones clinicas que van desde lesiones en la piel (leishmaniasis
cutanea, LC y mucocutanea, LMC) hasta formas mas severas (leishmaniasis visceral, LV y
dérmica post Kala-azar, PKDL) (Mann et al., 2021).

La LC es la presentacion clinica tipica de leishmaniasis. Se caracteriza por la aparicion de
entre una y 100 lesiones simétricas en zonas expuestas de la cara, brazos y piernas. Dichas
lesiones pueden ser secas, exfoliativas, ulcerativas o nodulares, o bien pueden asemejarse a una
dermatitis papular. En México, a la LC se le denomina “Glcera de Chiclero” porque fue descrita
por primera vez en mexicanos “Chicleros”: trabajadores forestales de la peninsula de Yucatan
que recolectaban la goma de mascar de los arboles de chicozapote que se usaba en la confeccién
de chicles (Eldin et al., 2021).

Las hembras de Bicromomyia olmeca olmeca (género Lutzomyia, mosquitos fleb6tomos,
moscas de arena) son los principales agentes de transmisores de L. mexicana, tanto a perros
como a seres humanos (Pasos-Pinto etal., 2017). Otras vias de transmision, aunque
excepcionales, incluyen transfusiones de sangre, transmisién congénita, contacto directo,

ingestion e inoculacion con objetos punzo-cortantes (Mann et al., 2021).



La leishmaniasis es una de las enfermedades tropicales olvidadas o desatendidas (ETD),
entre las que se encuentran la lepra, dengue, tracoma y enfermedad de Chagas. Prevalecen en
149 paises tropicales y subtropicales distribuidos en Africa, Asia y las Américas, donde generan
un impacto negativo en el sistema de salud y economia de los paises afectados. Dentro del grupo,
la leishmaniasis es una de ETD mas desatendidas, ya que las herramientas de diagndstico y
tratamiento suelen ser ineficaces o toxicas, y la mejoray el desarrollo se ven obstaculizados por
la falta de financiacion e 1+D (PAHO, 2020).

1.1.1 Complejo de especies Leishmania mexicana

La taxonomia de los parasitos es compleja debido a varios factores inherentes al ciclo de vida
de estos organismos, en especifico a los cambios morfofisioldgicos que algunos parasitos
experimentan cuando pasan del vector al hospedero y viceversa. Leishmania spp. no es la
excepcion. Las especies de Leishmania se dividen a su vez en complejos, grupos o series de
especies. Un complejo de especies se define como un conjunto informal de taxones, cuyos
miembros estan relacionados filogenéticamente y comparten similitudes morfoldgicas.
Eventualmente, tales rasgos podrian considerarse insuficientes para crear nuevas categorias
formales (por ejemplo, género o subgénero) para agruparlos. En algunos casos, los miembros
de un complejo de especies pueden mostrar pocas o ninguna diferencia fenotipica, siendo
practicamente indistinguibles en términos morfoldgicos en una o mas etapas de desarrollo
(Sousa-Paula et al., 2021).

Se conocen mas de 20 especies de Leishmania infecciosas para los humanos, las cuales
estan distribuidas en zonas tropicales y subtropicales a nivel mundial. EI complejo L. mexicana
agrupa 3 especies principales (L.mexicana, L. amazonensis y L. pifanoy), causantes de LC
localizada o difusa. L. mexicana a su vez agrupa a las subspecies L. mexicana mexicana, L.
mexicana venezuelensis (también denominada L. venezuelensis) y la cepa MHOM/GT/2001/
U1103, cuyo genoma se encuentra disponible en la plataforma de NCBI con identificador
929439 (Rogers et al., 2011; Sousa-Paula et al., 2021). Entre estas especies existe poca variacion
antigénica y son morfolégicamente indistinguibles, pero se pueden diferenciar por anélisis de

isoenzimas, métodos moleculares o anticuerpos monoclonales (Hopke et al., 2021).



1.1.2 Epidemiologia de la leishmaniasis cutdnea y su distribucién en México

Las estimaciones de la OMS para la carga de leishmaniasis oscilan entre 700.000 y 1 millon de
casos nuevos por afio, aunque solo el 25% de los casos se notifican a la organizacion. En
Ameérica existen 18 paises endémicos, para los cuales se reportaron 221,790 casos nuevos de
LC en 2021. De estos, L. mexicana es responsable del 85 % de las manifestaciones cutaneas en

Mesoamérica, con prevalencia en Brasil, Bolivia y Colombia (PAHO, 2020).

En México el riesgo de transmision es bajo, con 520 casos notificados por la OPS en 2021.
La mayor incidencia se reporta en la peninsula de Yucatan (Quintana Roo y Campeche),
Durango y Veracruz donde se han detectado altas tasas de mosquitos infectados tanto en la
temporada lluviosa como en la seca (Pasos-Pinto et al., 2018.) (Pérez-Vega et al., 2009). En el
norte, existe transmisién endémica en Sinaloa por Culicoides furens (Rios-Tostado et al., 2021).
La presencia de L. mexicana se extiende hasta Texas, EEUU, donde la LC se ha declarado como
endémica en humanos, perros y gatos domésticos aunque existen discrepancias en los reportes

gubernamentales (Mcilwee et al., 2018, Hopke et al., 2021).

1.1.3 Tratamiento farmacoldgico y control de la leishmaniasis cutanea

Los esfuerzos para controlar la leishmaniasis han aumentado en la Gltima década como resultado
de los programas de la OMS para mejorar el control, la prevencion, la eliminacion y la
erradicacion de las ETD (Ruiz-Postigo, 2021). Sin embargo, la vigilancia de la leishmaniasis
rara vez se basa en la deteccidn pasiva de casos, lo que contribuye ain mas a la subestimacion
de su carga, al deterioro de los esfuerzos de control y a la transmision activa del parasito. Las
poblaciones pobres y/o rurales son las mas vulnerables a estas infecciones y las menos propensas

a tener acceso a los servicios de salud (PAHO, 2020).

Los farmacos de primera linea para tratar la LC son los compuestos de antimonio
pentavalente (estibogluconato de sodio y antimoniato de meglumina). Ademas se emplean la
Anfotericina B, paromicina, isetionato de pentamidina y la miltefosina. EI uso de estos
medicamentos presenta serios inconvenientes para los pacientes debido a su alta toxicidad,
elevado costo y disponibilidad limitada en las regiones mas afectadas. Por otra parte, las recaidas

son comunes y se requiere terapia a largo plazo (Pinart et al., 2020).
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El control eficiente de la leishmaniasis ha sido obstaculizado por la ausencia de una
vacuna para uso humano, el aumento de la transmisién como resultado de coinfecciones con el
VIH y la resistencia del patdgeno al tratamiento farmacoldgico. Dadas estas circunstancias el
control de la enfermedad esta enfocado a: las personas (diagnostico y tratamiento de casos), a
reservorios (aplicar insecticidas y vacunas a animales domésticos), y al vector (insecticidas,

control de embalses y malezas cercanos a asentamientos humanos (de Vries y Schallig, 2022).

I.1.4 Respuesta inmune a la infeccion por L. mexicana en humanos

La patogenia de L. mexicana y las respuestas inmunitarias (RI) que median la proteccion en el
humano son mecanismos complejos. EI conocimiento actual sobre la inmunopatologia de
Leishmania en humanos proviene principalmente de estudios sobre L. major, los cuales
presentan patrones de respuesta distintos a los observados en L. mexicana. Sin embargo, el ciclo
de vida del parasito es comin en todas las especies de Leishmania. El parésito es inoculado en
los vertebrados cuando una fleb6tomo infectada pica al hospedero varias veces para alimentarse.
La saliva de los fleb6tomos mejora la infectividad de los promastigotes, ya que contiene

vasodilatadores e inmunomoduladores (McMahon-Pratt y Alexander, 2004).

Leishmania se encuentra en forma de promastigotes flagelados en el vector. La infeccion
se establece una vez que un fleb6tomo infectado inocula los promastigotes en la dermis del
hospedero (Figura 1A). En consecuencia, se produce la activacion del complemento seguida de
la migracion de neutrofilos polimorfonucleares (PMN) y monocitos que expresan CCR2

(receptor de quimiocinas del motivo C-C) al sitio de la picadura (Scott y Novais, 2016).

Los PMN ingieren y destruyen hasta el 80% de los promastigotes inoculados (Figura 1B).
Sin embargo, algunos paréasitos sobreviven debido a la secrecion de proteinas de choque térmico,
proteasas, metiltransferasas y enzimas antioxidantes que neutralizan los efectos de las especies
reactivas de oxigeno (ROS) (de Freitas e Silva y von Stebut, 2021). Por otro lado, estudios en
L. amazonensis sugieren que el parasito evade el sistema del complemento al segregar la
glicoproteina 63 (GP63, leishmanolisina), un receptor del factor H y, un receptor de la proteina
de union C4b que inactiva las moléculas de C4b (Filho et al., 2021; Pereira-Filho et al., 2023).
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Figura 1. Mecanismos inmunoldgicos que conducen al control L. mexicana en humanos. (A)
El parasito entra a la dermis a través de la picuadura de una flebétomo. (B) PMN y monocitos
fagocitan los parasitos. (C) PMN secretan NET y quimiocinas atrayentes de DC residentes. Las
DC engullen los parasitos atrapados en las NETs, matandolos. (D) PMN infectados entran en
apoptosis y los MO los fagocitan. Los paréasitos fagocitados se transforman en amastigotes y se
replican. (E) DC y monocitos procesan antigenos del parasito y migran al ganglio linfatico mas
cercano. Ocurre la presentacion de antigenos a las células T y su diferenciacion en Thly CTL.
(F) Las células T proliferan y migran hacia el sitio de infeccion. (G) Las Thl activan a las
células B. (H) Las Th1 activas secretan citocinas que inducen la produccion de INOS/NO y ROS
en los MO y conducen a la muerte de los parasitos. (I) CTL secretan granzimas y perforinas que
matan a los MO infectados y a los amastigotes en su interior. (J) Las células B activadas
expresan IgM o se diferencian en células plasmaticas que secretan anticuerpos. Las lineas
discontinuas indican diferenciacion. Las lineas negras sélidas indican migracién. Figura creada
bajo licencia de BioRender.com.

Estudios in vitro han demostrado que la fagocitosis de los promastigotes por los PMN

retrasa el reclutamiento de las células dendriticas (DC) al sitio de la infeccion, lo que sugiere



gue los PMN son un reservorio transitorio que bloquea el inicio de la RI hasta que el parasito
llega a su célula-hospedero final: los macrofagos (MO) (von Stebut y Tenzer, 2018). Los PMN
ademas secretan trampas extracelulares de neutréfilos (NETosis) donde los promastigotes
qguedan inmovilizados y atraen a las DC al sitio de la infeccién mediante quimiocinas como el
ligando 3 de quimiocina (CCL3) y la interleucina (IL) 12 (Figura 1C), promoviendo el
establecimiento del parésito (EImahallawy y Alkhaldi, 2021).

Una vez fagocitados por los MO o las DC, los promastigotes se transforman en
amastigotes, y pierden el flagelo (Figura 1D). Los amastigotes liberan exosomas que contienen
GP63 y fosfatasa 2C, las cuales inhiben la produccion de NO, regulan a la baja el complejo
principal de histocompatibilidad (en lo adelante antigeno leucocitario humano 1, HLA 1), el
antigeno de diferenciacion (CD) 86 y el ligando 1 de muerte programada (PD-L1). Todo lo
anterior tiene efectos negativos en los MO e impide la activacion efectiva de las células T (de
Freitas e Silva y von Stebut, 2021). Asimismo, GP63 desregula la NADPH oxidasa de los MO,
un mecanismo que aumenta la supervivencia del parasito frente a la degradacion proteolitica.
Otro mecanismo de evasion de los amastigotes es la obstruccion de la secrecion de IL-12 y la

expresion del receptor de IFN-y en las DC (Rossi y Fasel, 2018).

Una RI exitosa a la infeccidn por L. mexicana incluye la produccion de especies reactivas
de oxigeno (ROS, del inglés) a través del estallido respiratorio que ocurre durante la fagocitosis
y la generacion de éxido nitrico (NO) por la 6xido nitrico sintasa inducible (iNOS) activada por
citocinas y quimiocinas. Esta cadena de eventos inmunoldgicos se da a partir de que los
monocitos y DC que procesaron los antigenos de L. mexicana, llegan a los ganglios linfaticos
periféricos donde presentan dichos antigenos a las células T CD8+ y CD4+ a través de las
moléculas HLA-1 y HLA-II, respectivamente (Gabriel et al., 2019).

Una presentacion exitosa de antigenos HLA-célula T conduce a la activacion de las células
T, que se diferencian en linfocitos T auxiliares (HTL) y linfocitos T citotoxicos (CTL). Los HTL
pueden diferenciarse en varios subtipos, pero los subtipos Thl y Th2 son determinantes en el
control y la progresion de la LC, respectivamente. La secrecion de IL-12 por las DC durante la
presentacion de antigenos y la produccion de IFN-y por parte de las células asesinas naturales
(NK) desencadenan respuestas polarizadas hacia Thl (Figura 1E-1F) (B. Saha y Silvestre,
2020). En la infeccion por Leishmania, los MO tienden a secretar 1L-10 en lugar de IL-12, lo
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que dificulta la diferenciacion de Thl y promueve la respuesta Th2, que a su vez suprime las
respuestas protectoras de IL-12 y IFN-y (Panahi et al., 2021).

Las células Thl y NK secretan IFN-y, induciendo la produccion de iNOS/NO en los MO
infectados, lo que conduce a la eliminacion del parasito (Figura 1H). Las células Thl también
secretan TNF-a, TNF-p e IL-12, que controlan la infeccion, suprimen las respuestas Th2 y
estimulan a otras células Th1, respectivamente (EImahallawy y Alkhaldi, 2021). Sin embargo,
algunos autores han informado que L. mexicana sobrevive bajo respuestas Thl limitadas,
especialmente en pacientes con LC difusa (EImahallawy et al., 2021). Ademas, Buxbaum et. al.
(2013) demostraron que la resolucion de la infeccion por L. mexicana es independiente de la IL-
12. En condiciones de Thl bajo, los amastigotes lisan los fagocitos, migran e invaden otros
tejidos, causando las numerosas lesiones observadas en aproximadamente el 40% de los

pacientes con LC difusa (de Freitas e Silva y von Stebut, 2021).

Los CTL también tienen un papel determinante en la progresion de la LC, ya que los
pacientes con respuestas CTL deterioradas tienden a tener recaidas en la enfermedad. La
actividad citotdxica de las células T a través de la granzima B contribuye a la resistencia del
hospedero frente a L. mexicana (Figura 11). Ademas, las personas afectadas por LC difusa
muestran un recuento mas bajo de células T CD8+ en sus lesiones que las afectadas por LC
localizada. La diferencia en la progresion hacia una u otra presentacion parece residir en el
agotamiento de las células T CD8+, produccion mas baja de IFN-y y mayor expresion de PD-1
(Li et al., 2021). Este comportamiento se puede revertir in vitro mediante la estimulacion de la
sefializacion del receptor de tipo Toll (TLR) 2 (Chauhan et al., 2017).

El papel de las células B en la inmunidad frente a la LC se desconoce en gran medida. A
menudo las respuestas mediadas por anticuerpos se reportan como contradictorias. Sin embargo,
la evidencia experimental en ratones respalda que para L. mexicana las respuestas de los isotipos
IgG2a/c, 1gG3 e IgM son decisivas para la resolucion de la infeccion (Figura 1J), mientras que

la IgG1 interfiere con la proteccion inmunologica.

El papel diferencial de los subtipos de IgG en la LC se explica en cierta medida por las
respuestas celulares que desencadenan su secrecion: los linfocitos Th2 inducen la diferenciacion

y proliferacion de las células B secretoras de IgG1, mientras que las concentraciones plasmaticas



de 1gG2a se asocian con respuestas de tipo Thl (Figura 1G) (Buxbaum, 2013; Panahi et al.,
2021). Ademas, estudios in vivo en ratones knockout (KO) para 1gG1 muestran que IgG2a
induce la fagocitosis en las DC y los monocitos (Abadias-Granado et al., 2021), lo que sugiere

su efecto protector.

1.2 VVacunas en desarrollo contra leishmaniasis cutanea

La vacunacion es la herramienta mas rentable para el control y prevencion de la leishmaniasis
en areas endémicas (de Vries y Schallig, 2022). Una vacuna ideal contra la LC debe cumplir
requisitos sanitarios como: (i) un buen perfil de seguridad, (ii) minimo ndmero de
inmunizaciones, (iii) rentabilidad, (iv) eficacia profiléactica o terapéutica, (v) entrega antigénica
eficiente y (vi) no requerir cadena de frio (Abadias-Granado et al., 2021). Como se sefiald
anteriormente, la proteccion contra L. mexicana ocurre predominantemente a través de la
inmunidad celular, la cual disminuye mas rapido que las respuestas de anticuerpos. Por lo tanto,
la induccién de memoria inmunolégica plantea un problema para la eficacia de vacunas anti-

Leishmania.

Aungue aun no hay una vacuna para uso humano, los avances reportados en ensayos
clinicos son esperanzadores para su desarrollo en el futuro (Tabla 1). Esta seccién examina el
desarrollo actual de vacunas contra la LC y discute algunos desafios pendientes para obtener

vacunas efectivas en humanos.

1.2.1 Vacunas de primera generacion

Las vacunas de primera generacion estan compuestas por microorganismos Vvivos, atenuados o
muertos. Las vacunas vivas no requieren adyuvantes para inducir R robustas, sin embargo, su
uso esta limitado debido a preocupaciones éticas y de seguridad. La vacunacion con parasito
vivo (leishmanizacion, LZ), se ha practicado durante siglos, aunque actualmente no se

recomienda debido a problemas de seguridad (Pacheco-Fernandez et al., 2021). Sin embargo,



no hay evidencia que demuestre que la LZ sea protectora contra especies de Leishmania
presentes en América (Volpedo et al., 2022a).

Los parasitos vivos pueden atenuarse mediante métodos fisicos, quimicos o genéticos. Las
vacunas atenuadas activan tanto respuestas inmunitarias celulares como humorales, induciendo
una proteccion duradera (Coutinho De Oliveira et al., 2020), por lo que este método ha sido
respaldado por varios autores. La vacunacion de ratones BALB/c con lineas atenuadas de L.
mexicana con gentamicina induce una proteccion significativa y una reduccion de lesiones al
desafiar con parasitos de tipo salvaje (Daneshvar et al., 2003). Desafortunadamente, las vacunas
atenuadas presentan inconvenientes en cuanto a la estandarizacion para la produccion a gran
escala, la reversion de la virulencia o la atenuacion incompleta y las diferencias en la proteccion
entre ensayos preclinicos y clinicos. Sin embargo, la atenuacion mediante modificacion genética
podria contribuir a mantener la inmunogenicidad y la potencia de la vacuna, asegurando que no

haya reversion de la virulencia (Zabala-Pefiafiel et al., 2020b).

La secuenciacion del genoma de varias especies del complejo L. mexicana ha permitido
su atenuacion genética. Por ejemplo, en modelos preclinicos se ha demostrado la induccion de
respuestas Thl utilizando L. mexicana deficiente de cisteina proteinasa obtenidos mediante
mutagénesis dirigida (Pollock et al., 2003; Saravia et al., 2006; Souza et al., 1994). Del mismo
modo, L. mexicana deficiente en Centrina mediante CRISPR/Cas9 es protectora contra LC y
LV en ratones y hamsteres, respectivamente (Karmakar et al., 2022; VVolpedo, et al., 2022). Sin
embargo, Ishemgulova et al. (2018) demostraron que cepas de L. mexicana KO para un factor
de virulencia putativo predicho in silico, no alteran la colonizacion ni en el vector ni en ratones,
lo que destaca la importancia de la validacion experimental de los factores de virulencia

predichos mediante bioinformatica.

Por su parte, las vacunas de parasitos muertos tienen una buena antigenicidad y costos de
produccién bajos. La efectividad de los candidatos de vacunas muertas se ha demostrado
mediante la aplicacion preventiva de promastigotes de L. mexicana autoclavados combinados
con BCG (Bacillus Calmette-Guerin) o con L. amazonensis (Convit et al., 2004). La vacunacion
con L. amazonensis autoclavado (Leishvaccin®) se ha utilizado en paises de América del Sur,
donde se reporta cierta proteccidn cruzada con otras especies del complejo L. mexicana. Sin

embargo, los parasitos autoclavados pierden potencia con el tiempo, por lo que estas

10



formulaciones se aplican combinadas con farmacos. Actualmente, los esfuerzos se centran en

mejorar y desarrollar inmuno-quimioterapias (Coutinho De Oliveira et al., 2020).

1.2.2 Vacunas de segunda generacion

Las vacunas de segunda generacion consisten en proteinas conjugadas o recombinantes,
denominadas vacunas de subunidades. Aunque no confieren inmunidad duradera, son més
seguras, mejor toleradas y estan mejor caracterizadas que las vacunas de células completas
(Tahamtan et al., 2017). Existen varios candidatos de segunda generacion contra la LC en
ensayos clinicos: proteinas nativas o fraccionadas del parésito y del vector, combinaciones de
poliproteinas y sistemas de entrega que expresan o transportan antigenos de Leishmania (Moafi
etal., 2019).

Los antigenos crudos (proteina nativa) del patdgeno son un enfoque de segunda
generacion contra la LC. El lipofosfoglicano (LPG) de L. mexicana y L. amazonensis se ha
probado como vacuna experimental, aunque los resultados son contradictorios cuando se
utilizan diferentes vias de administracion (Pinheiro et al., 2007; Martinez Salazar et al., 2014).
Dado que la leishmanolisina es inmunogénica en todas las especies de Leishmania, la proteina
GP63 nativa se ha probado en formulaciones liposomales, induciendo una fuerte proteccion y
respuestas de células T en ratones incluso con dosis bajas de antigeno (Askarizadeh et al., 2017).

Hasta la fecha, tres vacunas de proteinas fraccionadas y recombinantes han sido
autorizadas en Europa y Brasil para prevenir/tratar la LC en perros (Canileish®, Leish-Tec® y
Letifend®) (Moafi et al., 2019), lo que respalda la viabilidad de una vacuna para humanos. Sin
embargo, se debe tener en cuenta que las proteinas recombinantes de Leishmania son caras de
producir a gran escala con la tecnologia disponible, por lo que son inviables para la vacunacion
masiva en los paises mas afectados. Por lo tanto, es preferible disefiar vacunas poli-epitopicas
utilizando combinaciones de epitopos conservados ya sea del parasito o del vector. Las
moléculas poli-epitopicas tienen una mayor inmunogenicidad, una cobertura poblacional y de
especies mas amplia y menos riesgo de reacciones adversas en comparacion con las proteinas
nativas (Cecilio et al., 2020).
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Algunos candidatos poli proteicos han progresado hasta ensayos clinicos en humanos con
éxito variable. En este caso, la vacuna Leish-111f (LEISH-F1) fue la primera proteina
recombinante en avanzar a ensayos clinicos en humanos de fase | y Il, donde demostré ser
segura, bien tolerada e inmunogénica contra LMC cuando se us6 en combinacién con

quimioterapia  (https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT00121849, https://clinicaltrials.gov/

ct2/show/NCT00111553). Para L. mexicana, las mezclas de proteinas recombinantes adyuvadas

con IL-12 han mostrado resultados prometedores en ratones C57B/L (Aebischer et al., 2000).
De manera significativa, se han obtenido polipéptidos/dominios de proteinas recombinantes y
mutantes de nucledsido hidrolasa 36 (NH36) que inducen respuestas Thl en pacientes brasilefios
curados/expuestos en areas endémicas de L. braziliensis (Alves-Silva et al., 2019).

Otro enfoque de segunda generacion es el uso de vacunologia inversa (VR) para disefiar
candidatos basados en péptidos sintéticos y quiméricos. Ejemplos de estrategias de VR aplicadas
a la leishmaniasis son el mapeo in silico de epitopos mediante la prediccién de unién a HLA
(Rezvan et al., 2012), la seleccién de antigenos conservados mediante andlisis filogenéticos y la
prediccion de la localizacion/funcion de proteinas hipotéticas (Germané et al., 2022). Los
péptidos sintéticos tienen una gran versatilidad para adaptarse a sistemas de entrega innovadores
como son las nanoparticulas (nanovacunas), donde cada vez ganan mas adeptos respecto al
tratamiento y prevencion de la LC (Santana etal., 2021). Por citar dos ejemplos, se ha
demostrado la capacidad adyuvante de nanoparticulas al reconstituir GP63 de L. mexicana en
liposomas y la efectividad topica de nano-transfersomas cargados con medicamentos contra L.
mexicana (Chaudhuri et al., 1989; Dar et al., 2020).

De manera similar, los virus y las bacterias que expresan proteinas del complejo de
especies L. mexicana son sistemas prometedores de administracion de vacunas. La proteina de
superficie de promastigote de L. amazonensis expresada en virus vaccinia (McMahon-Pratt
etal., 1993) y la GP63 recombinante clonada en BCG o0 en Salmonella thypi CVD 908
(Gonzalez et al., 1998) son algunos ejemplos. Ambos candidatos inducen proteccion en ratones,
sin embargo los vectores bacterianos y virales presentan limitaciones para las vacunas humanas.
En este sentido, los principales desafios son el establecimiento de correlatos de proteccion entre
el modelo animal y los humanos, asi como el escalado a la produccion industrial (Palatnik-de-
Sousa, 2008).
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1.2.3 Vacunas de tercera generacion

Las vacunas de tercera generacion estan compuestas por acidos nucleicos, los cuales pueden
administrarse desnudos o mediante un sistema de entrega. Este enfoque es ventajoso debido a
que la vacuna tiene una composicion antigénica simple y generalmente es estable a temperatura
ambiente. Ademas, la posibilidad de combinar varios epitopos en una sola formulacion puede
inducir proteccion cruzada contra diferentes especies de Leishmania que no estén relacionadas
antigénicamente (Cecilio et al., 2020). La evidencia preclinica indica que las vacunas genéticas,
asi como los péptidos derivados de las mismas inducen inmunidad robusta y proteccion en

humanos frente a multiples enfermedades (Grafa et al., 2022).

Particularmente para la LC en América, la NH36 es la proteina mas probada como vacuna
plasmidica. El candidato de ADN plasmidico VR1012-NH36 se ha probado en ratones BALB/c,
en los cuales demostrd proteccién cruzada contra L. chagasi y L. mexicana (Aguilar-Be et al.,
2005). Otros genes clonados en VR1012 son los que codifican para GP63, LACK (homdlogo
de Leishmania de los receptores para la proteina quinasa C activada), CPb (cisteina proteinasa
b) 0 GP46. Los mismos se han probado como vacunas de ADN contra L. mexicana en modelo

murino, induciendo proteccidn parcial en todos los casos (Dumonteil et al., 2003).

Aln mas, Vallado et al. (Rosado-Vallado et al., 2005) demostraron que una vacuna de
ADN de GP63 de L. mexicana adyuvada con aluminio induce una respuesta inmunitaria celular
incluso a dosis bajas de inmundgeno, lo que sugiere la importancia de emplear un adyuvante
para mejorar la RI. El gen de una fosfatasa acida de L. mexicana predicha in silico, clonado en

pVAX1 es otro candidato con efecto protector en ratones (Burgos-Reyes et al., 2021).

La baja inmunogenicidad es un desafio importante para el uso practico de las vacunas de
ADN de plasmidos desnudos. Este problema podria ser causado por la degradacion del plasmido
por nucleasas y su posterior eliminacion, la dificultad para penetrar las membranas celulares, su
naturaleza hidrofilica y la incapacidad para ser reconocido por las células dendriticas. Otras
preocupaciones con las vacunas de acidos nucleicos son la posible recombinacion con el genoma
del huésped y los eventos inmunoldgicos asociados con el aumento de la enfermedad. Por otro

lado, algunos genes presentan una baja eficacia de transfeccion y una expresion génica corta, lo
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gue plantea un problema sustancial para la fabricacion a escala industrial (Tejeda-Mansir et al.,
2019; Akbari et al., 2021).

Desafortunadamente, el fracaso de varios candidatos a vacunas genéticas demuestra que
la proteccion contra la leishmaniasis es mas compleja de lo que se pensaba originalmente. Por
lo tanto, actualmente se exploran enfoques alternativos en modelos animales. La inmunoterapia
con DC es una de las variantes més utilizadas, ya sea mediante sobreexpresion de IL-12 o
mediante exosomas de DC expuestas a lisados de Leishmania. Ademas, las DC cargadas con
GP63, péptidos multi-epitopos o con oligonucledtidos CpG estimulan la respuesta Thl en
ratones (Moll y Berberich, 2001). Por dltimo, el bloqueo de IL-10 ha demostrado efecto
terapéutico en la LC humana, mientras que los ratones deficientes en TLR-2 infectados con L.
mexicana han mostrado exacerbacién de la enfermedad debido a una respuesta predominante
de Th2 (Castellano et al., 2015).

1.3 Vacunologia reversa aplicada a vacunas contra la leishmaniasis

La VR implica el descubrimiento de nuevos epitopos de células B y T a través de la
bioinformaética, la protedmicay la genémica comparativa y funcional. Esta metodologia permite
el mapeo y seleccion de diversos antigenos y, se ha vuelto extremadamente util en la
investigacion y desarrollo de vacunas. Con este enfoque se han desarrollado vacunas contra
patégenos como meningococo serogrupo B, Streptococcus pneumoniae y estreptococos de los
grupos Ay B (Seib et al., 2012). Ademas, esta tecnologia ha acelerado el desarrollo de vacunas
contra el SARS-CoV-2 y la inmunoterapia del cancer, por lo que tiene un gran potencial para

mejorar la salud puablica mundial (Cianci y Franza, 2022).

1.3.1 Metodologia general de la vacunologia reversa

El disefio de vacunas mediante VR parte de recuperar datos gendémicos de bases de datos en
linea publicas (BD), como UniProtKB o NCBI. Aunque existen brechas en el conocimiento del

14



metabolismo y la patogenicidad de L. mexicana, es posible acceder a una gran cantidad de datos
a través de BD, como son LeishIinDB, TriTrypDB y RefSeq (Pacakova et al., 2022).

El genoma de L. mexicana comprende en promedio 8249 genes, sin embargo, no todos
son inmunoldgicamente relevantes y la expresion génica varia segun la etapa del ciclo de vida
del parésito (Rogers et al., 2011). Considerando esto, se debe realizar un andlisis exhaustivo
para identificar qué genes estan relacionados con la enfermedad e inducen RI celular o

proteccion.

Respecto a Leishmania, es preferible seleccionar antigenos expresados constitutivamente
durante etapas criticas del ciclo de vida, es decir, la transicion de promastigote a amastigote, la
invasion y la supervivencia del parésito. Ademas, analizar la conservacion a nivel de especie y
las estructuras tridimensionales de las proteinas involucradas en la patogénesis, ofrece
informacidn valiosa sobre los motivos responsables del reconocimiento inmunolégico, lo que

ayuda en la prediccion de epitopos (Akpunarlieva et al., 2017; Martinelli, 2022).

Varios autores han desarrollado metodologias de inmunoinformética para disefiar vacunas
contra LC (Akya et al., 2019; Khan et al., 2020; Motamedpour et al., 2020; Burgos-Reyes et al.,
2021). EIl éxito de las mismas depende de la especie de paréasito, asi como de la poblacion
objetivo, la precision de las plataformas/herramientas utilizadas, el orden en que se utilizan y la
plataforma de vacuna seleccionada. No obstante, hay criterios comunes para la prediccion de
candidatos vacunales, entre ellos la antigenicidad, la alergenicidad, la inmunogenicidad, la
localizacion subcelular, la funcion putativa, la conservacion, el numero de hélices

transmembrana y caracteristicas fisicoquimicas como la hidrofobicidad (Rajkhowa et al., 2021).

La prediccion de epitopos inmunogénicos dentro de los antigenos es vital para el disefio
de vacunas. Estos calculos se realizan normalmente mediante herramientas bioinformaticas
disponibles en linea o programas autonomos que utilizan redes neuronales artificiales,
algoritmos basados en homologia o en la estructura, Inteligencia Artificial previamente
entrenada, entre otros algoritmos. A su vez, los epitopos predichos se pueden modelar
tridimensionalmente con el fin de visualizar las superficies expuestas, bucles y posibles sitios

de interaccion (Woolums y Swiderski, 2021).
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Una vez que se han seleccionado los epitopos, se ensamblan en una construccion sintética,
ya sea afiadiéndolos uno al lado del otro o utilizando espaciadores, también conocidos como
enlazadores. Los espaciadores aumentan la estabilidad de la proteina y evitan la expresion de
antigenos superpuestos inmunodominantes, por lo que su uso esta muy extendido. Ademas, se
pueden incluir etiquetas o marcadores que faciliten la purificacion, péptidos inertes que
proporcionen volumen a la molécula final asi como adyuvantes o co-estimuladores de la RI
(Khan y Kumar, 2021).

Tabla 1. Vacunas en ensayos clinicos y candidatos preclinicos contra la leishmaniasis cutanea.

Fase ensayo

Vacuna Composicion . Resultados
clinico
LZ L. major vivo - Descontinuado por seguridad,
RI protectora y duradera
Leishvaccin L. amazonensis muerto +I11 Activacion de células T y B,
BCG requiere multiples dosis
CaniLeish LIESP + QA-21 I Respuesta Thi, requiere
maltiples dosis
Leish-Tec Proteina A2 de L.l Activacion de células T
donovani + saponina
LEISH-F1 TSA, LmSTI1, LeiF ] Respuesta de células T, IL-5,
+ MPL-SE IFN-y, y anticuerpos, requiere
cadena de frio
LEISH-F2 Antigenos modificadosl| Respuesta de 1gG, IL-10, e IFN-
de LEISH-F1 Y, requiere cadena de frio
SMT + NH SMT, NH recombinantel Activacion de células T
+ GLA-SE
L. mexicanaLmexCen-/- Preclinica RI similar a infeccion natural,
modificado riesgo de reversion a virulencia
genéticamente . -
AGDP-MP Preclinica Proteccion duradera en ratones,
(vivo atenuado) riesgo de reversion a virulencia
Almlpg2 y ACPB Preclinica No proteccion en ratones.
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Linea H de L. mexicana atenuadoPreclinica Proteccion mediada por Thl en

L. mexicana  con gentamicina ratones
CVvD908- AaroC::Prac-gp63 Preclinica Proteccion frente a LC activa en
MGP63 ratones, poteccion parcial en

monos sin adyuvante

Guia de abreviaturas: QA-21, Fraccion purificada de saponina; BCG, Bacilos Calmette—
Guérin; FML, Ligando de fucosa-manosa; TSA, homdlogo de L. major del antioxidante
tiolepecifico eucaridtico; LmSTI1, Proteina 1 inducida por estrés de L. major; LelF, Factor de
elongacion e iniciacién de L. braziliensis; NH, nucledsido-hidrolasa; SMT, Esterol 24-c-
metiltransferasa; GLA- SE, Nanoemulsiones de glucopiranosil lipido A en agua; MPLSE,
estructura de monofosforil lipido A estimuladora de receptores tipo Toll (TLR); KMP- 11,
Proteina 11 de membrana de kinetoplastidos; HASPB, Proteina hidrofilica acilada de superficie
B.

Las vacunas disefiadas mediante VR deben validarse estructuralmente con el fin de
asegurar su estabilidad y desempefio apropiados. En este sentido, el analisis de la estructura
secundariay terciaria de la construccion de vacuna son criticos. Aunque hay varias herramientas
disponibles para dichos analisis, los modelos generados tienden a diferir considerablemente
entre si dependiendo de la secuencia de aminoécidos del péptido, el algoritmo de cada programa,
los parametros y las opciones de visualizacion elegidos (Lee et al., 2022). Por lo tanto se sugiere
comparar los modelos 3D obtenidos con varias herramientas y validar la estructura mediante
graficos de Ramachandran y parametros estadisticos (Khan y Kumar, 2021). Por otro lado, es
necesario verificar que los epitopos contenidos en la vacuna se unan adecuadamente a los
receptores inmunes e induzcan RI, lo cual es posible mediante simulaciones de acoplamiento y

ensayos de inmunogenicidad (Rapin et al., 2010).

Las vacunas obtenidas con VR se pueden administrar como vacunas peptidicas o0 como
vacunas de &cidos nucleicos. Ambos enfoques requieren la optimizacién del uso de codones en
el gen, por lo que el péptido debe ser retro-transcrito a ADN. Ademas, es recomendable repetir
la prediccidn alergénica para prevenir posibles reacciones de hipersensibilidad (Ropon-Palacios
etal., 2019).
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1.3.2 Desafios y perspectivas futuras de la vacunologia reversa

Las ventajas definitivas de la VR son la rapidez, la precision y la eficiencia en comparacion con
el enfoque convencional, lo cual es deseable en la investigacion de ETD. Ademas, las vacunas
de nueva generacion disefiadas mediante herramientas in silico han demostrado ser seguras,

estables y eficientes en la vacunacion humana y animal (Rawal et al., 2021).

Sin embargo, los métodos in silico tienen inconvenientes. La VR no es inherentemente
aplicable a antigenos vacunales que ya estan bien definidos, ya que pueden presentar una
variabilidad excesiva, estructuras complejas o inestabilidad en la unién que dificulta la
simulacion dindmica de la estructura. Como resultado, los péptidos de la misma proteina pueden
ser drasticamente diferentes cuando se sintetizan (Hidalgo-Ruiz et al., 2022; Van Regenmortel,
2016). En consecuencia, todos los epitopos o vacunas obtenidos in silico deben ser probados in

vivo para determinar su inmunogenicidad.

Aunque los métodos in silico tienen limitaciones, su constante mejora a través del
desarrollo de codigo y la validacion experimental ha posicionado a la bioinforméatica como una
herramienta importante para el disefio racional de vacunas. La construccién de decenas de
vacunas para Leishmania en los ultimos 10 afios asi lo prueba. El descubrimiento de nuevos
candidatos vacunales para L. mexicana no es un proceso sencillo, sin embargo, las herramientas
bioinforméaticas combinadas con la ingenieria genética tienen un gran potencial para lograrlo
debido a su versatilidad y constante mejora. Por otra parte, se necesitan mas datos
experimentales para mejorar la precision de las predicciones y la toma de decisiones en cuanto

a la seleccion de epitopos y candidatos (Liljeroos et al., 2015).
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Il. HIPOTESIS
A partir del anélisis bioinformatico del proteoma de Leishmania mexicana, es posible disefiar

una nanovacuna multi-epitépica que induzca respuesta inmune celular y humoral en simulacion

dindmica.
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I11. OBJETIVOS

I11.1 Objetivo general

Disefiar una nanovacuna multi-epitopica contra Leishmania mexicana.

111.2 Objetivos especificos

1. Analizar in silico el proteoma de Leishmania mexicana para identificar proteinas
antigénicas.

2. Determinar la presencia de epitopos inmunogénicos en los antigenos seleccionados para
construir variantes de nanovacuna multi-epitopica.

3. Seleccionar la construccion de vacuna mas estable in silico.

4. Evaluar la induccion de respuesta inmune in silico y la clonacién virtual de la

nanovacuna.
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IV. MATERIALES Y METODOS

A continuacion, se describen los métodos que se utilizaron en la presente investigacion (Figura
2). Los enlaces de acceso a las bases de datos, plataformas y herramientas bioinforméticas

empleadas se relacionan en el apendice 1.

Recuperacion del Filtrado y seleccion de Prediccion y seleccion de
i — P —_— > . s
proteoma de L. mexicana antigenos vacunales epitopos inmunogénicos
8 « Prediccion de antigenicidad
z‘%%%&@ « Seleccion de no hc?mo’logos al & @%% % . Pridiccién y selez?;:ién de _—
%‘&P%\ proteoma humano % epitopos I'IECOI'IOCI 0S por =l
/zgﬁ « Analisis de hélices transmembrana ;L :’;? HLA-ly celulas B
L\@@ / « Seleccion basada en propiedades ’\( y/ e o
S ‘5:? fisico-quimicas P, Pre'dl.lc‘clon de antigenicidad
R ) %@ « Prediccion de localizacion/funccion - :\' S ° Andlisis de cobertura
T &S « Deteccion de no alérgenos poblacional
e - Construccion de las variantes de
Modelado y Va|ldaC.lOr.1 Prediccion de la . vacuna yy anélisis de la secuencia
de la estructura terciaria estructura secundaria primaria
* Obtencién del modelo 3D o o
X ' « Refinamiento del modelo — MWW+ NN\ o .. Predncqon de antigenicidad,
\‘ mas estable WVW\ W— N (J ’\‘3 alergenicidad y caracteristicas
- o i
\‘% « Validacion de la estructura W=V ~ J fisico-quimicas
refinada f-\:‘/-\ « Seleccién de la construccion
l i mas estable
2 S ' : o imizacion n
.’eg% Simulaciones inmunoldgicas —, Optimizac o §:|e 99d° o8
y clonaje in silico

 Simulacién de
acomplamiento con TLR 4 2
« Simulacién de . % vacuna

/\ inmunogenicidad - g E - clonada
™ p - JOERDY -

Figura 2. Esquema general del disefio de la vacuna multiepitopos contra L. mexicana a partir
del proteoma del parésito. Figura creada bajo licencia de BioRender.com.
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IVV.1 Recuperacion del proteoma de Leishmania mexicana

Se recuper6 el proteoma completo de L. mexicana MHOM/GT/2001/U1103 a través de la

herramienta Entrez de la base de datos RefSeq en formato FASTA y se eliminaron las secuencias

redundantes.

V.2 Filtrado y seleccidn de antigenos vacunales

Del proteoma de la cepa tipo se seleccionaron las proteinas de interés vacunal de acuerdo con

las caracteristicas descritas en la Tabla 2, las cuales han sido validadas por otros autores para la

busqueda in silico de antigenos proteicos (Rawal et al., 2021).

Tabla 2. Caracteristicas, herramientas y valores de corte utilizados para la bdsqueda y seleccion
de antigenos vacunales. Las caracteristicas se enumeran en el orden en que se utilizaron.

Caracteristica

Herramienta

Valor de corte

Antigenicidad
Hélices transmembrana

No homologia con proteoma

humano

No alergenicidad

Proteina de secrecion

Anclaje a Glicofosfatidil inositol
Localizacion subcelular

Estabilidad
Peso molecular

VaxiJen v2.0
TMHMM
TOPCONS
BLASTp

AlgPred 2
SecretomeP 2.0
NetGPI1.1
DeepLoc 2.0
CELLO V25
ProtParam
ProtParam

>0.6
<1

E: 0,005; Identidad > 30%;
cobertura > 70%

Por defecto

>0.6

Por defecto (p > 99.5%)
Extracelular o0  membrana
citoplasmatica

Indice de instabilidad < 40
<110 kDa

A partir de los antigenos no alergénicos y no homologos a los humanos se construy6 una

base de datos para la prediccion de proteinas de secrecion, anclaje a glicofosfatidilinositol (GPI)

y localizacion subcelular de los antigenos. Del conjunto de proteinas extracelulares y de
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membrana citoplasmatica se cred un archivo FASTA que se utilizd como entrada para la

prediccion de epitopos inmunogénicos.

IVV.3 Prediccion y seleccion de epitopos inmunogénicos

Con el fin de seleccionar los epitopos mas inmunogeénicos, se construy6 una base de datos con
los alelos de HLA 1y Il més frecuentes en México (Barquera et al., 2020). Ademas se tuvo en
cuenta el alelo HLA-DRB1*04:07, considerado un inductor de susceptibilidad a la infeccién
por L. mexicana (de Vrij et al., 2021). Los epitopos reconocidos por este alelo se eliminaron de

la seleccidn de epitopos para la vacuna.

IVV.3.1 Epitopos reconocidos por Antigeno Leucocitario Humano tipo 1y tipo 11

La prediccion de los epitopos de HLA clase | (9 residuos) se realizo en el servidor NetMHCpan-
4.1, el cual utiliza redes neuronales artificiales (ANN, del inglés) para sus predicciones
(Reynisson et al., 2020). Los epitopos mas inmunogénicos se seleccionaron de acuerdo a lo
planteado por Singh et al (2020a), para lo cual se estableci6 el umbral de afinidad de unién (Aff)
<500 nM y el rango percentil < 0.5. Los péptidos que cumplieron con estos parametros y que
fueron reconocidos por dos o mas alelos de HLA se examinaron por su inmunogenicidad,
procesamiento del antigeno y antigenicidad en IEDB (International Epitope Database) y
VaxiJenv2.0, respectivamente. La seleccidn final de los epitopos vacunales se hizo a través del

analisis conjunto de todos los parametros evaluados.

En el caso de los epitopos para HLA clase Il (15 residuos) se predijo en NetMHCpanllI-
4.0. Este programa calcula la probabilidad de que un péptido sea presentado de manera natural
por uno o mas receptores de HLA-II a través de ANN previamente entrenadas con datos de
elucion de ligandos mediante espectrometria de masas (Reynisson et al., 2020). Para la seleccién
de ligandos fuertes se seleccion6 un rango percentil maximo de 1, el cual es el umbral por
defecto de este parametro en el servidor. A partir de los epitopos promiscuos (reconocidos por
mas de dos alelos) con uniédn fuerte a HLA-I1 se cre6 un archivo FASTA, el anélisis de induccion
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de IFN-y en IFNepitope. Finalmente, se seleccionaron los mejores inductores de IFN-y (indice

de IFNepitope positivo) y se predijo su antigenicidad.

1VV.3.2. Seleccion de epitopos para células B

En paralelo, los antigenos vacunales se analizaron en cuanto al reconocimiento por receptores
de células B (BCR) a través de los servidores BepiPred3.0 y ABCpred. En ambos casos se
restringio la prediccion a péptidos de 20 aminoéacidos, con un umbral de unién de 0.8 para
ABCpred y 0.2 para BepiPred3.0. Luego de realizadas las predicciones, se compararon los
resultados de los dos programas mediante alineamiento de secuencias (BLASTp) con el fin de
seleccionar los epitopos predichos por ambos algoritmos. Finalmente, los epitopos redundantes

se examinaron por su antigenicidad y alergenicidad.

V.4 Construccidn y caracterizacion de las variantes vacunales

Una vez realizada la prediccion epitdpica, se seleccionaron definitivamente las secuencias a
incluir en la vacuna multi-epitdpica. Para ello primero se disefiaron variantes de vacuna teniendo
en cuenta la inclusion o no de un adyuvante. La seleccion de adyuvantes, enlazadores y
estructuras accesorias se realizo con base en evidencia experimental y bioinformatica reportada
por otros autores (Yang et al., 2015; Alexander et al., 2000; Bibi et al., 2021); teniendo en cuenta
el tipo de respuesta inmune que inducen, sus caracteristicas fisicoquimicas y su uso previo en

otras vacunas contra Leishmania.

Luego de seleccionar la plataforma de vacuna mas adecuada para ensamblar los epitopos,
se disefiaron cuatro variantes de construccién vacunal (CV) (Figura 3). Las CV constan de 12
epitopos ordenados segun su receptor inmune de mayor a menor indice de antigenicidad. Los 4
epitopos HTL se colocaron hacia el extremo C-terminal, seguidos por 4 epitopos CTL y 4 de
células B. Los epitopos HTL, CTL y B se conectaron mediante enlazadores GPGPG o AAY,
GGGS y KK, respectivamente.
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De las cuatro variantes, dos incluyen un trimero unido a un pentamero entre los epitopos
de CTLy B (CV1y CV3), el cual fue propuesto por Singh et al (2020a) como una estructura
estabilizadora de proteinas quiméricas. Ademas, se afiadio el adyuvante PADRE (epitopo pan
DR) antes de los epitopos HTL, a través de un enlazador rigido EAAAK, esto con el fin de
potenciar la inmunogenicidad de la proteina quimérica. En el extremo N-terminal, después de
los epitopos B se uni6 una etiqueta de 6-His para mejorar la capacidad de purificacion de las
CV.

IV.4.1 Caracterizacion fisico-quimica y determinacion de la antigenicidad y alergenicidad
de las variantes de vacuna

La secuencia de cada construccion vacunal se analiz6 en ProtParam y ProteinSOL para
determinar propiedades fisicoquimicas basadas en la secuencia primaria. Las caracteristicas
incluyen el punto isoeléctrico (pl) hipotético, el peso molecular, el indice de hidrofobicidad
promedio general (GRAVY), el indice alifatico, la vida media en solucion in vitro e in vivo, la

polaridad de los aminoécidos, la solubilidad y el indice de inestabilidad.

Ademas, se evaluo la alergenicidad de las CV mediante AlgPred2 con el valor de corte
predeterminado para el algoritmo hibrido (0.3). La antigenicidad se determind utilizando
VaxiJen v2.0, donde se definié un umbral de 0.6 y se seleccion6 ““Parasito”” como organismo

modelo.

Una vez caracterizadas las variantes, se compararon los resultados y se selecciond la
variante de vacuna con pardmetros fisico-quimicos y de solubilidad mas cercanos a los
reportados como éptimos para vacunas (Khan y Kumar, 2021). En adelante, se hara referencia

a la construccidn seleccionada como CVLm (candidato vacunal contra L. mexicana).

IVV.5 Prediccion de la estructura secundaria y terciaria de CVLm

Se predijo la estructura secundaria de CVLm con la finalidad de obtener informacién preliminar
sobre su conformacion y elementos estructurales basicos. Esta informacion se utiliz6 como base

para la prediccion de la estructura terciaria y el analisis del modelo 3D de la nanovacuna.
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L ' Trimero + pentamero BCR1 BCR2 BCR3 BCR4
GGGS - KK
cy2 EAARAK ] GPGPG ] GGGS
il
T_ J BCR1 BCR2 BCR3 BCR4
GGGS KK
CV3  EAAAK GPGPG AAY
Epitopo Pan DR HTL1 HLT2 HLT3 HLT4 i ‘
L ' Trimero + pentamero BCR1 BCR2 BCR3 BCR4
AAY KK
cva EAAAK GPGPG _ ARY
Epitopo PanDR HTL1 HLT2 HLT3 HLT4 i l
T_ J BCR1 BCR2 BCR3 BCR4
AAY KK

Figura 3. Representacion esquematica de las construcciones de vacuna contra L. mexicana. Se
agrego un enlace EAAAK en el extremo N-terminal, seguido del adyuvante PADRE (negro).
Los epitopos HTL (azul oscuro) se conectaron mediante enlaces GPGPG, los epitopos CTL
(cian) a través de GGGS (en CV1y CV2) o AAY (en CV3y CV4). Los epitopos de células B
(BCR, morado) se enlazanron con KK. La secuencia de trimero unido a pentamero (gris oscuro)
se intercald entre los CTL y BCR en las construcciones 1 y 3. Una etiqueta de 6-His en el
extremo C-terminal (gris) se afiadio mediante un enlazador KK.
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1VV.5.2 Determinacion de la estructura secundaria

La estructura secundaria de la proteina se obtuvo en PSIPRED 4.0 (Predict Secondary Structure)
y SOPMA a través del servidor NPS@ (Network Protein Sequence Analysis). Esta plataforma
consta de varias herramientas y algoritmos para predecir caracteristicas proteicas como la
estructura secundaria a partir de la secuencia primaria de la proteina. Especificamente, SOPMA
utiliza un método de prediccion se optimiza automéaticamente para cada secuencia, con un
enfoque basado en alineamientos multiples (Geourjon y Deléage, 1995). PSIPRED, por otra
parte, basa sus predicciones en redes neuronales, las cuales distinguen regiones de hélice alfa,

hojas beta y enrollamiento aleatorio con una precisién mayor al 70% (McGuffin et al., 2000).

IVV.5.3 Modelado y validacion de la estructura terciaria

El modelo tridimensional de CVLm se obtuvo en I-TASSER (lterative Threading ASSEmbly
Refinement) utilizando la opcién 111 del algoritmo, donde se introdujeron los datos de estructura
secundaria de PSIPRED para cada aminodacido. I-TASSER es un algoritmo basado en repliegue
de fragmentos que consta de cinco pasos: (i) identificacion de fragmentos, (ii) ensamble por
repliegue, (iii): optimizacion y refinamiento y (iv) generacion de modelos finales. Las
estructuras se jerarquizan en téerminos de confiabilidad (C-score y TM-score) y desviacion de
las coordenadas atomicas (RMSD) respecto a la estructura de referencia, lo que permite

seleccionar el mejor modelo (Yang y Zhang, 2015).

Una vez seleccionado el modelo con C-score més alto y RMSD mas bajo, este se refind
en el servidor GalaxyRefine. Este programa se basa en una metodologia de optimizacion global
y local para la optimizacion de modelos tridimensionales de proteinas. Lo anterior se logra
ajustando las posiciones de los atomos y las interacciones entre ellos para mejorar la coherencia

y la calidad de la estructura (Heo et al., 2013).

Luego, la calidad del modelo 3D refinado se evalué con ProSA-web y se valido la
estructura terciaria en el servidor SAVESv6 con las herramientas PROCHECK (PROtein
CHECKIing) y ERRAT (Empirical R-factor). La primera permite analizar la grafica de
Ramachandran del modelo; mientras que la segunda indica la calidad de la estructura con base

en la compatibilidad de las conformaciones atomicas del modelo con la estructura de una
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proteina ya resuelta (Wiederstein y Sippl, 2007). Ademas, se utiliz6 el programa
CHIMERAZL.13 de la Universidad de California en San Francisco para una mejor visualizacion
de la estructura, puesto que ofrece una interfaz interactiva para analizar estructuras moleculares

tridimensionales

IVV.6 Simulaciones inmunoldgicas

Con el fin de evaluar la respuesta inmune inducida por la CVLm, se simul6 su interaccion con

TLR y se predijo su inmunogenicidad in silico.

IV.6.1 Simulacién de acoplamiento de CVLm con receptores de la inmunidad innata

El acoplamiento molecular con TLR-2, TLR-4 y TLR-9 se realiz6 en el servidor web ClusPro
2.0, donde se evaluaron las mejores soluciones basadas en la puntuacion vinculante. En el
programa se introdujo el codigo de acceso en PDB de los receptores (TLR-2: 2Z7X; TLR-4:
4G8A; TLR-9: 3WPF) y para el ligando (CVLm) se envid el archivo .pdb de la estructura
terciaria refinada. La simulacion de las interacciones se visualizd en Mol* 3D Viewer de RSCB

PDBP, donde se analizaron los sitios de unién ligando-receptor.

I1V.6.2 Simulacién de induccién de respuesta inmune adaptativa

La inmunogenicidad de la vacuna se simulé en el servidor C-ImmSim, el cual utiliza un modelo
fisiologico para simular la interaccion de varias células del sistema inmune con antigenos
proteicos, por lo que permite analizar el posible desarrollo de la Rl en humanos. En el programa
cada paso de simulacion virtual equivale a 8h reales. Con esto en cuenta se utilizé un esquema
de inmunizacion planteado por Kashyap et al (2017) donde se programaron tres inyecciones en
los pasos de simulacién 1, 36 y 72, correspondientes a los dias 0, 12 y 24. Asimismo, la
respuesta inmunoldgica se evalud frente a los alelos HLA-A02:01, HLA-A68:02, HLA-B35:01,
HLA-B39:01, HLA-DRB115:01 y HLA-DRB116:01 durante 100 pasos de simulacion total (35

dias). El resto de los parametros se mantuvo en sus valores predeterminados.
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I\VV.7 Optimizacién de codones y clonaje in silico de CVLm

Se realizo la traduccidn inversa y la optimizacion de los codones de la secuencia de la vacuna
utilizando el servidor Jcat. Para ello se selecciond Escherichia coli K12 como cepa de expresion
evitando los sitios de corte de enzimas de restriccion. Con estos resultados se realizé un analisis
del indice de adaptacion de codones y del contenido de GC de la secuencia de ADN,
considerando que se encontrasen en el rango de 0.8-1.0, y 30-70 %, respectivamente
(Hajighahramani et al., 2017).

Por altimo, se clono el gen que codifica para CVLm (vac) en la region MSC del vector
pVAX1[+], mediante la incorporacion de sitios de restriccion para las enzimas BamHI y Xbal.

Lo anterior se realiz6 mediante el programa SnapGene.
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V. RESULTADOS Y DISCUSION

V.1 Andlisis del proteoma de L. mexicana

Mediante la busqueda en la base de datos Refseq, se encontrd que existen dos genomas de
referencia de L. mexicana, por lo que se seleciond el correspondiente a la cepa tipo
(MHOM/GT/2001/U1103, namero de referencia GCF_000234665.1), secuenciado en 2011 en
el Wellcome Trust Sanger Institute y procedente de una lesion ética de un paciente de 30 afios

en Guatemala.

El genoma es de 32.1 Mb organizadas en 8249 genes, de los cuales 8133 (equivalentes al
98.6% del genoma) corresponden a genes codificantes de proteinas y el resto a pseudogenes
(Figura 4A). El valor scaffold N50 referido para este genoma es de 1 Mb, lo cual es un valor
aceptable del parametro e indica que la secuenciacion tiene calidad aceptable (Rogers et al.,
2011). Entre los genes con mayor expresion se encuentra el gen que codifica para
leishmanolisina. Asimismo, los genes codificantes para amastina, para una proteina hipotética
conservada y cisteina peptidasa, se encuentran entre los genes con mayor numero de copias en
la especie, lo cual reafirma la relevancia de las proteinas para las cuales codifican como posibles

antigenos a incluir en una vacuna contra leishmaniasis.

V.2 Antigenos de interés vacunal predichos y seleccionados in silico

El anélisis bioinformatico del proteoma de L. mexicana U1103 se inicid con la seleccién de las
proteinas antigénicas en el servidor Vaxijen 2.0, el cual predice la antigenicidad de proteinas y
péptidos con una presicion mayor al 78% (Singh et al., 2020b). A través de la plataforma se
predijo un total de 5651 secuencias antigénicas con un umbral > 0.6, lo cual corresponde al
69.5% de las secuencias analizadas (Figura 4B). De los antigenos, con un maximo de una hélice
transmembrana (Figura 4C), sélo 2280 no fueron homaologas al proteoma humano ni alergénicas

(Figura 4D,E), por lo cual se consideraron para la prediccion de la localizacién subcelular.

30



Mediante el analisis conjunto de los resultados obtenidos en SecretomeP 2.0, DeepLoc y
CELLO, se predijo un conjunto de 115 proteinas con péptidos de secrecion de via clasica y no
clasica, asi como 226 proteinas con posible localizacion en la membrana citoplasmatica del
parasito (Figura 4F,G). Los sistemas de clasificacion de los programas utilizan la composicion
de aminoécidos, la composicion de di-péptido y la composicion de la secuencia basada en las
propiedades fisico-quimicas de aminoacidos para realizar sus predicciones (Thumuluri et al.,
2022). De esta manera, se seleccionaron las proteinas membranales ubicadas en membrana
plasmatica o en la region extracelular que coincidian en los tres programas; a partir de las cuales
se construyd una base de datos de 341 secuencias. Las proteinas excretadas-secretadas de
Leishmania son importantes factores de virulencia y estan implicadas en las primeras
interacciones hospedero-parasito, el establecimiento de la infeccion y la regulacion de la RI. Su
papel en la modulacion y evasion de las respuestas inmunitarias se ha revisado ampliamente
(Wanderley et al, 2018).

Tras predecir la presencia de secuencias de anclaje a GPI en los antigenos, se obtuvo que
39 de las proteinas analizadas presentan motivos de anclaje con un 95% de confianza (Figura
4H). Ademas, de las 341 proteinas en la base de datos, 55 tenian un indice de inestabilidad
menor a 40 y un peso molecular <110 kDa (Figura 41) (Apéndice 2). Dado que mostraron valores
adecuados de estabilidad, alergenicidad y peso molecular in silico, se consideraron posibles

antigenos vacunales y se seleccionaron para la prediccion epitopica.

31



81332

5651°

Figura 4. Antigenos vacunales predichos a partir del genoma de L. mexicana U1103. (A)
proteinas totales después de eliminar duplicados. (B) Proteinas antigénicas. (C) Antigenos con
una o ninguna hélice transmembrana. (D) Proteinas no homdlogas al proteoma humano. (E)
Proteinas no alergénicas. (F) Proteinas de membrana plasmatica. (G) Proteinas secretadas o
extracelulares. (H) Proteinas que contienen un anclaje de GPI. (I) Secuencias estables con peso
molecular < 110 kDa.

Hasta la fecha se han identificado numerosos candidatos a vacunas para la LC en
programas de investigacion de vacunas a nivel global y, varios de los antigenos utilizados en los
candidatos mas avanzados son parte del secretoma o de la superficie de Leishmania. Estos
candidatos abarcan, por ejemplo, la NH36, la LmMBA, varias cisteina-proteinasas y
glicoproteinas citadas en los antecedentes de este trabajo. Algunas de estas proteinas se han
encontrado gracias a la aplicacion exitosa de herramientas computacionales, demostrando que
la VR es una alternativa prometedora para descubrir nuevos antigenos o enmarcar otros ya
descritos.
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Los antigenos predichos con la metodologia disefiada en este trabajo consisten
principalmente en proteinas hipotéticas de superficie y secrecion, de las cuales
aproximadamente el 70% estan conservadas en el complejo de especies L. mexicana (Apéndice
2). De manera importante, se predijeron adenilato ciclasas, fructofuranosidasas, serina-
peptidasas y endopeptidasas, nucleasas y una proteina similar a GP46. Segln nuestro
conocimiento, estos antigenos no se han reportado en otros estudios bioinforméticos de L.
mexicana, por lo que consideramos ofrecen una nueva alternativa para la construccion de

vacunas contra el parasito.

V.3 Seleccidon de epitopos reconocidos por alelos de HLA y células B

Los genes del complejo principal de histocompatibilidad (HLA en humanos) presentan
polimorfismo elevado, lo que resulta en mas de 8000 variantes alélicas de antigenos
leucocitarios humanos . El andlisis de epitopos para este numero de alelos se dificulta incluso
cuando se utiliza una base de datos robusta como lo es IEDB o NetMHCpan (Hamrouni et al.,

2020). Por tanto, se seleccionaron los alelos mas frecuentes en México.

Utilizando los 55 potenciales antigenos vacunales, se predijeron un total de 20,371
péptidos antigénicos que se unen al menos a uno de los siete alelos de HLA-I analizados. Tras
eliminar las secuencias redundantes, 287 epitopos fueron identificados como SB y de estos 10
fueron promiscuos para mas de tres alelos, entendiéndose la promiscuidad como la capacidad
de un péptido para ser reconocido por varias moléculas de HLA diferentes. Lo anterior incide
notablemente en la cobertura poblacional y el desarrollo de la RI, por lo que es fundamental en

la inmunogenicidad de una vacuna (Perez et al., 2019).

Finalmente, se encontré que de los 10 epitopos promiscuos seis cumplieron con la
condicion de antigénicos (propensién de antigenicidad > 0.5) y de estos, cuatro presentaron un
indice de antigenicidad positivo, por lo que se seleccionaron como péptidos con potencial para
inducir respuestas de CTL (Tabla 3).
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Tabla 3. Epitopos reconocidos por HLA-I. Se sefialan en negrita los epitopos seleccionados
para incluir en la vacuna.

Secuencia Proteina de
peptidica origen
AQAPRVTAL XP003877983.1 410  0.6072 0.14642 HLA-A*02:01
HLA-B*15:01
HLA-B*39:01
FLIDFIPAL XP003874980.1 953 1.1105 0.3183 HLA-A*02:01
HLA-A*68:02
HLA-B*39:01
FLYPPLHKL XP003875870.1 311  0.2126 -0.1323 HLA-A*02:01
HLA-A*68:02
HLA-B*39:01
GQVDWLVAL XP003877530.1 112 0.4539 0.29868 HLA-A*02:01
HLA-B*39:01
HLA-B*15:01
HASEVMSSL XP003877867.1 972  0.53338 -0.31433 HLA-A*68:02
HLA-B*35:01
HLA-B*39:01
LSSPPSYTF  XP003872125.1 32 0.5081 -0.21183 HLA-B*35:01
HLA-A*24:02
HLA-B*15:01
MIAPFSLAL XP003877530.1 1 0.8454 0.2669 HLA-A*68:02
HLA-A*02:01
HLA-B*35:01
MMNSTAHTF XP003878806.1 51 0.488 -0.04396 HLA-B*15:01
HLA-B*35:01
HLA-A*24:02
TAFSVSETL XP003874117.1 707  0.7364 0.13682 HLA-A*68:02
HLA-B*35:01
HLA-B*39:01
TLYQHGISL XP003875871.1 451 0.2759 -0.387 HLA-A*02:01
HLA-B*39:01
HLA-B*15:01

Pos.  Antigenicidad Inmunogenicidad Reconocimiento

En el caso de las moléculas de HLA tipo Il, se predijeron 10,282 epitopos redundantes
para los alelos seleccionados. Entre estos, se detectaron 126 péptidos con union fuerte a
DRB1*04:07. Dicho alelo ha sido reportado con anterioridad en personas con mas
suceptibilidad a padecer LC, por lo que los epitopos con union preferencial a DRB1*04:07 se
eliminaron del andlisis. Se encontraron 276 secuencias unicas con union fuerte a al menos un

alelo de HLA-I1, sin embargo, solo 11 se predijeron como inductores fuertes de IFN-y a partir
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de los cuales se seleccionaron los epitopos mas antigénicos y promiscuos para al menos dos
alelos HLA-II (Tabla 4).

Tabla 4. Epitopos con propension a inducir respuestas de HTL y secrecion de IFN-y. El nacleo
de unién a HLA-11 de cada epitopo se sefiala en negrita.

Secuencia Proteina de Indice de

- . Pos. Antigenicidad Reconocimiento
peptidica origen IFN
RIEYVSLY XP003877666.1 136 1.4334 1 HLA-DRB1*07:01
SNSLTGT HLA-DRB1*15:02
HLA-DRB1*16:01
HLA-DRB1*16:02
HLA-DQA1*05:01/
DQB1*02:01
NADLSQY XP003871798.1 193 0.8581 0.93 HLA-DRB1*07:01
TNVSVRMP HLA-DRB1*15:01
HLA-DRB1*15:02
RSAMQVY XP003877089.1 623 0.8578 0.10 HLA-DRB1*15:01
QNGAVPSR HLA-DRB1*15:02
HLA-DRB1*16:02
GDEVSATA XP003873721.1 276 0.7308 0.86 HLA-DRB1*07:01
AAAAATA HLA-DRB1*08:02

HLA-DRB1*15:02
HLA-DRB1*16:01
HLA-DRB1*16:02
HLA-DQA1*14:01/
DQB1* 03:01
HLA-DQA1*05:01/
DQB1*02:01
HLA-DQA1*15:05/
DQB1*03:01

En la prediccién de epitopos de células B, BepiPred 3.0 predijo 730 epitopos, mientras
que se encontraron 1,028 péptidos en ABCpred. De estos, 90 epitopos eran redundantes y solo
66 mostraron un puntaje de antigenicidad superior a 0.6. Dado que se seleccionaron cuatro
epitopos para HTL y CTL, se decidié limitar la seleccion de epitopos B al mismo namero. De
esta manera, se eligieron los cuatro epitopos con mayor antigenicidad y mayor puntaje en
ABCpred (Tabla 5).
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Tabla 5. Epitopos mas antigénicos reconocidos por receptores de células B.

Secuencia peptidica E:i%t:r']na de Pos. Antigenicidad er']cilé%esg CR
TAPATAYTHERCGSND XP003878412.1 152 0.8579 0.94
TGTNGTSGGSVKPREP  XP003878540.1 13 1.7290 0.93
AGAGSSGPTSASCADP  XP003878438.1 84 1.9480 0.92
GGTYGGGQGEDGRRTS XP003875871.1 667  2.4050 0.94

El andlisis del origen de los epitopos seleccionados permite comprobar que tres cuartas
partes de los mismos provienen de proteinas hipotéticas cuya funcién especifica ain no se ha
determinado mediante experimentos o estudios in silico. Aunque la relevancia bioldgica e
inmunoldgica de estas proteinas sea desconocida, la prediccion de epitopos inmunogénicos en
su secuencia implica que pudieran tener un impacto significativo en las interacciones paréasito-

hospedero de L. mexicana.

Por otra parte, entre las proteinas estimulantes de respuestas CTL se encontrd a la proteina
similar a la D-alanil-glicil endopeptidasa. Este tipo de enzimas estan involucradas en la
degradacion de las paredes celulares bacterianas, sin embargo su funcion exacta en L. mexicana
no se conoce del todo. Dentro del género Leishmania, las endopeptidasas tienen gran relevancia
metabolica por su papel en la remodelacion de la superficie celular, resistencia a factores
estresantes y como factor de virulencia (Bhat y Qureshi, 2021).

Otro inductor de CTL fue la proteina putativa con repeticiones FG-GAP. Los motivos FG-
GAP se encuentran normalmente en integrinas y estan involucradas en las interacciones célula-
célula, reconocimientos de patégenos y factores de virulencia desencadenantes de Rl innata
(Blum etal.,, 2021). Similar a la endopeptidasa, esta proteina no estda caracterizada
experimentalmente en L. mexicana, sin embargo, un homdlogo en L. donovani ha sido

propuesto como candidato a vacuna mediante VR (Khatoon et al., 2017).

Entre los inductores de respuesta HTL se encontré a la proteina de superficie similar a
GP46. Esta es una proteina de membrana citoplasmatica que comparte caracteristicas o funcion
comunes a la proteina gp46, la cual es uno de los principales factores de virulencia de
Leishmania por su papel en la adherencia y entrada en las DC (McMahon-Pratt et al., 1993). Se

predijo ademas que la beta-fructofuranosidasa putativa puede desencadenar secrecion de IFN-
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v, o que deriva en la estimulacién de la respuesta Thl. Esta enzima de tipo invertasa ha sido

detectada en todas las especies de Leishmania, especificamente en los promastigotes. La (-
fructofuranosidasa es relevante en el metabolismo de carbohidratos, e interviene en procesos de
sobrevivencia, multiplicacion, desarrollo y transmision del parésito en el vector (Lyda et al.,
2015).

V.4 Disefio y caracterizacion de las construcciones de vacuna multi-epitépica

El disefio de la proteina quimérica es un paso critico en el desarrollo de vacunas multi-epitopos.
En general, las plataformas de vacunas incluyen estructuras adicionales a los epitopos, entre los
mas comunes estan los adyuvantes, estructuras estabilizadoras y enlazadores (Slathia y Sharma,
2020). Con esto en cuenta se disefiaron cuatro construcciones de vacuna, nombradas CV1-4,
compuestas por 12 epitopos (4 para HTL, 4 para CTL, 4 para células B), un adyuvante,
enlazadores y una etiqueta de histidina. La CV1 y CV3 cuentan ademas con una estructura de

trimero unido a un pentamero.

En especifico, se selecciond un agonista de TLR, el péptido PADRE como adyuvante. El
mismo se ha incorporado en vacunas nanoliposomales y en péptidos de varios tamafios contra
el cancer y enfermedades infecciosas. Esta disefiado para mejorar la potencia de los antigenos
al promover respuestas de celulas T y mejorar la respuesta inmunitaria a los epitopos
coadministrados; también se sabe que se une a una amplia gama de moléculas HLA de clase II,
estimulando asi las células Thl (Alexander et al., 2000). Ambos efectos son altamente deseables

para inducir proteccién frente a Leishmania.

Por otro lado, los enlazadores desempefian un papel importante en la inhibicion de la
generacion de epitopos diferentes y no deseados. El enlazador rigido EAAAK se ha utilizado
ampliamente en el disefio de vacunas multi-epitopo para separar adyuvantes y epitopos en la
construccidn. Por otro lado, los enlazadores flexibles (AAY, GGGS, GPGPG, KK, por ejemplo)
conectan los dominios de la proteina y permiten su movimiento e interaccién, al tiempo que
evitan interferencias con el plegamiento y el funcionamiento de los dominios (Bibi et al., 2021;
Yang et al., 2015).
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Asimismo, los motivos triméricos y pentaméricos que se incluyeron en dos de las variantes
han sido previamente descritos por su aporte a la estabilidad de proteinas quiméricas de tamafio
pequefio (Singh et al, 2020a). Por otro lado, la etiqueta de seis histidinas (His-tag, del inglés) es
un péptido ampliamente utilizado en biologia molecular y biotecnologia debido a su simplicidad

y eficacia en la purificacion y el anélisis de proteinas (Mishra, 2020).

V.4.1 Caracteristicas fisicoquimicas, antigenicidad y alergenicidad de las CV.

La caracterizacion fisicoquimica es uno de los aspectos fundamentales del disefio y la
investigacién de candidatos vacunales. Las caracteristicas fisico-quimicas, antigénicas y
alergénicas de las variantes de vacuna se muestran en la Tabla 6. Todas las construcciones de
vacuna se predijeron como no alergénicas y antigénicas, sin embargo la antigenicidad mas alta

se observo para CV4y CV2.

De acuerdo a los calculos de ProtParam, el peso molecular tedrico de las CV oscilé entre
23y 36 kDa, siendo CV2 la proteina mas pequefia y menos pesada. En todos los casos, el punto
isoeléctrico tedrico resultd por encima de 9, lo que sugiere que las CV son proteinas altamente
cargadas. De acuerdo al indice de inestabilidad (ii), CV2 fue la proteina mas estable dado que
el valor del pardmetro se encuentra por debajo del limite (40 unidades) y es el méas bajo entre
todas las construcciones. El indice de inestabilidad para CV3 se estimé en 41.18, lo que indica
que la construccion es inestable dado que un indice < 40 unidades indica inestabilidad in vitro

(Gasteiger et al., 2005). Debido a esto, la CV3 no se considero en el resto de los analisis.

Se predijo una vida media similar para todas las construcciones, sin embargo, CV1y CV2
mostraron mejores valores de termoestabilidad (mayor indice alifatico). Por otro lado, se
encontrd que todas las construcciones son hidrofilicas (indice de hidropaticidad negativo). Lo
anterior sugiere que la presencia de regiones hidrofilicas en las proteinas pueden interactuar
apropiadamente con los receptores inmunes (Liljeroos et al., 2015). Por dltimo, el valor de
solubilidad mas alto se encontr6 para CV2 segun la herramienta Protein-Sol, donde se considera
que las proteinas con puntaje mayor que 0.5 son solubles en condiciones fisioldgicas (Hebditch
etal., 2017).
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Tabla 6. Caracteristicas fisicoquimicas de las construcciones de vacuna multi-epitopica contra
L. mexicana.

Caracteristica Cv1l Cv2 Cv3 CVv4
NUmero de aminoacidos 331 230 326 221
Antigenicidad 0.58 0.71 0.62 0.78
Alergenicidad - - - -
Peso molecular (kDa) 35.54 23.14 35.54 23.15
Punto isoeléctrico tedrico 9.58 9.76 9.48 9.64
Numero de residuos con carga negativa

(Asp + Glu) 32 13 32 13
NUmero de residuos con carga positiva

(Arg + Lys) 41 23 41 23
indice de inestabilidad 36.58 25.01 41.18 31.12
Vida media estimada in vitro 1h 1h 1h 1h
Indice alifatico 59.15 55.58 63.13 51.13
Hidropaticidad (indice GRAVY) -0.62 -0.38 -0.56 -0.45
Solubilidad 0.35 0.52 0.39 0.39

La estabilidad y solubilidad de las proteinas, de conjunto con la evaluacién del resto de
los parametros fisicoquimicos, permitieron seleccionar la CV2 como mejor candidato vacunal,
la cual se renombré como CVLm (Figura 5). El tamafio pequefio de la construccion es
recomendable para facilitar la interaccién de la vacuna con sus receptores inmunitarios
especificos. Ademas, su peso molecular por debajo de 100 kDa puede contribuir a una facil
purificacion y sintesis de la proteina, asi como a su administracion con nanoparticulas (Liljeroos
etal., 2015).
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AKFVAAWTLKAAA RIEYVSLYSNSLTGT NADLSQYTNVSVRMP RSAMQVYQNGAVPSR

EAAAK GPGPG

GDEVSATAAAAAATA r , GGTYGGGQGEDGRRTS
GPGPG GGGS KK

AGAGSSGPTSASCADP TGTNGTSGGSVKPREP TAPATAYTHERCGSND

KK

Figura 5. Secuencia de la construccion de vacuna contra L. mexicana (CVLm). Se representa
el adyuvante PADRE (negro) seguido por los epitopos HTL (azul oscuro) conectados mediante
enlazadores GPGPG, los epitopos CTL (cian) a través de GGGS y los epitopos de células B
(BCR, morado) enlazandos con KK. En el extremo C-terminal una etiqueta de 6-His en el
extremo C-terminal (gris) se afiadié mediante un enlazador KK.

Los resultados indican que CVLm podria interactuar bien con las moléculas de agua y
probablemente tenga un facil acceso a las células inmunitarias del hospedero. Ademas, la vacuna
contiene una notable presencia de serina (24 residuos), treonina (19 residuos), lisina (15
residuos) y arginina (10 residuos) que contribuyen a la accesibilidad del solvente (Naz et al.,
2019). Por otro lado, CVLm tiene atributos que indican la estabilidad estructural de la proteina,

incluida la solubilidad tedrica y la termoestabilidad (Hebditch et al., 2017).

V.5 Estructura secundaria y modelo tridimensional de CVLm

De acuerdo a los resultados obtenidos en los programas SOPMA y PSIPRED (Figura 6), la
estructura secundaria de CVLm consiste en un 58.26 % de enrollamiento aleatorio, un 14.78 %
de helice alfa, un 18.26 % de hebra extendida y un 8.70 % de giro beta. Estas predicciones
revelan que la estructura exhibe un alto porcentaje de hebras extendidas y enrollamiento
aleatorio, caracteristicas de moléculas descritas por su alto potencial para inducir respuestas de
celulas T (Perez et al., 2019).



Los estudios de modelado en I-TASSER reportaron cinco modelos, de los cuales el
modelo 1 (C-score = -2.82, TM-Score = 0.39 + 0.13, RMSD = 12.2 + 4.4 A, fue elegido como
el mejor modelo debido a que presento la mejor correlacion entre el C-score y el TM-score.
Después del refinamiento de la proteina utilizando GalaxyRefine la estructura con mejores
resultados fue el modelo 4 (RSMD = 0.438). ElI RMSD es un pardmetro importante ya que
ofrece informacion sobre la estructura de la proteina en cuanto a su estructura de cadena
principal junto con las variaciones estructurales durante las simulaciones del modelo (Heo et al.,
2013). EI RMSD mas bajo en comparacién con el del modelo original de I-TASSER sugiere
que la proteina puede tener una conformacion estable sin autodegradacion. Esta es una
propiedad importante para el reconocimiento y procesamiento de antigenos (Negahdaripour
etal., 2018).

El modelo 4 se visualiz6 en CHIMERAL.13 (Figura 7A), donde se observé una molécula
abierta y flexible cuyos dominios coinciden con la prediccion de la estructura secundaria. Para
esta estructura, se calcul6 un valor z de -5.77 en ProSA-web (Figura 7B) y se obtuvo un puntaje
de calidad ERRAT de 52.78 % en SAVES6.0, lo que indica que el modelo de estructura terciaria
probablemente no contiene errores (Colovos Yeates, 1993). El valor Z indica que la proteina
se encuentra dentro del rango tipico observado en estructuras de proteinas experimentales de

tamanos comparables.
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Figura 6. Prediccion de la estructura secundaria de CVLm utilizando (A) PSIPRED y (B) SOPMA. (A)
Esquema de probabilidad de conformaciones de cada resiudo de la proteina, el nivel de confianza se
muestra en escala de azules. Las estructuras de enrollamiento aleatorio (gris) predominan sobre las
hebras extendidas y giros-f3 (amarillo), asi como sobre las a-hélices (rosa). (B) Gréfico de configuracion
de los amino&cidos en la secuencia. El pico més alto en cada posicion indica la estructura secundaria mas
probable: enrollamiento aleatorio (morado), hebra extendida (rojo), giro-p (verde), a-hélice (azul).
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El mapa de Ramachandran de PROCHECK mostré que un 82.1 % de los residuos se
encontraban en regiones muy favorecidas, un 15.5 % en regiones permitidas y un 2.4 % estaban
en regiones no permitidas (Figura 7C).
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Figura 7. Modelo tridimensional de la construccion de la vacuna refinada y evaluacion de su
calidad. (A) En el modelo 3D de CVLm se representan las hélices alfa en azul, enrollamientos
aleatorios y giros beta en verde, y hebras extendidas en rojo. (B) Mapa de valor Z de ProSAweb.
El punto negro indica el valor Z de la vacuna, dentro del rango de proteinas con estructura
resuelta experimentalmente. (C) Grafica de Ramachandran de CVLm. Los residuos en las
regiones mas favorecidas se indican con A, B, I; en regiones permitidas adicionales se indican
cona, b, I, p, ~a, ~b, ~I, ~p.
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De acuerdo al programa, un modelo de buena calidad debe contar con méas del 90% de los
amino&cidos en regiones permitidas y favorecidas. Para CVLm se obtuvo 97.6% de los residuos
en dichas regiones, lo que avala la calidad del mismo y respalda que la conformacién modelada
sea una de las méas probables que adopte la molécula. No obstante, es importante sefialar que los

cuatro residuos en regiones no permitidas pueden inducir restricciones estéricas en la proteina.

La conformacion de estos residuos podria explicarse porque la proteina modelada es una
quimera, y los modelos tridimensionales obtenidos con I-TASSER son generados por
algoritmos de homologia (Lee et al, 2022). Esto significa que podrian introducirse sesgos en la
estructura durante el proceso de modelado, lo que influye en la calidad del modelo
tridimensional aunque el modelo se someta a refinamientos adicionales. Esta informacion es
valiosa para realizar cambios en la secuencia de la proteina con el fin de mejorar su estabilidad

conformacional (Albano et al., 2018).

V.6 Simulaciones de induccion de respuesta inmune

El acoplamiento entre un epitopo y su receptor inmune especifico es una caracteristica general
de la respuesta inmune innata y adaptativa. Estas interacciones se pueden examinar con base en
simulaciones dinamicas, las cuales permiten estudiar la accesibilidad de la estructura al receptor,
la orientacion del epitopo durante el acoplamiento y la estabilidad de la unién ligando-receptor.
Con esta estrategia se pueden estudiar uniones a disimiles receptores, entre ellos HLA, TLR y

anticuerpos.

V.6.1 Acoplamiento de la CVLm con moléculas del sistema inmune innato

El sistema inmune innato (SII) es una de las primeras barreras frente a patdgenos y alergenos.
El mismo proporciona una respuesta rapida y generalizada a las amenazas quimico-bioldgicas
y es esencial en el control de las primeras etapas de una infeccion. EI SIl esta compuesto por
barreras fisicas y quimicas, células y proteinas que actuan de conjunto en la proteccion de la

integridad inmunitaria de un organismo (Germic et al., 2019).
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Los receptores de tipo Toll (TLR, del inglés), son unas de las proteinas mas importantes
del Sl por su papel en la deteccion de patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMPS),
asi como en la activacion y regulacion de la Rl a los mismos. Especificamente, los TLR-2, TLR-
4 y TLR-9 han sido descritos como mediadores de la RI a infecciones por varias especies de
Leishmania (Mukherjee et al., 2016). Por otra parte, se han disefiado estrategias in silico para
simular la interaccién de epitopos derivados de L. major con receptores del SllI, lo que demuestra
la utilidad de estas predicciones en el disefio computacional de vacunas (Bordbar et al., 2020;
Rabienia et al., 2020).

Teniendo en cuenta lo anterior, se estudio el acoplamiento molecular de CVLm con dichos
TLRs como parte de la evaluacion inmunoldgica de la vacuna. La simulacion en el servidor web
ClusPro 2.0 revel6 10 modelos diferentes definidos por complejos de baja energia de las
estructuras acopladas. Para el TLR-2, se encontré la energia de acoplamiento mas baja
(puntuacion de energia ponderada). Por el contrario, el TLR-9 fue el receptor con los puntajes

mas altos.

Finalmente, el modelo con energia méas baja para cada receptor se visualiz6 utilizando la
herramienta Mol* 3D (Figura 8). La visualizacion interactiva revel6 que varios epitopos de

CVLm interactuaron con los residuos del sitio de union de los TLR.

Figura 8. Mejores cuatro modelos de acoplamiento de CVLm con TLRs simulado en
ClusPro2.0 y visualizado en Mol* 3D de PDB. Las flechas indican los sitios de interaccién (A)
CVLM (gris) y TLR-2 (dimero verde y naranja) (B) CVLM (rojo) y TLR-4 (dimero verde y
naranja con barriles azul y rosa) (C) CVLM (naranja) y TLR-4 (verde).
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V.6.2 Induccion de respuesta inmune humoral y celular

Dado que no todos los péptidos con alta afinidad de unién a TLR son reconocidos como epitopos
de células T, es importante comprobar que los epitopos pueden interactuar efectivamente con
las moléculas de HLA y TCR (Germic et al., 2019). Por lo tanto, se llevaron a cabo estudios de

inmunogenicidad en C-ImmSim.

Los estudios de simulacion inmunitaria revelaron que los titulos de inmunoglobulinas (1g)
aumentaron significativamente después de la segunda vacunacion en el dia 12, con rapido
agotamiento del antigeno simultaneamente (Figura 9A). Al mismo tiempo, se observo un
aumento sostenido en la poblacién de células B junto con un pico de células B de memoria en
el dia 14 (Figura 9B).

La respuesta de células T se activd con la primera vacunacién, donde ni las subpoblaciones
de HTL ni CTL mostraron altos niveles de células anérgicas o en reposo (Figuras 9C y 9D). La
respuesta predominante de HTL fue del subtipo Th1, observada desde el dia 4 y alcanzando su
maximo en el dia 26, mientras que se observaron niveles indetectables de respuesta Th2 y baja

respuesta de ThO en todo el estudio (Figura 9E).

Se observo una alta produccion de IFN-y e IL-2 y una produccion de TGF-f moderada,
alcanzando niveles maximos en el dia 15 y disminuyendo gradualmente después. No se observé
induccién de IL-4 ni TNF-a en la simulacion. Curiosamente, se detectaron niveles equivalentes

de IL-10 e IL-12 en el periodo de simulacion (Figura 9F).

Las DC y los macrofagos (MA) mostraron niveles totales de recuento celular altos. La
actividad de las DC se mantuvo constante, mientras que el recuento de MA presentadores de
antigenos fluctud con cada inyeccién de vacuna (Figuras 9G y 9H). Las células NK tendieron a

aumentar y disminuir rapidamente después de cada inyeccion de vacuna (Figura 9l).

V.7 Clonacién virtual en pVAX1[+]

La produccion y purificacion a gran escala de vacunas basadas en proteinas plantean desafios

adicionales en el disefio de una construccion de vacuna multi-epitope. Sin embargo, las
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construcciones de vacuna disefiadas in silico pueden administrarse como vacunas de proteinas

0 como vacunas de &cido nucleico dentro de nanoestructuras (Srivastava et al., 2016).

El enfoque de vacuna de ADN/ARNmM ha demostrado mejoras significativas que pueden
ayudar a eliminar la necesidad de sistemas de expresion proteica complejos y pasos adicionales
de purificacion (Tejeda-Mansir et al., 2019). Por lo tanto, CVLm se optimizd y adaptd para
clonacién en pVAX1, usando la cepa K12 de E. coli para adecuar el péptido para la

administracion como vacuna de acidos nucleicos.
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Figura 9. Respuesta inmune inducida por CVLm simulada en C-ImmSim con tiempo de inyeccion a 0,
12y 24 dias. (A) Niveles de inmunoglobulinas y antigeno. (B) Poblaciones de células B. (C) Poblaciones
de CTL por estado. (D) Poblaciones de HTL por estado. (E) Niveles de de HTL por subtipo. (F) Niveles
de citocinas. (G) Células dendriticas por estado. (H) Poblacién de macréfagos por estado. (1) Poblacion
de células NK.
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Primero se realizé la optimizacién de codones de la vacuna para lograr una clonacion y
expresion heterdloga exitosa en E. coli K12. Como resultado, en Jcat se predijo una adaptacion
completay tasas de alta expresion en el vector (Figura 10A). El indice de adaptacién de codones
fue de 1.0y el contenido de GC del 55.94 %. Ambos parametros se encuentran dentro del rango
deseado de 0.8-1.0 y 30-70 %, respectivamente (Negahdaripour et al., 2018).

CVLm se clond virtualmente en el vector pVAX1[+], el cual ha sido utilizado
anteriormente en el desarrollo de candidatos vacunales contra L. mexicana (Tejeda-Mansir y
Montesinos, 2008; Burgos-Reyes et al., 2021). En SnapGene se obtuvo un mapa de restriccion
de la vacuna clonada en el plasmido (Figura 10B), en el que se posiciono el gen que codifica
para CVLm (gen vac) dentro del sitio de clonacion multiple de pVAX1. Tras el analisis del
mapa se constatd que el gen se encuentra bien posicionado y que incluye sitios de corte para las
enzimas de restriccion BamHI yXbal sin comprometer la integridad de la vacuna.

A Sequence after adaptation

Relative adaptiveness (Wi))

W %0 10 16 1% 10 1w 1 e 1V M 16 29 3 28 I
Codons
oness (W Mawrs 00

2016) Mscl

Xemt (1750)

Figura 10. Optimizacion de codones y clonacién in silico de CVLm. (A) Tasa de adaptacion de
codones del 100% y uso adecuado de codones en E. coli K12. (B) Secuencia de ADN optimizada
(seccion roja etiquetada como "vac™) clonada en el sitio de clonacion mdultiple de pVAX1.
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VI. CONCLUSIONES

En este trabajo se disefid una vacuna multi-epitopos dirigida a L. mexicana, integrando
metodologias de inmunoinformética y vacunologia reversa. Los antigenos y epitopos
identificados con este disefio mostraron propiedades adecuadas para su inclusion en una vacuna
protectora frente a la LC causada por L. mexicana. La proteina disefiada en esta investigacion
tiene una conformacién espacial estable, y caracteristicas fisico-quimicas que respaldan su uso

como nanovacuna de ADN.

La nanovacuna induce una respuesta inmune robusta in silico con la induccion de células Thi,
citocinas y anticuerpos. El vector pVAX1[+] es adecuado para la clonacion de la nanovacuna

multi-epitopos en E. coli K12.

De conjunto, la evidencia aqui presentada muestra el camino para una nueva vacuna contra la
leishmaniasis cutanea, sin embargo este candidato requiere validacion experimental que avale

su seguridad e inmunogenicidad in vitro e in vivo.
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VIl. RECOMENDACIONES

1. Se recomienda caracterizar experimentalmente los antigenos y epitopos

predichos in silico.
2. Es recomendable realizar estudios de simulacién dinamica, asi como analizar y
comparar el modelo de proteina obtenido de servidores que predicen estructuras

utilizando algoritmos ab initio y refinamiento iterativo.

3. Se recomienda clonar el gen VAC en el plasmido pVVAX1 para evaluar el uso de

CVLm como vacuna de ADN o como proteina sintética en una nanoparticula.
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IX. APENDICES

Apeéndice 1. Herramientas y plataformas utilizadas en el disefio de la vacuna multi-epitopos.

Herramienta/plataforma

Enlace

NCBI RefSeq http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/

VaxiJen v2.0 http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
TMHMM 2.0 http://www.cbs.dtu.dk/servicess TMHMM/

TOPCONS https://topcons. cbr.su.se/

BLASTp https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi?PAGE=Proteins
AlgPred 2.0 https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred2/batch_action.php
SecretomeP 2.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/SecretomeP-2.0/
NetGPI-1.1 https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetGPI-1.1/
DeepLoc 2.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/DeeplLoc-2.0/
CELLO V2.5 http://cello.life.nctu.edu.tw/

ProtParam https://web.expasy.org/protparam/

IEDB http://tools.iedb.org/mhcnp/

http://tools.iedb.org/immunogenicity/

NetMHCpan-4.1

https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetMHCpan-4.1/

NetMHCpanll-4.0

https://services.healthtech.dtu.dk/services/NetMHCpan-4.0/

IFNepitope http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/predict.php

BepiPred3.0 https://services.healthtech.dtu.dk/services/BepiPred-3.0/

ABCpred https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/

ProteinSOL https://protein-sol.manchester.ac.uk/

PSIPRED 4.0 http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/

SOPMA https://npsa-prabi.ibcp.fr/cgi-
bin/npsa_automat.pl?page=/NPSA/npsa_sopma.html

I-TASSER https://zhanggroup.org/I-TASSER/

GalaxyRefine. https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE

ProSA-web https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php

SAVESvV6 https://saves.mbi.ucla.edu/

CHIMERA1.13 Programa portable (https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/)

ClusPro 2.0 https://cluspro.bu.edu/login.php
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https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
https://saves.mbi.ucla.edu/
https://www.cgl.ucsf.edu/chimera/
https://cluspro.bu.edu/login.php

HDOCK http://hdock.phys.hust.edu.cn/

Mol* 3D https://www.rcsb.org/3d-view

C-IMMSIM http://kraken.iac.rm.cnr.it/C-IMMSIM/

JCat http://www.jcat.de/

SnapGene Programa portable (https://www.snapgene.com/)

Apeéndice 2. Antigenos vacunales predichos con la metodologia disefiada.

Identificador de

RefSeq Nombre Antigenicidad Localizacion
XP003871548.1 Proteina hipotética conservada 0.6089 Extracelular
XP003871798.1 Beta-fructofuranosidasa putativa 0.5514 Extracelular
XP003871799.1 Proteina sin caracterizar 0.5038 Membrana
citoplasmatica
XP003871980.1 Proteina parecida a antigeno de 0.5416 Extracelular *
superficie
XP003871993.1 Proteina hipotética conservada 0.7341 Membrana
citoplasmatica
XP003872012.1 Proteina parecida a antigeno de 0.5932 Membrana
superficie citoplasmatica *
XP003872125.1 Proteina hipotética conservada 0.6265 Membrana
citoplasmaética
XP003872207.1 Proteina hipotética conservada 0.74 Extracelular
XP003872281.1 Proteina hipotética conservada 0.6786 Membrana
citoplasmatica
XP003872555.1 Proteina hipotética conservada 0.5463 Extracelular
XP003872579.1 Proteina hipotética conservada 0.678 Membrana
citoplasmatica
XP003872685.1 Proteina hipotética conservada 0.5083 Membrana
citoplasmaética
XP003872888.1 Proteina hipotética conservada 0.5395 Membrana
citoplasmatica
XP003873144.1 3'-nucleotidasa/nucleasa putativa 0.5908 Membrana
citoplasmatica
XP003873164.1 Proteina hipotética conservada 0.6809 Membrana

citoplasmaética
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XP003873676.1
XP003873721.1
XP003873846.1

XP003873875.1

XP003873877.1

XP003873896.1
XP003874114.1

XP003874117.1

XP003874871.1
XP003874218.1

XP003874415.1

XP003874980.1

XP003875869.1
XP003875870.1

XP003875871.1

XP003876571.1

XP003876881.1

XP003876897.1

XP003877036.1

XP003877067.1

XP003877089.1

XP003877460.1
XP003877491.1

Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética conservada

Receptor tipo adenilato-ciclasa B
Receptor tipo adenilato-ciclasa B

Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética conservada

Proteina transportadora tipo
sinaptobrevina (putativa)

Proteina del complejo de edicion de

ARN MP18 (putativa)
Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética transmembrana,

conservada

Proteina hipotética, funcion
desconocida

Proteina hipotética, funcion
desconocida

Proteina hipotética conservada
Proteina hipotética conservada

X-pro, dipeptidil-peptidasa,serin
peptidasa,Clan SC, familia S15
(putativa)

Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética conservada

Proteina hipotética conservada
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0.6368
0.7385
0.5332

0.5755

0.5714

0.5422
0.5121

0.6211

0.5507
0.6153

0.5124

0.5246

0.7104
0.6732

0.554

0.5264

0.6789

0.6752

0.6462

0.625

0.5089

0.5649
0.5856

Extracelular
Extracelular

Membrana
citoplasmaética

Membrana
citoplasmatica

Membrana
citoplasmaética

Extracelular

Membrana
citoplasmaética

Membrana
citoplasmética

Extracelular

Membrana
citoplasmatica *

Membrana
citoplasmaética

Membrana
citoplasmética

Extracelular

Membrana
citoplasmatica

Extracelular

Membrana
citoplasmaética

Membrana
citoplasmatica

Membrana
citoplasmaética

Extracelular

Extracelular

Membrana
citoplasmatica

Extracelular

Extracelular



XP003877530.1 Proteina con repeticiones FG-GAP 0.6076 Membrana

(putativa) citoplasmatica
XP003877666.1 Proteina de superficie parecida a gp46 0.6687 Extracelular
XP003877867.1 Proteina hipotética conservada 0.5727 Membrana
citoplasmatica
XP003877983.1 Proteina hipotética conservada 0.5354 Membrana
citoplasmaética
XP003878412.1 Proteina hipotética conservada 0.557 Extracelular
XP003878438.1 Proteina hipotética, funcion 0.6777 Extracelular
desconocida
XP003878540.1 Proteina parecida a D-alanil-glicil 0.5146 Membrana
endopeptidasa citoplasmatica
XP003878707.1 Proteina hipotética conservada 0.6434 Extracelular
XP003878753.1 Proteina hipotética conservada 0.6904 Extracelular
XP003878806.1 Proteina hipotética conservada 0.5323 Membrana
citoplasmética
XP003879177.1 Proteina hipotética conservada 0.5747 Membrana
citoplasmaética
XP003879275.1 Proteina hipotética conservada 0.5344 Membrana
citoplasmética
XP003879284.1 Proteina hipotética conservada 0.6246 Membrana
citoplasmética
XP003879364.1 Proteina hipotética conservada 0.6397 Membrana
citoplasmaética
XP003879531.1 Proteina hipotética conservada 0.6303 Extracelular
XP003886503.1 Proteina sin caracterizar 0.666 Extracelular

* Proteinas ancladas a GPI
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