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Resumen

La pandemia de COVID-19 provocada por el virus SARS-CoV-2 ha causado millones de muertes.
Las variantes emergentes del virus han reducido la eficacia de las vacunas por lo que se
investigan nuevas alternativas. El SARS-CoV-2 posee proteinas estructurales (S, N, M y E) que
han mostrado alta inmunogénicidad como antigenos candidatos para el disefio de vacunas.
Mediante el uso de herramientas inmunoinformaticas se han generado propuestas de vacunas
multiepitdpicas basadas en estas proteinas. Por lo anterior, en el presente trabajo se plante¢ el
disefio de vacunas mutiepitdopicas contra SARS-CoV-2 basadas en las proteinas estructurales,
gue tuvieran una alta cobertura poblacional, fueran inmunogénicas y no presenten alta tasa de
mutacion. Con programas de prediccién se predijeron y seleccionaron epitopos para células T
CD8+ y T CD4+ de alta afinidad a los complejos principales de histocompatibilidad I y Il (MHCl y
I). Las regiones obtenidas fueron refinadas para mantener la mayor cobertura poblacional
posible con epitopos antigénicos y que no contengan mutaciones de las variantes de interés y
preocupacion. La prediccion de epitopos lineales para células B se realizé con 4 programas
diferentes y se seleccionaron los sugeridos por 2 o mds programas, que fueran antigénicos,
tuvieran menos de 50% de residuos escondidos y que no contengan residuos en los que se
hayan reportado mutaciones vy sitios glicosilados. Las vacunas fueron disenadas probando
diferentes enlazadores y se mantuvieron los candidatos mds antigénicos. Se adicioné el
adyuvante PADRE, una etiqueta de histidinas, una sefial de retencidn al reticulo endoplasmico y
un péptido sefal. Las proteinas quiméricas se modelaron ab initio y posteriormente se
refinaron. El factor general de calidad (ERRAT) y el porcentaje de residuos en regiones
favorables de Ramachandran sirvieron para la seleccion y validacién de los modelos
tridimensionales. Se obtuvieron 4 disefios vacunales, cada uno basado en una proteina
estructural. El disefio basado en la proteina S destacd por sobre los demas al obtener una
cobertura poblacional completa con los epitopos utilizados. También, se incluyeron epitopos B
lineales hacia regiones importantes de esta proteina como los dominios RBD y HR2. Para la
proteina N se obtuvo una cobertura poblacional final casi completa para MHCI y >85% para
MHCII. La proteina M tuvo una cobertura poblacional >80% con epitopos T CD8+, pero baja con
epitopos T CD4+ (<60%). La proteina que tuvo menos cobertura poblacional para ambos MHC
fue la proteina E, debido principalmente a su corta longitud. Las coberturas poblacionales
finales se mantuvieron intactas en todos los casos al tomar en consideracion las mutaciones de
las nuevas variantes Omicron (BA.2.12.2, BA.2.75, BQ.1 y XBB). Las propiedades fisicoquimicas y
estructurales de los modelos tridimensionales sugirieron una buena calidad en las moléculas
predichas para SARS2_E y SARS2 N y una calidad media para SARS2_M y SARS2_S. Los disefios
multiepitdpicos generados en esta investigacion se predicen con una buena respuesta humoral
y celular en la poblacién mundial y tienen potencial de mantenerse vigentes ante el surgimiento
de nuevas variantes del virus.
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Summary

COVID-19 pandemic provoked by the SARS-CoV-2 virus has caused millions of deaths. The
emerging variants of the virus have reduced the efficacy of the vaccines. Because of this, new
alternatives are needed. SARS-CoV-2 possess structural proteins (S, N, M and E), which have
showed high immunogenicity as antigenic candidates for vaccine design. Using
immunoinformatic tools, multiepitope vaccine proposals based on these proteins have been
generated. Based on this, it’s proposed to design antigenic multiepitope vaccines against SARS-
CoV-2 based on its structural proteins, with high population coverage and avoiding variant
mutations. T CD4+ and T CD8+ epitopes were selected with data retrieved from major
histocompatibility complexes (MHC) binding affinity prediction programs. The obtained regions
were refined for maintaining the highest possible population coverage with antigenic epitopes,
avoiding mutated residues present in variants of interest and of concern. The linear B-cell
epitope prediction was done in 4 different programs. Antigenic epitopes predicted by 2 or more
programs that had less than 50% of buried residues and that avoided mutations and
glycosylated sites were selected. The vaccines were designed to test different linker and select
the most antigenic combination. The PADRE adjuvant amongst other vaccine components were
added. The chimeric proteins were ab initio modeled and subsequently refined. The overall
quality factor (ERRAT) and the percentage of Ramachandran favored residues were used for
model selection and validation. The design based on the S protein stand out among the rest by
obtaining complete population coverage against both MHC. It also includes B-cell epitopes from
interest regions like RBD and HR2 domains. For the N protein, a total MHCI coverage was
achieved with also >85% of MHCII coverage. M protein had a >80% with the T CD8+ epitopes
and a low coverage (>60%) with the T CD4+ epitopes. The protein with the lowest population
coverage for both MHC was E protein, due mainly to its small length. Final population coverages
of all designs were intact after a new analysis considering new Omicron variants mutations
(BA.2.12.1, BA.2.75, BQ.1 and XBB). The physicochemical and structural properties from the
models suggested that SARS2_E and SARS2_N have a good quality, while SARS2_E and SARS2_S
have average quality. The generated multiepitope designs are predicted to have a good humoral
and cellular immune response in human population and have the potential to stay updated
through the emergence of new variants.

Key words: SARS-CoV-2, multiepitope vaccine, immunoinformatic
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Lista de figuras

Figura 1. Regiones de la proteina E seleccionadas para la construccion de la vacuna. Zonas
amarillas indican donde hay exclusivamente epitopos T CD8+. Zonas azules indican donde hay
exclusivamente epitopos T CD4+. Zonas verdes indican regiones en donde hay epitopos T CD8+
y T CD4+. Zona roja indica region que se aiadid a la construccidn sin cumplir todos los criterios
de seleccién. Cuadrado violeta indica zona de epitopos lineales B. Los nimeros unidos a las
regiones marcan las posiciones que son extremos de estas. NUumeros dentro de los cuadros
violetas indican las posiciones de las regiones de epitopos B. Nimero al extremo izquierdo
indica la posicion en la que iNicia €S8 SEEMENTO. ....ccccccuiiiieiiiiiie e e e e 25
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1. INTRODUCCION

1.1 Pandemia COVID-19

El 12 de diciembre de 2019, el primer paciente de lo que se convertiria en una pandemia global
fue hospitalizado (Wu et al., 2020; Zhou et al., 2020). Dias después, el 1ro de enero de 2020, la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) contacté a las autoridades de la Republica Popular
China para solicitar informacién y apoyo sobre los casos de neumonia atipica reportados en
Wuhan, provincia de Hubei, China central (World Health Organization [WHOQO], 2020a). Mas
tarde, el 11 de febrero de 2020, la OMS nombro a esta enfermedad COVID-19 (WHO, 2020b).

El patdégeno causante de esta enfermedad fue identificado como un virus de la familia
Coronaviridae tentativamente llamado 2019-nCov y posteriormente renombrado como SARS-
CoV-2 (Coronaviridae Study Group of the International Committee on Taxonomy of Viruses et
al., 2020). Este virus se propaga a través de gotas de saliva provenientes de la persona infectada
y puede tomar hasta 14 dias en desarrollar sintomas. Los sintomas mas comunes son fiebre, tos
seca y cansancio, aunque también pueden presentarse dolores de cuerpo, cabeza y garganta,
diarrea, conjuntivitis, pérdida del olfato y gusto, y decoloracion de los dedos. Dificultades para
respirar, dolor o presién en pecho y pérdida del aliento o movilidad son sintomas serios que
requieren atencion médica inmediata (WHO, 2020c). Al 30 de enero de 2023, en el mundo ha
habido mas de 753 millones de casos y mas de 6.8 millones de personas han fallecido (WHO,
2023a). En México, se han confirmado mas de 7.6 millones de casos y mas de 346,000
defunciones (Secretaria de Salud México, 2023). Ademas, las consecuencias de esta pandemia

en los aspectos social, politico, econdmico y muchos otros son imposibles de cuantificar.

1.2 Virus SARS-CoV-2

SARS-CoV-2 esta clasificado dentro de la familia Coronaviridae, subfamilia Orthocoronaviridae,
género Betacoronavirus, subgénero Sarbecovirus, que contiene a los coronavirus relacionados
con el sindrome respiratorio agudo severo (International Committee on Taxonomy of Viruses,
2023). El origen exacto del virus permanece sin resolver, pero existe una identidad del 96.2%

con el virus de murciélago RaTG13 (Zhou et al., 2020). También, el Pangolin-CoV tiene una



identidad del 91.02% y dentro del dominio RBD sdlo hay un aminodcido de diferencia
(500H/500Q), que no es ninguno de los seis aminoacidos clave que interaccionan con el
receptor humano de la enzima convertidora de la angiotensina 2 (ACE2) reportados por Wan et
al. (2020). Estos descubrimientos sugieren que el Pangolin-CoV podria ser el origen comun del

SARS-CoV-2 y el RaTG13, aunque esto continta en debate (Zhang et al., 2020).

Su genoma esta constituido por una cadena de ARN en sentido positivo (Wu et al., 2020). La
longitud del genoma es mayor a las 30 kb (Khailany et al., 2020). ORFla y ORF1b codifican 11y 5
proteinas no estructurales (nspl-nspll; nspl2-nspl6) respectivamente codificadas en un sélo
polipéptido denominado ORFlab y cuenta con otros 6 ORF que se traducen en proteinas no
estructurales (3a, 6, 7a, 7b, 8 and 10) (National Center for Biotechnology Information [NCBI],
2020). ORF3a (Konno et al., 2020), ORF9b (Davidson et al., 2020) y ORF14 (Jungreis et al., 2020)
son marcos de lectura abiertos (ORF) hipotéticos no considerados en la secuencia de referencia
(NCBI: NC_0045512.2). Las proteinas estructurales que componen este virus son: espicula (S),
envoltura (E), membrana (M) y nucleocdpside (N) (Nakagawa y Miyazawa, 2020). La estructura
consiste en el ARN interactuando con las proteinas N, rodeado del envoltorio conformado por
las proteinas E y M y a donde estdn sujetas las proteinas S que sobresalen de la capside, dando

la caracteristica de forma de corona al virus (Jackson et al., 2022).

A pesar de que este nuevo coronavirus esta relacionado directamente al SARS-CoV (77.5%
similitud; Kim et al., 2020), la insercidon de 12 nucleétidos en la unién S1-S2 lo proveen de un
sitio de escision polibasico de furina (Walls et al., 2020) que juega un rol critico en la infeccion y
patogénesis (Johnson et al., 2021). El niumero estimado de sustituciones en el genoma del SARS-
CoV-2 de acuerdo con Nexstrain el 29 de enero de 2023 es de 28.434 sustituciones por afio, con
una velocidad de evolucién de 0.8x10~* sustituciones/sitio/afio, la cual es menor comparada

con otros virus de ARN como los de la influenza estacional (Nextstrain, 2023a).
1.3 Proteinas estructurales del SARS-CoV-2
1.3.1 Proteina S

La proteina estructural S es la que le da la caracteristica forma de corona a los coronavirus. En el

SARS-CoV-2, el gen que codifica esta proteina tiene un tamafio de alrededor de 3,821pb, lo que



se traduce generalmente en 1,273aa(GISAID, 2020).La conformacién cuaternaria es un
homotrimero de la proteina S (Chen et al., 2020) Cada mondmero es una glicoproteina de
membrana de tipo 1 compuesto por dos subunidades: S1 y S2. La subunidad S2 es
transmembranal y regula la entrada celular, mientras que la regién S1 se encarga de la
interaccidn con el receptor ACE2 (Hasoksliz et al., 2020). A diferencia de otros Betacoronavirus,
SARS-CoV-2 cuenta con un sitio de escisién de furina, una proteasa de membrana, entre S1y S2,
que potencia el procesamiento de la proteina posterior a la unidn al receptor y hace que sea
menos dependiente de otras proteasas como TMPRSS2 o las catepsinas L o B (Shang et al.,
2020). Esto, aunado a que la furina es abundantemente expresada en los pulmones y este virus
infecta por medio de las vias respiratorias, podria explicar porque su transmisidon ha sido tan

exitosa (Coutard et al., 2020).

Esta proteina se encuentra altamente glicosilada, a la fecha se han identificado al menos 22
sitios de posibles N-glicosilaciones de los cuales se han reportado ocupados como minimo 17,
ademas de la ocupacién de otros 5 sitios de O-glicosilaciones (Watanabe et al., 2020; Shajahan
et al., 2020).Estas glicosilaciones actian a manera de escudo, cubriendo alrededor del 40% de
su superficie, impidiendo la uniéon de anticuerpos neutralizantes (Grant et al., 2020). Sin
embargo, este porcentaje es menor a otros virus de su familia como el MERS-CoV, lo que indica
gue la respuesta humoral hacia este antigeno podria ser mejor que en otros virus de la familia

(Gong etal., 2021).

Durante del proceso de infeccidn, la proteina se une mediante su dominio RBD al receptor ACE2
de las células (Yan et al., 2021). Tras este paso, se procesa la proteina mediante proteasas que
cortan ciertas regiones de la subunidad S-1 de la proteina (Shang et al., 2020). Posterior a esto,
la conformacién de la estructura de la proteina cambia, formando una estructura intermedia
similar a una lanza con el péptido fusién interaccionando con la membrana celular. Después del
péptido fusidon se encuentra la region HR1, luego la CH y finalmente la HR2 en la zona mas
cercana a la membrana del virus, y estas regiones no se encuentran glicosiladas (Mercurio et al.,
2021). La regién HR2 jala la membrana del virus para unirse a la membrana celular a modo de
gue esta regién quede al mismo nivel que la region HR1, las membranas se fusionan, se libera el

péptido fusion y se inserta el material genético del virus al citoplasma celular (Cai et al., 2020).



Es importante resaltar que, es en esta proteina donde se han presentado la mayor cantidad de
mutaciones y es la que principalmente se ha utilizado para la distinciéon entre los diferentes
linajes del virus. También, es el mayor inmundgeno utilizado para el desarrollo de vacunas
(Samrat et al., 2020). Todo esto en conjunto ha generado desafios en el disefio de vacunas y
presenta un camino para el desarrollo de nuevas generaciones de vacunas enfocadas en
estructuras del virus con una menor tasa de mutacidén o basadas en las secuencias de los nuevos

linajes circulantes como el Omicron.

1.3.2 Proteina N

La Unica proteina estructural que no se encuentra embebida en la membrana es la proteina N.
Esta tiene una longitud de 419aa, traducida de un gen que mide alrededor de 1,259pb (GISAID,
2020). Esta proteina se compone principalmente de dos dominios: N-terminal (NTD) y C-
terminal (CTD), unidas por una region de enlace (LKR) que contiene una regidn rica en serina y
arginina (SRD) (Zeng et al., 2020). El dominio NTD interacciona con el ARN del virus, mientras
que el dominio CTD interacciona con sus homodlogos de otras proteinas para formar dimeros,
tetrdmeros y hexameros (Chang et al., 2013). El material genético junto con el oligdmero de
esta proteina forma un complejo de ribonucleoproteina, el cual interacciona con la proteina M

para su empaquetamiento (Ye et al., 2020).

Esta proteina también ha mostrado ser un antigeno importante tanto para la respuesta inmune
como para ser usada en pruebas de diagndstico. Tal como demuestran Zeng et al. (2020),
existen respuestas de inmunoglobulinas (lIg) de tipo A, G y M en sueros de pacientes
confirmados con COVID-19. Por otro lado, a lo largo de los meses en los que ese ha desarrollado
la pandemia, las mutaciones se han hecho presentes en esta proteina. Los trabajos de (Rahman
et al., 2021) y Ye et al. (2020) mostraron que la region LKR es la mas propensa a desarrollar
mutaciones y se repiten en gran medida en los residuos 203 y 204. Hasta hoy, se han reportado
mas de 25 mutaciones presentes en las diferentes variantes de interés y preocupacién

clasificadas a lo largo de la pandemia para esa proteina (Nextstrain, 2023b).



1.3.3 Proteina M

El gen que codifica a la proteina M tiene una longitud de alrededor de 668pb, generando un
péptido de 222aa (GISAID, 2020). Esta es la proteina mds abundante en la envoltura y, con
analisis in silico, se ha descrito que tiene una estructura transmembranal de triple hélice con
una region corta en el extremo N-terminal hacia el exterior del virus y su regién mas larga al
interior (Thomas, 2020). La proteina M tiene la caracteristica de ser la Unica proteina estructural
del virus que puede interaccionar con las otras tres proteinas estructurales, siendo su funcién
de estabilizacién del complejo proteina N-ARN probablemente la mds importante (Naqvi et al.,
2020). También, es una de las proteinas involucradas en el proceso de ensamblaje del virus
(Bianchi et al., 2020). Si bien, la funcién de esta proteina no esta entendida en su totalidad, se
hipotetiza que, debido a su similitud con proteinas transportadoras de azlcares, podria
transportar sacarosa hacia dentro del fagosoma que lo contiene dentro de la célula hospedera,
propiciando la liberacion del virus a la célula. También, podria estar relacionada con la alta

glicosilacién que se presenta en la proteina S (Thomas, 2020).

1.3.4 Proteina E

Con una longitud de 75aa, la proteina E es la mas pequefia de las cuatro proteinas estructurales
del SARS-CoV-2, siendo producto de un gen de 228pb (GISAID, 2020). Esta proteina se organiza
principalmente en pentameros concéntricos formando un poro en la envoltura del virus que
puede estar orientado tanto con los dominios N-terminal como C-terminal al exterior de la
particula viral (Bianchi et al., 2020). Este poro tiene su principal funcion en realizar intercambios
idnicos entre el interior y exterior del virus (Mandala et al., 2020). Dentro de la célula infectada,
la proteina E se encuentra principalmente en el reticulo endoplasmico (RE) y el aparato de Golgi
participando en el proceso de unidn, ensamblaje y trafico de viriones infecciosos (Schoeman y

Fielding, 2019).

1.4 Vacunas basadas en proteinas contra SARS-CoV-2 (COVID-19)

Ante la emergencia que representd la pandemia de COVID-19, la comunidad cientifica y médica

se dio a la tarea de desarrollar vacunas para combatir el SARS-CoV-2. Gracias a los avances



tecnolégicos y médicos de los ultimos afios, estas vacunas se han desarrollado en tiempo
récord. Las vacunas de nueva generacién poco a poco han sustituido a las tradicionales, como
por ejemplo de virus atenuados. Esta nueva generacién de vacunas requiere de la incorporacién
de antigenos especificos de los patdgenos en vez de usar el organismo completo. Estas nuevas
tecnologias pueden dividirse en vacunas basadas en proteinas y vacunas de vectores virales

(Wang et al., 2020).

Las vacunas basadas en proteinas que se encuentran en fase 3 actualmente utilizan diferentes
tecnologias. Por ejemplo, la vacuna EpiVacCorona, desarrollada en Rusia, es una construccion
de antigenos peptidicos de las proteinas del SARS-CoV-2 unidas a una proteina acarreadora
adsorbida en un adyuvante de hidréoxido de aluminio, aplicada en dos dosis separadas de 21 a
28 dias (ClinicalTrials.gov, 2021). Anhui Zhifei desarrollé la vacuna ZF2001 que contiene un
dimero del dominio RBD y que se aplica en tres dosis separadas por 30 dias (ClinicalTrials.gov,
2020a). NVX-CoV2373 es la vacuna desarrollada por Novavax que contiene a la proteina S
recombinante con el adyuvante Matrix-M1™ y que es suministrada en dos dosis separadas por
21 dias (ClinicalTrials.gov, 2020b). Clover Pharmaceuticals ha creado la vacuna SCB-2019, que
consta de una construccién trimérica de la conformacion natural de la proteina S adyuvada con
CpG1018/Aluminio, administrada en dos dosis separadas por 21 dias (ClinicalTrials.gov, 2020c).
El Instituto Finlay en Cuba ha desarrollado la vacuna SOBERANA-02, siendo esta un conjugado
monovalente del dominio RBD a toxoide tetanico (CECMED, 2020) con un esquema de dos dosis
separadas por 28 dias (Registro Publico Cubano de Ensayos Clinicos, 2021). Este mismo instituto
también ha desarrollado una vacuna de subunidad basada en el dominio RBD y producida en la
levadura Pichia pastoris llamada ABDALA (Hernandez-Bernal et al., 2022; Mas-Bermejo et al.,
2022). Esta vacuna se ha administrado a la poblacién cubana y actualmente es administrada

como dosis de refuerzo en territorio mexicano (Diaz-Ortega, 2022).



2. ANTECEDENTES

2.1 Disefno inmunoinformatico de la vacuna multiepitépica usando las proteinas estructurales

Se ha demostrado que la respuesta inmune de anticuerpos contra el virus SARS-CoV ha sido
efectiva, pero de corta duracidn en pacientes infectados (Ahmed et al., 2020; Achiron et al.,
2021). Por otro lado, la prevalencia de la respuesta de células T contra el género
Betacoronavirus se ha encontrado duradera. Existen estudios, como el de Le Bert et al. (2020),
gue han probado la prevalencia de respuesta de células T contra algunos antigenos del SARS-
CoV-2 en pacientes previamente infectados con el virus SARS-CoV. Se determiné que, en
pacientes positivos a COVID-19 que estuvieron infectados con SARS, hay respuesta de células T
contra la proteina N y otras proteinas no estructurales del virus hasta 17 afios después de la

infeccion con SARS-CoV.

Channappanavar et al. (2014) probaron que las células T de memoria de ratones inmunizados
con epitopos de la proteina S del virus del SARS generan una respuesta efectiva de proteccién
ante una dosis letal del virus, 8 a 10 meses post-inmunizacion. Por otro lado, los titulos de
anticuerpos IgG duraron 4 meses y los IgM e IgA estuvieron presentes hasta el sexto mes. Tras el
reto infeccioso 10-11 meses después de la inmunizacién se comprobd la funcionalidad de las
células T CD8+ por la produccién de las citocinas efectoras IFN-y y TNF-a. Ademas, la capacidad
citotdxica de los linfocitos T CD8+ se confirmé con la expresidon de la granzima B, una molécula
citotoxica producida por estas células inmunes. En dicho estudio subrayan la importancia de la
respuesta de células T CD4+ y de anticuerpos para generar una proteccién completa ante la

infeccion.

Las herramientas inmunoinformaticas nos permiten realizar disenos de vacunas, reduciendo
sustancialmente los costos y tiempo. Se han obtenido resultados de analisis in silico que indican
gue epitopos provenientes de la proteina S, N, M y E son inmunogénicos. También, se han
generado una buena cantidad de disefios de vacunas utilizando epitopos provenientes de estas

proteinas.

En el trabajo realizado por Cun et al. (2021) se analizaron las dos secuencias de las proteinas Sy

N del virus SARS-CoV-2 en bulsqueda de epitopos afines al MHCI. Se predijeron los resultados



para 70 diferentes alelos pertenecientes a los sistemas del antigeno leucocitario humano (HLA)
de tipos A, B y C. Todos estos presentes en al menos el 1% de la poblacién humana vy
representando a los polimorfismos presentes en las moléculas del MHC. Se obtuvieron 90
epitopos para la proteina N y 106 para la proteina S que cubrian el 95.91 y 96.14% de los alelos
analizados. Finalmente, se tamizaron para quedarse con 14 epitopos de alta afinidad que estén
presentes en el SARS-CoV-2 y otros 12 coronavirus que afectan a humanos. Esta seleccién dio
como resultado una cobertura poblacional del 89.6% y podria servir como una opcién de vacuna

contra otros coronavirus como el SARS-CoV o el MERS-CoV.

Se han generado prototipos de vacunas utilizando la proteina M como base. En un estudio se
disefid una vacuna multiepitdpica con epitopos obtenidos para MHCI, MHCII y epitopos lineales
de células B. Se analizo la secuencia de esta proteina en busqueda de epitopos de alta afinidad
con un programa para cada tipo de epitopo. Ademas, se predijo su antigenicidad, alergenicidad
y toxicidad. Los epitopos que cumplieron los criterios planteados se utilizaron para construir la
vacuna a la cual se le afiadieron los adyuvantes B-defensina y PADRE. La primera estimula la
respuesta inmune reclutando células T y dendriticas inmaduras interaccionando con receptores
como los TLR o CCR6 (Lei et al., 2019). Para PADRE se ha reportado el aumento de la respuesta
de células T cooperadoras (Sarkar et al., 2022). Cada epitopo y adyuvante fue unido mediante
alguno de los siguientes enlazadores: KK, EAAAK, GPGPG y AAY. Los epitopos que contiene esta
vacuna generan una cobertura poblacional del 94.06%. El modelo tridimensional de la vacuna
mostré interacciones con los receptores TLR3. La secuencia optimizada fue clonada in silico al
vector pET-28a (+). Finalmente, la vacuna mostrd respuestas inmunes primarias, secundarias y

terciarias en la simulaciéon inmune in silico (Ayyagari et al., 2020).

Dagur (2020) realizaron un estudio in silico de la proteina E del SARS-CoV-2 en busca de
epitopos candidatos para el desarrollo de vacunas. En dicho trabajo se buscaron epitopos
lineales de células B y de MHCI y Il utilizando las herramientas de la Base de Datos de Epitopos
Inmunes (IEDB, por sus siglas en inglés). Los epitopos obtenidos se caracterizaron en su
antigenicidad, alergenicidad, toxicidad, capacidad de ser digeridos y varios parametros
bioquimicos. Se obtuvieron 3 epitopos para células B, 2 de MHCl y 1 de MHCII que cumplieron

los criterios de seleccién y seguridad. Los autores destacan la posibilidad de aumentar la



especificidad de las vacunas multiepitdpicas al enfocarse en epitopos que se encuentren

expuestos fuera de la membrana del virus.

2.2 Importancia de las variantes de preocupacion de SARS-CoV-2 para el disefio de vacunas

Durante el transcurso de la pandemia de COVID-19, diferentes variantes han circulado entre la
poblacion, producto de las mutaciones que el virus ha presentado. Organismos internacionales
como la OMS, y los Centros para el Control y Prevencidon de Enfermedades de Estados Unidos
(CDC) y Europa (ECDC) se dieron a la tarea de identificar y catalogar dichas variantes (Center for
Disease Control and Prevention [CDC], 2023; European Centre for Disease Prevention and
Control [ECDC], 2023; WHO, 2023b). A partir de esto, se les pudo dar un seguimiento y llevar un
registro de cuales fueron mas abundantes durante el tiempo. Este sistema de clasificacion las ha
encasillado en cuatro categorias principales: (1) variantes bajo monitoreo, (2) variantes de
interés, (3) variantes de preocupacion, y (4) variantes de alta consecuencia (ECDC, 2023; WHO,
2023b). Esta clasificacion estd basada en cémo se comportan las variantes en transmisibilidad,
severidad y resistencia a tratamientos o vacunacion (CDC, 2023). Al empezar a encontrarse mas
cantidad de variantes se empezd a hacer referencia de estas por el pais en donde se
identificaban inicialmente. Posteriormente, la OMS decidid nombrarlas con letras griegas para
facilitar la comunicacién y evitar actos de xenofobia y discriminacién hacia las personas

procedentes de los paises en donde estas se habian originado (WHO, 2023b).

Muchas de las variantes que emergieron fueron consideradas como de interés inicialmente,
donde se mantuvieron bajo vigilancia por los organismos internacionales. Sin embargo, pocas
pasaron a ser consideradas de preocupacién y afortunadamente ninguna ha pasado a ser de
preocupacion mayor. Histéricamente, las variantes que han sido consideradas de interés son:
(1) Alfa, (2) Beta, (3) Gamma, (4) Delta y (5) Omicron. Durante el final del 2020 y la primera
mitad del 2021, las variantes Alfa, Beta y Gamma fueron las predominantes en la poblacién
mundial (CDC, 2023). La variante Delta poco a poco se fue abriendo camino hasta convertirse en
la predominante en el mundo debido a su capacidad de contagiar entre 5 a 8 personas por cada
persona infectada, comparadas con las 1.4 a 2.4 del SARS-CoV-2 original (Achaiah y
Subbarajasetty, 2020; Chavda y Apostolopoulos, 2022). En noviembre del 2021, el curso de la
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pandemia cambié con la identificacién de la primera variante Omicron (linaje 21K), la cual fue

directamente considerada como de preocupacion (CDC, 2023; WHO, 2023b).

Omicron rapidamente se propagd gracias a que es dos y media veces mds rapida su transmision
que Delta, convirtiéndose en la predominante en tan sélo un mes ((Wu et al., 2022). Esta
variante ha cambiado con el tiempo, dividiéndose en varios sublinajes (ocho al 21 de enero del
2023), los cuales han proliferado en diferente medida desde entonces (Nextstrain, 2023a).
Gracias a la aparicion de estas variantes, y al avance en la vacunacién mundial, las que
anteriormente eran consideradas de interés se han visto desplazadas. Para marzo del 2022, las
variantes Alfa, Beta y Gamma se dejaron de considerar como de interés y en junio del mismo
afio, Delta sufrié el mismo cambio (WHO, 2023b).A partir de entonces, los diferentes linajes de

Omicron han sido los predominantes en el mundo.

La proliferacién de estas variantes, y la diferencia que estas tienen con el virus original, han
preocupado a la comunidad cientifica y poblaciéon en general. La principal preocupacién, a raiz
de que se ha comprobado que la severidad de la enfermedad causada por Omicron es menor a
Delta (Wolter et al., 2022), es que las vacunas y tratamientos especificos no funcionen contra
ésta. Algunas de las vacunas disponibles han sido evaluadas en su eficacia contra las variantes
Delta y Omicron para poder determinar si siguen protegiendo. En algunos casos, como la vacuna
BNT162b2, se ha mostrado una neutralizacion menor ante estas variantes comparadas con el
virus silvestre (Nemet et al., 2022). Esto ha llevado a nuevas propuestas de vacunas, entre las
que destacan las vacunas bivalentes de Pfizer/BioNTech y Moderna que contienen su
formulacién original junto con la correspondiente a las variantes Omicron BA.4/BA.5 y que ya se

aplican como refuerzo en los Estados Unidos (Swanson, 2022; Rosenblum et al., 2022).
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3. JUSTIFICACION

La pandemia de COVID-19 alter6 por completo el orden mundial, trayendo consigo
inconmensurables consecuencias en todos los aspectos de la sociedad. Lastimosamente, esta
enfermedad ha causado millones de muertes alrededor del mundo y le ha dejado con secuelas a
miles de personas mas. Gracias a los esfuerzos de la comunidad cientifica y médica se han
logrado producir vacunas en tiempo récord, lo que ha servido para disminuir enormemente la
tasa de letalidad y la severidad de la COVID-19. A la par de estos esfuerzos, el virus ha mutado,
dando pie a nuevas variantes con mayor transmisibilidad. Estas mutaciones han generado
disminucion en la eficacia de las vacunas disponibles actualmente, ya que estas fueron

disefiadas con base en el linaje original del SARS-CoV-2.

En los ultimos anos se han dado avances sustanciales en el campo de la inmunoinformatica, los
cuales permiten el desarrollo y caracterizacion in silico de disefios vacunales. El uso de estas
herramientas computacionales reduce significativamente los costos de desarrollo y el tiempo
para el diseifo de vacunas, ya que permiten predecir las respuestas inmunes que podria tener el
organismo hacia ciertos antigenos. También, disminuyen el gasto de insumos de laboratorio y
reducen la cantidad de pruebas in vivo en comparacién con el desarrollo tradicional de vacunas.
Estas herramientas son una alternativa clave tanto para el desarrollo de prototipos vacunales
ante emergencias como la causada por esta enfermedad, como para la actualizacién de vacunas

ante las mutaciones de los patdgenos.

Por esto, las herramientas in silico son importantes para el desarrollo de nuevos modelos de
vacunas contra el SARS-CoV-2 que se mantengan vigentes ante las nuevas variantes del virus y
las futuras variantes que se desarrollen. Ademas, investigaciones de este tipo con nuevos
enfoques y metodologias aportan al conocimiento de este campo. Finalmente, los prototipos de
vacunas ante esta enfermedad tan vigente podrian ser de interés para la industria farmacéutica,

la cual tiene un gran crecimiento en el pais.
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4. HIPOTESIS

Si las proteinas estructurales S, N, M y E del SARS-CoV-2 son inmunogénicas y las variantes
emergentes del virus contienen mutaciones que afectan la capacidad de proteccion de las
vacunas ante éste, entonces, disefios de vacunas multiepitopicas basadas en cada una de estas
proteinas que tomen en cuenta las mutaciones de estas variantes podrdn predecir una
respuesta inmune tanto humoral como citotdxica con una amplia cobertura poblacional

mundial que se mantenga vigente ante las variantes.

¢Es posible el disefio de diferentes vacunas multiepitdpicas contra el SARS-CoV-2 basadas en
cada una de sus cuatro proteinas estructurales S, N, M y E que predigan una respuesta inmune

tanto humoral como citotdxica con una amplia cobertura poblacional mundial?
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Disefiar mediante herramientas inmunoinformaticas vacunas mutiepitdpicas contra SARS-CoV-2
basadas en las proteinas estructurales S, N, M y E que tengan una amplia cobertura poblacional,

sean antigénicas y eviten mutaciones de las variantes del virus.

5.2 Objetivos particulares

1. Seleccionar los epitopos para MHCI, MHCII y células B para las proteinas estructurales S, M,

Ny E de SARS-CoV-2.

2. Refinar las regiones de epitopos seleccionados para evitar afectaciones que se generen por

baja antigenicidad y por mutaciones de las variantes circulantes.

3. Disefary caracterizar in silico las vacunas multiepitdpicas de amplia cobertura poblacional.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Seleccién de epitopos

El disefio de esta vacuna consiste en epitopos para células T y células B obtenidos de las
proteinas estructurales S, N, M y E del SARS-CoV-2. Para la proteina S se obtuvo la secuencia
referencia y se modificd con la mutacién D614G, debido a que todas las variantes de interés y
preocupacion, que han sido designadas por la OMS, CDC y ECDC la contienen. Sumado a esto, se
tomaron en cuenta todas las mutaciones contenidas en las variantes de interés y preocupacion.
Para las proteinas N, M y E se obtuvieron las secuencias de referencia y se utilizaron sin

modificaciones. Secuencia de referencia SARS-CoV-2 (GenBank no. NC_045512.2) (NCBI, 2020).

6.1.1 Andlisis de epitopos para células T CD8+

La seleccién de alelos para antigenos leucocitarios humanos (HLA) se realizd6 con base en lo
planteado por Cun et al. (2021), tomando los alelos con frecuencia mayor a 1% en todas las
poblaciones o presentes en al menos 1% de la poblacién humana que se encuentren en la Base

de Datos de Epitopos Inmunes (IEDB) (http://tools.iedb.org/processing/help/). Ademas, se

evalud el set de 27 alelos que dan una cobertura poblacional > 97% que propone la IEDB
basandose en el trabajo de Weiskopf et al. (2013). De estos ultimos, 26 alelos estdn incluidos en
los 77 antes seleccionados, por lo que exclusivamente el alelo A*33:01 fue afiadido al grupo
final, siendo analizados un total de 78 alelos de los grupos A, B, C, E y G desglosados en la Tabla

1.


http://tools.iedb.org/processing/help/
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Tabla 1. Alelos utilizados en el analisis de epitopos para células T CD8+.

Grupo de Alelos Alelos Analizados

A*01:01 A*02:01 A*02:06 A*03:01 A*11:01
A*23:01 A*24:02 A*25:01 A*26:01 A*29:02
A*30:01 A*30:02 A*31:01 A*32:01 A*33:01
A*33:03 A*68:01 A*68:02 A*74:01
B*07:02 B*08:01 B*13:01 B*13:02 B*14:02
B*15:01 B*15:02 B*15:25 B*18:01 B*27:02
B*27:05 B*35:01 B*35:03 B*37:01 B*38:01

Alelos B B*39:01 B*40:01 B*40:02 B*44:02 B*44:03
B*46:01 B*48:01 B*49:01 B*50:01 B*51:01
B*52:01 B*53:01 B*55:01 B*56:01 B*57:01
B*58:01 B*58:02
C*01:02 C*02:02 C*02:09 C*03:02 C*03:03
C*03:04 C*04:01 C*05:01 C*06:02 C*07:01

Alelos A

Alelos C
C*07:02 C*07:04 C*08:01 C*08:02 C*12:02
C*12:03 C*14:02 C*15:02 C*16:01 C*17:01
Alelos E E*01:01 E*01:03
Alelos G G*01:01 G*01:02 G*01:03 G*01:04 G*01:06

Nota: Total = 78 alelos

Se seleccionaron epitopos para células T CD8+ de 8-14aa de longitud utilizando el programa
NetMHCpan 4.1b en su servidor online

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCpan-4.1) con los siguientes parametros

basados en el puntaje del rango calculado con las herramientas de espectrometria de masas-
ligandos eluidos: afinidad fuerte (AF) < 0.5; afinidad débil (AD) > 0.5 y < 2. Se utilizaron las
secuencias previamente obtenidas para el andlisis y se capturaron los resultados en una hoja de
calculo. Con esta base de datos se generaron dos tablas dinamicas: una que ordena los epitopos
por numero de alelos cubiertos y otra que muestra la cantidad de alelos cubiertos por posicion
de inicio del epitopo en la secuencia. Con la primera se pudieron identificar rdpidamente los
epitopos con una mayor promiscuidad por los alelos analizados. Estos se unieron en un solo
constructo, juntando todos los alelos a los cuales tuvieron una afinidad fuerte y se calculd la

cobertura hacia los alelos analizados y la longitud del posible péptido. La segunda tabla permite


https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCpan-4.1
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la identificacidon de las que se llamaran de ahora en adelante “regiones de alta afinidad”, las
cuales son regiones dentro de la secuencia analizada que contienen, en su mayoria, varios
epitopos con afinidad fuerte a los alelos analizados. Las regiones de alta afinidad recibieron un
tratamiento igual al anterior para posteriormente unir diferentes regiones en busca de un
aumento de la cantidad de alelos que tengan epitopos de afinidad fuerte hacia éstos con la
secuencia mas corta posible. Tras determinar la combinacion de regiones o epitopos que fueran
afines a la mayor cantidad de alelos y tuvieran la menor longitud, se descartaron los epitopos
gue abarcaron alguno de los residuos con posibilidad de mutacién basandose en la CDC, ECDC,

OMS vy el servidor CoVariants (https://covariants.org/shared-mutations) de las variantes

enlistadas en la Tabla 2 (Nextstrain, 2023b). Epitopos con afinidad fuerte a los alelos sin cubrir
fueron identificados en los datos y se seleccionaron tomando en cuenta si alguna parte de ellos
estaba incluida dentro de las regiones de alta afinidad, considerando su longitud, la cantidad de
alelos faltantes abarcados y el no presentar residuos con mutaciones. Finalmente, se realizé una
reduccion a la secuencia, identificando los alelos que sélo estuvieran cubiertos por un epitopo y
considerando eliminar algunos de los epitopos que abarcaron alelos que tuvieran mas de un

epitopo con afinidad fuerte hacia éstos (Ahmed et al., 2020).

Tabla 2. Variantes de SARS-CoV-2 consideradas en este estudio.

Variantes de Interés Variantes de Preocupacién Variantes Omicron
Epsilon (B.1.427/B.1.429) Alfa (B.1.1.7) BA.1
Eta (B.1.525) Beta (B.1.351) BA.2
lota (B.1.526) Gamma (P.1) BA.4
Kappa (B.1.617.1) Delta (B.1.617.2) BA.5
Zeta (P.2) Omicron’

Mu (B.1.621/B.1.621.1)

Nota: ' Todas las variantes Omicron han sido consideradas de preocupacion.


https://covariants.org/shared-mutations
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Al terminar la seleccion de las regiones con base en el programa NetMHCpan 4.1b, se procedio a
analizar las mismas proteinas con el servidor de predicciéon para MHC-I de la IEDB (v2.24,

http://tools.iedb.org/mhci/), el cual funciona con el mismo motor que el primero, pero con

diferencias en las bases de datos. Se corrobord que los alelos estuvieran cubiertos dentro de las
mismas regiones y se tomd la decision de afiadir algunos aminoacidos a las regiones para
aumentar el porcentaje de cobertura poblacional de la secuencia en los resultados de este
programa. De igual manera, se realizd el procedimiento anterior para el programa MHCflurry

utilizando Python ya que este no cuenta con servidor online.

6.1.2 Andlisis de epitopos de células T CD4+

En la seleccion de epitopos para células T CD4+ se analizaron 27 alelos HLA que la IEDB reporta
gue cubren a mas del 99% de la poblacidon con base en el trabajo de Greenbaum et al. (2011).
Los alelos pertenecen a los grupos DP, DQ y DR y estan desglosados en la tabla 3. El analisis se
basé en la busqueda de péptidos de longitud entre 12-18aa en los programas NetMHCllpan 4.0
(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHClIpan-4.0) y IEDB MHC-Il Binding

Prediction (http://tools.iedb.org/mhcii/) con el mismo mecanismo de ligandos eluidos que

NetMHClIpan 4.0. Se consideraron como epitopos de afinidad fuerte a los epitopos dentro del

rango del 2% y de afinidad débil entre el 2-10% en los servidores NetMHCllpan 4.0 e IEDB.

Tabla 3. Alelos utilizados en el analisis de epitopos para células T CD4+.

Grupo de Alelos Alelos Analizados
A1*02:01/B1*01:01 A1*01:03/B1*02:01 A1*01:03/B1*04:01
Alelos DP A1*03:01/B1*04:02 A1*02:01/B1*05:01 A1*02:01/14:01
A1*05:01/B1*02:01 A1*05:01/B1*03:01 A1*03:01/B1*03:02
Alelos DQ A1*04:01/B1*04:02 A1*01:01/B1*05:01 A1*01:02/B1*06:02
B1*04:05 B1*07:01 B1*08:02
Alelos DR B1*09:01 B1*11:01 B1*12:01
B1*13:02 B1*15:01 B3*01:01
B3*02:02 B4*01:01 B5*01:01

Nota: Total = 27 alelos


http://tools.iedb.org/mhci/
https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?NetMHCIIpan-4.0
http://tools.iedb.org/mhcii/
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Para seleccionar los epitopos, se analizaron inicialmente los alelos contenidos dentro de las
regiones de alta afinidad para células T CD8+ y se tomd la decision de afiadir algunos
aminodacidos y regiones nuevas para aumentar la cobertura poblacional al maximo posible. Asi
como con los epitopos de MHCI, se tomaron en cuenta las mutaciones del virus al momento de

la seleccién.
6.1.3 Andlisis epitopos de células B
Se realizé la prediccidn de epitopos lineales para células B para las secuencias completas de las

proteinas S, M y E, utilizando los servidores BepiPred 2.0

(https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0), IEDB  Antibody  Epitope

Prediction (el cual |utiliza el mecanismo de prediccion de BepiPred 2.0,

http://tools.iedb.org/bcell/), iBCE-EL (http://thegleelab.org/iBCE-EL/iBCE.html) y FBCPRED

(https://omictools.com/bcpreds-tool). En todos los programas se buscaron epitopos de entre

12-25aa.

Para la proteina S, se buscaron epitopos en la secciéon de la proteina que se encuentra al
exterior del virus, que va del aa 1 al 1,213, con especial atencién en el dominio RBD, asi como en
las regiones HR1, CH y HR2. Ademds, se tomaron en cuenta los sitios de posibles glicosilaciones
descritos por Shajahan et al. (2020), la accesibilidad para los anticuerpos (Grant et al., 2020) y
los residuos que presentan mutaciones en las variantes de interés y de preocupacion que

circulan en la actualidad hasta el linaje BA.5 de la variante Omicron (Nextstrain, 2023b).

Por otro lado, para la obtencién de los epitopos lineales de las proteinas M y E no se tomaron
en cuenta sitios de glicosilacion ni de mutaciones. Se analizaron las secciones abarcadas por los

residuos 1-19 de la proteina M y por los aminodcidos 1-8 y 38-75 para la proteina E.

Se consideraron como posibles epitopos a los residuos que tuvieron un resultado mayor a 0.5
en los programas BepiPred 2.0 y la IEDB. Por su parte, en el programa iBCE-EL, se dividieron a
los epitopos sugeridos por clases dependiendo del valor de probabilidad calculado por el
programa y se consideraron epitopos con valores igual o mayores a 0.7. En el servidor FBCPRED,
se dividieron los epitopos por clases de porcentaje de especificidad, considerando los epitopos

de la clase del 75% y superiores. Con estos parametros en cuenta, se procedieron a evaluar los


https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-2.0
http://tools.iedb.org/bcell/
http://thegleelab.org/iBCE-EL/iBCE.html
https://omictools.com/bcpreds-tool
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epitopos que cumplieran los criterios correspondientes en 2/4 servidores utilizados.
Posteriormente, se tomaron en cuenta los resultados de posible exposicion para cada residuo
que provee el programa BepiPred 2.0, siendo el valor 0.3 el minimo para considerarse como
residuo expuesto. Los epitopos que contuvieran menos del 50% de sus residuos expuestos, se
descartaron ya que, por tratarse de epitopos lineales para células B, lo mds deseable es tener
secuencias con la mayor cantidad posible de epitopos expuestos, para permitir la unién de
anticuerpos neutralizantes. Cabe resaltar que es deseable que los epitopos se seleccionen
parcial o completamente dentro de las regiones de alta afinidad de epitopos para células T

CD8+, sin embargo, esto no limita la posibilidad de seleccionar epitopos de otros sitios.

Se seleccionaron las regiones que contengan epitopos lineales que cumplan con los criterios de
tamafio, nimero de programas, residuos expuestos y que no se vean interrumpidas por algin

sitio de posible glicosilacion o de mutacién registrada.

Finalmente, se analizaron todos los posibles epitopos en el programa Vaxilen 2.0

(http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html) y se consideraron inmunogénicos

los que tuvieron un resultado mayor a 0.4, basado en lo que sugiere el programa para
secuencias de virus. Los que no cumplieron el criterio fueron descartados o reportados con la
especificacidon correspondiente en caso de verse contenidos dentro de las regiones de alta

afinidad obtenidas previamente.

6.2 Refinamiento de las regiones

Dada la actualidad de la pandemia de COVID-19, el SARS-CoV-2 ha sufrido una gran cantidad de
mutaciones durante el tiempo en que se desarrolld este trabajo. Debido a esto, algunas
mutaciones como las presentes en los diferentes linajes de las variantes Delta y Omicron se han
tenido que tomar en cuenta después del proceso inicial de seleccion de los epitopos. Ademas,
los valores de antigenicidad no fueron tomados en cuenta en la seleccidn inicial de epitopos de
MHCI y 1l, por lo que algunos de los epitopos seleccionados inicialmente no se predijeron

antigénicos por el programa Vaxijen 2.0.

Por estas razones se llevd a cabo un proceso de refinamiento de las secuencias. El proceso

consistid en primeramente identificar los epitopos que estuvieran afectados por mutaciones o


http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.html
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gue tuvieran una antigenicidad menor a 0.4. Posterior a esto se evalud la cobertura poblacional
que resultaria de eliminar esos epitopos afectados. Después, se buscaron epitopos que
cubrieron los alelos que se vieron afectados. Se afiadieron los epitopos que aumentaron en
mayor medida la cobertura poblacional buscando anadir la menor cantidad de residuos posibles
y que cumplieran con los criterios previamente establecidos. Finalmente, se buscd optimizar la
secuencia eliminando residuos o epitopos completos que ya no fueran requeridos para dar

cobertura a algun alelo.

A las regiones de alta afinidad que resultaron de los procesos de seleccidn y refinamiento se les

nombré “regiones multiepitépicas”, término con el cual se les referira de aqui en adelante.

Con las secuencias finales ya seleccionadas se reportaron las coberturas poblacionales finales
por programa y en promedio para cada tipo de respuesta, tomando en cuenta todas las
mutaciones reportadas en variantes de interés y preocupacién hasta las variantes Omicron
enlistadas en la Tabla 2 y la resultante de sélo tomar en cuenta variantes Delta, Omicron o

ambas.

Finalmente, se realizd una evaluacién de la cobertura poblacional tomando en cuenta las
nuevas variantes Omicron BA.2.12.1, BA.2.75, BQ.1 y XBB. Para esto se eliminaron los epitopos
afectados por estas mutaciones y se calculé nuevamente la cobertura poblacional hacia los

alelos de MHCl y Il. También se evaluaron las afectaciones hacia los epitopos B lineales.
6.3 Diseios finales

6.3.1 Adicion de enlazadores

Teniendo las regiones multiepitépicas seleccionadas, se procedié a analizar la adicion de
enlazadores. Debido al tamano de las secuencias obtenidas, se optd por disefar cuatro genes,

uno para cada proteina, para su expresion y produccién de manera independiente.

Primeramente, se obtuvieron todas las diferentes permutaciones posibles en el orden de las
regiones de alta afinidad para cada construccién. Posteriormente, se analizé la adicion de
enlazadores en medio de las regiones. Los enlazadores probados fueron AAY, KK, GPGPG,

EAAAK y GGGS, ademds de evaluar una opcion sin afiadir enlazadores y en algunos casos la
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opcién de unir dos regiones con los aminoacidos originales de la secuencia entre estas, debido a
la cercania entre las mismas. En un primer paso, se afiadidé cada enlazador en todos los espacios
entre las regiones multiepitdpicas y se evalud su antigenicidad con Vaxijen 2.0. Cabe resaltar
gue debido a la cantidad de regiones obtenidas para la proteina S, el nimero de permutaciones
era demasiado grande para la capacidad de procesamiento, por lo que se dividié esta proteina
en dos grupos de regiones. Se identificaron las mejores dos o tres permutaciones para cada
enlazador en los constructos de las proteinas N, M y E. Para la proteina S se realizé el mismo
procedimiento para cada grupo, luego se procedié a combinar las opciones seleccionadas de los
grupos y se afiadieron los enlazadores a probar entre los dos grupos, para nuevamente evaluar
la antigenicidad. Las construcciones con la antigenicidad mas alta se eligieron para probar la

adicion del adyuvante.

6.3.2 Adicion de elementos finales del disefio de la vacuna

A las secuencias seleccionadas se les afiadid el adyuvante PADRE (AKFVAAWTLKAA) de dos
maneras: 1) al inicio y 2) al final de la secuencia. Entre el adyuvante y la secuencia se adicioné
alguno de los enlazadores probados previamente. Se evalud la antigenicidad y se seleccionaron
los disefios de cada proteina con la antigenicidad mas alta. Posteriormente, se afiadieron el
péptido sefial (MKMKVLFFVATILVAWQCHA) antes de la secuencia y la seial de retencién al
reticulo endopldsmico (SEKDEL) al final de ésta. Se afiadid una etiqueta de 6 histidinas
(HHHHHH) de dos maneras: 1) entre el péptido sefial y la secuencia, y 2) entre la secuencia y la
sefial de retencion. Finalmente, se evalué la antigenicidad de las posibles secuencias y se

selecciond la que tuviera el valor mayor en cada uno de los cuatro disefios.

Se realizé un alineamiento multiple de secuencias de las construcciones con el genoma de
Homo sapiens, Agrobacterium tumefaciens, Escherichia coli, Schizochytrium sp., Nicotiana
tabacum, Medicago sativa y Daucus carota con la herramienta del NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&LINK LOC

=blasthome). Esto para corroborar que no haya proteinas similares en el ser humano por
seguridad y en los demas organismos porque son o podrian ser parte del proceso de produccién

de los antigenos.


https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastp&PAGE_TYPE=BlastSearch&LINK_LOC=blasthome
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Se les afiadié a las construcciones finales el codén de paro (tga) en el extremo 3’ de la
secuencia. También, se afadieron los sitios de corte para enzimas de restriccion Smal en el
extremo 5 y para BamH| y Sacl en el extremo 3’ después del codén de paro. Esta construccidon

fue enviada a la empresa Gene Universal Inc. (www.geneuniversal.com), donde la secuencia de

nucledtidos generada fue optimizada para su expresiéon en Tabaco (Nicotiana tabacum) y en
microalga (Schizochytrium sp.). Tras la optimizacién, se corroboré que se mantuviera
correctamente la traduccion de la proteina y que los sitios de corte indicados estuvieran en el
sitio y no se repitieran al interior de la secuencia. Finalmente, se solicito la sintesis de los genes

con esta misma empresa.

6.3.3 Disefo de primers especificos

Las secuencias optimizadas por el fabricante fueron insertadas en el servidor Primer3web v4.1.0

(https://primer3.ut.ee/), excluyendo los sitios de corte y el coddn de paro. Se buscaron primers

especificos de entre 18 y 22 bases de longitud, con un porcentaje de GC entre 40-60%, que
terminaran en guanina (G) o citocina (C), con una Tm de entre 58 y 62°C y una diferencia de 1°C
0 menos. Se buscd que de preferencia los oligos tuvieran un valor de temperatura para union a
sitios no especificos de la secuencia tanto en 5' como en 3’ de 0 °C, lo que indicaria que no hay
sitios de este tipo. Para los pares de primers para PCR punto final, se buscé que amplificaran el
mayor porcentaje posible de la secuencia. En el caso de los oligos para PCR tiempo real (qPCR)
se buscé que los pares amplificaran entre 100-200 bases, de preferencia en el centro de la

secuencia.

Los primers que cumplieron los requerimientos se evaluaron en el servidor RNAfold

(http://rna.tbi.univie.ac.at//cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi) para predecir su estructura

secundaria con el minimo de energia libre y la estructura centroide. Si ambas estructuras eran
circulares, se tomaron en cuenta y se registré el porcentaje de frecuencia de dicha estructura.
De cumplir dicha condicion, se evaluaron en el servidor Oligo Evaluator de Sigma-Aldrich

(http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet). Si la prediccion de estructura secundaria y

dimeros de los oligos era negativa, se pasaron a la Ultima fase del proceso. Los primers junto

con la secuencia se analizaron en el servidor Primer-BLAST


http://www.geneuniversal.com/
https://primer3.ut.ee/
http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cgi
http://www.oligoevaluator.com/LoginServlet

23

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/) para buscar inespecificidades en la base de

datos del GenBank. Se buscé que fueran especificos para la secuencia, aunque si no lo eran, se
evalué a que organismo eran especificos y se ponderd el seleccionarlos si no afectaba en

ninguna parte del proceso de produccidn ni prueba de la vacuna.
6.4 Caracterizacion in silico de las proteinas quiméricas

6.4.1 Evaluacion de seguridad y caracterizacion de propiedades fisicoquimicas

Para corroborar la seguridad de la administracidon de los disefios se analizé la alergenicidad y

toxicidad. La alergenicidad se evalué con los programas AllerTOP v2.0 (https://www.ddg-

pharmfac.net/AllerTOP/) y Allergen FP v1.0 (https://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/). La

toxicidad se analiz6 para cada epitopo seleccionado con el servidor ToxinPred

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html) con el método SVM (TrEMBL) + Motif

Based.

El servidor ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) se utilizé para el calculo del

tamafio, peso molecular, punto isoeléctrico, tiempo de vida media, indice de estabilidad, indice

alifatico y promedio general de hidropatia (GRAVY).

6.4.2 Modelaje 3D

Se realizé una prediccidn ab initio de la estructura tridimensional de los disefios con el programa

I-TASSER  (https://zhanggroup.org/I-TASSER/). Este programa arroja los mejores cinco

resultados. Los cinco modelos se sometieron a refinamiento en los servidores GalaxyRefine

(https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE) para el disefio de la proteina S,

obteniendo cinco resultados y sus respectivos valores de GDT-HA, MolProbity, Clash Score,
rotdmeros deficientes, porcentaje de residuos favorables y raiz de la desviacidon cuadratica
media (RMSD). Para el resto de los disefios se utilizd el servidor GalaxyRefine2

(https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE2), obteniendo 10 resultados con los

mismos parametros excepto GDT-HA y con la adicién del Galaxy Score.

Todos los modelos refinados se sometieron a validacion en el servidor SAVES v.6

(https://saves.mbi.ucla.edu/). En este, se utilizaron los programas ERRAT para evaluar el factor



https://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/
https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/index.html
https://web.expasy.org/protparam/
https://zhanggroup.org/I-TASSER/
https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
https://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE2
https://saves.mbi.ucla.edu/
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general de calidad y PROCHECK para evaluar la estructura con el grafico de Ramachandran. Fue
seleccionado el modelo refinado de cada disefio que tuviera el mayor factor general de calidad y
porcentaje de residuos en regiones favorables y menor cantidad de residuos en regiones no

favorables.

6.4.3 Seleccion de péptidos para produccion de sueros hiperinmunes

Para poder en un futuro producir sueros hiperinmunes para la cuantificacion de los antigenos
proteicos se realizé la seleccion de péptidos incluidos en la proteina para una futura
inmunizacién y obtencién de anticuerpos policlonales. Los epitopos previamente seleccionados
con mayores valores de antigenicidad de entre 14-18aa fueron evaluados. Se analizaron con la
herramienta “Peptide Analyzing Tool to Assist Peptide Design” de GeneScript

(https://www.genscript.com/tools/peptide-analyzing-tool) y se buscé que los péptidos tuvieran

buena solubilidad en agua. Los péptidos con los mayores valores de antigenicidad que tuvieran

buena solubilidad en agua fueron seleccionados.


https://www.genscript.com/tools/peptide-analyzing-tool)
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7. RESULTADOS
7.1 Seleccién de epitopos y refinamiento
7.1.1 Anadlisis proteina E

Se obtuvo una secuencia final de 58aa para la proteina E que representa el 77.33% de la
secuencia de la proteina contenido en la seleccién multiepitdpica (Fig. 1).
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Figura 1. Regiones de la proteina E seleccionadas para la construcciéon de la vacuna. Zonas
amarillas indican donde hay exclusivamente epitopos T CD8+. Zonas azules indican donde hay
exclusivamente epitopos T CD4+. Zonas verdes indican regiones en donde hay epitopos T CD8+
y T CD4+. Zona roja indica regidn que se afiadié a la construccién sin cumplir todos los criterios
de seleccién. Cuadrado violeta indica zona de epitopos lineales B. Los nimeros unidos a las
regiones marcan las posiciones que son extremos de estas. Numeros dentro de los cuadros
violetas indican las posiciones de las regiones de epitopos B. Numero al extremo izquierdo
indica la posicion en la que inicia ese segmento.

La seleccion final de los epitopos contiene 3 regiones multiepitdpicas en las cuales se
encuentran 24 epitopos para células T CD8+, 10 epitopos para células B y 61 epitopos para
células T CD4+, que cumplen los requerimientos de seleccion, distribuidos como se muestra en
la Tabla 4. Cabe resaltar que dos epitopos mas para células B no cumplieron Unicamente el

requisito de residuos expuestos, pero se encuentran dentro de la secuencia.

Tabla 4. Cantidad de epitopos obtenidos dentro de las regiones seleccionadas de la proteina E.

Epitopos Epitopos Epitopos

Region Posicion T CD8+ B T CDA+
FVSEETGTLIVNSV 4-17 0 0 0
LVTLAILTALRLC 28-40 4 0 2
NIVNVSLVKPSFYVYSRVKNLNSSRVPDLLY  45-75 20 10 59
Epitopos totales: 24 10 61

Nota: Posicién indica residuos de inicio y final en la secuencia de referencia de la proteina para la region correspondiente.
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De las regiones expuestas de la proteina, se obtuvieron 12 epitopos para células B sugeridos por
al menos dos de los cuatro programas utilizados para la prediccién. De estos, 10 fueron
sugeridos por tres de los programas, 9 de estos epitopos fueron sugeridos por el programa
FBCPRED con una especificidad del 90% y uno con el 75%. Dos epitopos fueron sugeridos por
dos programas, uno con una puntuacion mayor a 0.8 en el programa iBCE-EL y sugerido con una
especificidad del 90% en el programa FBCPRED, mientras que el otro tuvo una puntuacion

mayor a 0.75 y era sugerido con una especificidad del 85% (Tabla 5).

Tabla 5. Epitopos para células B sugeridos por al menos 2 programas en la proteina E.

Epitopos Bepipred 2.0  IEDB iBCE-EL FBCPRED (%)
YVYSRVKNLNSS v v - 75
YVYSRVKNLNSSR v v - 90
YVYSRVKNLNSSRV v v - 90
YVYSRVKNLNSSRVP v v - 90
VYSRVKNLNSSR v v - 90
VYSRVKNLNSSRV v v - 90
VYSRVKNLNSSRVP v v - 90
YSRVKNLNSSRV v v - 90
YSRVKNLNSSRVP v v - 90
SRVKNLNSSRVP v v - 90
NIVNVSLVKPSFYVYSR - - >0.8 90
IVNVSLVKPSFYVYSRV - - >0.75 85
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Los 12 epitopos sugeridos por al menos dos programas cumplieron el criterio de antigenicidad,
pero dos de ellos no cumplieron el criterio de porcentaje de residuos escondidos, por lo que
fueron descartados. De los 10 epitopos restantes, 4 estan afectados por la mutacidon P71L,
presente en la variante Beta del SARS-CoV-2 (Tabla 6). Estos epitopos afectados no fueron
eliminados ya que forman parte de las regiones de alta afinidad seleccionadas para epitopos T
CD8+y T CD4+.

Tabla 6. Valoracién de epitopos B lineales sugeridos por al menos 2 programas por valor de
antigenicidad y porcentaje de residuos expuestos en la proteina E.

Epitopos Longitud (aa) Posicion  Valor Antigenicidad Residuos Escondidos (%)
YVYSRVKNLNSS 12 57-68 0.6906 41.67
YVYSRVKNLNSSR 13 57-69 0.5246 38.46
YVYSRVKNLNSSRV 14 57-70 0.5405 35.71
YVYSRVKNLNSSRVP? 15 57-71 0.4492 33.33
VYSRVKNLNSSR 12 58-69 0.5867 33.33
VYSRVKNLNSSRV 13 58-70 0.6008 30.77
VYSRVKNLNSSRVP' 14 58-71 0.4983 28.57
YSRVKNLNSSRV 12 59-70 0.5788 25.00
YSRVKNLNSSRVP? 13 59-71 0.4745 23.08
SRVKNLNSSRVP' 12 60-71 0.5572 16.67
NIVNVSLVKPSFYVYSR? 17 45-61 0.8337 70.59
IVNVSLVKPSFYVYSRV? 17 46-62 0.6711 76.47

Notas: ' Epitopos afectados por mutaciones de variantes que no son Omicron ni Delta; 2 Epitopos que no fueron seleccionados
por su alto porcentaje de residuos escondidos; Posicidn indica residuos de inicio y final en la secuencia de referencia de la
proteina para la regidn correspondiente.
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Se obtuvieron coberturas poblacionales por alta afinidad para los alelos de MHCI seleccionados

del 74.4% para el servidor NetMHCpan 4.1b, 82.1% para el servidor de la IEDB y 69.2% para el

programa MHCflurry. Tanto mutaciones como baja antigenicidad disminuyen esta cobertura.

Debido a la falta de opciones de epitopos de alta afinidad sugeridos por los programas, no se

realizé ningun ajuste y estas coberturas poblacionales no pudieron mejorarse. Bajo los criterios

propuestos en este trabajo, las coberturas finales son de 66.7%, 71.8% y 60.3% para cada uno

de los programas (Tabla 7).

Tabla 7. Porcentajes de coberturas poblacionales de alelos MHCI de la secuencia seleccionada

para la proteina E.

T CD8+
Cobertura NetMHCpan 4.1b IEDB  MHCflurry
Alta afinidad 74.36 82.05 69.23
Sin epitopos de baja antigenicidad 66.67 71.79 60.26
Sin epitopos afectados por mutaciones 66.67 71.79 58.97
Sin epitopos afectados por mutaciones Omicron 66.67 71.79 60.26
Sin epitopos de baja antigenicidad y afectados por mutaciones 66.67 71.79 58.97
Sin epitopos de baja antigenicidad y afectados por mutaciones 66.67" 71,791 60,26

Omicron

Nota: ' Coberturas poblacionales finales bajo los criterios de seleccién.
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Los epitopos para células T CD4+ generaron una cobertura poblacional por alta afinidad del 63%
para el servidor NetMHClIpan 4.0 y del 66.7% para el servidor de la IEDB. Las afectaciones por
baja antigenicidad provocan la misma disminucion de cobertura poblacional que las
afectaciones por la mutacién T9I de la variante Omicron. Las afectaciones por la mutacién del
aminodcido P71L, presente en la variante Beta, generan una mayor afectacién al porcentaje de
cobertura poblacional. La adicién de los aminoacidos 28L, 29V y 40C mejora la cobertura
poblacional en el servidor de la IEDB a un 63%, al incluir epitopos de alta afinidad hacia los
alelos DRB1*01:01 y DRB1*12:01, los cuales son antigénicos y no son afectados por mutaciones.

(Tabla 8).

Tabla 8. Porcentajes de coberturas poblacionales de alelos MHCII iniciales y mejoradas con el
refinamiento de la secuencia seleccionada para la proteina E.

Cobertura NetMHClIpan 4.0 IEDB

Alta afinidad 62.96 66.67
Inicial Mejorada Inicial Mejorada

Sin epitopos de baja antigenicidad 59.26 59.26 59.26 62.96"
Sin epitopos afectados por mutaciones 48.15 48.15 51.85 59.26'
Sin epitopos afectados por mutaciones Omicron 59.26 59.26 59.26 62.96"
Sin epltopgs de baja antigenicidad y afectados 48.15 48.15 51.85 59 26"
por mutaciones
Sin epitopos de baja antigenicidad y afectados 5926 5926 5926 62967

por mutaciones Omicron

Notas: ' Coberturas poblacionales mejoradas tras el refinamiento; 2 Coberturas poblacionales finales bajo los criterios de
seleccién.
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7.1.2 Andlisis proteina M

Para la proteina M se construyd una secuencia de 167aa, representando el 75.22% de la
secuencia de la proteina (Fig. 2).

i - Smrreinal

| N I —

Figura 2. Regiones de la proteina M seleccionadas para la construccion de la vacuna. Zonas
amarillas indican donde hay exclusivamente epitopos T CD8+. Zonas azules indican donde hay
exclusivamente epitopos T CD4+. Zonas verdes indican regiones en donde hay epitopos T CD8+
y T CD4+. Zonas rojas indican regiones que se afiadieron a la construccion sin cumplir todos los
criterios de seleccién. Cuadrado violeta indica zona de epitopos lineales B. Los niUmeros unidos a
las regiones marcan las posiciones que son extremos de estas. NUmeros dentro de los cuadros
violetas indican las posiciones de las regiones de epitopos B. NUmeros al extremo izquierdo
indican la posicion en la que inicia ese segmento.

La secuencia construida consta de 7 regiones multiepitdpicas, que contienen 75 epitopos para
células T CD8+, 1 epitopo para células B y 93 epitopos para células T CD4+ que cumplen los

criterios de seleccion (Tabla 9).

Tabla 9. Cantidad de epitopos obtenidos dentro de las regiones seleccionadas de la proteina M.

L . ., | Epitopos Epitopos Epitopos

Regidn Posicion T CDS+ B T CDa+
ADSNGTITVEELKKLLEQWNLVIGF 2-26 5 1 2
FAYANRNRFLYII 37-49 6 0 0
FVLAAVYRINWITGGIAIAMA 65-85 6 0 11
LSYFIASFRLFARTRSMWSFNPETNILL ~ 93-120 18 0 16
VPLHGTIL 122-129 0 0 0
SELVIGAVILRGH 136-148 6 0 3

DLPKEITVATSRTLSYYKLGASQRVAGDS

GFAAYSRYRIGNYKLNTDHSSSSDNIALL 163-220 34 0 61
Epitopos totales: 75 1 93

Nota: Posicion indica residuos de inicio y final en la secuencia de referencia de la proteina para la regién correspondiente.
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Se obtuvieron 10 epitopos para células B sugeridos por al menos dos de los cuatro programas

utilizados para la prediccién, todos por los servidores Bepipred 2.0 y la IEDB (Tabla 10).

Tabla 10. Epitopos para células B sugeridos por al menos 2 programas en la proteina M.

Epitopos Bepipred 2.0 [EDB  iBCE-EL FBCPRED

NGTITVEELKKL
NGTITVEELKKLL
NGTITVEELKKLLE
NGTITVEELKKLLEQ
GTITVEELKKLL
GTITVEELKKLLE
GTITVEELKKLLEQ
TITVEELKKLLE
TITVEELKKLLEQ
ITVEELKKLLEQ

SN NN NP SRR
NN NN RSN

De los 10 sugeridos por al menos dos programas, todos cumplieron el criterio de porcentaje de

residuos escondidos, pero sdlo uno cumplié el criterio de antigenicidad. De los 10 epitopos

analizados, 3 estan afectados por la mutacidn Q19E, presente en diferentes variantes de

Omicron, pero ninguno de estos es el epitopo seleccionado por cumplir todos los criterios. Sin

embargo, los 9 epitopos para células B descartados estan incluidos en la secuencia por estar

contenidos en zonas con epitopos T CD8+ y T CD4+ (Tabla 11).
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Tabla 11. Valoracidn de epitopos B lineales sugeridos por al menos 2 programas por valor de
antigenicidad y porcentaje de residuos expuestos en la proteina M.

Epitopos Longitud (aa) Posicién Valor Antigenicidad Residuos Escondidos (%)
NGTITVEELKKL 12 5-16 0.5412 41.67%
NGTITVEELKKLL' 13 5-17 0.1884 46.15%
NGTITVEELKKLLE" 14 5-18 0.1395 42.86%
NGTITVEELKKLLEQ 2 15 5-19 0.0039 40.00%
GTITVEELKKLL' 12 6-17 0.2136 50.00%
GTITVEELKKLLE' 13 6-18 0.1572 46.15%
GTITVEELKKLLEQ! 2 14 6-19 0.0073 42.86%
TITVEELKKLLE! 12 7-18 -0.0122 50.00%
TITVEELKKLLEQ' 2 13 7-19 -0.1613 46.15%
ITVEELKKLLEQ' 12 8-19 -0.2163 50.00%

Notas: ' Epitopos que no fueron seleccionados por su bajo valor de antigenicidad; 2 Epitopos afectados por mutaciones de
variante Omicron; Posicién indica residuos de inicio y final en la secuencia de referencia de la proteina para la region
correspondiente.

La secuencia de la proteina M, obtuvo coberturas poblacionales por alta afinidad del 98.7% para
el servidor NetMHCpan 4.1b, 100% para el servidor de la IEDB y 94.9% para el programa
MHCflurry. Tanto mutaciones como baja antigenicidad disminuyen esta cobertura poblacional,
sin embargo, si se toman en cuenta exclusivamente las mutaciones presentes en la variante
Omicron no hay afectaciones a la cobertura poblacional en el programa MHCflurry. Se
afadieron los aminoacidos L46, Y47, 148, 149, F65, V66, W110, S111 y F112 para mejorar las
afectaciones a los porcentajes de cobertura poblacional, obteniendo mejoras en todos los casos
para todos los programas. No se logré una mejora total de los porcentajes de cobertura
poblacional, a excepcion de los casos de afectaciones por mutaciones incluyendo las variantes
Delta y Omicron en el programa MHCflurry, donde si se mejord la cobertura en su totalidad. Las
coberturas finales con los criterios de seleccion fueron de 83.3% para NetMHCpan 4.1b, 94.9%

para IEDB vy 87.2 para MHCflurry (Tabla 12).
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Tabla 12. Porcentajes de coberturas poblacionales de alelos MHCI iniciales y mejoradas con el
refinamiento de la secuencia seleccionada para la proteina M.

T CD8+
Cobertura NetMHCpan 4.1b IEDB MHCflurry

Alta afinidad 98.72 100 94.87
; Inicial | Mejorada | Inicial | Mejorada || Inicial | Mejorada
Sin epitopos de baja antigenicidad 76.92 85.9' 92.31 97.44 80.77 87.18"
Sin epitopos afectados por mutaciones 92.31 94.87 97.44 98.72" 93.59 94.87?
Sin epitopos afectados por mutaciones 92.31 | 94.87' | 97.44 | 98.72' | 93.59 | 94.87
Delta + Omicron

Sin epitopos afectados por mutaciones 9231 | 94.87" | 97.44 | 9872' | 94.87 | 94.87
Omicron

Sin epitopos de baja antigenicidad y 7436 | 8333' | 89.74 | 94.87" | 7564 | 87.18
afectados por mutaciones

Sin epitopos de baja antigenicidad y 12 14 12

. L 74.36 83.33 89.74 94.87 75.64 87.18

afectados por mutaciones Delta + Omicron

Sin epitopos de baja antigenicidad y 7436 | 8333' | 89.74 | 94.87" | 80.77 | 87.18
afectados por mutaciones Omicron

Notas: ' Coberturas poblacionales mejoradas tras el refinamiento; 2 Coberturas poblacionales mejoradas completamente tras el
refinamiento; 3 Condiciones que no afectaron la cobertura poblacional original del programa; # Coberturas poblacionales finales

bajo los criterios de seleccidn.

Se obtuvieron coberturas poblacionales de los alelos de MHCII seleccionados por alta afinidad

del 85.2% para el servidor NetMHClIpan 4.0 y 92.6% para el servidor de la IEDB. Se presentaron

afectaciones en la cobertura poblacional debido a la baja antigenicidad y las mutaciones,

aunque las mutaciones exclusivamente de la variante Omicron afectan en menor medida que si

se toman en cuenta también las de otras variantes, incluyendo la variante Delta. Bajo los

criterios de seleccidén, las coberturas poblacionales finales fueron de 55.6% para NetMHCllpan

4.0y 66.7% para IEDB (Tabla 13).
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Tabla 13. Porcentajes de coberturas poblacionales de alelos MHCII de la secuencia seleccionada

para la proteina M.

Cobertura NetMHClIpan 4.0 IEDB
Alta afinidad 85.19 92.59
Sin epitopos de baja antigenicidad 66.67 77.78
Sin epitopos afectados por mutaciones 74.07 77.78
Sin epitopos afectados por mutaciones Delta + Omicron 74.07 77.78
Sin epitopos afectados por mutaciones Omicron 77.78 81.48
Sin epitopos de baja antigenicidad y afectados por mutaciones 55.56 66.67
SDiglfapEc%p::iscf;nbaja antigenicidad y afectados por mutaciones 55 561 66.67"
Sin epitopos de baja antigenicidad y afectados por mutaciones 5926 70.37

Omicron

Nota: ' Coberturas poblacionales finales bajo los criterios de seleccién.

7.1.3 Anadlisis proteina N

La secuencia seleccionada para la proteina N tiene una longitud de 200aa, lo cual representa el

47.73% del tamafio total de la proteina (Fig. 3).
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Figura 3. Regiones de la proteina N seleccionadas para la construcciéon de la vacuna. Zonas
amarillas indican donde hay exclusivamente epitopos T CD8+. Zonas azules indican donde hay
exclusivamente epitopos T CD4+. Zonas verdes indican regiones en donde hay epitopos T CD8+
y T CD4+. Zona roja indica regidn que se afiadid a la construccidn sin cumplir todos los criterios
de seleccién. Los nimeros unidos a las regiones marcan las posiciones que son extremos de
estas. NUmeros al extremo izquierdo indican la posicidn en la que inicia ese segmento.

Se seleccionaron 7 regiones multiepitdpicas, conteniendo 89 epitopos para células T CD8+ y 229

epitopos para células T CD4+ que cumplen los criterios de seleccion. No se seleccionaron

epitopos para células B ya que la proteina se encuentra en su totalidad al interior del virus

(Tabla 14).
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Tabla 14. Cantidad de epitopos obtenidos dentro de las regiones seleccionadas de la proteina N.
Epitopos Epitopos

Region Posicion T CD8+ T CD4+
RPQGLPNNTASWFTALTQHGKED 41-63 5 1
QGVPINTNSSPDDQIGYY 70-87 11 6
LSPRWYFYYLGTGPEAGLPYGAN 104-126 5 30
QASSRSSSR 181-189 1 0
PRQKRTATKAYNVTQAFGRRGPEQTQGNFGDQELIRQ 258-294 10 45
TDYKHWPQIAQFAPSASAFFGMSRIGMEVTPSGTWLTYTGAIKL 596-371 46 137
DDKDPNFKDQVILLNKHIDAYKTFPPTEPKKD
QRQKKQQTVTLLPAAD 384-399 11 10
Epitopos totales: 89 229

Nota: Posicion indica residuos de inicio y final en la secuencia de referencia de la proteina para la regién correspondiente.

Las coberturas poblacionales obtenidas por alta afinidad para los alelos de MHCI seleccionados
son del 97.4% para el servidor NetMHCpan 4.1b, 100% para el servidor de la IEDB y 94.9% para
el programa MHCflurry. Las mutaciones por si mismas no generaron ninguna afectacién a la
cobertura poblacional en ninguno de los programas, caso contrario a la antigenicidad que afecté
en los tres casos. Es importante remarcar que ninguna mutacién de las variantes Omicron
utilizadas como criterio de seleccién (BA.1, BA.2, BA.4 y BA.5) afecta las regiones seleccionadas.
En todos los casos, se pudo mejorar totalmente la cobertura poblacional en el servidor
NetMHCpan 4.1b y el de la IEDB. Se logré cubrir el alelo A*01:01 en el programa MHCflurry, el
cual estaba afectado por baja antigenicidad, pero no se logré mejorar en mayor medida la
cobertura poblacional. Los porcentajes de cobertura poblacional finales bajo los criterios de

seleccion fueron de 97.4%, 100% y 89.7% (Tabla 15).
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Tabla 15. Porcentajes de coberturas poblacionales de alelos MHCI iniciales y mejoradas con el
refinamiento de la secuencia seleccionada para la proteina N.

T CD8+
Cobertura NetMHCpan 4.1b IEDB MHCflurry
Alta afinidad 97.44 100 94.87
_ Inicial | Mejorada | Inicial | Mejorada || Inicial | Mejorada
Sin epitopos de baja antigenicidad 93.59 97.44 97.44 100" 88.46 | 89.742
Sin epitopos afectados por mutaciones 97.443 97.44 1003 100 94.873| 94.87
Sin epitopos afectados por mutaciones 97 443 97.44 100° 100 94.87°| 94.87
Delta
Sin epitopos de baja antigenicidad y 9359 | 97.44' | 97.44| 100" | 8846 | 88.46
afectados por mutaciones
Sin epitopos de baja antigenicidad y 93.59 | 97.44'% [ 97.44| 100'% | 88.46 | 89.742%
afectados por mutaciones Delta

Notas: ' Coberturas poblacionales mejoradas completamente tras el refinamiento; 2 Coberturas poblacionales mejoradas tras el
refinamiento; 3 Condiciones que no afectaron la cobertura poblacional original del programa; # Coberturas poblacionales finales
bajo los criterios de seleccidn.

Se elimind la regiéon “LQLPQGTTL” en el proceso de refinamiento ya que las adiciones de
regiones de epitopos para células T CD4+ compensaron con epitopos de afinidad fuerte para los
alelos de MHCI que esta region cubria. Ademas, los epitopos para células T CD8+ dentro de esta

region no son antigénicos, por lo que no aportarian cobertura en la seleccién final.

En la Tabla 16 se puede observar que la cobertura poblacional obtenida inicialmente en los
servidores NetMHClIpan 4.0 y la IEDB es del 92.6%. Los epitopos de baja antigenicidad y las
mutaciones de las variantes de interés y de preocupacidon por si mismas no generaron
afectaciones en la cobertura poblacional. Al tomar en cuenta tanto la baja antigenicidad como
las mutaciones si se generaron afectaciones, siendo la mayor disminucién en la cobertura
poblacional la de baja antigenicidad combinada con las mutaciones de todas las variantes
contempladas. Se logré mejorar la cobertura poblacional en los casos que involucran baja
antigenicidad vy las variantes, pero en ningun caso se mejord en su totalidad. La variante
Omicron no generé disminucién de la cobertura poblacional en ningun caso. Considerando

todos los criterios de seleccidon planteados (alta afinidad + antigenicidad + ausencia de
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mutaciones Delta y Omicron), los porcentajes de cobertura poblacional final fueron de 88.9%

para ambos programas.

Tabla 16. Porcentajes de coberturas poblacionales de alelos MHCII iniciales y mejoradas con el
refinamiento de la secuencia seleccionada para la proteina N.

Cobertura NetMHClIpan 4.0 IEDB
Alta Afinidad 92.59 92.59
Inicial Mejorada Inicial Mejorada
Sin epitopos de baja antigenicidad 92.59' 92.59 92.59' 92.59
Sin epitopos afectados por mutaciones 92.59' 92.59 92.59' 92.59
Sin epitopos afectados por mutaciones Delta 92.59' 92.59 92.59" 92.59
Fs)?r?:]):';c;p;);ndei baja antigenicidad y afectados 7778 85.192 8148 88.89?
2ic:1rer:::’;c;p::ci>§ndees tl))aeji:ntigenicidad y afectados 8148 888923 3148 888923

Notas: ' Condiciones que no afectaron la cobertura poblacional original del programa; 2 Coberturas poblacionales mejoradas tras
el refinamiento; 3 Coberturas poblacionales finales bajo los criterios de seleccién.

7.1.4 Andlisis proteina S

Para la proteina S se seleccionaron 26laa para componer la secuencia multiepitépica, que
representa el 20.5% del tamafio total de la proteina (Fig. 4).
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Figura 4. Regiones de la proteina S seleccionadas para la construccion de la vacuna. Zonas
amarillas indican donde hay exclusivamente epitopos T CD8+. Zonas azules indican donde hay
exclusivamente epitopos T CD4+. Zonas verdes indican regiones en donde hay epitopos T CD8+
y T CD4+. Zonas rojas indican regiones que se anadieron a la construccién sin cumplir todos los
criterios de seleccién. Cuadrado violeta indica zona de epitopos lineales B. Los nimeros unidos a
las regiones marcan las posiciones que son extremos de estas. Nimeros dentro de los cuadros
violetas indican las posiciones de las regiones de epitopos B. Numeros al extremo izquierdo
indican la posicidn en la que inicia ese segmento.
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Para la proteina S se seleccionaron 15 regiones multiepitdpicas conteniendo: 88 epitopos para
células T CD8+, 43 epitopos para células B y 106 epitopos para células T CD4+ que cumplen los

criterios de seleccion (Tabla 17).

Tabla 17. Cantidad de epitopos obtenidos dentro de las regiones seleccionadas de la proteina S.

Region Posicién E_IPEODZ?_S Epl't;)pos E_IPEODZ?_S
DLEGKQGNFKNL 178-189 0 1 0
AYYVGYLQPRTFLL 264-277 14 0 0
VEKGIYQTSNFRVQPTESIVR 308-328 0 40
FASVYAWNRKRISN 347-360 0
TFKCYGVSPTKLNDLCFT 376-393 16
FRKSNLKPFERDISTEIY 456-473 13
DIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSF 568-592 13 0
VAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRA  622-647 11 1 17
YTMSLGAENSVAYS 695-708 5 6
TEILPVSMTKTSV 724-736 7 0
FGGFNFSQILPDPSKPSKRS 797-816 0 0 17
FPQSAPHGVVFLHVTYV 1052-1068 7 0
TVYDPLQPELDSFK 1136-1149 4 0 0
HTSPDVDLGDISGI 1159-1172 0 6 0
SCCKFDEDDSEPVLKGVKLHY 1252-1272 9 0 14
Epitopos totales: 88 43 106

Nota: Posicidn indica residuos de inicio y final en la secuencia de referencia de la proteina para la region correspondiente.

De los 44 epitopos para células B que cumplen los requerimientos de seleccién, 39 fueron
seflalados como epitopos por los servidores BepiPred 2.0 y la IEDB. Los 5 restantes fueron
reconocidos por los servidores BepiPred 2.0 e iBCE-EL. El programa FBCPRED sélo sugirié uno
de los epitopos que cubrid el resto de los requerimientos con una especificidad del 90%. De los
epitopos seleccionados, 30 se ubican dentro del dominio RBD y 6 se ubican en la regiéon HR2

(Tabla 18).
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Tabla 18. Epitopos para células B que cumplen todos los requerimientos en la proteina S con sus
respectivos valores de antigenicidad y porcentaje de residuos escondidos.

Posicion Epitopo BepZI.F())red IEDB iBCE-EL FBC(;I;ED Anti;/(jrlmci)gidad Escziziddti)c;s(%)
178-189 DLEGKQGNFKNL v v - - 1.1816 41.67
377-388  FKCYGVSPTKLN' v v - - 1.5509 50.00
377-389  FKCYGVSPTKLND' v v - - 1.441 46.15
377-390 FKCYGVSPTKLNDL' v v - - 1.4748 50.00
378-389 KCYGVSPTKLND' v v - - 1.3195 41.67
378-390 KCYGVSPTKLNDL' v v - - 1.3683 46.15
378-391 KCYGVSPTKLNDLC v v - - 1.643 50.00
378-393  KCYGVSPTKLNDLCFT' v v 085 - 2.0395 50.00
378-394 KCYGVSPTKLNDLCFTN' v - 0.85 - 1.887 47.06
378-395 KCYGVSPTKLNDLCFTNV' v - 0.85 - 1.8687 50.00
379-390 CYGVSPTKLNDL' v v - - 1.4808 50.00
379-394 CYGVSPTKLNDLCFTN' v - 0.85 - 2.0134 50.00
380-391 YGVSPTKLNDLC' v v - - 1.8347 50.00
380-393 YGVSPTKLNDLCFT' v v - - 2.2554 50.00
381-392 GVSPTKLNDLCF' v v - - 2.4277 50.00
381-393 GVSPTKLNDLCFT' v v - - 2.4422 46.15
382-393  VSPTKLNDLCFT' v v - - 2.4268 50.00
456-467 FRKSNLKPFERD' v v - - 0.7053 50.00
456-469 FRKSNLKPFERDIS' v v - - 0.6091 50.00
457-468 RKSNLKPFERDI' v v - - 0.6927 50.00
457-469 RKSNLKPFERDIS' v v - - 0.7514 46.15
457-470 RKSNLKPFERDIST' v v - - 0.4607 42.86
457-471 RKSNLKPFERDISTE' v v - - 0.4847 46.67
457-472  RKSNLKPFERDISTEI' v v - - 0.4298 50.00
458-469 KSNLKPFERDIS' v v - - 0.7736 41.67
458-470 KSNLKPFERDIST' v v - - 0.444 38.46
458-471 KSNLKPFERDISTE' v v - - 0.4643 42.86
458-472  KSNLKPFERDISTEI' v v - - 0.4014 46.67
460-471 NLKPFERDISTE' v v - - 0.5155 41.67
460-472  NLKPFERDISTE!' v v - - 0.4346 46.15
630-641 TPTWRVYSTGSN v - 0.85 - 0.4496 41.67
695-706 YTMSLGAENSVA v v - - 0.5856 25.00
695-707 YTMSLGAENSVAY v v - - 0.5713 23.08
695-708 YTMSLGAENSVAYS v v - 90% 0.633 21.43
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696-707 TMSLGAENSVAY v v - - 0.5896 16.67
696-708 TMSLGAENSVAYS v v - - 0.6581 15.38
697-708 MSLGAENSVAYS v v - - 0.8473 16.67
1159-1170 HTSPDVDLGDIS? v v - - 1.6408 41.67
1159-1171 HTSPDVDLGDISG? v v - - 1.0906 30.77
1159-1172 HTSPDVDLGDISGI? v v - - 1.0779 35.71
1160-1171 TSPDVDLGDISG? v v - - 1.0857 25.00
1160-1172 TSPDVDLGDISGI? v v - - 1.0715 30.77

1161-1172 SPDVDLGDISGI? v v - - 1.0184 33.33

Notas: ' Epitopos ubicados dentro del dominio RBD; 2 Epitopos ubicados dentro de la regién HR2; Posicién indica residuos de
inicio y final en la secuencia de referencia de la proteina para la regidén correspondiente.

Se obtuvieron coberturas poblacionales por alta afinidad del 100% en los servidores
NetMHCpan 4.1b y de la IEDB, mientras que en el programa MHCflurry se obtuvo el 97.4%. Las
mutaciones de Omicron tomadas en cuenta no afectaron las coberturas poblacionales hacia los
alelos MHCI en el programa NetMHCpan 4.1b y la IEDB. Por su parte, la baja antigenicidad de
algunos epitopos afectd la cobertura poblacional en todos los programas. Combinado con las
mutaciones Omicron, la antigenicidad afecté en mayor medida la cobertura poblacional en el
programa NetMHCpan 4.1b. Después del refinamiento de la secuencia, las coberturas
poblacionales mejoraron en su totalidad en todos los casos, obteniendo coberturas
poblacionales finales de 100%, 100% y 97.4% (Tabla 19).

Tabla 19. Coberturas poblacionales de alelos MHClI iniciales y mejoradas con el refinamiento de
la secuencia obtenida para la proteina S.

T CD8+
Cobertura NetMHCpan 4.1b IEDB MHCflurry

Alta afinidad 100 100 97.44
— Inicial | Mejorada| Inicial | Mejorada| Inicial | Mejorada
Sin epitopos de baja antigenicidad 87.18 100" 91.03 100" 87.18 97.44
Sin epitopos afectados por mutaciones 98.72 100" 1002 100 94.87 97.44
Sin epitopos afectados por mutaciones Omicron 1002 100 1002 100 94.87 97.44
z'(;’r?:'ut;i?snd; baja antigenicidad y afectados 85.9 100" || 91.03 | 100" | 87.18 | 97.44"
z'(;’ri':'uttoai?sndei %arfi:rr:r']ge”'c'dad yafectados | o5g | 100': | 91.03 | 100'* | 87.18 | 97.44'2

Notas: ' Coberturas poblacionales mejoradas completamente tras el refinamiento; 2 Condiciones que no afectaron la cobertura
poblacional original del programa; 2 Coberturas poblacionales finales bajo los criterios de seleccion.



41

Ambos servidores de epitopos para MHCII permitieron la seleccion de epitopos que cubrieron el
100% de los alelos analizados. No hubo afectaciones a las coberturas poblacionales, ya que la
antigenicidad y las mutaciones se tomaron en cuenta para la seleccién (Tabla 20).

Tabla 20. Porcentajes de coberturas poblacionales finales de alelos MHCIlI de la secuencia
seleccionada para la proteina S.

Cobertura NetMHCpan 4.0 IEDB
Final 100 100

7.2 Analisis final de las regiones multiepitdpicas seleccionadas

7.2.1 Cobertura poblacional final promedio

En las Tablas 21 y 22 se puede observar que, en todas las proteinas exceptuando la proteina S,
se obtuvo una cobertura menor en la considerada “mejorada” que la indicada de “alta afinidad”
bajo los criterios de seleccién. No se pudo mejorar en ningun sentido la cobertura poblacional
para MHCI de la proteina E y para MHCII de la proteina M. La mayor afectacién es en estos
ultimos, ya que se perdié un 27.8% de la cobertura por alta afinidad, llevandola a ser la menor
de todos los casos, junto con la cobertura de MHCII de la proteina E. Los epitopos seleccionados
de la proteina E obtuvieron en su conjunto las coberturas poblacionales finales mas bajas. Los
mejores resultados se obtuvieron con la proteina S, logrando cubrir 99.15% de los alelos

analizados para MHCI y todos los analizados para MHCII.

Tabla 21. Porcentajes de coberturas poblacionales finales promedio para MHCI.

Cobertura poblacional promedio ProteinaE ProteinaM ProteinaN Proteina S

Alta afinidad 75.21 97.86 97.44 99.15
Afectada por baja antigenicidad y

. L. 66.24 79.91 93.16 88.04
mutaciones Delta y Omicron
Mejorada 66.24 88.46 95.73 99.15’

Nota: ' Coberturas poblacionales mejoradas completamente tras el refinamiento.
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Tabla 22. Porcentajes de coberturas poblacionales finales promedio para MHCII.
Cobertura poblacional promedio ProteinaE ProteinaM ProteinaN Proteina S

Alta afinidad 64.82 88.89 92.59 100

Afectada por baja antigenicidad y
. L. 59.26 61.11 81.48 100’
mutaciones Delta y Omicron

Mejorada 61.11 61.11 88.89 100

Nota: ' Condiciones que no afectaron la cobertura poblacional original del programa.

7.2.2 Cobertura poblacional por proteina

Para la proteina E, al menos uno de los tres programas sugirié cuando menos un epitopo que
cumpliera todos los criterios de seleccion para 17 de los 19 alelos de HLA-A; y también
sugirieron para 16 de los 32 alelos de HLA-B considerados. Para el grupo HLA-C, 17 de los 20
alelos fueron cubiertos. Finalmente, se cubrieron los 2 alelos de HLA-E y los 5 de HLA-G. Esto
indica que, bajo estas condiciones, 57 de los 78 alelos analizados estan cubiertos con al menos

uno de los tres programas. Esto representa el 73.07% de cobertura poblacional (Fig. 5).
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Figura 5. Representacion grafica de la cantidad de epitopos T CD8+ obtenidos de la proteina E
gue cumplieron los criterios de seleccidon para cada alelo de MHCI. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. Las barras de error en cada barra representan la desviacion estandar de la
misma. A) Alelos del grupo HLA-A, B) Alelos del grupo HLA-C, C) Alelos de grupo HLA-C, D) Alelos
de los grupos HLA-E y HLA-G.

En la proteina M, al menos un epitopo que cumpliera todos los criterios de seleccion fue
sugerido por cuando menos un programa utilizado para todos los alelos de los grupos HLA-A,
HLA-C, HLA-E y HLA-G. Ademas, sugirieron al menos un epitopo para 30 de los 32 alelos de HLA-
B considerados que cumplié con los criterios. Bajo estas condiciones, 76 de los 78 alelos
analizados estan cubiertos con al menos uno de los tres programas. Esto representa el 97.43%

de cobertura poblacional (Fig. 6).
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Figura 6. Representacion grafica de la cantidad de epitopos T CD8+ obtenidos de la proteina M
gue cumplieron los criterios de seleccion para cada alelo de MHCI. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. Las barras de error en cada barra representan la desviacién estandar de la

misma. A) Alelos del grupo HLA-A, B) Alelos del grupo HLA-C, C) Alelos de grupo HLA-C, D) Alelos
de los grupos HLA-E y HLA-G.

En la proteina N, al menos un epitopo que cumpliera todos los criterios de seleccion fue
sugerido por cuando menos un programa utilizado para todos los alelos considerados. Esto se

traduce en un 100% de cobertura poblacional (Fig. 7).
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Figura 7. Representacion grafica de la cantidad de epitopos T CD8+ obtenidos de la proteina N
gue cumplieron los criterios de seleccion para cada alelo de MHCI. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. Las barras de error en cada barra representan la desviaciéon estandar de la
misma. A) Alelos del grupo HLA-A, B) Alelos del grupo HLA-C, C) Alelos de grupo HLA-C, D) Alelos
de los grupos HLA-E y HLA-G.

En la proteina S, al menos un epitopo que cumpliera todos los criterios de seleccién fue sugerido

por cuando menos un programa utilizado para todos los alelos considerados. Esto se traduce en

un 100% de cobertura poblacional (Fig. 8).
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Figura 8. Representacion grafica de la cantidad de epitopos T CD8+ obtenidos de la proteina S
gue cumplieron los criterios de seleccion para cada alelo de MHCI. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. Las barras de error en cada barra representan la desviacion estandar de la
misma. A) Alelos del grupo HLA-A, B) Alelos del grupo HLA-C, C) Alelos de grupo HLA-C, D) Alelos

de los grupos HLA-E y HLA-G.

Para la proteina E, hay al menos un epitopo que cumpla los criterios de seleccién sugerido por
cuando menos un programa que cubra 11 de los 15 alelos considerados del grupo HLA-DRB. Por
otro lado, los 6 alelos DP estan cubiertos y ninguno de los 6 alelos DQ lo estan. En conjunto, 17

de los 27 alelos estan cubiertos para un 63% de cobertura poblacional (Fig. 9).
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Figura 9. Representacion grafica de la cantidad de epitopos T CD4+ obtenidos de la proteina E
gue cumplieron los criterios de seleccion para cada alelo de MHCII. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. No se grafica la desviacidon estandar por falta de un tercer programa que
provea datos. A) Alelos del grupo HLA-DRB, B) Alelos de los grupos HLA-DP y HLA-DQ.

Para la proteina M, se cubren 12 de los 15 alelos considerados del grupo HLA-DRB con al menos
un epitopo que cumpla los criterios de seleccion sugerido por cuando menos un programa. Por
otro lado, 4 de los 6 alelos HLA-DP estdn cubiertos y 2 de los 6 alelos HLA-DQ lo estan. En

conjunto, 17 de los 27 alelos estan cubiertos para un 66.7% de cobertura poblacional (Fig. 10).
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Figura 10. Representacién grafica de la cantidad de epitopos T CD4+ obtenidos de la proteina M
gue cumplieron los criterios de seleccion para cada alelo de MHCII. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. No se grafica la desviacion estandar por falta de un tercer programa que
provea datos. A) Alelos del grupo HLA-DRB, B) Alelos de los grupos HLA-DP y HLA-DQ.
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Para la proteina N, se cubren los 15 alelos considerados del grupo HLA-DRB con al menos un
epitopo que cumpla los criterios de selecciéon sugerido por cuando menos un programa.
También, 4 de los 6 alelos HLA-DP y 5 de los 6 alelos HLA-DQ estan cubiertos. En este caso, 24

de los 27 alelos estan cubiertos para un 88.9% de cobertura poblacional (Fig. 11).
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Figura 11. Representacion grafica de la cantidad de epitopos T CD4+ obtenidos de la proteina N
gue cumplieron los criterios de seleccion para cada alelo de MHCII. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. No se grafica la desviacion estandar por falta de un tercer programa que
provea datos. A) Alelos del grupo HLA-DRB, B) Alelos de los grupos HLA-DP y HLA-DQ.

Para la proteina S, se cubren los 15 alelos considerados del grupo HLA-DRB con al menos un
epitopo que cumpla los criterios de seleccidn sugerido por cuando menos un programa.
Ademas, los 6 alelos HLA-DP y 6 alelos HLA-DQ estan cubiertos. En esta proteina los 27 alelos

estan cubiertos para un 100% de cobertura poblacional (Fig. 12).
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Figura 12. Representacion grafica de la cantidad de epitopos T CD4+ obtenidos de la proteina S
gue cumplieron los criterios de seleccion para cada alelo de MHCII. Las barras representan el
promedio de la cantidad de epitopos de los tres programas utilizados que cubren el alelo
correspondiente. No se grafica la desviacidon estdndar por falta de un tercer programa que
provea datos. A) Alelos del grupo HLA-DRB, B) Alelos de los grupos HLA-DP y HLA-DQ.

7.2.3 Afectaciones de nuevas variantes Omicron

Para la seleccién de las regiones multiepitépicas se tomaron en cuenta las mutaciones de las
variantes Omicron BA.1, BA.2, BA.4 y BA.5. Con la aparicién de las nuevas variantes Omicron, se
analizaron las afectaciones que las mutaciones de estas tienen sobre las regiones
multiepitdpicas seleccionadas. Se tomaron en cuenta las variantes BA.2.12.1, BA.2.75, BQ.1 y

XBB.

De todas las nuevas mutaciones presentes en estas variantes, solamente 3 estan presentes en
las regiones multiepitépicas seleccionadas, y todas se encuentran en regiones de la proteina S.
La mutacion Q183E se presenta en la variante XBB. Las variantes BA.2.75, BQ.1 y XBB presentan
la mutacion N460K. Finalmente, la variante BA.2.12.1 presenta la mutacién S704L. En el resto de
las proteinas se repiten mutaciones tomadas en cuenta anteriormente o las nuevas mutaciones

no estan dentro de las regiones multiepitépicas.

Es importante resaltar que estas nuevas mutaciones no ocasionaron afectaciones a las
coberturas poblacionales en ninguno de los programas de MHCI o MHCII utilizados. Sin
embargo, si ocasionaron una disminucion en la cantidad de epitopos totales de cada tipo en la

proteina S. En la Tabla 23 se enlistan la cantidad de epitopos afectados por cada una de las



50

mutaciones, siendo los B lineales los mas afectados, con 20 epitopos. De estos, los 13 afectados
por la mutacidon N460K se encuentran dentro del dominio RBD. En conjunto, todas estas nuevas
mutaciones disminuyen a 72 el nimero de epitopos T CD8+, a 24 los B lineales y a 90 los T CD4+

(Tabla 24).

Tabla 23. Cantidad de epitopos afectados por cada mutacién de las nuevas variantes Omicron.

., , , Epitopos T
Mutacion Epitopos T CD8+ Epitopos B pCDFZH
Q183E - 1 -
N460K 3 137 8
S704L 5 6 -
Total 8 20 8

Nota: ' Cantidad de epitopos B lineales afectados que se encuentran en el dominio RBD.

Tabla 24. Comparativa entre epitopos totales bajo los criterios de seleccion planteados y el
nuevo total afectado por las nuevas variantes Omicron.

Epitopos T CD8+ Epitopos B Epitopos T CD4+

Epitopos totales iniciales 80 44 98
Epitopos totales actualizados 72 24 90

7.3 Diseios finales

7.3.1 Construcciones finales

Se generaron cuatro disenos basados en cada una de las proteinas analizadas para crear la
vacuna CIB-GlVac. Cada uno con las regiones de alta afinidad obtenidas, el adyuvante PADRE, el
péptido sefial 'MKMKVLFFVATILVAWQCHA', una etiqueta de histidinas, la secuencia de
retencién al reticulo endopldsmico, el coddn de paro, los sitios de corte para las enzimas Smal ,
BamHl! y Sacl y los enlazadores necesarios. Los genes que codifican para estas construcciones se
nombraron como muestra la primera columna de la Tabla 25. La construccidon generada a partir
de la proteina S tuvo la mayor antigenicidad con un valor de 0.8858, mientras que la
construccion SARS2_M tuvo la menor con un valor de 0.5729. La secuencia de mayor tamafio
fue SARS2_S con 326aa (999pb) y la de menor tamaiio la de la proteina E con 104aa (333pb). El
uso de enlazadores entre las regiones de alta afinidad no fue necesario mas que en la
construccidon SARS2_S, en donde se utilizd el enlazador KK siete veces y el GPGPG una vez. El
enlazador KK fue seleccionado para unir la secuencia de epitopos al adyuvante PADRE después

de las regiones de alta afinidad en tres de las cuatro construcciones, siendo SARS2 N la Unica
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sin este enlazador. También, en todos los disefios se colocd al inicio el péptido sefial y al final la
cola de histidinas seguida de la secuencia de retencién al reticulo endopldsmico, ya que esta

conformacion fue la que obtuvo el mayor valor de antigenicidad.

Tabla 25. Disefios finales generados para producir la vacuna CIB-GlVac.

- ., Tamafo L
Disefio Construccién ) pb  Antigenicidad
secuencia (aa)

EEEAGEMKMKVLFFVATILVAWQCHALVTLAILTA
SARS? £ LRLCFVSEETGTLIVNSVNIVNVSLVKPSFYVYS 104 333 0.7327
~ RVKNLNSSRVPDLLVKKAKFVAAWTLKAAHHH

HHHESERBEN ¢

EECaaaMKMKVLFFVATILVAWQCHALSYFIASF
RLFARTRSMWSFNPETNILLADSNGTITVEELK
KLLEQWNLVIGFVPLHGTILSELVIGAVILRGHDL

SARS2_MPKEITVATSRTLSYYKLGASQRVAGDSGFAAYS 212 657 0.5729
RYRIGNYKLNTDHSSSSDNIALLFAYANRNRFL
YIIFVLAAVYRINWITGGIAIAMAKKAKFVAAWTL

KAAHHHHHHEERBER! - - §aiegaqgctc

EEEaadMKMKVLEFVATILVAWQCHAQGVPINTN
SSPDDQIGYYQRQKKQQTVTLLPAADLSPRWY
FYYLGTGPEAGLPYGANPRQKRTATKAYNVTQ
AFGRRGPEQTQGNFGDQELIRQRPQGLPNNT

SARS2_N ASWFTALTQHGKEDQASSRSSSRTDYKHWPQ 246 759 0.7108
IAQFAPSASAFFGMSRIGMEVTPSGTWLTYTG
AIKLDDKDPNFKDQVILLNKHIDAYKTFPPTEPK
KDAKFVAAWTLKAAHHHHHHEERBEE: o -faie

CECUUGMKMKVLFFVATILVAWQCHAFGGFNFS
QILPDPSKPSKRSKKFPQSAPHGVVFLHVTYVK
KVAIHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAKKSCC
KFDEDDSEPVLKGVKLHYKKYTMSLGAENSVA
YSKKTVYDPLQPELDSFKKKHTSPDVDLGDISG

SARS2_S |KKTEILPVSMTKTSVGPGPGDLEGKQGNFKNL 326 999 0.8858
DIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFTFKCYGVSP
TKLNDLCFTFRKSNLKPFERDISTEIYFASVYAW
NRKRISNAYYVGYLQPRTFLLVEKGIYQTSNFR
VQPTESIVRKKAKFVAAWTLKAAHHHHHHEER

Bl - fEEieEgagee
Notas: Letras resaltadas en verde indican sitio de corte Smal; Letras subrayadas indican el péptido sefial; Letras resaltadas en
amarillo indican enlazadores; Letras resaltadas en cian indican cola de histidinas; Letras indican sefal de
retencion al reticulo endopldsmico; Letras en rojo y negritas indican coddn de paro; Letras indican sitio

de corte BamHI; Letras _ indican sitio de corte Sacl; aa = aminoacidos; pb = pares de bases.
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7.3.2 Diseio de primers especificos

Se presenta la seleccién de primers especificos para la amplificacion de los genes que se
utilizaran para la produccion de la vacuna CIB-GIVac, tanto para productos de PCR como qPCR
(Tabla 26). Todos cumplen con las especificaciones planteadas en la metodologia. Cabe resaltar

que, para el gen SARS2_M, se utilizé el mismo primer forward en las reacciones de PCR y gPCR.

Los pares de primers para ambos tipos de PCR para el gen SARS_E no son especificos
exclusivamente a esta secuencia. El par disefiado para PCR es inespecifico con el mRNA que se
traduce en la proteina FZD7 de Pogona vitticeps, dragon barbudo (NCBI No.: XM_020814479.1).
También lo es para el transcrito perteneciente al pez Salarias fasciatus que traduce a la proteina
LOC115387537 en su variante 1 y 2 (GenBank no. XM_030090280.1 y XM_030090281.1,
respectivamente). Para qPCR, el par de oligos podria unirse al mRNA que traduce la proteina
LOC105565014 de la hormiga Vollenhovia emeryi (GenBank no. XM_012017826.1). El par
disefiado para qPCR del gen SARS2_S podria dar una reaccién cruzada con parte del mRNA que
genera una policétido sintasa (BGW36DRAFT_4236069) del hongo Talaromyces proteolyticus
(GenBank no. XM_046219854.1). Dado que ninguno de estos organismos estd involucrado en
ninguno de los procesos para la produccién de la vacuna, sus inespecificidades no son

determinantes para evitar la seleccion de los primers.


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1176333844
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1708831832
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=1708831834
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=795060554
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/viewer.fcgi?db=nucleotide&id=-2109422155

Tabla 26. Primers elegidos para PCR y gPCR de los genes con sus correspondientes datos tomados de Primer3 y Primer-BLAST

Gen Forward/ Reverse Secuencia LongitudPosicion Inicio Tm %GC RNAfold (%)Producto Especificidad
Forward TCCTGTTCTTCGTGGCCA 18 14 58.4455.56 42.51
SARS2_E PCR 276  No especificos
Reverse GATGATGATGATGGGCCGC 19 289 58.8257.89  88.85
Forward TCAACGTCAGCCTGGTCAAG 20 149 60.25 55 73.81
SARS2_E qPCR 142  No especificos
Reverse TGATGATGATGATGGGCCGC 20 290 60.61 55 88.18
Forward TACTTCATCGCCTCGTTCCG 20 67 59.9 55 91.37
SARS2_M PCR 504 Especificos
Reverse CTTCGCTTTCTTCGCCATCG 20 570 59.97 55 52.78
SARS2_M gPCR Reverse TTCTTCGACGGTGATGGTGC 20 177 60.67 55 28.25 111 Especificos
Forward GCGTCCCTATCAACACCAATTC 22 65 59.65 55 91.86
SARS2_N PCR 652 Especificos
Reverse TGATGATGATGATGGGCCGC 20 716 60.61 55 88.18
Forward ATAACGTGACCCAGGCCTTC 20 263 59.75 55 86.21
SARS2_N gPCR 153 Especificos
Reverse CCTGATCTTCCTTGCCATGC 20 415 58.97 55 92.41
Forward TCGTCTTCCTGCATGTCACC 20 152 60.04 55 84.13
SARS2_S PCR 615 Especificos
Reverse ACACCGAGGCGAAGTAGATC 20 766 59.26 55 77.34
Forward AAAGACCGTGTATGATCCGC 20 381 58.06 50 65.28
SARS2_S gPCR 170 No especificos
Reverse GCTTGCCTTCCAGATCACC 19 550 58.5157.89  85.05
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7.4 Caracterizacion in silico de las proteinas quiméricas

7.4.1 Evaluacién de seguridad y caracterizacién de propiedades fisicoquimicas

El analisis de toxicidad predijo solamente 3 péptidos toxicos entre todos los epitopos
seleccionados de todas las proteinas, correspondientes a epitopos T CD4+ de la proteina S
(Tabla 44). La eliminacion de los residuos $1252 y C1253 se considerd, pero debido a la posible
afectacién a la cobertura poblacional y dado que no todos los epitopos que contienen a esos

residuos son identificados como toxicos, se decidid mantener la regidn intacta.

El analisis de alergenicidad se realizé para los cuatro constructos finales con los programas

AllerTOP v2.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/) y Allergen FP v1.0 (https://ddg-

pharmfac.net/AllergenFP/). Todas las proteinas fueron predichas como “No alergénicas” en

ambos programas.

Con el programa ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) se calcularon las propiedades

fisicoquimicas de los cuatro disefos finales para CIB-GlIVac. El disefio de mayor tamaio y peso
molecular fue el SARS2_S, con un peso de 36.94 kDa, mientras que el SARS2_E fue el mas
pequeiio con un peso de 11.74 kDa. Los puntos isoeléctricos de todas las moléculas estuvieron
cercanos al 9.5, por lo que todas son basicas. El programa indicé que 3 de las 4 moléculas son
estables, siendo SARS2_N la Unica marcada como inestable. Sin embargo, para todos los diseios
se calcularon tiempo de vida media en diferentes plataformas de expresién. Para células de
mamifero in vitro fueron 30 h, para levaduras in vivo mas de 20 h y para E. coli in vivo mas de 10
h. La molécula SARS2_N fue la que tuvo el menor indice alifatico y el menor promedio general
de hidropatia, mientras que SARS2_E fue la que tuvo los valores mas altos en ambos casos

(Tabla 27).


https://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/
https://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/
https://web.expasy.org/protparam/
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Tabla 27. Propiedades fisicoquimicas de los cuatro disefios finales para CIB-GlVac.

Disefio Ta(r:aa)ﬁo Peso (r:lc;;e)cular isoZILjér::E(?ico indice de inestabilidad allli:‘(;iccifo GRAVY'
SARS2_E 104 11.74 9.64 33.48 / ESTABLE 118.94 0.417
SARS2_M 212 23.92 9.71 30.18 / ESTABLE 105.0 0.196
SARS2_N 246 27.78 9.46 43.88 / INESTABLE 60.0 -0.709
SARS2_S 326 36.94 9.39 35.19 / ESTABLE 73.53 -0.419

Nota: ' Promedio general de hidropatia (siglas en inglés).

7.4.2 Modelaje 3D

7.4.2.1 Modelaje de la Proteina E

El modelo predicho seleccionado para el refinamiento tuvo un C-score de -2.6. En el mismo se
observan 3 regiones de hélices a y algunas regiones de espiral. La diferencia mas clara con el
modelo refinado son las posiciones que toman las regiones (Fig. 13). Tras el refinamiento,
aumentaron los valores de RMSD y porcentaje en regiones favorables de Ramachandran. Por su
parte, disminuyeron los valores de MolProbity, Clash score, rotdmeros deficientes y energia

GALAXY. El valor de rotameros deficientes disminuyd en su totalidad (Tabla 28).

Figura 13. Modelo tridimensional inicial y refinado de la proteina SARS2_E. A) Modelo sugerido
por programa I-TASSER, C-score: -2.60. B) Modelo sugerido con programa GalaxyRefine2.
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Tabla 28. Valores provistos por GalaxyRefine2 para modelos inicial y refinado de SARS2_E.
Rotdmeros Rama Energia
deficientes favorables (%)  GALAXY

Modelo RMSD  MolProbity Clash score

Inicial 0.000 3.008 6.8 11.8 72.5 -161.76

Refinado 4.567 1.142 2.1 0.0 97.1 -2167.14

Dos de los aminodcidos de la molécula se encuentran en las regiones no favorables del grafico
de Ramachandran, siendo la serina de la posicién 71 y la asparagina de la posicién 51 (Fig. 14). El
94.9% de los aminoacidos se encuentran en las regiones favorables y el 97.9% en conjunto con
las regiones adicionales permitidas. El factor general de calidad calculado con ERRAT fue de

95.83% (Tabla 29).
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Figura 14. Grafico de Ramachandran de SARS2_E generado por PROCHECK. Zonas rojas son
“regiones favorables”. Zonas amarillas son “regiones adicionales permitidas”. Zonas color beige
son “regiones extendidas permitidas”. Zonas blancas son “regiones no permitidas”. A/a/~a
indican estructuras de hélices a dextrdgiras. B/b/~b indican estructuras de laminas B. L/I/~
indican estructuras de hélices a levdgiras. p/~p Indican estructuras de hélices €. = Residuos que
no son prolina.AProlina. = Residuos en regiones no permitidas y extendidas permitidas, descritos
con su respectiva abreviacion.
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Tabla 29. Desglose de distribucidon de los residuos de SARS2_E en las regiones del grafico de
Ramachandran y factor general de calidad.

Porcentaje de residuos en regiones favorables 94.9
Porcentaje de residuos en regiones adicionales permitidas 3.0
Porcentaje de residuos en regiones extendidas permitidas 0.0
Porcentaje de residuos en regiones no permitidas 2.0
Factor general de calidad (%) 95.83

Notas: Distribucidn de los residuos obtenida en programa PROCHECK. Sélo se toman en cuenta los residuos que no son glicinas
ni prolinas, en este caso 99 de los 104 totales. Factor general de calidad obtenido con programa ERRAT. Este indica el porcentaje
de los residuos de la proteina que estan debajo de limite de rechazo, idealmente debe ser igual o mayor a 95%.

7.4.2.2 Modelaje de la Proteina M
El modelo predicho seleccionado para el refinamiento tuvo un C-score de -2.68. En el mismo se

observan 2 regiones de hélices a, 2 de laminas B y algunas regiones de espiral. La diferencia mas
clara con el modelo refinado son las posiciones que toman las regiones (Fig, 15). Tras el
refinamiento, aumentaron los valores de RMSD y porcentaje en regiones favorables de
Ramachandran. Por su parte, disminuyeron los valores de MolProbity, Clash score, rotdmeros

deficientes y energia GALAXY (Tabla 30).

B) V.

Figura 15. Modelo tridimensional inicial y refinado de la proteina SARS2_M. A) Modelo sugerido
por programa I-TASSER, C-score: -2.68. B) Modelo sugerido con programa GalaxyRefine2.
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Tabla 30. Valores provistos por GalaxyRefine2 para modelos inicial y refinado de SARS2_M.
Rotameros Rama Energia
deficientes favorables (%)  GALAXY

Modelo RMSD  MolProbity Clash score

Inicial 0.000 4.012 52.5 17.6 66.2 816.39

Refinado 2.879 2.185 7.0 1.1 78.1 -3428.68

Dos de los aminoacidos de la molécula se encuentran en las regiones no favorables del grafico
de Ramachandran, siendo la leucina de la posicidn 84 y la treonina de la posicién 178. Ademas,
varios aminoacidos se encuentran en las regiones extendidas permitidas (Fig. 16). Sélo el 69.9%
de los aminoacidos se encuentran en las regiones favorables, pero el 94.9% estd en esas
regiones en conjunto con las regiones adicionales permitidas. El factor general de calidad

calculado con ERRAT fue de 69.31% (Tabla 31).
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Figura 16. Grafico de Ramachandran de SARS2_M generado por PROCHECK. Zonas rojas son
“regiones favorables”. Zonas amarillas son “regiones adicionales permitidas”. Zonas color beige
son “regiones extendidas permitidas”. Zonas blancas son “regiones no permitidas”. A/a/~a
indican estructuras de hélices a dextrdgiras. B/b/~b indican estructuras de laminas B. L/I/~
indican estructuras de hélices a levdgiras. p/~p Indican estructuras de hélices €. = Residuos que
no son prolina.AProlina. = Residuos en regiones no permitidas y extendidas permitidas, descritos
con su respectiva abreviacién.
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Tabla 31. Desglose de distribucion de los residuos de SARS2_M en las regiones del grafico de
Ramachandran y factor general de calidad.

Porcentaje de residuos en regiones favorables 69.9
Porcentaje de residuos en regiones adicionales permitidas 25.0
Porcentaje de residuos en regiones extendidas permitidas 4.1
Porcentaje de residuos en regiones no permitidas 1.0
Factor general de calidad (%) | 69.31

Notas: Distribucidn de los residuos obtenida en programa PROCHECK. Sélo se toman en cuenta los residuos que no son glicinas
ni prolinas, en este caso 196 de los 212 totales. Factor general de calidad obtenido con programa ERRAT. Este indica el
porcentaje de los residuos de la proteina que estan debajo de limite de rechazo, idealmente debe ser igual o mayor a 95%.

7.4.2.3 Modelaje de la Proteina N

El modelo predicho seleccionado para el refinamiento tuvo un C-score de -4.81. En el mismo se
observan una variedad de estructuras de todos los tipos. La diferencia mds clara con el modelo
refinado son las posiciones que toman las regiones (Fig. 17). Tras el refinamiento, aumentaron
los valores de RMSD y porcentaje en regiones favorables de Ramachandran. Por su parte,
disminuyeron los valores de MolProbity, Clash score, rotameros deficientes y energia GALAXY

(Tabla 32).

Figura 17. Modelo tridimensional inicial y refinado de la proteina SARS2_N. A) Modelo sugerido
por programa |-TASSER, C-score: -4.81. B) Modelo sugerido con programa GalaxyRefine2.
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Tabla 32. Valores provistos por GalaxyRefine2 para modelos inicial y refinado de SARS2_N.
Rotameros Rama Energia
deficientes favorables (%)  GALAXY

Modelo RMSD  MolProbity Clash score

Inicial 0.000 3.632 18.6 17.0 57.4 261.19

Refinado 1.603 1.895 3.8 0.5 80.3 -3660.38

Cuatro de los aminoacidos de la molécula se encuentran en las regiones no favorables del
grafico de Ramchandran, siendo estos la fenilalanina de la posicion 7, la glutamina de la
posicion 34, la prolina de la posicion 116 y la leucina de la posicion 231. Ademas de estos, sélo 5
residuos se encuentran en las regiones extendidas permitidas (Fig. 18). El 73.9% de los
aminoacidos se encuentran en las regiones favorables y el 96.6% en conjunto con las regiones
adicionales permitidas. El factor general de calidad calculado con ERRAT fue de 90.05% (Tabla

33).
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Figura 18. Grafico de Ramachandran de SARS2_N generado por PROCHECK. Zonas rojas son
“regiones favorables”. Zonas amarillas son “regiones adicionales permitidas”. Zonas color beige
son “regiones extendidas permitidas”. Zonas blancas son “regiones no permitidas”. A/a/~a
indican estructuras de hélices a dextrdgiras. B/b/~b indican estructuras de laminas B. L/I/~
indican estructuras de hélices a levdgiras. p/~p Indican estructuras de hélices €. = Residuos que
no son prolina.AProlina. = Residuos en regiones no permitidas y extendidas permitidas, descritos
con su respectiva abreviacién.
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Tabla 33. Desglose de distribucion de los residuos de SARS2_N en las regiones del grafico de
Ramachandran y factor general de calidad.

Porcentaje de residuos en regiones favorables 73.9
Porcentaje de residuos en regiones adicionales permitidas 22.7
Porcentaje de residuos en regiones extendidas permitidas 1.9
Porcentaje de residuos en regiones no permitidas 1.4
Factor general de calidad (%) | 90.05

Notas: Distribucidn de los residuos obtenida en programa PROCHECK. Sélo se toman en cuenta los residuos que no son glicinas
ni prolinas, en este caso 211 de los 246 totales. Factor general de calidad obtenido con programa ERRAT. Este indica el
porcentaje de los residuos de la proteina que estan debajo de limite de rechazo, idealmente debe ser igual o mayor a 95%.

7.4.2.4 Modelaje de la Proteina S

El modelo predicho seleccionado para el refinamiento tuvo un C-score de -2.68. En el mismo se
observan una variedad de estructuras de todos los tipos. La diferencia mas clara con el modelo
refinado son las posiciones que toman las regiones y la disminucién de regiones de laminas 8
(Fig. 19). Tras el refinamiento, aumentaron los valores de RMSD, porcentaje en regiones
favorables de Ramachandran y Clash score. Por su parte, disminuyeron los valores de GDT-HA,
MolProbity y rotameros deficientes. Cabe destacar que no es deseable el aumento que se dio en

el Clash score (Tabla 34).
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Figura 19. Modelo tridimensional inicial y refinado de la proteina SARS2_S. A) Modelo sugerido
por programa I-TASSER, C-score: -2.68. B) Modelo sugerido con programa GalaxyRefine.

Tabla 34. Valores provistos por GalaxyRefine para modelos inicial y refinado de SARS2_S.

. Rotameros Rama favorables
Modelo GDT-HA RMSD  MolProbity Clash score

deficientes (%)
Inicial 1.0000 0.000 3.505 14.9 14.4 54.9
Refinado 0.8351 0.692 2.383 16.4 0.7 84.6

En las regiones no favorables del grafico de Ramchandran se encontraron 11 de los residuos de
esta proteina, entre ellos dos prolinas, las cuales no se consideran para los porcentajes de
distribucién (Fig. 20). El 72.3% de los aminodacidos se encuentran en las regiones favorables y el
94.1% en conjunto con las regiones adicionales permitidas. Los 9 residuos considerados para el
porcentaje de distribucién representan el 3.1% del total, el mayor entre los cuatro disefios. El

factor general de calidad ERRAT fue de 66.8%, el menor de los cuatro disefios (Tabla 35).
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Figura 20. Grafico de Ramachandran de SARS2_S generado por PROCHECK. Zonas rojas son
“regiones favorables”. Zonas amarillas son “regiones adicionales permitidas”. Zonas color beige
son “regiones extendidas permitidas”. Zonas blancas son “regiones no permitidas”. A/a/~a
indican estructuras de hélices a dextrégiras. B/b/~b indican estructuras de laminas B. L/I/~
indican estructuras de hélices a levdgiras. p/~p Indican estructuras de hélices €. = Residuos que
no son prolina.AProlina. = Residuos en regiones no permitidas y extendidas permitidas, descritos
con su respectiva abreviacién.
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Tabla 35. Desglose de distribucién de los residuos de SARS2_S en las regiones del grafico de
Ramachandran y factor general de calidad.

Porcentaje de residuos en regiones favorables 72.3
Porcentaje de residuos en regiones adicionales permitidas 21.8
Porcentaje de residuos en regiones extendidas permitidas 2.8
Porcentaje de residuos en regiones no permitidas 3.1

Factor general de calidad (%) | 66.8

Notas: Distribucidn de los residuos obtenida en programa PROCHECK. Sélo se toman en cuenta los residuos que no son glicinas
ni prolinas, en este caso 289 de los 326 totales. Factor general de calidad obtenido con programa ERRAT. Este indica el
porcentaje de los residuos de la proteina que estan debajo de limite de rechazo, idealmente debe ser igual o mayor a 95%.

7.4.3 Seleccion de péptidos para la produccion de sueros hiperinmunes

En la tabla 36 se exponen los péptidos que fueron seleccionados para la inmunizaciéon de
ratones para la produccién de sueros hiperinmunes que sirvan para identificar la presencia y

cuantificar las proteinas a producir con los genes disefiados.

Tabla 36. Péptidos disefiados para la produccién de sueros hiperinmunes.

Gen Secuencia Péptido Longitud Antigenicidad Solubilidad en agua

GAIKLDDKDPNFKDQ 15aa 1.9373 Buena

SARS2_N
ATKAYNVTQAFGRRG 15aa 0.7146 Buena
PKEITVATSRTLSY 14aa 0.8084 Buena

SARS2_M
GDSGFAAYSRYRIGNYK 17aa 0.7313 Buena
VKPSFYVYSRVKNLNSSR 18aa 0.8946 Buena

SARS2_E

RVKNLNSSRVPDLL 14aa 0.8807 Buena
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8. DISCUSION

8.1 Seleccidn y refinamiento de las regiones multiepitopicas

Este diseno vacunal busca generar una respuesta inmune en las tres etapas del proceso de
infecciéon. Primero, antes de la unién del virus a la célula a través de la producciéon de
anticuerpos neutralizantes hacia los epitopos B lineales de las regiones externas de las proteinas
M, Ey S (principalmente en el dominio RBD). Luego durante el proceso de fusion de membranas
en el que se da un cambio conformacional de la proteina S liberando otras regiones como HR2
donde podria haber unién de anticuerpos neutralizantes (Huang et al., 2020; Mercurio et al.,
2021). Finalmente, después de la internalizacién del virus en la célula con la presentacion de

epitopos por lo complejos principales de histocompatibilidad.

Durante la seleccion se buscaron epitopos que sean reconocidos por los linfocitos T CD4+y T
CD8+ de alta afinidad a los MHC y antigénicos que cubrieran el mayor porcentaje de la
poblacion mundial. Sin embargo, el usar los valores de antigenicidad como criterio de seleccion
de epitopos afecta en gran medida la cantidad de epitopos posibles a seleccionar (Bhattacharya
et al., 2020). Los resultados mostrados en este estudio soportan la idea de que los valores de
afinidad predichos a MHCI, MHCII y epitopos lineales para células B no indican que estos
epitopos sean antigénicos. Por lo que es necesario incluir uno o varios analisis de prediccion de
antigenicidad durante la seleccién de epitopos vacunales, algo que se logré en este estudio

durante el proceso de refinamiento.

Ademads de esto, se ha buscado evitar sitios de glicosilaciones para la seleccion de epitopos B
lineales de la proteina S, ya que estas protegen a los epitopos de los anticuerpos neutralizantes
(Brun et al., 2021). Por otro lado, la especificidad de las vacunas multiepitdpicas aumenta al
enfocarse en epitopos que se encuentren expuestos fuera de la membrana del virus (Dagur,
2020). Debido a esto, es que se decide el solamente analizar ciertas regiones de las proteinas

membranales analizadas.

Como se ha descrito en la metodologia de este trabajo, durante la seleccion de epitopos se
tomaron en cuenta las diferentes mutaciones conocidas al momento. Al realizar esa parte del

trabajo, las variantes de interés circulantes eran Alfa, Beta, Gamma y Delta. Sin embargo,
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durante el proceso de refinamiento ya se habia dado la aparicién de la variante Omicron. Para
cuando esta se finalizd, las variantes que antes se consideraban de interés ya habian sido
sustituidas por los linajes de Omicron. Por ello, si bien se consideraron todas las mutaciones
registradas en variantes de interés y preocupacién a la fecha, en la toma de decisiones se le dio
un menor valor a las variantes que sélo habian sido de interés, luego a las variantes Alfa, Beta y
Gamma y el mayor valor a las variantes Delta y Omicron. Las mutaciones provenientes de la
variante Delta fueron aun tomadas en cuenta por dos razones: (1) aun era una variante de
preocupacion vigente al tiempo de realizar este paso y (2) la predominancia que esta variante
tuvo por sobre otras durante un amplio periodo de tiempo (Chavda y Apostolopoulos, 2022).
Debido a esto, se decidié sélo considerar a las variantes Delta y Omicron (linajes BA.1, BA.2,
BA.4 y BA.5) para el calculo de las coberturas poblacionales. Los nuevos linajes de Omicron han

servido para evaluar la vigencia de los disefios vacunales generados en este trabajo.

Iniciando con la proteina E, las variantes Omicron y Beta son las Unicas variantes de
preocupacion en las que se han reportado mutaciones (Nextstrain, 2023b). La mutacién P71L de
la variante Beta afectaria la cobertura poblacional en el programa MHCflurry para MHCI si se
tomara en consideracion, asi como en ambos programas del MHCII, eliminando epitopos
antigénicos. Afortunadamente esta mutacion no se ha vuelto a reportar en otras variantes, por

lo que es posible que no se vuelva presentar.

Por otro lado, la mutacién T9I estd presente en todos lo linajes de Omicron, lo que genera
afectaciones al momento de hacer el cdlculo final de cobertura poblacional. Esta mutacién
afecta la regién de alta afinidad 'FVSEETGTLIVNSV' (residuos 4-14), la cual presenta la
particularidad de no contener ningln epitopo antigénico y esta marcada en rojo en la Fig. 1. Con
estos criterios, la decision deberia haber sido dejar fuera toda la regiéon por no cumplir con los
criterios de seleccién. Sin embargo, se opté por dejarla ya que el quitarla eliminaba por
completo la cobertura poblacional de entre 6 y 8 alelos de MHCI dependiendo el programa y
uno de MHCIl en ambos programas. Si bien el objetivo de los criterios de seleccidn es poder
obtener los epitopos de mejor calidad que cubran la mayor cantidad de alelos posibles, al tener
una proteina tan pequeiia las opciones son muy reducidas y se complica el obtener un alto

porcentaje de cobertura poblacional. Por ello, se optd por dejar la regidn con la idea de que
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pudiera ser presentada por los complejos principales de histocompatibilidad gracias a su alta
afinidad y pudiera unirse a los receptores tipo Toll (TLRs), aunque la antigenicidad predicha no
lo sugiera. Desgraciadamente, esta parece ser una mutacién que perdurara mientras los linajes
de Omicron sean los predominantes. Incluso se ha reportado una nueva mutacién en la zona, la
T11A, en las variantes BA.2.75 y XBB, los cuales estan en circulacion actualmente (Nextstrain,
2023b). A pesar de esto, si tomamos en cuenta que cuando menos un epitopo de alta afinidad
es reconocido por alelos con al menos uno de los programas, la cobertura poblacional seria del
73.07% para MHCI y 63% para MHCII. Cabe resaltar que los alelos que pudieran reconocer esta
region no fueron detectados por ninguno de los programas, por lo que realmente son la Unica
alternativa de una posible cobertura hacia estos grupos poblacionales. Si bien esto ultimo es
importante, si se realizara una revision de este disefio conociendo que la mutacién perdura y
hay nuevas en la regidn, no se seleccionaria esta region. Esto podria ser benéfico para el disefio
final ya que esta regidn posiblemente estd disminuyendo la antigenicidad total del disefio,
recordando que no hay epitopos antigénicos en ella. Esto es crucial ya que un valor bajo de

antigenicidad indica una menor propensién a que haya una respuesta inmune hacia el epitopo.

En las regiones multiepitdpicas de la proteina M encontramos seis secciones macadas en rojo,
indicando que no cumplen con los criterios de seleccidn (Fig. 2). A estas las podemos dividir en
dos grupos de tres secciones cada uno: (1) afectados por antigenicidad y (2) afectados por
mutaciones. En el primer caso tenemos a los residuos 93 y 163 junto con la regién 'VPLHGTIL'
(residuos 122-129). En estos casos tenemos que ningun epitopo que contenga los dos residuos o
que esté dentro de la regidn tiene alta antigenicidad. El residuo 93 (L) no tiene ninguna
afectacién, por lo que directamente deberia de haberse eliminado, pero por error humano en el
procesamiento de datos se quedd en el disefio final. El residuo 163 (D) genera el Unico epitopo
de alta afinidad hacia el alelo B*52:01 en el programa MHCflurry. Por su parte, la region
'VPLHGTIL' afecta el alelo B*¥51:01 en el programa MHCflurry. Si bien el programa Vaxijen v2.0
indica que los epitopos que contienen a este residuo y estdn en esta regidon no son antigénicos,
se mantuvieron esperando que el procesamiento por MHCI sea suficiente para generar una
respuesta inmune en este sector de la poblaciéon. En una posible revision al disefio, se deberia

de eliminar a la region 'VPLHGTIL' ya que podria estar afectando la antigenicidad total de la
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molécula. Por su parte, el residuo D163 no deberia de causar tantas afectaciones a la
antigenicidad por ser un solo aminoacido, aunque manteniéndose apegados a los criterios de
seleccion, también deberia ser eliminado. Sumando a esto, si tomamos en cuenta la cobertura
ilustrada en la Fig. 6, podriamos ver que estos dos alelos afectados en MHCflurry estan
cubiertos por al menos un epitopo sugerido por alguno de los otros dos programas que cumple

los criterios.

En cuanto a mutaciones, se han reportado cuatro en las variantes de preocupacién; (1) D3N, (2)
Q19E, (3) A63T y (4) I182T. De estas, solamente A63T no se encuentra dentro de las regiones
multiepitdpicas. Como se menciona anteriormente, hay 3 secciones que se ven afectadas por
estas mutaciones resaltadas en rojo en la Fig. 2. Las variantes Delta presentan la mutacion 182T,
afectando al alelo de MHCII DQA1*05:01/DQB1*02:01 en ambos programas, con la peculiaridad
de solamente afectarlo en NetMHClIpan si se toma en cuenta también la mutacién D3N. Esta
Gltima mutacion tiene la peculiaridad de estar presente en algunos de los linajes de Omicron,

pero no en todos. Esta mutacion genera una de las secciones afectadas por mutaciones.

Al 22 de enero de 2023 se encuentran principalmente en circulacién 5 variantes de Omicron: (1)
BA.2, (2) BA.5, (3) BA.2.75, (4) BQ.1 y (5) XBB; siendo BQ.1 la mas abundante con un 50% de
frecuencia (Nextstrain, 2023b). De éstas, BA.5 y BQ.1 presentan la mutacién D3N vy las restantes
no. Si bien en el momento actual de la pandemia pareciera ser una mutacion que prevalece por
presentarse en el 67% de los casos, su comportamiento historico sefiala que puede o no
presentarse en las variantes de Omicron. Por otro lado, es una sustitucién conservativa, por lo
gue el procesamiento de los MHC podria no verse afectado (da Costa et al., 2021). Esta
mutacién afecta a los alelos DQA1*03:01/DQB1*03:02 y DQA1*04:01/DQB1*04:02 y el
DQA1*05:01/DQB1*02:01 combinado con la mutacidn 182T presente en Delta, ademas del alelo
B*51:01. A pesar de esto, la decisidon fue mantener este residuo porque es parte de epitopos de
alta afinidad que cubren estos alelos afectados. Dado que la mutacién es conservativa y no se
encuentra en todas las variantes de Omicron, es muy probable que se dé una respuesta inmune
hacia los epitopos que contengan este aminoacido. Por lo que podriamos estar ante un 74.07%
de cobertura al tomar en cuenta al menos un epitopo sugerido por alguno de los programas que

cubra los criterios de seleccidn, bastante mejor que el 66.7% que se encontro.
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La mutacidon Q19E genera la ultima seccidn afectada por mutaciones de este disefio. El eliminar
los epitopos que contienen a este residuo afecta al alelo B*13:01 de MCHI en los programas
NetMHCpan y la IEDB y al B*18:01 en la IEDB. Esta mutacidn de nueva cuenta es conservativa, y
aunque si se encuentra en todos los linajes de Omicron, es posible que no afecte el
procesamiento del MHC. Por lo que, estos epitopos deberian aportar a desencadenar una
respuesta inmune en estos sectores de la poblacion. Cabe destacar que, esta mutacion es la que
deja fuera al Unico epitopo que podria cubrir el alelo B*18:01 en alguno de los programas (Fig.
6). Tomando esto en cuenta, es posible que en lugar de tener cubiertos 76 alelos cubiertos por
al menos un epitopo sugerido por alguno de los programas, se tendrian 77 de los 78 posibles

por dejar esta seccidn en el disefio.

El disefio de la proteina N es el que finalmente tuvo menos zonas que no cumplieran los
criterios (Fig. 3). El Unico residuo marcado de esta forma es el 63, afectado por la mutacién
D63G de las variantes Delta. Esta mutacién es la misma que se presenta en la proteina S en el
aminodcido 614, mutacién que ha perdurado en todas las variantes que se han presentado
(Korber et al., 2020; Nextstrain, 2023b). Sin embargo, no ha sido el caso de esta mutacion, ya
gue no se ha presentado en ninguna otra variante. Esta es una sustitucién semiconservativa,
que podria no reducir la afinidad hacia los MHC (da Costa et al., 2021)Esta mutacion afecta al
alelo DQA1*05:01/DQB1*02:01 en ambos programas de MHCII. Por ello, se decidié dejar este

residuo, con la idea de mantener una opcién de cobertura para este grupo poblacional.

La proteina S contiene cuatro zonas que no cumplieron los criterios (Fig. 4). De éstas, tres son
debido a la inclusion de residuos que no se encuentran en ningun posible epitopo antigénico.
Estas zonas se encuentran en las posiciones: (1) Y473, (2) 1052-1053 (residuos 'FP') y (3) 1146-
1149 (residuos 'DSFK'). En todos los casos no hay afectaciones a la cobertura final. Ademas,
Y473 no se encuentra en epitopos lineales para células B antigénicos. Esto nos indica que se
cometieron errores en estos casos. Una de las principales limitantes en este trabajo fue el
manejo de datos. Si bien existen las herramientas para la prediccién de epitopos, la
complementariedad de estas se trabaja de maneras distintas en la comunidad cientifica,
proponiendo diferentes metodologias (Bhattacharya et al., 2020; Kumar et al., 2020; Ayyagari et

al., 2020; Cun et al., 2021; Sarkar et al., 2022). En este caso, se disefié una metodologia nueva
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gue conglomera diferentes herramientas inmunoinformaticas que se complementan unas a
otras. Si bien para la toma de decisiones en el disefio metodoldgico y la seleccion de epitopos el
factor humano es importante, este mismo limita la capacidad de procesamiento de datos. Seria
conveniente el desarrollo de algoritmos computacionales que permitan el manejo integral de
los datos recabados y que siga los criterios de selecciéon propuestos para poder asegurar los
mejores resultados posibles. Es posible que, debido al manejo manual de los datos, sitios que
pudieran ser de interés se hayan pasado por alto. También, como es el caso en estas tres zonas,
este manejo hace que los disefios no estén totalmente optimizados y se presenten sitios
innecesarios en las regiones multiepitdpicas. Considerando una revision de este disefio, los

residuos de estas zonas podrian ser eliminados sin consecuencias.

La zona faltante que no cumple los criterios corresponde al aminodcido T376. Esto se debe a
que en todas las variantes Omicron excepto BA.1, se presenta la mutacién T376A. La sustitucién
treonina-alanina que se presenta es conservativa. Esta mutaciéon no genera afectaciones a la
cobertura poblacional. Sin embargo, su inclusidn generaria 7 epitopos lineales B antigénicos, de
los cuales 6 cumplirian con el porcentaje de residuos escondidos necesarios para su seleccion.
Estos se incluyen en la Tabla 45 de la seccién de anexos. Haciendo una revision del disefio,
podria proponerse el alterar la secuencia con esta mutacién. Este cambio mantendria alta
antigenicidad en estos epitopos y estarian mas actualizados hacia el comportamiento de los
linajes circulantes actuales. Ademas, al ser un sitio importante sélo para epitopos By nopara T
CD8+ o T CD4+, no se veria comprometido el andlisis de alta afinidad realizado basado en la
secuencia de referencia modificada. Otra opcidn seria mantenerlo como esta actualmente,
esperando que los anticuerpos producidos hacia estos epitopos tengan efectos neutralizantes
sobre el virus. La tercera y ultima opcidén seria eliminar este residuo. Sin embargo, dadas las
afectaciones que se han generado sobre los epitopos B de este disefio debido a las nuevas
mutaciones de las variantes emergentes, son mejores las opciones anteriores para tener una

mayor cantidad de posibles epitopos.
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8.2 Disenos finales

Regularmente, la seleccion de los enlazadores (también conocidos como espaciadores) en el
disefo de una vacuna multiepitdpica se realiza de dos maneras. Una opcion puede ser tomar en
cuenta la idoneidad del enlazador para un enlace determinado. Por ejemplo, utilizar el
enlazador rigido EAAAK para separar un adyuvante del resto de la construccién con pocas
afectaciones a su funcionalidad (Ayyagari et al.,, 2020). Por otro lado, también se pueden
seleccionar evaluando propiedades fisicoquimicas de las moléculas generadas como lo son la
estructura secundaria, flexibilidad, indice antigénico, estabilidad, solubilidad, entre otras (He et
al., 2021). En este trabajo se propone un enfoque diferente para la seleccién de los enlazadores,
basada en un Unico parametro inmunoldgico: la antigenicidad. Este valor representa la
capacidad que tienen las moléculas de unirse o ser reconocidas por anticuerpos o por
receptores de linfocitos T o B. Esto puede promover tanto la respuesta celular como la humoral
y la produccién de células de memoria (Mittal et al., 2020). Sin embargo, para aumentar las
posibilidades de que esto suceda se debe aumentar la inmunogenicidad de la vacuna con la
adicién de enlazadores y adyuvantes. En este trabajo se realizaron permutaciones de las
regiones multiepitdpicas y a las mas antigénicas se les afiadieron enlazadores entre cada una de
las regiones. Al final, se seleccionaron las combinaciones con el valor de antigenicidad mas alto

tuvieran o no enlazadores entre las regiones.

El dnico constructo que contuvo enlazadores entre las regiones multiepitdpicas fue SARS2_N. Se
afadieron 7 enlazadores KK para separar a 8 de las regiones y un enlazador GPGPG que divide
estas primeras regiones de las 7 restantes (Tabla 25). KK es también conocido como el enlazador
de lisinas y es un sitio donde la Catepsina B procesa péptidos antigénicos que seran presentados
en el complejo principal de histocompatibilidad Il (Ayyagari et al., 2020). Por su parte, GPGPG
fue disefiado como un espaciador universal e induce la respuesta de los linfocitos T
cooperadores (Livingston et al., 2002). Ambos enlazadores incrementan la inmunogenicidad
tanto de la vacuna como de los epitopos que enlazan (Li et al., 2015). La respuesta de las células
T CD4+ es importante en este disefio ya que podran dirigir las respuestas celulares y humorales
gue se desean obtener con los epitopos T CD8+ y B lineales. Por otro lado, es también la

respuesta mas duradera de las tres (Channappanavar et al., 2014; Le Bert et al., 2020). Si bien
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estas caracteristicas no fueron tomadas en cuenta para la seleccién, su naturaleza anade

mayores posibilidades de desencadenar la respuesta inmune deseada.

Para incrementar la inmunogenicidad de la vacuna se afiadié la secuencia adyuvante PADRE,
también conocida como epitopo pan-DR, la cual se ha probado segura en humanos (Sarkar et
al., 2022). Esta molécula potencia la respuesta de células T CD4+ cooperadoras (Ayyagari et al.,
2020). Se probd el afiadir la secuencia a ambos extremos de las secuencias candidatas con y sin
enlazadores buscando la mayor antigenicidad posible. En los cuatro disefios se obtuvo el mejor
resultado uniéndola al extremo C-terminal. El adyuvante KK fue seleccionado para unir a PADRE
en 3 de 4 disefios, siendo el de la proteina N (SARS2_N) el Unico constructo para el cual no se
afiadid ningln enlazador. Como ya se ha mencionado, el adyuvante KK ayuda en el
procesamiento de los epitopos para su presentacion en el MHCII. Por esto, su adicién junto al
adyuvante PADRE podria representar una sinergia importante que mejore ampliamente la
repuesta T CD4+. Si bien ya se ha buscado la respuesta de este tipo con los epitopos afines a
MHCII de cada uno de los disefios, la adicion de este adyuvante practicamente la asegura e
incrementa las posibilidades de desencadenar la respuesta inmunoldgica humoral y celular

deseada.

La adicidn de una etiqueta de histidinas es una practica comin en el disefio de vacunas
recombinantes porque facilita la purificacién y la solubilidad de las proteinas (Ki y Pack, 2020).
También, es util para la deteccidn y cuantificacion de los antigenos al utilizar anticuerpos
especificos anti-His en técnicas como Western Blot y ELISA (Ramos-Vega et al., 2021). Para estos
disefios, se afiadid una etiqueta de 6 histidinas (6x-His) para tener la posibilidad de estos
beneficios en la futura produccidn de los disefios vacunales. Tras la avaluacidn de antigenicidad,
se seleccionaron las construcciones con la 6x-His en el extremo C-terminal, entre la secuencia
multiepitdpica y la sefial de retencion al reticulo endoplasmico (SEKDEL). Se ha evaluado que la
utilizacion de una etiqueta de 6 histidinas puede inducir anticuerpos neutralizantes de mejor
manera que cadenas de histidinas mas cortas (Chen et al., 2022). Por otro lado, también se han
obtenido resultados que indican que una vacuna recombinante basada en el dominio RBD del
SARS-CoV-2 sin una cola de histidinas indujo una respuesta de anticuerpos neutralizantes mas

rapida y potente que un antigeno que la contiene (Lin et al., 2022). A pesar de esto, no es claro
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gue vaya a haber una afectacién en la respuesta hacia un disefio multiepitdépico que busca no
sélo la respuesta de anticuerpos, sino también una respuesta celular. Incluso existen vacunas
recombinantes en estudios clinicos que incluyen colas de histidinas, como la vacuna EuCorVac-
19 que se encuentra en fase Il (Lovell et al., 2022). Por estas razones, la adicion de este péptido

para ayudar en el proceso de produccion y deteccién es deseable.

Flanqueando a todos los disefios tenemos al péptido seiial 'MKMKVLFFVATILVAWQCHA' en el
extremo N-terminal y a 'SEKDEL' en el C-terminal. El primero es un péptido de la proteina de
almacenamiento vegetativo de Glycine max (soya) (Romero-Maldonado et al., 2016). Esta
proteina se produce en RE (Klauer y Franceschi, 1997). El péptido sefial de esta proteina se
utiliza para direccionar la proteina hacia el RE. Por otro lado, la secuencia SEKDEL es utilizada
para evitar la secrecion de la proteina recombinante (Ramos-Vega et al., 2021). SEKDEL se
incluyé por el potencial de poder utilizar alguna plataforma de expresién como Schizochytrium
sp. que permita la administracién de la vacuna sin la necesidad de purificacion (Ramos-Vega et

al., 2018).

8.3 Caracterizacion in silico de las proteinas quiméricas

Los tamafios de las moléculas variaron entre 104-326 residuos, mientras que sus pesos
moleculares estuvieron entre 11.74-36.94 kDa (Tabla 27). Esto se mantiene debajo de los pesos
y tamanos maximos producidos mediante el sistema pAlgevir, por lo que no deberia ser un
problema para su produccién (Banuelos-Herndndez, 2017).Los puntos isoeléctricos fueron
similares, variando de 9.39-9.71, lo que indica que todas las proteinas tienen una naturaleza
basica. Los tiempos de vida media son calculados por ProtParam con la regla N-terminal, la cual
indica que hay una relacién directa entre el tiempo que le toma desaparecer a una proteina
dentro de una célula y el residuo en su extremo N-terminal (Gasteiger et al., 2005). Para todas
las moléculas se obtuvieron los valores mas altos posibles (mamifero >30 h; levaduras >20 h; E.
coli >10 h), esto se debe a que su aminodcido en la posicion 1 es la metionina, ya que

comparten la secuencia del péptido sefial en el extremo N-terminal.

Los disefos SARS2_E, SARS2_M y SARS2_S obtuvieron indices de inestabilidad menores a 40, lo

gue indica que son moléculas estables, mientras que el de SARS2_N fue mayor, prediciéndola
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inestable (Gasteiger et al., 2005). La hidropatia (indice GRAVY) nos indica si una molécula es
hidrofilica o hidrofébica dependiendo si los valores son negativos o positivos, respectivamente
(Rath et al., 2021).El indice alifatico es el volumen que ocupan las cadenas laterales de los
aminodcidos alifaticos (Ala, Val, lle y Leu) en una proteina y se ha encontrado una correlacién
entre la termoestabilidad de las moléculas y altos indices alifaticos (lkai, 1980).Eso es
posiblemente debido a que las interacciones de los residuos alifaticos aumentan con la
temperatura (Sun et al., 2020). Ademas, estas dos propiedades muestran una correlacién ya que
los residuos alifaticos son hidrofdbicos, por lo que un mayor indice alifatico lleva a un aumento
en la hidropatia y viceversa (Sun et al., 2020). SARS2_E y SARS2_M tienen un indice alifatico
alto y valores GRAVY positivos, por lo que se predice que podrian ser estables a un amplio rango
de temperaturas y que son hidrofdbicos. La proteina SARS2_S es también termoestable, aunque
en menor medida que las dos anteriores, pero es hidrofilica, lo que podria indicar una buena
solubilidad en agua. Finalmente, SARS2_N se predijo como la mas hidrofilica y con el indice
alifadtico mas bajo. A pesar de esto, se encuentra en el limite bajo de los valores reportados
como de buena termoestabilidad (Karimi et al., 2020; Nnolim et al., 2020; Rath et al., 2021). Si
bien se obtuvo un valor que indica que es una molécula inestable, su indice alifatico se
contrapone un poco a esto. Aun asi, durante la produccidn y caracterizacién de este antigeno se

deberian de considerar estas propiedades.

GalaxyRefine es un servidor que mejora la estructura de modelos de proteinas reconstruyendo
las cadenas laterales y evaluando posibles choques y rotdmeros (Heo et al., 2013).
GalaxyRefine2 es una versién mejorada del programa anterior (Lee et al., 2019). Ambos evaltdan
la desviacion del valor cuadratico medio (RMSD) en el que valores menores indican una mejor
estabilidad. También se calcula el valor MolProbity, que indica mejores resoluciones del modelo
cuando se presentan valores bajos. El Clash Score indica sobreposiciones estéricas (Yang et al.,
2021). Los rotdmeros son las diferentes posiciones que los residuos de una proteina toman
basado en sus isdmeros rotacionales (Haddad et al., 2019).Se enlista el nimero de rotameros

deficientes, buscando que sean los mds cercanos a cero.

Para la validacion de estructuras terciarias predichas se han utilizado diferentes enfoques, como

por ejemplo tomar en cuenta el valor Z y la calidad de las estructuras mediante el grafico de
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Ramachandran (Patra et al., 2020). El servidor ERRAT evalla el porcentaje de residuos que se
encuentran dentro de un intervalo de confianza comparando la estructura con datos de
cristalografias de alta resolucién (Mahmud et al., 2021). Se buscan valores de 95% para
estructuras de alta resoluciéon y 91% para las de menor resolucién. Sin embargo, es
generalmente aceptado un valor mayor a 50% (Messaoudi et al., 2013). En este trabajo se
tomaron en cuenta la calidad de las estructuras y el indice ERRAT para la seleccionar el modelo

final.

El grafico de Ramachandran es una representacién de las posibles conformaciones que puede
tener un péptido sin que haya un impedimento estérico entre sus residuos gracias a los dngulos
@ (Phi) y W (Psy). Se trata a los &tomos como si fueran esferas sélidas con un radio equivalente
al radio de van der Waals. Si un residuo no colisiona estara dentro de las regiones favorables. Se
pueden tomar valores del radio de van der Waals mas cortos para indicar regiones adicionales y
extendidas permitidas, pensando en que los &tomos pueden estar mas cerca entre ellos. Si adn
con estos radios hay algin choque estérico, el residuo estard en las regiones no permitidas
(Choudhuri, 2014). Lo deseable en un modelo es tener arriba del 85% de la estructura en las

regiones favorables (Yang et al., 2021).

El modelo seleccionado para SARS2_E se obtuvo porcentajes de 94.9%, 3%, 0% y 2% para las
regiones favorables, adicionales, extendidas y no permitidas, respectivamente. Se obtuvo un
factor de calidad ERRAT de 95.83% y el valor MolProbity disminuyd, lo que indica que es una
estructura de alta resolucién. La disminucidn en los casi total de los choques estéricos y total de
los rotdmeros deficientes indican una estructura estable. Todo esto en conjunto indica que este

modelo es de alta calidad.

La proteina SARS2_M tuvo porcentajes de 69.9%, 25%, 4.1% y 1% para las regiones favorables,
adicionales, extendidas y no permitidas, respectivamente. Esto esta debajo del valor deseado. El
valor MolProbity disminuyd y el indice ERRAT es de 69.31%, debajo de lo deseable, pero sobre
el 50% aceptado. Hubo una disminucion considerable en los rotameros deficientes y choques
estéricos, indicando una amplia mejoria tras el proceso de refinamiento. Los valores indican una

calidad media del modelo. Esta baja calidad respecto a los otros disefos se puede atribuir a las
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limitantes que conlleva realizar un modelaje ab initio como el realizado en este caso en el

programa |-TASSER (Adam, 2021).

Para SARS2_N se obtuvieron porcentajes de 73.9%, 22.7%, 1.9% y 1.4% para las regiones
favorables, adicionales, extendidas y no permitidas, respectivamente. El valor MolProbity
disminuyd de 3.632 a 1.865 y el indice ERRAT es de 95.05, indicando una alta resolucién del
modelo refinado. Los rotdmeros deficientes y choques estéricos disminuyeron casi en su
totalidad, indicando una posible estructura estable. A pesar de que el porcentaje de residuos en
regiones favorables estd debajo de lo deseable, los demds parametros indican un modelo de

buena calidad.

El modelo SARS2_S no pudo ser refinado en el servidor GalaxyRefine2 por su tamafio (326aa), ya
que el servidor sélo permite estructuras de hasta 300aa. El valor GDT-HA dado en el programa
GalaxyRefine indica la similitud entre dos proteinas (Yang et al., 2021). Para este modelo el valor
GDT-HA fue de 0.8351, indicando alta similitud con el modelo sin refinar. En este servidor, un
valor de RMSD entre 0-1.2 es aceptable para sugerir una estructura estable (Yang et al., 2021).
El valor obtenido fue de 0.692, dentro del rango deseado. Los rotdmeros deficientes fueron
disminuidos casi en su totalidad por el refinamiento, pero los choques estéricos aumentaron.
Estos tres factores en conjunto se contraponen, por lo que no se puede asegurar una estructura
estable. Se obtuvieron porcentajes de 72.3%, 21.8%, 2.8% y 3.1% para las regiones favorables,
adicionales, extendidas y no permitidas, respectivamente. El porcentaje de residuos en regiones
favorables esta debajo del 85% deseable. El valor ERRAT de 66.8% indica una resolucion baja,
pero mejor que la del modelo original ya que el valor de MolProbity disminuyd. En conjunto
estos parametros indican un modelo de calidad media. Esto puede ser atribuible a las limitantes

que el servidor GalaxyRefine tiene frente a su versién mas actualizada.
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9. CONCLUSIONES

Los disefios multiepitdpicos SARS2_M, SARS2_N y SARS2_S de la vacuna CIB-GIVac tuvieron una
amplia cobertura poblacional y una inmunogenicidad humoral y celular predicha que podria

mantenerse vigente ante las nuevas variantes del SARS CoV 2.

SARS2_S es el disefio que se predice mas antigénico e inmunogénico. Este disefio tiene el
potencial de cubrir a practicamente toda la poblacién mundial con epitopos para células T CD4+
y T CD8+ antigénicos y de alta afinidad a los MHC. También, contiene una gran variedad de
epitopos lineales de células B en regiones de interés como el dominio RBD y el HR2 que tienen
el potencial de inducir la produccién de anticuerpos neutralizantes por su antigenicidad.
Ademas, estos Ultimos evitan los residuos glicosilados de esta proteina, lo que incrementa las
posibilidades de que los anticuerpos generados puedan unirse a la proteina S del SARS-CoV-2 sin
impedimento. Esto indica un alto potencial de generar una respuesta humoral y celular ante el

patégeno.

El disefio SARS2_ N se predice como la segunda construccidn mas antigénica. Tiene el potencial
de cubrir a casi toda la poblacién mundial con epitopos para las células T CD8+ y a mas del 85%

con epitopos para T CD4+.

Tomando en cuenta los resultados de cobertura poblacional por proteina, SARS2_M tiene el
potencial de cubrir a casi toda la poblacion mundial con epitopos T CD8+, aunque su cobertura

con epitopos T CD4+ es de las mas bajas.

SARS2_E es el disefio con las coberturas poblacionales mas bajas, pero son mayores al 60% en
los dos casos. Esto es un indicador de que la metodologia propuesta en este trabajo tiene la
capacidad de aprovechar al maximo las posibles regiones antigénicas de las proteinas

analizadas.

Todos los disefios han mantenido intactos sus porcentajes de cobertura poblacional ante las

nuevas variantes Omicron (BA.2.12.2, BA.2.75, BQ.1 y XBB).
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Los disenos multiepitdpicos basados en las proteinas estructurales del SARS-CoV-2 generados
en esta investigacion predicen una buena respuesta humoral y celular en la poblacién mundial y

tienen potencial de mantenerse vigentes ante el surgimiento de nuevas variantes del virus.

Todas estas construcciones estan disefiadas para poder insertarse en los vectores de expresién
pAlgevir y pBI121. Con esta tecnologia estos disefios podrian producirse en plantas o microalgas
tanto en cultivos individuales como todos en conjunto. Para esto se han disefiado los primers
especificos para PCR punto final y tiempo real. También, se han disefiado péptidos sintéticos
que serviran para la produccién de sueros hiperinmunes a usarse en los ensayos de expresiéon y

cuantificacidn de proteinas.

Los disefios generados estan pensados para funcionar como vacunas individuales o mezclas
conteniendo a todos o algunos de estos. El potencial inmunogénico de cada uno y las mezclas
deberia ser analizado mediante ensayos inmunoldgicos in vivo con parametros de dosis, nimero
de dosis y tiempo generales. Ademas, seria deseable medir la prevalencia de las respuestas
humoral y celular tiempo después de los ensayos. Posteriormente, deberian hacerse ensayos
con diferentes parametros para obtener los mejores esquemas de inmunizacion e identificar
una o varias vacunas candidatas. Idealmente, después estas vacunas deberian ser probadas en

retos infecciosos para verificar la proteccién que proveen.

Ya han sido estandarizados los programas de PCR punto final para la amplificacién de todos los
genes. Se han confirmado por PCR y secuenciacion diferentes cultivos de células de E. coli TOP
10 transformadas con los vectores pBI121 y pAlgevir conteniendo los genes de 3 de las

proteinas disefiadas (SARS2_S, SARS2_N y SARS2_M) (Ver anexos).
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11. ANEXOS

Anexo A. Listas de epitopos finales

Tabla 37. Epitopos para células T CD8+ seleccionados en la proteina E.

Epitopo Posicién  Antigenicidad Toxicidad
VTLAILTALR 29-38 0.8404 No Téxico
VTLAILTAL 29-37 0.614 No Tdxico
TLAILTALR 30-38 0.7223 No Téxico
LAILTALRL 31-39 0.8872 No Tdxico
NIVNVSLVK 45-53 0.931 No Téxico
NVSLVKPSFY 47-57 0.7279 No Tdxico
NVSLVKPSF 47-56 0.6836 No Téxico
VSLVKPSFYVY 48-59 0.616 No Tdxico
VSLVKPSFY 48-57 0.7476 No Téxico
VSLVKPSF 48-56 0.6901 No Tdxico
SLVKPSFYV 49-58 0.414 No Téxico
SLVKPSFY 49-57 0.4174 No Tdxico
LVKPSFYVYSR 50-61 0.6211 No Téxico
LVKPSFYVY 50-59 0.4213 No Tdxico
KPSFYVYSR 52-61 0.974 No Téxico
SFYVYSRVK 54-63 0.8251 No Tdxico
FYVYSRVKNL 55-65 0.8286 No Téxico
YVYSRVKNL 56-65 0.702 No Tdxico
VYSRVKNL 57-65 0.8466 No Toxico
YSRVKNLNSSR 58-69 0.5512 No Tdxico
SRVKNLNSSR 59-69 0.6612 No Téxico
RVKNLNSSRV 60-70 0.8936 No Tdxico
RVKNLNSSR 60-69 0.8998 No Téxico
SSRVPDLLV 67-75 0.5455 No Tdxico
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Tabla 38. Epitopos para células T CD4+ seleccionados en la proteina E.

Epitopo Posicion  Antigenicidad Toxicidad
LVTLAILTALRL 28-39 0.7377 No Téxico
VTLAILTALRLC 29-40 0.6089 No Téxico
VSLVKPSFYVYSRVKNLN 47-66 0.932 No Téxico
SLVKPSFYVYSRVKNLNS 48-67 0.6192 No Téxico
SLVKPSFYVYSRVKNLN 48-66 0.8087 No Téxico
LVKPSFYVYSRVKNLNSS 49-68 0.716 No Téxico
LVKPSFYVYSRVKNLNS 49-67 0.6582 No Téxico
LVKPSFYVYSRVKNLN 49-66 0.8657 No Téxico
LVKPSFYVYSRVKNL 49-65 0.7311 No Téxico
VKPSFYVYSRVKNLNSSR 50-69 0.8946 No Téxico
VKPSFYVYSRVKNLNSS 50-68 1.0211 No Téxico
VKPSFYVYSRVKNLNS 50-67 0.9811 No Téxico
VKPSFYVYSRVKNLN 50-66 1.2319 No Tdxico
VKPSFYVYSRVKNL 50-65 1.1188 No Téxico
KPSFYVYSRVKNLNSSRV 51-70 0.7431 No Tdxico
KPSFYVYSRVKNLNSSR 51-69 0.7509 No Téxico
KPSFYVYSRVKNLNSS 51-68 0.878 No Tdxico
KPSFYVYSRVKNLNS 51-67 0.8229 No Téxico
KPSFYVYSRVKNLN 51-66 1.0831 No Tdxico
KPSFYVYSRVKNL 51-65 0.9472 No Téxico
KPSFYVYSRVKN 51-64 0.9436 No Tdxico
PSFYVYSRVKNLNSSRVP 52-71 0.5796 No Téxico
PSFYVYSRVKNLNSSRV 52-70 0.6651 No Tdxico
PSFYVYSRVKNLNSSR 52-69 0.6667 No Téxico
PSFYVYSRVKNLNSS 52-68 0.7986 No Tdxico
PSFYVYSRVKNLNS 52-67 0.7301 No Téxico
PSFYVYSRVKNLN 52-66 1.0066 No Tdxico
PSFYVYSRVKNL 52-65 0.8491 No Téxico
SFYVYSRVKNLNSSRV 53-70 0.631 No Tdxico
SFYVYSRVKNLNSSR 53-69 0.6291 No Téxico
SFYVYSRVKNLNSS 53-68 0.7713 No Tdxico
SFYVYSRVKNLNS 53-67 0.6919 No Téxico
SFYVYSRVKNLN 53-66 0.9948 No Tdxico
FYVYSRVKNLNSSRVPDL 54-73 0.7442 No Téxico
FYVYSRVKNLNSSRVPD 54-72 0.6007 No Téxico
FYVYSRVKNLNSSRVP 54-71 0.5174 No Téxico
FYVYSRVKNLNSSRV 54-70 0.6103 No Téxico
FYVYSRVKNLNSSR 54-69 0.6062 No Téxico
FYVYSRVKNLNSS 54-68 0.7642 No Téxico
FYVYSRVKNLNS 54-67 0.6751 No Téxico
YVYSRVKNLNSSRVPDLL 55-74 0.6135 No Téxico
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YVYSRVKNLNSSRVPDL
YVYSRVKNLNSSRVPD
YVYSRVKNLNSSRVP
YVYSRVKNLNSSRV
YVYSRVKNLNSSR
YVYSRVKNLNSS
VYSRVKNLNSSRVPDLL
VYSRVKNLNSSRVPDL
VYSRVKNLNSSRVPD
VYSRVKNLNSSRVP
VYSRVKNLNSSR
YSRVKNLNSSRVPDLL
YSRVKNLNSSRVPDL
YSRVKNLNSSRVPD
YSRVKNLNSSRVP
SRVKNLNSSRVPDLL
SRVKNLNSSRVPDL
SRVKNLNSSRVPD
SRVKNLNSSRVP
RVKNLNSSRVPD

55-73
55-72
55-71
55-70
55-69
55-68
56-74
56-73
56-72
56-71
56-69
57-74
57-73
57-72
57-71
58-74
58-73
58-72
58-71
59-72

0.7038
0.5457
0.4492
0.5405
0.5246
0.6906
0.6646
0.7648
0.5993
0.4983
0.5867
0.6644
0.7705
0.5896
0.4745
0.7404
0.8624
0.675
0.5572
0.8416

No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
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Tabla 39. Epitopos para células T CD8+ seleccionados en la proteina M.

Epitopo Posicion  Antigenicidad Toxicidad
NGTITVEELK 5-14 0.9557 No Téxico
GTITVEELKK 6-15 0.7354 No Téxico
GTITVEELK 6-14 1.0976 No Toxico
GTITVEEL 6-13 1.097 No Téxico
ITVEELKKL 8-16 0.4904 No Toxico
FAYANRNRFLY 37-47 0.5547 No Téxico
FAYANRNRFL 37-46 0.666 No Téxico
FAYANRNRF 37-45 0.7785 No Téxico
FAYANRNR 37-44 1.2938 No Téxico
NRNRFLYII 41-49 0.4868 No Tdéxico
NRNRFLYI 41-48 0.6221 No Téxico
FVLAAVYRINW 65-75 1.258 No Téxico
FVLAAVYRI 65-73 0.5136 No Téxico
VLAAVYRINW 66-75 1.1808 No Téxico
LAAVYRINW 67-75 1.4322 No Téxico
AAVYRINW 68-75 1.0625 No Tdéxico
YRINWITGGIA 71-81 1.2743 No Téxico
SYFIASFRL 94-102 0.4821 No Tdéxico
SYFIASFR 94-101 0.479 No Téxico
YFIASFRL 95-102 0.5814 No Tdéxico
ASFRLFARTRSMW 98-110 0.5816 No Téxico
ASFRLFARTR 98-107 0.6237 No Téxico
SFRLFARTR 99-107 0.7038 No Tdxico
FRLFARTRSMW 100-110 0.5033 No Téxico
FRLFARTRSM 100-109 0.4609 No Téxico
RLFARTRSMWSF  101-112 0.5383 No Téxico
LFARTRSMW 102-110 0.856 No Téxico
LFARTRSM 102-109 0.8363 No Téxico
FARTRSMWSF 103-112 0.9202 No Tdxico
ARTRSMWSF 104-112 1.2394 No Téxico
RTRSMWSF 105-112 1.4716 No Téxico
SMWSFNPETNIL  108-119 0.4106 No Téxico
SMWSFNPET 108-116 0.7633 No Téxico
WSFNPETNI 110-118 0.755 No Téxico
SFNPETNILL 11-120 0.4676 No Téxico
SELVIGAVILR 136-146 0.8265 No Téxico
SELVIGAVIL 136-145 0.6521 No Téxico
SELVIGAVI 136-144 0.6409 No Téxico
SELVIGAV 136-143 0.9691 No Téxico
ELVIGAVILR 137-146 0.9998 No Téxico
LVIGAVILR 138-146 1.1027 No Téxico
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LPKEITVA
KEITVATSRTL
EITVATSRTLSY
EITVATSRTL
ITVATSRTLSY
ITVATSRTL
TVATSRTLSYY
TVATSRTLSY
TVATSRTL
VATSRTLSYY
VATSRTLSY
ATSRTLSYYK
ATSRTLSYY
ATSRTLSY
TSRTLSYYK
RTLSYYKLGASQR
SYYKLGASQR
YYKLGASQR
YKLGASQRV
RVAGDSGFAAYSR
VAGDSGFAAY
AGDSGFAAY
DSGFAAYSRYR
DSGFAAYSRY
DSGFAAYSR
SGFAAYSRYR
SGFAAYSRY
GFAAYSRYR
FAAYSRYRI
AAYSRYRI
NTDHSSSSDNIAL
DHSSSSDNIALL
DHSSSSDNIAL
SSDNIALL

164-171
166-176
167-178
167-176
168-178
168-176
169-179
169-178
169-176
170-179
170-178
171-180
171-179
171-178
172-180
174-186
177-186
178-186
179-187
186-198
187-196
188-196
190-200
190-199
190-198
191-200
191-199
192-200
193-201
194-201
207-219
209-220
209-219
213-220

0.5063
0.5818
0.8558
0.6074
0.8622
0.58
0.6582
0.8259
0.4976
0.7297
0.9457
0.4317
0.6108
0.8451
0.4811
0.7034
0.7559
0.9181
0.522
0.533
0.589
0.9095
1.1195
1.0869
1.1733
1.0034
0.9471
1.2734
0.8787
0.6583
0.4648
0.4226
0.4106
0.4351

No Tdéxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
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Tabla 40. Epitopos para células T CD4+ seleccionados en la proteina M.

Epitopo Posicion  Antigenicidad Toxicidad
SNGTITVEELKKL 4-16 0.5137 No tdxico
NGTITVEELKKL 5-16 0.5412 No toxico
FVLAAVYRINWITGGIA 65-81 1.0081 No tdxico
VLAAVYRINWITGGIA 66-81 0.9496 No toxico
VLAAVYRINWITGGI 66-80 0.9478 No tdxico
LAAVYRINWITGGIA 67-81 1.0581 No toxico
LAAVYRINWITGGI 67-80 1.0671 No tdxico
AAVYRINWITGGIA 68-81 0.8848 No toxico
AAVYRINWITGGI 68-80 0.8773 No tdxico
AAVYRINWITGG 68-79 0.8799 No toxico
AVYRINWITGGIA 69-81 0.946 No tdxico
AVYRINWITGGI 69-80 0.9473 No toxico
VYRINWITGGIA 70-81 0.9616 No tdxico
YFIASFRLFARTRSMWSF 95-112 0.5641 No toxico
YFIASFRLFARTRSMW 95-110 0.421 No tdxico
FIASFRLFARTRSMWSF 96-112 0.5614 No toxico
FIASFRLFARTRSMW 96-110 0.4072 No tdxico
IASFRLFARTRSMWSFN 97-113 0.6634 No toxico
IASFRLFARTRSMWSF 97-112 0.629 No tdxico
IASFRLFARTRSMWS 97-111 0.4424 No toxico
IASFRLFARTRSMW 97-110 0.4727 No tdxico
IASFRLFARTRSM 97-109 0.4431 No toxico
IASFRLFARTRS 97-108 0.4473 No tdxico
ASFRLFARTRSMWSF 98-112 0.7304 No toxico
ASFRLFARTRSMWS 98-111 0.5372 No tdxico
ASFRLFARTRSMW 98-110 0.5816 No toxico
ASFRLFARTRSM 98-109 0.5577 No tdxico
SFRLFARTRSMW 99-110 0.6183 No toxico
RSMWSFNPETNIL 107-119 0.457 No tdxico
SELVIGAVILRGH 136-148 0.649 No toxico
SELVIGAVILRG 136-147 0.7605 No tdxico
ELVIGAVILRGH 137-148 0.7605 No toxico
LPKEITVATSRTLSYY 164-179 0.4597 No tdxico
LPKEITVATSRTLSY 164-178 0.54 No toxico
LPKEITVATSRTLS 164-177 0.4228 No téxico
PKEITVATSRTLSYYKLG 165-182 0.7689 No toxico
PKEITVATSRTLSYYKL 165-181 0.59 No téxico
PKEITVATSRTLSYYK 165-180 0.5935 No toxico
PKEITVATSRTLSYY 165-179 0.7003 No téxico
PKEITVATSRTLSY 165-178 0.8084 No toxico
PKEITVATSRTLS 165-177 0.7044 No téxico
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PKEITVATSRTL
KEITVATSRTLSYYK
KEITVATSRTLSYY
KEITVATSRTLSY
KEITVATSRTLS
ATSRTLSYYKLGASQRVA
ATSRTLSYYKLGASQRV
TSRTLSYYKLGASQRVAG
TSRTLSYYKLGASQRVA
TSRTLSYYKLGASQRV
SRTLSYYKLGASQRVA
SRTLSYYKLGASQRV
SRTLSYYKLGASQR
RTLSYYKLGASQRVA
RTLSYYKLGASQRV
RTLSYYKLGASQR
TLSYYKLGASQRVAG
TLSYYKLGASQRVA
TLSYYKLGASQRV
TLSYYKLGASQR
LSYYKLGASQRVAGDSGF
LSYYKLGASQRVAG
LSYYKLGASQRVA
LSYYKLGASQRV
SYYKLGASQRVA
ASQRVAGDSGFAAYSR
SQRVAGDSGFAAYSR
RVAGDSGFAAYSRYRIGN
VAGDSGFAAYSRYRIGNY
VAGDSGFAAYSRYRIGN
VAGDSGFAAYSRYRIG
AGDSGFAAYSRYRIGNYK
AGDSGFAAYSRYRIGNY
AGDSGFAAYSRYRIGN
AGDSGFAAYSRYRIG
GDSGFAAYSRYRIGNYKL
GDSGFAAYSRYRIGNYK
GDSGFAAYSRYRIGNY
GDSGFAAYSRYRIGN
GDSGFAAYSRYRIG
DSGFAAYSRYRIGNYKLN
DSGFAAYSRYRIGNYKL
DSGFAAYSRYRIGNYK

165-176
166-180
166-179
166-178
166-177
171-188
171-187
172-189
172-188
172-187
173-188
173-187
173-186
174-188
174-187
174-186
175-189
175-188
175-187
175-186
176-193
176-189
176-188
176-187
177-188
183-193
184-193
186-203
187-204
187-203
187-202
188-205
188-204
188-203
188-202
189-206
189-205
189-204
189-203
189-202
190-207
190-206
190-205

0.6166
0.5731
0.6861
0.8025
0.6843
0.6107
0.5909
0.4645
0.6398
0.6212
0.578
0.5526
0.7061
0.5644
0.5358
0.7034
0.4376
0.6573
0.6352
0.8331
0.424
0.4264
0.666
0.6421
0.5528
0.479
0.5226
0.5429
0.7097
0.6876
0.7552
0.6982
0.8472
0.8348
0.9205
0.6842
0.7313
0.898
0.89
0.9891
0.7204
0.6463
0.6929

No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
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DSGFAAYSRYRIGNY
DSGFAAYSRYRIGN
DSGFAAYSRYRIG
DSGFAAYSRYRI
SGFAAYSRYRIGNYK
SGFAAYSRYRIGNY
SGFAAYSRYRIGN
SGFAAYSRYRIG
GFAAYSRYRIGN

190-204
190-203
190-202
190-201
191-205
191-204
191-203
191-202
192-203

0.8741
0.8634
0.969
0.9087
0.5817
0.7738
0.7519
0.855
0.8975

No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico
No téxico

Tabla 41. Epitopos para células T CD8+ seleccionados en la proteina N.

Epitopo Posiciéon  Antigenicidad Toxicidad
RPQGLPNNTASW 41-52 0.4563 No Téxico
RPQGLPNNTA 41-50 0.555 No Téxico
RPQGLPNNT 41-49 0.576 No Tdxico
SWFTALTQHGK 51-61 0.413 No Téxico
FTALTQHGK 53-61 0.851 No Téxico
VPINTNSSP 72-80 0.4439 No Téxico
NTNSSPDDQIGYY 75-87 0.6859 No Téxico
NTNSSPDDQIGY 75-86 0.7734 No Téxico
TNSSPDDQIGYY 76-87 0.682 No Téxico
TNSSPDDQIGY 76-86 0.7761 No Téxico
NSSPDDQIGYY 77-87 0.5757 No Téxico
NSSPDDQIGY 77-86 0.663 No Téxico
SSPDDQIGYY 78-87 0.4533 No Téxico
SSPDDQIGY 78-86 0.526 No Téxico
SPDDQIGYY 79-87 0.4863 No Téxico
SPDDQIGY 79-86 0.5569 No Téxico
LSPRWYFYY 104-112 1.2832 No Téxico
SPRWYFYYL 105-113 0.734 No Tdxico
YYLGTGPEAGLPY 111-123 0.4121 No Tdxico
YYLGTGPEAGL 111-121 0.56 No Tdxico
YYLGTGPEA 111-119 0.7969 No Tdxico
QASSRSSSR 181-189 0.8294 No Téxico
RTATKAYNVTQAF 262-274 0.4965 No Tdxico
RTATKAYNV 262-270 0.6395 No Téxico
ATKAYNVTQAF 264-274 0.5521 No Téxico
TKAYNVTQAF 265-274 0.4932 No Téxico
KAYNVTQAF 266-274 0.5669 No Tdxico
AYNVTQAF 267-274 0.514 No Téxico
GRRGPEQTQGNF 275-286 0.898 No Tdxico
RRGPEQTQGNF 276-286 0.5763 No Téxico
RGPEQTQGNF 277-286 0.4929 No Téxico
GPEQTQGNF 278-286 0.7349 No Téxico
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TDYKHWPQI
DYKHWPQIAQF
HWPQIAQF
WPQIAQFAPSASA
WPQIAQFAPSA
WPQIAQFAP
AQFAPSASAFF
AQFAPSASAF
AQFAPSASA
QFAPSASAFF
QFAPSASAF
FAPSASAFFGM
SAFFGMSRI
AFFGMSRIGM
FFGMSRIGM
GMSRIGMEV
MSRIGMEVTPSGTW
MSRIGMEV
SRIGMEVTPSGTW
RIGMEVTPSGTW
IGMEVTPSGTW
GMEVTPSGTW
MEVTPSGTWLTY
MEVTPSGTWL
MEVTPSGTW
EVTPSGTWLTY
EVTPSGTWL
EVTPSGTW
LTYTGAIKL
IKLDDKDPNF
KLDDKDPNFK
KLDDKDPNF
KDPNFKDQV
DPNFKDQVIL
DPNFKDQVI
NFKDQVILL
NFKDQVIL
FKDQVILL
DQVILLNKH
DAYKTFPPTEPK
AYKTFPPTEPK
YKTFPPTEPKK
YKTFPPTEPK
KTFPPTEPKKD
KTFPPTEPKK
KTFPPTEPK

296-304
297-307
300-307
301-313
301-311
301-309
305-315
305-314
305-313
306-315
306-314
307-317
312-320
313-322
314-322
316-324
317-330
317-324
318-330
319-330
320-330
321-330
322-333
322-331
322-330
323-333
323-331
323-330
331-339
337-346
338-347
338-346
342-350
343-352
343-351
345-353
345-352
346-353
348-356
358-369
359-369
360-370
360-369
361-371
361-370
361-369

0.7426
0.6414
0.4161
0.4415
0.4908
0.611
0.4775
0.5986
0.7468
0.419
0.5495
0.488
0.4244
0.9812
0.9199
0.6287
0.8252
0.9671
0.9264
0.9171
0.9722
0.6967
0.7571
0.6342
0.755
0.6364
0.4548
0.5552
0.6524
2.6945
2.1298
2.6591
1.3338
1.551
1.7367
1.1677
1.1403
0.6457
0.5069
0.4302
0.6958
0.7617
0.7633
0.69
0.7657
0.7571

No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdéxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Tdxico
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100

QRQKKQQTV 384-392 0.5602 No Téxico
RQKKQQTVTLL 385-395 0.6819 No Téxico
RQKKQQTVTL 385-394 0.7542 No Tdéxico
RQKKQQTV 385-392 0.6217 No Téxico
QKKQQTVTLL 386-395 0.8129 No Tdéxico
QKKQQTVTL 386-394 0.9285 No Téxico
KKQQTVTLL 387-395 0.7709 No Tdéxico
KKQQTVTL 387-394 0.8972 No Téxico
KQQTVTLLP 388-396 0.8116 No Tdéxico
KQQTVTLL 388-395 0.6199 No Téxico
QTVTLLPAA 390-398 0.6871 No Toxico

Tabla 42. Epitopos para células T CD4+ seleccionados en la proteina N.

Epitopo Posiciéon  Antigenicidad Toxicidad
SWFTALTQHGKE 51-62 0.4008 No Toéxico
QGVPINTNSSPDDQIG 70-85 0.6303 No Toéxico
QGVPINTNSSPDDAQI 70-84 0.4461 No Téxico
GVPINTNSSPDDQIGY 71-86 0.5959 No Téxico
GVPINTNSSPDDQIG 71-85 0.5606 No Téxico
GVPINTNSSPDDQ 71-83 0.5195 No Toxico
VPINTNSSPDDQ 72-83 0.4834 No Toxico
LSPRWYFYYLGTGPEAGL 104-121 1.0484 No Téxico
LSPRWYFYYLGTGPEAG 104-120 1.1414 No Téxico
LSPRWYFYYLGTGPEA 104-119 1.2052 No Téxico
SPRWYFYYLGTGPEAGLP 105-122 0.6261 No Toxico
SPRWYFYYLGTGPEAGL 105-121 0.7518 No Toxico
SPRWYFYYLGTGPEAG 105-120 0.8315 No Toxico
SPRWYFYYLGTGPEA 105-119 0.8767 No Toxico
SPRWYFYYLGTGPE 105-118 0.9616 No Tdxico
PRWYFYYLGTGPEAGLPY 106-123 0.5979 No Tdxico
PRWYFYYLGTGPEAGLP 106-122 0.5888 No Tdxico
PRWYFYYLGTGPEAGL 106-121 0.7219 No Tdxico
PRWYFYYLGTGPEAG 106-120 0.8083 No Tdxico
PRWYFYYLGTGPEA 106-119 0.8577 No Tdxico
PRWYFYYLGTGPE 106-118 0.9516 No Tdxico
RWYFYYLGTGPEAGLPYG 107-124 0.573 No Tdxico
RWYFYYLGTGPEAGLPY 107-123 0.6129 No Toxico
RWYFYYLGTGPEAGLP 107-122 0.6049 No Téxico
RWYFYYLGTGPEAGL 107-121 0.7505 No Téxico
RWYFYYLGTGPEAG 107-120 0.8502 No Toxico
RWYFYYLGTGPEA 107-119 0.911 No Toxico
RWYFYYLGTGPE 107-118 1.0237 No Toxico
WYFYYLGTGPEAGLP 108-122 0.7188 No Toxico
WYFYYLGTGPEAGL 108-121 0.8873 No Toxico

WYFYYLGTGPEAG 108-120 1.0132 No Téxico



WYFYYLGTGPEA
YFYYLGTGPEAGLPYGAN
YFYYLGTGPEAGL
YFYYLGTGPEAG
FYYLGTGPEAGLPYGAN
FYYLGTGPEAGLPYGA
PRQKRTATKAYNVTQAFG
PRQKRTATKAYNVTQAF
PRQKRTATKAYNVTQA
PRQKRTATKAYNVTQ
PRQKRTATKAYNVT
PRQKRTATKAYNV
PRQKRTATKAYN
RQKRTATKAYNVTQAFG
RQKRTATKAYNVTQAF
RQKRTATKAYNVTQA
RQKRTATKAYNVTQ
RQKRTATKAYNVT
RQKRTATKAYNV
QKRTATKAYNVTQA
QKRTATKAYNVT
KRTATKAYNVTQAFGRRG
KRTATKAYNVTQA
RTATKAYNVTQAFGRRGP
RTATKAYNVTQAFGRRG
TATKAYNVTQAFGRRGPE
TATKAYNVTQAFGRRGP
TATKAYNVTQAFGRRG
ATKAYNVTQAFGRRGPEQ
ATKAYNVTQAFGRRGPE
ATKAYNVTQAFGRRGP
ATKAYNVTQAFGRRG
TKAYNVTQAFGRRGPEQT
TKAYNVTQAFGRRGPEQ
TKAYNVTQAFGRRGPE
TKAYNVTQAFGRRGP
TKAYNVTQAFGRRG
KAYNVTQAFGRRGPEQTQ
KAYNVTQAFGRRGPEQT
KAYNVTQAFGRRGPEQ
KAYNVTQAFGRRGPE
KAYNVTQAFGRRGP
KAYNVTQAFGRRG
AYNVTQAFGRRGPE
AYNVTQAFGRRGP
AYNVTQAFGRRG

108-119
109-126
109-121
109-120
110-126
110-125
258-275
258-274
258-273
258-272
258-271
258-270
258-269
259-275
259-274
259-273
259-272
259-271
259-270
260-273
260-271
261-278
261-273
262-279
262-278
263-280
263-279
263-278
264-281
264-280
264-279
261-278
262-282
262-281
262-280
262-279
262-278
263-283
263-282
263-281
263-280
263-279
263-278
264-280
264-279
264-278

1.1004
0.4941
0.7502
0.8791
0.4747
0.4724
0.4021
0.4552
0.5641
0.4981
0.5955
0.4904
0.4178
0.4498
0.5112
0.6318
0.5638
0.6739
0.5657
0.4767
0.4832
0.5342
0.4389
0.5877
0.6601
0.5899
0.6061
0.6846
0.4556
0.6097
0.6281
0.7146
0.4413
0.4181
0.5816
0.5975
0.6877
0.5415
0.4542
0.4307
0.6104
0.6296
0.7317
0.5798
0.595
0.7025

No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
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GPEQTQGNFGDQELIRQ
PEQTQGNFGDQELIRQ
PEQTQGNFGDQELIR
EQTQGNFGDQELIRQ
EQTQGNFGDQELIR
WPQIAQFAPSASAFFGMS
PQIAQFAPSASAFFGMS
PQIAQFAPSASAFFGM
QIAQFAPSASAFFGMS
QIAQFAPSASAFFGM
AQFAPSASAFFGMS
AQFAPSASAFFGM
AQFAPSASAFFG
APSASAFFGMSRIGMEVT
APSASAFFGMSRIGMEV
APSASAFFGMSRIGME
PSASAFFGMSRIGMEVTP
PSASAFFGMSRIGMEVT
PSASAFFGMSRIGMEV
PSASAFFGMSRIGME
SASAFFGMSRIGMEVTP
SASAFFGMSRIGMEVT
SASAFFGMSRIGMEV
SASAFFGMSRIGME
ASAFFGMSRIGMEVTP
ASAFFGMSRIGMEVT
ASAFFGMSRIGMEV
ASAFFGMSRIGME
ASAFFGMSRIGM
SAFFGMSRIGMEVT
SAFFGMSRIGMEV
SAFFGMSRIGME
GMSRIGMEVTPSGTW
GMSRIGMEVTPSGT
MSRIGMEVTPSGTW
MSRIGMEVTPSGT
SRIGMEVTPSGTW
SRIGMEVTPSGT
EVTPSGTWLTYTGAIKLD
EVTPSGTWLTYTGAIKL
VTPSGTWLTYTGAIKLDD
VTPSGTWLTYTGAIKLD
VTPSGTWLTYTGAIKL
TPSGTWLTYTGAIKLDDK
TPSGTWLTYTGAIKLDD
PSGTWLTYTGAIKLDDKD

278-294
279-294
279-293
280-294
280-293
301-318
302-318
302-317
303-318
303-317
305-318
305-317
305-316
308-325
308-324
308-323
309-326
309-325
309-324
309-323
310-326
310-325
310-324
310-323
311-326
311-325
311-324
311-323
311-322
312-325
312-324
312-323
316-330
316-329
317-330
317-329
318-330
318-329
323-340
323-339
324-341
324-340
324-339
325-342
325-341
326-343

0.5705
0.558
0.627

0.6565

0.7417

0.4822

0.4663

0.4144

0.4602

0.4032

0.6688

0.6207

0.5066

0.7431

0.5903

0.6112

0.8585

0.7776

0.6161

0.6408

0.9123

0.8291

0.6584

0.6882

0.9486
0.862

0.6795

0.7144

0.7097

0.9543

0.7641

0.8127

0.6835
0.893

0.8252

1.0712

0.9264

1.21

0.6186
0.603

0.5608
0.469

0.4404
0.758

0.4711

0.9364

No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
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PSGTWLTYTGAIKLDDK
PSGTWLTYTGAIKLDD
SGTWLTYTGAIKLDDKDP
SGTWLTYTGAIKLDDKD
SGTWLTYTGAIKLDDK
SGTWLTYTGAIKLDD
SGTWLTYTGAIKLD
SGTWLTYTGAIKL
GTWLTYTGAIKLDDKDPN
GTWLTYTGAIKLDDKDP
GTWLTYTGAIKLDDKD
GTWLTYTGAIKLDDK
GTWLTYTGAIKLDD
GTWLTYTGAIKLD
GTWLTYTGAIKL
TWLTYTGAIKLDDKDPNF
TWLTYTGAIKLDDKDPN
TWLTYTGAIKLDDKDP
TWLTYTGAIKLDDKD
TWLTYTGAIKLDDK
TWLTYTGAIKLDD
TWLTYTGAIKLD
WLTYTGAIKLDDKDPNFK
WLTYTGAIKLDDKDPNF
WLTYTGAIKLDDKDPN
WLTYTGAIKLDDKDP
WLTYTGAIKLDDKD
WLTYTGAIKLDDK
WLTYTGAIKLDD
LTYTGAIKLDDKDPNFKD
LTYTGAIKLDDKDPNFK
LTYTGAIKLDDKDPNF
LTYTGAIKLDDKDPN
LTYTGAIKLDDK
TYTGAIKLDDKDPNFKDQ
TYTGAIKLDDKDPNFKD
TYTGAIKLDDKDPNFK
TYTGAIKLDDKDPNF
TYTGAIKLDDKDPN
YTGAIKLDDKDPNFKDQV
YTGAIKLDDKDPNFKDQ
YTGAIKLDDKDPNFKD
YTGAIKLDDKDPNFK
YTGAIKLDDKDPNF
YTGAIKLDDKDPN
TGAIKLDDKDPNFKDQVI

326-342
326-341
327-344
327-343
327-342
327-341
327-340
327-339
328-345
328-344
328-343
328-342
328-341
328-340
328-339
329-346
329-345
329-344
329-343
329-342
329-341
329-340
330-347
330-346
330-345
330-344
330-343
330-342
330-341
331-348
331-347
331-346
331-345
331-342
332-349
332-348
332-347
332-346
332-345
333-350
333-349
333-348
333-347
333-346
333-345
334-351

0.7717
0.4631
1.0942
1.1073
0.9425
0.6215
0.5069
0.4749
1.1685
1.1493
1.1681
0.9934
0.646
0.5191
0.483
1.4926
1.2307
1.2148
1.2416
1.0566
0.6787
0.5375
1.4415
1.5679
1.2914
1.2787
1.3139
1.1147
0.6967
1.656
1.6031
1.7537
1.4693
1.3268
1.6068
1.5973
1.5361
1.6988
1.386
1.4556
1.6794
1.674
1.6136
1.8035
1.4717
1.5529

No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
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TGAIKLDDKDPNFKDQV
TGAIKLDDKDPNFKDQ
TGAIKLDDKDPNFKD
TGAIKLDDKDPNFK
TGAIKLDDKDPNF
TGAIKLDDKDPN
GAIKLDDKDPNFKDQVIL
GAIKLDDKDPNFKDQVI
GAIKLDDKDPNFKDQV
GAIKLDDKDPNFKDQ
GAIKLDDKDPNFKD
GAIKLDDKDPNFK
GAIKLDDKDPNF
AIKLDDKDPNFKDQV
AIKLDDKDPNFKDQ
AIKLDDKDPNFKD
AIKLDDKDPNFK
LDDKDPNFKDQVILLNKH
DDKDPNFKDQVILLNKHI
DDKDPNFKDQVILLNKH
DKDPNFKDQVILLNKHID
DKDPNFKDQVILLNKHI
DKDPNFKDQVILLNKH
DKDPNFKDQVILLNK
KDPNFKDQVILLNKHIDA
KDPNFKDQVILLNKHID
KDPNFKDQVILLNKHI
KDPNFKDQVILLNKH
KDPNFKDQVILLNK
DPNFKDQVILLNKHIDA
DPNFKDQVILLNKHID
DPNFKDQVILLNKHI
DPNFKDQVILLNKH
DPNFKDQVILLNK
DPNFKDQVILLN
PNFKDQVILLNKHIDAYK
PNFKDQVILLNKHIDAY
PNFKDQVILLNKHIDA
PNFKDQVILLNKHI
PNFKDQVILLNKH
PNFKDQVILLNK
NFKDQVILLNKHIDAYKT
NFKDQVILLNKHIDAY
NFKDQVILLNKHIDA
FKDQVILLNKHIDA
KDQVILLNKHIDA

334-350
334-349
334-348
334-347
334-346
334-345
335-352
335-351
335-350
335-349
335-348
335-347
335-346
336-350
336-349
336-348
336-347
339-356
340-357
340-356
341-358
341-357
341-356
341-355
342-359
342-358
342-357
342-356
342-355
343-359
343-358
343-357
343-356
343-355
343-354
344-361
344-360
344-359
344-357
344-356
344-355
345-362
345-360
345-359
346-359
347-359

1.5922
1.8438
1.8513
1.801
2.0364
1.6967
1.5303
1.6128
1.6587
1.9373
1.9535
1.908
2.1926
1.7616
2.074
2.103
2.0658
1.3256
1.0582
1.1991
1.0339
0.982
1.1285
1.1508
0.9275
1.0343
0.9792
1.1376
1.1626
1.029
1.1532
1.1072
1.2954
1.3437
1.3832
0.4894
0.6763
0.8664
0.9263
1.1181
1.1559
0.4646
0.5719
0.7693
0.4584
0.4381

No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
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KDQVILLNKHID 347-358 0.5548 No Téxico
KHIDAYKTFPPTEPKKD 355-371 0.402 No Téxico
KHIDAYKTFPPTEPKK 355-370 0.4118 No Téxico
HIDAYKTFPPTEPKK 356-370 0.4004 No Téxico
QRQKKQQTVTLLPAAD 384-399 0.6161 No Téxico
QRQKKQQTVTLLPAA 384-398 0.6824 No Téxico
RQKKQQTVTLLPAAD 385-399 0.6555 No Téxico
RQKKQQTVTLLPAA 385-398 0.7312 No Téxico
QKKQQTVTLLPAAD 386-399 0.7176 No Téxico
QKKQQTVTLLPAA 386-398 0.8106 No Téxico
QKKQQTVTLLPA 386-397 0.8434 No Téxico
KKQQTVTLLPAAD 387-399 0.6767 No Téxico
KKQQTVTLLPAA 387-398 0.7764 No Téxico
KQQTVTLLPAAD 388-399 0.5778 No Téxico

Tabla 43. Epitopos para células T CD8+ seleccionados en la proteina S.

Epitopo Posicion  Antigenicidad Toxicidad
AYYVGYLQPRTF 264-275 0.8536 No Toéxico
AYYVGYLQPR 264-273 1.3309 No Toéxico
YYVGYLQPRTFLL 265-277 0.6995 No Téxico
YYVGYLQPRTF 265-275 0.8985 No Téxico
YYVGYLQPR 265-273 1.4692 No Téxico
YVGYLQPRTFL 266-276 0.6882 No Téxico
YVGYLQPRTF 266-275 1.0511 No Téxico
VGYLQPRTFL 267-276 0.797 No Toxico
VGYLQPRTF 267-275 1.2441 No Toxico
GYLQPRTFLL 268-277 0.7535 No Toxico
GYLQPRTFL 268-276 0.6082 No Toxico
GYLQPRTF 268-275 1.1451 No Toxico
YLQPRTFLL 269-277 0.4532 No Toxico
LQPRTFLL 270-277 0.6653 No Toxico
EKGIYQTSNFR 309-319 0.4125 No Toxico
GIYQTSNFR 311-319 0.538 No Toéxico
FRVQPTESI 318-326 0.9396 No Téxico
RVQPTESIV 319-327 0.599 No Téxico
ASVYAWNRKR 348-357 0.6453 No Toéxico
ASVYAWNRK 348-356 0.5788 No Toxico
SVYAWNRKR 349-357 0.765 No Toxico
VYAWNRKRI 350-358 0.5003 No Toxico
KCYGVSPTK 378-386 1.4199 No Toxico
CYGVSPTKL 379-387 1.4263 No Toxico
YGVSPTKL 380-387 1.4986 No Toxico
GVSPTKLNDL 381-390 1.6525 No Toéxico
VSPTKLNDL 382-390 1.461 No Toxico

SPTKLNDLCF 383-392 2.2412 No Téxico



SPTKLNDL 383-390
FRKSNLKPF 456-464
RKSNLKPFER 457-466
KSNLKPFER 458-466
DIADTTDAVR 568-577
DIADTTDAV 568-576
IADTTDAV 569-576
AVRDPQTLEIL 575-585
AVRDPQTLEI 575-584
VRDPQTLEIL 576-585
VRDPQTLEI 576-584
RDPQTLEIL 577-585
RDPQTLEI 577-584
LEILDITPC 582-590
EILDITPCSF 583-592
ILDITPCSF 584-592
LDITPCSF 585-592
VAIHADQLTPTW 622-633
HADQLTPTWRVY 625-636
HADQLTPTWR 625-634
ADQLTPTWRV 626-635
ADQLTPTW 626-633
DQLTPTWRVY 627-636
DQLTPTWRV 627-635
QLTPTWRVY 628-636
TPTWRVYST 630-638
STGSNVFQTR 637-646
TGSNVFQTR 638-646
YTMSLGAENSVAY 695-707
TMSLGAENSVAY 696-707
MSLGAENSVAY 697-707
SLGAENSVAY 698-707
LGAENSVAY 699-707
TEILPVSMTK 724-733
TEILPVSMT 724-732
TEILPVSM 724-731
EILPVSMTK 725-733
LPVSMTKTSV 727-736
LPVSMTKTS 727-735
VSMTKTSV 729-736
QSAPHGVVFLHVTY 1054-1067
APHGVVFLHVTY 1056-1067
APHGVVFLHVT 1056-1066
HGVVFLHVTY 1058-1067
GVVFLHVTY 1059-1067
VVFLHVTYV 1060-1068

1.0358
0.628
0.8187
0.949
0.8147
1.0904
0.7546
0.5643
0.7083
0.5446
0.7025
0.7101
0.9248
1.639
1.2698
1.1835
1.6304
0.4051
0.4457
0.6323
0.5883
0.4563
0.6489
0.7445
1.2119
0.4605
0.5411
0.6003
0.5713
0.5896
0.7925
0.6175
0.4173
1.416
1.5697
1.2728
1.6842
1.2574
1.555
1.2114
0.8073
0.8472
0.7233
0.9811
1.4104
1.5122

No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico

106



107

VVFLHVTY 1060-1067 1.4573 No Téxico
TVYDPLQPEL 1136-1145 0.4913 No Téxico
VYDPLQPEL 1137-1145 0.4525 No Téxico
VYDPLQPE 1137-1144 0.5148 No Téxico
YDPLQPEL 1138-1145 0.8519 No Téxico
DEDDSEPVL 1257-1265 0.5104 No Téxico
DSEPVLKGVKLHY 1260-1272 1.2964 No Téxico
DSEPVLKGV 1260-1268 1.1314 No Téxico
SEPVLKGVKLHY 1261-1272 1.1738 No Téxico
SEPVLKGVKL 1261-1270 1.0654 No Téxico
SEPVLKGV 1261-1268 0.8877 No Téxico
EPVLKGVKLHY 1262-1272 1.3073 No Téxico
EPVLKGVKL 1262-1270 1.2301 No Téxico
VLKGVKLHY 1264-1272 1.2378 No Téxico

Tabla 44. Epitopos para células T CD4+ seleccionados en la proteina S.

Epitopo Posiciébn  Antigenicidad Toxicidad
VEKGIYQTSNFRVQPTES 308-325 0.7311 No Téxico
VEKGIYQTSNFRVQPTE 308-324 0.8296 No Téxico
VEKGIYQTSNFRVQPT 308-323 0.8907 No Téxico
VEKGIYQTSNFRVQP 308-322 0.7959 No Téxico
VEKGIYQTSNFRVQ 308-321 0.5508 No Téxico
EKGIYQTSNFRVQPTESI 309-326 0.6643 No Téxico
EKGIYQTSNFRVQPTES 309-325 0.749 No Toéxico
EKGIYQTSNFRVQPTE 309-324 0.8559 No Téxico
EKGIYQTSNFRVQPT 309-323 0.9243 No Téxico
EKGIYQTSNFRVQP 309-322 0.8229 No Téxico
EKGIYQTSNFRVQ 309-321 0.5544 No Téxico
KGIYQTSNFRVQPTESIV 310-327 0.6139 No Téxico
KGIYQTSNFRVQPTESI 310-326 0.6741 No Téxico
KGIYQTSNFRVQPTES 310-325 0.7664 No Téxico
KGIYQTSNFRVQPTE 310-324 0.8838 No Téxico
KGIYQTSNFRVQPT 310-323 0.962 No Téxico
KGIYQTSNFRVQP 310-322 0.8542 No Téxico
KGIYQTSNFRVQ 310-321 0.559 No Téxico
GIYQTSNFRVQPTESIVR 311-328 0.4574 No Téxico
GIYQTSNFRVQPTESIV 311-327 0.6888 No Téxico
GIYQTSNFRVQPTESI 311-326 0.7593 No Téxico
GIYQTSNFRVQPTES 311-325 0.8668 No Téxico
GIYQTSNFRVQPTE 311-324 1.0038 No Téxico
GIYQTSNFRVQPT 311-323 1.1031 No Téxico
GIYQTSNFRVQP 311-322 0.9986 No Téxico

IYQTSNFRVQPTESIVR 312-328 0.4239 No Téxico



IYQTSNFRVQPTESIV
IYQTSNFRVQPTE
IYQTSNFRVQPT

YQTSNFRVQPTESIVR

YQTSNFRVQPTESIV
QTSNFRVQPTESIVR
QTSNFRVQPTESIV
QTSNFRVQPTESI
TSNFRVQPTESIVR
TSNFRVQPTESIV
TSNFRVQPTESI
SNFRVQPTESIVR
SNFRVQPTESIV
NFRVQPTESIVR
FASVYAWNRKRISN
FASVYAWNRKRIS
ASVYAWNRKRISN
ASVYAWNRKRIS
SVYAWNRKRISN
RKSNLKPFERDISTEI
RKSNLKPFERDISTE
KSNLKPFERDISTEI
KSNLKPFERDISTE
KSNLKPFERDIST
KSNLKPFERDIS
NLKPFERDISTEI
NLKPFERDISTE
DIADTTDAVRDPQT
DIADTTDAVRDPQ
DIADTTDAVRDP
VRDPQTLEILDITP

QLTPTWRVYSTGSNVFQT
QLTPTWRVYSTGSNVFQ
QLTPTWRVYSTGSNVF
LTPTWRVYSTGSNVFQTR
LTPTWRVYSTGSNVFQT
LTPTWRVYSTGSNVFQ

LTPTWRVYSTGSNVF

TPTWRVYSTGSNVFQTRA
TPTWRVYSTGSNVFQTR

TPTWRVYSTGSNV

PTWRVYSTGSNVFQTRA
PTWRVYSTGSNVFQTR

312-327
312-324
312-323
313-328
313-327
314-328
314-327
314-326
315-328
315-327
315-316
316-328
316-327
317-328
347-360
347-359
348-360
348-359
349-360
457-472
457-471
458-472
458-471
458-470
458-469
460-472
460-471
568-581
568-580
568-579
576-589
628-645
628-644
628-643
629-646
629-645
629-644
629-643
630-647
630-646
630-642
631-647
631-646

0.6706
1.0141
1.1283
0.4863
0.7563
0.4885
0.7811
0.8779
0.4901
0.813
0.9265
0.4991
0.8573
0.6511
0.4597
0.5876
0.4355
0.5771
0.4858
0.4298
0.4847
0.4014
0.4643
0.444
0.7736
0.4346
0.5155
0.5256
0.6991
0.6079
1.4571
0.6238
0.6086
0.6678
0.7438
0.5474
0.5257
0.5831
0.4094
0.4218
0.4207
0.4637
0.4819

No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
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PTWRVYSTGSNV
TWRVYSTGSNVFQTRA
TWRVYSTGSNVFQTR
WRVYSTGSNVFQTRA
WRVYSTGSNVFQTR
FGGFNFSQILPDPSKPSK
FGGFNFSQILPDPSKPS
FGGFNFSQILPDPSK
FGGFNFSQILPDPS
FGGFNFSQILPDP
FGGFNFSQILPD
GGFNFSQILPDPSKPSKR
GGFNFSQILPDPS
GGFNFSQILPDP
GFNFSQILPDPSKPSKRS
GFNFSQILPDPSKPSKR
GFNFSQILPDPS
FNFSQILPDPSKPSKRS
FNFSQILPDPSKPSKR
NFSQILPDPSKPSKRS
SQILPDPSKPSKRS
QILPDPSKPSKRS
QSAPHGVVFLHVT
SCCKFDEDDSEPVLKGVK
SCCKFDEDDSEPVLKGV
SCCKFDEDDSEPVLKG
CCKFDEDDSEPVLKGVK
CCKFDEDDSEPVLKGV
CCKFDEDDSEPVLKG
CCKFDEDDSEPV
CKFDEDDSEPVLKGVKL
CKFDEDDSEPVLKGVK
CKFDEDDSEPVLKGV
KFDEDDSEPVLKGVKL
KFDEDDSEPVLKGVK
KFDEDDSEPVLKGV
KFDEDDSEPVLKG

631-642
632-647
632-646
633-647
633-646
797-814
797-813
797-811
797-810
797-809
797-808
798-815
798-810
798-809
799-816
799-815
799-810
800-816
800-815
801-816
803-816
804-816
1054-1066
1252-1269
1252-1268
1252-1267
1253-1269
1253-1268
1253-1267
1253-1264
1254-1270
1254-1269
1254-1268
1255-1270
1255-1269
1255-1268
1255-1267

0.5085
0.4092
0.4253
0.4133
0.4314
0.4125
0.4125
0.4404
0.5927
0.6564
0.6291
0.5239
0.5553
0.6221
0.6974
0.5358
0.5713
0.7043
0.5304
0.505
0.4761
0.5265
0.7062
0.5409
0.482
0.4347
0.6515
0.5963
0.5557
0.4603
0.5995
0.5198
0.4486
0.7015
0.6236
0.5556
0.5066

No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
No Téxico
Toxico
No Téxico
No Téxico
Toéxico
Toxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Tdxico
No Téxico
No Téxico
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Tabla 45. Epitopos para células B sugeridos por al menos dos programas que contienen el
residuo T376 en la proteina S.

Posicion Epitopo BepZI.F())red IEDB iBCE-EL FBC(;I;ED Anti;/earll(i)t:idad Esc:(remsdliddtzs(%)
376-387 TFKCYGVSPTKL v v 0.85 - 1.4293 50.00
376-388 TFKCYGVSPTKLN v v 0.85 - 1.529 46.15
376-389 TFKCYGVSPTKLND v v 0.85 - 1.4312 42.86
376-390 TFKCYGVSPTKLNDL v v 0.85 - 1.4626 46.67
376-391 TFKCYGVSPTKLNDLC v v 0.85 - 1.6787 50.00
376-392 TFKCYGVSPTKLNDLCF' v v 0.85 - 1.9808 52.94
376-393 TFKCYGVSPTKLNDLCFT v v 0.85 - 2.0228 50.00

Nota: ' Epitopo que no cumple el criterio de porcentaje de residuos escondidos

Anexo B. Construccion genética en los vectores pAlgevir y pBI121 y clonacion

Los genes sintéticos enviados por la compafiia Gene Universal, se insertaron en los vectores
pAlgevir y pBI121 basandose en la metodologia de Marquez-Escobar et al. (2018).
Primeramente, células de E. coli previamente transformadas con otros constructos del vector
pAlgevir y pBI121 se cultivaron en medio agar LB con 50 mg/L de kanamicina a 37°C por 24hrs.
Las colonias aisladas se pasaron a medio liquido LB con 50 mg/L de kanamicina y se incubaron a
37°C por 24 h. Se realizd la extraccion de ADN plasmidico con el kit de extraccién de ADN
PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (K210011 Invitrogen), siguiendo la metodologia del
fabricante. Para corroborar la calidad de las extracciones se realizdé una electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% a 120 V por 30 min y observado en el fotodocumentador Gel Doc® EZ Imager de

BioRad.

Posteriormente, se realizd la digestion con las enzimas de digestién Smal (No. Catalogo:
R0141S) y BamHI (R01361S) de New England Biolabs (NEB) para el vector pAlgevir y con Smal y
Sacl-HF (R3156M NEB) para el vector pBI121. Para pAlgevir se realizé la digestiéon con 400 ug de
ADN plasmidico, 2 pyL de buffer Cutsmart (B7204S NEB), 0.4 uL (8 U) de enzima Smal y aforado a
20 pL con agua estéril. La reaccion se incubd por 15min a temperatura ambiente y se inactivo la
enzima a 65°C por 20 min. Posteriormente, se afiadid la misma cantidad de enzima BamHl y se

incubd a 37°C por 15 min. Para el vector pBI121 se afiadid 0.1 pL de las enzimas Sacl-HF y Smal y
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la reaccidn se incubd a temperatura ambiente por 15 min y luego a 37°C por 15 min. Se verificé
el correcto corte con una electroforesis en gel de agarosa al 1.5% a 120 V por 30 min con el
marcador de 1Kb Plus ADN (10787-018 Invitrogen), con el buffer de carga Gel Loding Dye Purple
(6x) (B7024S NB) y observado en el Gel Doc® EZ Imager de BioRad. Una vez comprobada la
correcta digestion, se procedio a realizar el corte de la banda correspondiente al vector pAlgevir
(<17,000 pb) y pBI121 (<14,000 pb) con la ayuda de un transiluminador y bisturi. El gel
recuperado fue purificado con el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (A9281 Promega)
siguiendo las instrucciones del fabricante y recuperando 40uL de ADN diluido en el buffer de
elucion. Finalmente, se corrobord la purificacién con una electroforesis de calidad comparando
la muestra obtenida con ADN del mismo vector sin digerir en un gel de agarosa al 1.5% a 120V

por 30min.

Los genes sintéticos se recibieron dentro del vector pUC57. Se resuspendieron en 10 uL de agua
estéril. Para la propagaciéon de los genes sintéticos se transformaron células competentes de E.
coli TOP10 (Invitrogen™ C404010), Para esto se tomaron 3 uL de la suspension de cada gen para
insertarse en las células de E. coli por choque térmico. Los genes se afiadieron a tubos con las
células de E. coli conservadas en glicerol a -80°C, previamente descongeladas en bafio de hielo.
La mezcla se incubd por 15 min en bafo de hielo, luego por 1 min a 42°C y finalmente se incubd
10min mas en el bafio de hielo. A esto se le afiadieron 500 pL de caldo LB y se incub6é a 37°Cy
150 rpm por 4hrs. Las células transformadas se sembraron en medio agar LB con 50mg/mL de
ampicilina y se incubaron a 37°C por 24 h; las colonias resistentes se propagaron en medio LB
liqguido con 50 mg/L de ampicilina y se incubaron a 37°Cy 150 rpm por 24 h. El ADN plasmidico
de las células de E. coli se extrajo con el kit ADN PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (K210011
Invitrogen) siguiendo las instrucciones del fabricante y se realizé una electroforesis en gel de
agarosa al 1.2% para corroborar la calidad. EI ADN plasmidico se digirio, y se corroboré la
digestion con una electroforesis en gel de agarosa al 1.2% a 120 V por 30 min y observando la
banda del gen de interés en el fotodocumentador Gel Doc® EZ Imager de BioRad.
Posteriormente se recuperd la banda correspondiente a cada gen y se purificd con los mismos
procedimientos previos para la obtencién de los vectores pAlgevir (Fig. 21) y pBI121 (Fig. 22),

pero con la mitad del volumen de reaccién (10 pL).
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759 pb

657 pb 999 pb

333pb

Figura 21. Digestion genes CIB-GIVac en pUC57 de células E. coli TOP 10 transformadas para su
insercién en pAlgevir. Tamafio de fragmentos: SARS2_E = 333pb; SARS2_M = 657pb; SARS2_N =
759pb; SARS2_S = 999pb. Carril 1: Marcador 100pb; Carril 2: SARS2_E; Carril 4: SARS2_M; Carril
6: SARS2_N; Carril 8: Mezcla de reaccién 1; Carril 9: Marcador 100pb; Carril 10: SARS2_S; Carril

11: Mezcla de reaccion 2.
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Figura 22. Digestion genes CIB-GIVac en pUC57 de células de E. coli TOP 10 transformadas para
su insercion en pBI121. Tamafio de fragmentos: SARS2_E = 333pb; SARS2_M = 657pb; SARS2_N
= 759pb; SARS2_S = 999pb. Carril 1: Marcador 100pb; Carril 2: Mezcla de reacciénl; Carril 3:
SARS2_M; Carril 4: SARS2_N; Carril 5: Marcador 100pb; Carril 6: Mezcla de reaccion 2; Carril 7:
SARS2_E; Carril 8: SARS2_S.

La reaccidn de ligacidn de los vectores con los genes obtenidos se realizdé usando una relacién
2:1 (gen:vector), con 2 uL de buffer para ligasa (B0202S NEB) 0.5 uL de enzima Hi-T4® DNA
Ligase (M2622L NEB) y un volumen final de 10 uL con agua libre de endonucleasas (R0581
ThermoFisher Scientific), por 24 h a 4°C. La transformacion de células competentes de E. coli se
realizé siguiendo la misma metodologia usada para la propagacién de los genes sintéticos en

pUC57, pero con la totalidad del volumen de la reaccion de ligacion.

El ADN plasmidico de las células de E. coli TOP 10 transformadas se extrajo con el kit ADN
PureLink® Quick Plasmid Miniprep Kit (K210011 Invitrogen) siguiendo las instrucciones del
fabricante y se realizé una electroforesis en gel de agarosa al 1.2% para corroborar la calidad
(Fig. 23). Las clonas recombinantes se detectaron por PCR usando los primers especificos
previamente disefiados. Las mezclas de reaccidn se realizaron con 2.5 plL de buffer 10X PCR Rxn

(EDWB1 Invitrogen), 1.5 uL de MgCl2 25mM (Y02016b Invitrogen), 0.6 uL de cada primer
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especifico (1.2 uL total), 0.25 puL de Platinum® Tag DNA Polymerase (10966-018 Invitrogen), 0.5
puL de dNTPs 10 mM (100004893 Invitrogen), 100 ng de ADN y se aford a 25 L con agua libre de
endonucleasas (R0581 ThermoFisher Scientific). Se estandarizé el programa de PCR con los
siguientes parametros: (1) desnaturalizacion inicial de 5 min a 94°C, (2) 35 ciclos de 30 s de
desnaturalizacién a 94°C, 40 s de alineamiento a 57°C y 50s de elongacion a 72°Cy (3) 5 min de
elongacion final a 72°C. Finalmente, la amplificacion se corrobord con una electroforesis en un
gel de agarosa al 1.5% a 120V por 30min, con el marcador 100bp DNA Ladder (N3231S NEB) y

observado en el fotodocumentador Gel Doc® EZ Imager de BioRad (Fig. 24).

17 kb

15 kb

10.000pd

e
*d
—

Figura 23. Calidad de ADN de células TOP 10 de E. coli transformadas con genes CIB-GIVac en
vectores pAlgevir y pBl121. Tamafos esperados: pAlgevir > 17,000; pBI121 > 15,000. Carril 1:
Marcador 1Kb Plus; Carril 2: SARS2_E Algevir; Carril 3: SARS2_E pBI121; Carril 5: SARS2_M
Algevir; Carril 6: SARS2_M pBI121; Carril 8: SARS2_N Algevir; Carril 9: SARS2_N pBI121; Carril 11:
SARS2_S Algevir; Carril 12: SARS2_S pBI121.
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652 pb 615 pb

504 pb

Figura 24. PCR para confirmaciéon de cultivos de E. coli TOP 10 transformada. A) SARS2_N.
Tamafio de amplicén: 652pb. Carril 1: Marcador 100pb; Carril 2: Mezcla de reaccidn; Carril 3:
Muestra S2NA (Algevir); Carril 4: Muestra S2NB (pBI121). B) SARS2_M y SARS2_S. Tamafios de
amplicon: 504pb (SARS2_M) y 615pb (SARS2_S) . Carril 1: Marcador 100pb; Carril 2: Mezcla de
reaccién M; Carril 3: Muestra S2MA (pAlgevir); Carril 4: Muestra S2MB (pBI121); Carril 5: Blanco;
Carril 6: Mezcla de reaccion S; Carril 7: Muestra S2SA (Algevir); Carril 8: Muestra S2SB (pBI121).

Las muestras con amplicones positivos se mandaron secuenciar a la empresa Genewiz®

(https://www.genewiz.com/). Los resultados de la secuenciacién fueron comprobados mediante

alineamiento de secuencias en la herramienta Nucleotide BLAST del NCBI

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE TYPE=BlastSearch&BLAST SP

EC=&LINK LOC=blasttab&LAST PAGE=blastp) contra las secuencias de los genes sintéticos

(Tabla 46).


https://www.genewiz.com/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastp
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PROGRAM=blastn&PAGE_TYPE=BlastSearch&BLAST_SPEC=&LINK_LOC=blasttab&LAST_PAGE=blastp
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Tabla 46. Secuenciacidon de productos de PCR obtenidos de ADN de células de E. coli TOP 10
transformadas con los vectores pBI121 y pAlgevir.

Gen en Algevir Porcentaje de identidad Gen en PBI121 Porcentaje de identidad

SARS2_S 99.08 SARS2_S 99.8
SARS2_N 99.47 SARS2_N 99.66
SARS2_M 97.36 SARS2_M 97.52

Finalmente, para la transformacion de Agrobacterium tumefaciens, se afiadieron 200 pg/uL de
ADN plasmidico de cada constructo y 50 ulL de cultivo de células competentes de A. tumefaciens
(cepa GV3103) a una celda de electroporacidn Gene Pulser/MicroPulser Electroporation
Cuvettes de 0.1 cm (1652083 Biorad), se colocd en un electroporador BioRad configurado para
bacterias y se realizaron 2 pulsos de 1.8 V. Las células fueron recuperadas con 400 uL de medio
LB e incubadas a 28°C y 150 rpm por 4 h en oscuridad. Las células se concentraron a 8,000 rpm
por 10 min y se descarté el sobrenadante. Los pellets de células se suspendieron en 100 pL de
medio LB y se sembraron en placas de agar LB al 1.5% con 50 mg/L de kanamicina y se
incubaron a 28°C por 48-72 h en oscuridad. Las colonias diferenciadas se pasaron a medio LB

liquido con 50 mg/L de kanamicina y se incubaron a 28°Cy 150rpm por 48-72 h.

Como se observa previamente, se han corroborado los genes SARS2_M, SARS2_N y SARS2_S
insertados tanto en pAlgevir como en pBI121 por PCR y secuenciacién. Dichos genes han sido
insertados en células competentes de A. tumefaciens (cepa GV3101) por electroporacién y se
han cultivado en medio LB liquido las colonias aisladas. Para estos cultivos esta pendiente Ila

confirmacién. En cuanto a SARS2_E, no se logré confirmar la transformacidn de E. coli.
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Anexo C. Otros productos y participaciones
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EL CENTRO DE INVESTICACIONES BIOLOCICAS DEL NOROESTE, 5.C.,
EL CONSEIO SUDCALIFORNAND DE CIENCIA Y TECNOLOGIA (COSCYT)
VRWDEWWMMCMMAUMM
A TRAVES DE SU EQUIPO DE INMUNO FEQUES TE INVITAN AL:

0. Taller virtual de actualizacién para
maestras y maestros

Vacunas y consejos practicos para prevenir la
COVID-19

‘\b‘:-_-‘

Figura 25. Participaciones Inmuno-Peques. A) Taller “COVID-19: ¢En déonde vamos con las
variantes?” en la Semana de Seguridad Laboral 2022 del CIBNOR. B) 1ler Taller virtual de
actualizacion para docentes “Vacunas: Un enfoque hacia las vacunas contra COVID-19” (39
horas). C) 2do Taller virtual de actualizacion para docentes “Vacunas y consejos practicos para
prevenir la COVID-19".

Could we anticipate other pandemics?
One Health: a comprehensive prevention and control strategy
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Figura 26. Articulo de divulgacién “éPodriamos anticiparnos a otras pandemias? Una Salud: Una
estrategia integral de prevenciéon y control”. Coautor en revista “Recursos Naturales y
Sociedad”, 2021. Vol. 7 (3): 129-145. https://10.18846/renaysoc.2021.07.07.03.0010


https://10.0.73.158/renaysoc.2021.07.07.03.0010
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Figura 27. Participacion semanas de posgrado en Baja California Sur. A) XX Semana de Posgrado
(2021). B) XXl Semana de Posgrado (2022).
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La Direccion de Estudios de Posgrado y Formacion de Recursos
Humanos, del Centro de Investigaciones Biologicas del Noroeste, a través
de su Programa de Educacion Continua, otorga la presente
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Por haber concludo satsfactoriamente o curso en linea:

Requisitos para el registro sanitario de nuevos medicamentos
(vacunas) ante COFEPRIS

Impartido del 13 de febraro al 3 do abril del 2021
con una duracion total de 20 horas
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Figura 28. Curso “Requisitos para el registro sanitario de nuevos medicamentos (vacunas) ante
COFEPRIS”. Curso en linea de 20 h, 2021.





