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Resumen

Trypanosoma cruzi es el agente causal de la enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana,
zoonosis que si bien afecta a millones de personas, no cuenta con estrategias de prevencion
diferentes al control vectorial. El estudio de proteinas de interés inmunoldgico de 7. cruzi ha
llevado a la determinacion de posibles blancos para el disefio de vacunas preventivas y
terapéuticas. En este sentido, la inmunoinformatica y los andlisis evolutivos representan ttiles
herramientas para la deteccion de posibles sitios especificos de reconocimiento inmune con el
potencial de inducir respuestas protectoras. Mediante la evaluacion de métodos
inmunoinformaticos, en este trabajo se encontré que los predictores de epitopes lineales de
células B, ABCPred y BepiPred 2.0, tuvieron mejor desempefio para el reconocimiento de
epitopes de 7. cruzi con un porcentaje promedio de deteccion de 94,35% y 79,57%,
respectivamente. Mientras que, los predictores de péptidos de union a MHC-I con mejor
desempefio, juzgado por valores de AUC, fueron: SMM (0,968), NetMHCpan 3.0 (0,962),
NetMHC 4.0 (0,957) y NetMHCpan 4.0 (0,955). Por otra parte, en esta investigacion se
aplicaron los modelos evolutivos FEL y MEME para la determinacion de las presiones selectivas
actuando en proteinas inmunogénicas del parasito, donde se detectaron sitios bajo seleccion
positiva y negativa. Una de estas proteinas, HSP70, fue modelada para visualizar el grado de
solapamiento de epitopes predichos y confirmados y los sitios bajo seleccion negativa. Por otro
lado, se seleccionaron siete proteinas de 7.cruzi: Cz, Tc80, TSA-1, TSSA, PPDK, LYT-1 y
Tc24, que constituyeron el grupo de proteinas problemas a partir de las cuales se disefio el
prototipo inmunoestimulante. Para esto, las proteinas fueron analizadas con los algoritmos de
prediccion mencionados y con NetMHCII para la deteccion de péptidos de union a MHC-II.
Adicionalmente, las mismas fueron modeladas para localizar los epitopes de células B predichos.
Igualmente, estuvieron sujetas a las pruebas evolutivas con las que se determinaron los sitios
bajo seleccion presentes en los péptidos predichos. Integrando los resultados derivados de este
analisis, de las pruebas inmunoinformaticas y de los modelos de la estructura tridimensional de
las proteinas, se selecciono una serie de péptidos para la construccion del péptidos quimérico. En
total se emplearon 12 epitopes lineales de células B, 12 péptidos de uniéon a MHC-I, 13 péptidos
de uniéon a MHC-II, la secuencia PADRE y péptidos de conexion, para la construccion de una
quimera compuesta de 631 aminodacidos, que en conjunto con el adyuvante c-di-AMP representd
el prototipo inmunoestimulante propuesto.

Palabras clave: Inmunoinformatica, presion selectiva, respuesta inmunoldgica, modelo de
proteinas, vacunas, enfermedad de Chagas, Trypanosoma cruzi.
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I. INTRODUCCION

Enfermedad de Chagas y biologia de su agente causal

La enfermedad de Chagas o tripanosomiasis americana es una zoonosis causada por el protozoario
flagelado Trypanosoma cruzi, y es reconocida por la Organizaciéon Mundial de la Salud como una de
las 16 enfermedades tropicales olvidadas que afecta de 8 a 10 millones de personas alrededor del
mundo, principalmente en América Latina donde la enfermedad es endémica (Rassi Jr ef al., 2010).

Se estima que ocurren de 10.000 a 14.000 muertes anuales por esta enfermedad, y que entre 65 y 100
millones de personas estan en riesgo de contraerla. Propensién que se deriva, en cierta parte, por la
ocupacion humana de zonas rurales donde la frecuencia de encuentro con un vector infectado es mayor.
Sin embargo, se ha comprobado que la colonizacion de zonas urbanizadas por parte de los vectores esta
induciendo un aumento en el nimero de personas expuestas (Arriagada, 2014; Martinez-Campos et al.,
2015). Adicionalmente, debido a las altas tasas de migracion, es sabido que la enfermedad se encuentra
en creciente expansion mas alld de América Latina, especificamente en Estados Unidos y varios paises
europeos y asiaticos (Schmunis and Yadon, 2010).

En América Latina la enfermedad de Chagas es considerada como la infeccion parasitaria con mayor
carga econdémica debido a su prolongada cronicidad, generando una pérdida anual en la economia de
7,2 millardos de dolares (Martinez-Campos et al., 2015). A pesar de ello, existe una actitud pasiva ante
esta enfermedad provocada por el desconocimiento de su extension, debiéndose mayormente a la
escasa deteccion de casos, ya que solo suelen notificarse aquellos en los que las personas ya han
desarrollado una patologia concreta (Perez-Aguilar et al., 2018). Situacién que genera la percepcion
erronea de su verdadero impacto, que refuerza la idea de una enfermedad silenciada, olvidada y que
conlleva a una subestimacion para el disenio y desarrollo de medidas de prevencion y tratamiento
(Perez-Aguilar et al., 2018).

A pesar del tiempo transcurrido desde su descubrimiento (1909) (Arriagada, 2014), aun no se dispone
de una terapia eficaz para todas las fases clinicas de la enfermedad de Chagas. Los medicamentos
utilizados actualmente para la eliminacién de 7. cruzi son de relativa eficacia y tampoco existen
vacunas para prevenir la enfermedad. Adicionalmente, la produccion de nuevas drogas para
poblaciones percibidas en principio como relativamente pequefias o de bajo nivel econdmico es
desechada o postergada (Perez-Aguilar ef al., 2018).

Por su parte, su agente causal, 7. cruzi, es un parasito hemoflagelado perteneciente al filo Euglenozoa,
orden Kinetoplastidia, y familia Trypanosomatidae (Domingo, 2004). Se caracteriza por poseer un
unico flagelo y una estructura intracelular denominada mitocondridon, donde se almacena una compleja
red de ADN extra-nuclear compactado llamado kinetoplasto. Adicionalmente, se caracteriza por
presentar compartimientos intracelulares especializados tipo peroxisomas, denominados glicosomas,
asi como también mecanismos genéticos particulares (Michels et al., 2006; Teixeira et al., 2011).

Este organismo posee un ciclo de vida digenético, en el que desarrolla distintos estadios donde
experimenta cambios morfolégicos que varian de acuerdo a los habitats que ocupa dentro del vector,
triatominos pertenecientes a la familia Reduviidae y su huésped mamifero (Bontempi, 2015). 7. cruzi
presenta en total tres estadios: epimastigote, amastigote y tripomastigote (metaciclico y sanguineo). El
primero se encuentra en el vector y corresponde a una forma replicativa no infecciosa; la segunda es la
forma replicativa dentro del huésped mamifero; y las ultimas son formas altamente infecciosas
presentes tanto en el vector como en el hospedero vertebrado (Bontempi, 2015).



Ademas de la via vectorial, la enfermedad de Chagas puede transmitirse de manera congénita, por
transfusion sanguinea, mediante el trasplante de 6rganos de personas infectadas y por el consumo de
alimentos contaminados con heces de un triatomino infectado (Khatoon et al., 2018). Una vez ocurrida
la exposicion, el periodo que transcurre desde que 7. cruzi ingresa a su huésped y se disemina,
generando un alto nimero de pardsitos en sangre y tejidos, corresponde al primer periodo de la
enfermedad, la fase aguda, de una duracion aproximada de 2 a 4 meses, y que puede variar
dependiendo de la cepa y el individuo (Elisei ef al., 2018). Posteriormente, el desarrollo de la infeccion
continlia hacia la fase cronica, donde la parasitemia es mucho menor y la respuesta humoral es
altamente persistente (Elisei et al., 2018). En los seres humanos, la mayoria de personas infectadas en
fase cronica, de 60 a 70% de los casos, son asintomaticos y se denominan pacientes indeterminados,
por lo que la infeccion solamente puede determinarse mediante anélisis serologicos (Bontempi, 2015).
No obstante, en el resto de los casos, los individuos manifiestan un cuadro clinico severo caracterizado
por afecciones cardiacas, digestivas, o ambas. La primera puede desencadenar la aparicion de
Cardiopatia Chagasica Crénica (CCC), que se caracteriza por provocar insuficiencia cardiaca
congestiva, tromboembolias y muerte cardiaca subita, y puede evidenciarse en un lapso que varia de 5
afios hasta mas de 20 afios. En el caso de la forma digestiva, los individuos desarrollan los
denominados megasindromes (megaesdfago y megacolon) (Bontempi, 2015).

Hasta el momento, las unicas drogas disponibles para el tratamiento etiologico de la enfermedad de
Chagas son nitrofuranos y nitroimidazoles (Bahia et al., 2014; Murcia et al., 2013). Aunque estos
compuestos exhiben efectos tripanocidas ninguno cumple con los preceptos de un buen farmaco segiin
criterios de la OMS, debido a que son poco efectivos en los casos cronicos, los pacientes requieren
largos periodos de tratamiento bajo vigilancia médica, son de alto costo y baja accesibilidad, producen
importantes efectos secundarios y algunas cepas de 7. cruzi son resistentes a ellos (Urbina, 2010).

Por otro lado, en cuanto a los mecanismos de prevencion de la enfermedad, la mayoria de los esfuerzos
se han centrado en el control del vector, lo que si bien ha conseguido una reduccion importante de la
incidencia, la erradicacion de la enfermedad ain no ha sido alcanzada, es por ello que se sigue
considerando una amenaza para la salud publica (Avendaino-Rangel and Rey, 2016; Quijano-
Hernandez and Dumonteil, 2011). Por esta razon, y debido a la ausencia de un tratamiento 100% eficaz
e inocuo, es necesario el desarrollo de una estrategia preventiva que conlleve al control de esta
enfermedad. En este contexto, la vacunacion representa un mecanismo clave para suplir esta necesidad.

Respuesta inmunologica

Para desarrollar una vacuna efectiva, es fundamental la comprension de las respuestas inmunitarias que
se derivan de la infeccion con 7. cruzi, ya que de esta manera seria posible la induccion de una
respuesta eficaz a los antigenos suministrados. En relacion, se ha establecido que la respuesta inmune
innata, asi como la respuesta inmune adaptativa, son mecanismos esenciales en el control de la
parasitemia, donde se requieren los efectos combinados de diversas poblaciones celulares (Quijano-
Hernandez and Dumonteil, 2011).

Desde las primeras investigaciones se ha destacado el papel que desempefian los linfocitos CD4" de la
subpoblacion Thl en producir IL-2 e IFN-y para modular la estimulacién y expansion de linfocitos
CDS8", células cruciales para la proteccion sistémica contra T. cruzi (Aujla et al., 2008). Sin embargo,
también se ha encontrado que una respuesta polarizada hacia el tipo Thl, estd asociada a dafio
inflamatorio, y por ende, a un aumento en la susceptibilidad a la infeccion parasitaria. En concordancia,
investigaciones sefialan que durante la infeccién con 7. cruzi debe producirse un balance entre la
produccién de citoquinas inflamatorias y anti-inflamatorias que permita controlar la parasitemia al
mismo tiempo que evite el dafio inflamatorio del huésped (Cai et al., 2016; Tosello Boari et al., 2012).
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En este contexto, recientemente se ha demostrado el efecto de la familia de IL-17 en generar proteccion
contra la infeccion con 7. cruzi al mediar la respuesta inflamatoria evitando asi el dafio tisular colateral
caracteristicos (Tosello Boari et al., 2012).

Debido a este nuevo aporte en la comprensiéon de la respuesta inmunitaria, otra investigacion se
encargd de dilucidar el rol de los linfocitos CD4" Th17 como una de las poblaciones celulares
encargadas de la produccion de IL-17 (Cai et al., 2016). Encontrando que durante la infeccion con 7.
cruzi, la IL-17 también induce el funcionamiento de la enzima NADPH oxidasa en macrofagos
infectados, promoviendo asi la eliminacion de los parésitos (Cai et al., 2016). Sin embargo, en la
investigacion no fue este el mecanismo que produjo el mayor aporte en la proteccion contra la
parasitemia, ya que se demostrd que las células Th17 son capaces de provocar la activacion, mediante
la secrecion de IL-21, de los linfocitos T CD8" (Cai et al., 2016). No obstante, no solo se encontrd que
las células Th17 tienen esta propiedad, sino que alin mas interesante, se determind que tienen un efecto
en la modulacién de los linfocitos CD8" atin mas importante que el producido por las células Th1, a las
que clasicamente se les atribuia el rol principal (Cai et al., 2016). Este importante descubrimiento, tal
como lo sefialan los autores, hace que se considere a las células Th17, como un nuevo subconjunto de
linfocitos T CD4" a considerar en el disefio de una vacuna contra la enfermedad de Chagas (Cai et al.,
2016).

Genotipos de 7. cruzi, distribucion geografica y patologias asociadas

Trypanosoma cruzi es un organismo que se caracteriza por presentar una importante plasticidad
genética que se ve reflejada en su diversidad genotipica. Actualmente, su clasificacion intraespecifica
sigue una nomenclatura que divide los genotipos en siete unidades discretas de tipificacion (UDTs): T.
cruzi 1 (Tcl), T. cruzi 11 (Tcll), T. cruzi 1 (Tclll), T. cruzi IV (TclV), T. cruzi V (TcV), T. cruzi VI
(TeVI) y T. cruzi Bat (TcBat) (Jimenez et al., 2019). En América, Tcl ha sido reportada desde el norte
de California hasta Argentina, por lo que es la UDT con mayor expansion geografica (Breniere et al.,
2016; Dorn et al., 2017; Shender et al., 2016). También es el linaje predominante en los ciclos de
transmision selvaticos, con similar importancia en los ciclos de transmision domésticos. La infeccion
en humanos por esta UDT se concentra principal, aunque no exclusivamente, en Norte y Centro
América, asi como en la regiéon norte de América del Sur, siendo la cardiomiopatia su patologia
asociada (Breniere et al., 2016; Jimenez et al., 2019). Por su parte, Tcll no ha tenido la misma
capacidad de expansion, encontrandose casi exclusivamente en América del Sur, principalmente en
Brasil, Colombia y Chile, presente en ciclos de transmision domésticos (Breniere et al., 2016). Esta
UDT es responsable del desarrollo de megasindromes aunque también se ha asociado con
manifestaciones cardiacas (Jimenez et al., 2019). Tclll y TcIV se encuentran generalmente en América
del Sur, especialmente en Paraguay en el caso de Tclll y en la zona norte en el caso de TcIV. Aunque
son linajes asociados a ciclos selvaticos de transmision, la presencia en humanos ha sido reportada,
generando tanto cardiomiopatias como megasindromes (Breniere et al., 2016; Jimenez et al., 2019). En
cuanto a TcV y TcVI, son linajes encontrados principalmente en el sur de América, en paises como
Chile, Argentina y Paraguay, aunque también se ha documentado una presencia importante de TcV en
Bolivia (Breniere et al., 2016). Se encuentran restringidos a ciclos de transmision doméstica con el
potencial de causar megasindromes y cardiomiopatias (Jimenez ef al., 2019). Por ultimo TcBat, es un
linaje que si bien era asociado exclusivamente a murciélagos, se ha encontrado infectando humanos en
Brasil, Colombia, Ecuador y Panamad, reportandose fallecimientos en los dos primeros paises (Breniere
et al.,2016; Jimenez et al., 2019).

Ahora bien, en un estudio publicado para Venezuela por Carrasco ef al. (2012) se encontr6 que el linaje
predominante entre las distintos tipos de huésped era el Tcl (94,1%), seguido por TclV (3,1%) y Tclll
(2,8%). Estando este ultimo ausente en las muestras de humanos, donde el 79% de los individuos se
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encontraron infectados con Tcl y el 21% con TclV. Estos resultados evidenciaron una incidencia
importante de TcIV en el pais, antes desconocida. Demostrando que es un linaje que también interviene
en ciclos de transmision domésticos, ya que los reportes indicaron una amplia distribucion por todo el
territorio nacional en regiones alejadas de ecotipos selvaticos.

Como se ha visto, la identificacion de linajes de 7. cruzi es fundamental debido a que las patologias
asociadas y los ciclos de transmision varian de acuerdo a los genotipos, los que a su vez presentan una
distribucion geografica definida. Aspectos de suma importancia a considerar en el disefo y la
aplicacion de estrategias de control y prevencion de la enfermedad de Chagas, pues debe delimitarse el
rango de efectividad de acuerdo a la region y a las UDTs presentes (Dorn et al., 2017). Asimismo, la
diversidad genética dentro de UDTs es otro factor relevante, ya que la alta variabilidad entre cepas de
un mismo linaje ha sido reportada (Breniere ef al., 2016). La heterogeneidad de las cepas presentes en
Venezuela es una caracteristica no estudiada hasta la fecha, y considerando la diversidad genética
encontrada en Tcl (Breniere et al., 2016), es fundamental evaluar en este estudio que exista una
cobertura entre UDTs para garantizar la inclusion de las distintas cepas dentro de los linajes circulantes,
y de esta manera garantizar tedricamente su efectividad.

Perfil genético HLA en Venezuela

En el disefio de un prototipo inmunoestimulante debe procurarse que tenga el potencial de generar
proteccion contra determinada enfermedad con una cobertura poblacional adecuada, para esto, la
consideracion del perfil genético HLA es fundamental (Lasso et al., 2016). Como se menciond, durante
la infeccion con 7. cruzi el rol que cumplen los linfocitos T es primordial, y debido a que la activacion
de estas células depende de un proceso de presentacion antigénica mediado por moléculas MHC-1 y -II,
es necesario el conocimiento del tipo y la representatividad de los haplotipos HLA en la poblacion de
estudio, a fin de asegurar el empleo de péptidos que sean reconocidos como epitopes por la variedad de
alelos circulantes.

En Venezuela son escasos los estudios enfocados en la caracterizacion del perfil genético HLA de la
poblacion. Para el caso de los haplotipos HLA clase I solo destaca el trabajo realizado por Zoghbi et al.
(2016), que determinaron la composicion y frecuencia alélica en 765 individuos de 218 familias
venezolanas, encontrando un total de 265 haplotipos HLA A-B, siendo los mas frecuentes: HLA A*24-
B*35 (11,98%), HLA A*02-B*51 (9,81%), HLA A*02-B*35 (8,30%), HLA A*02-B*39 (5,66%),
HLA A*02-B*44 (5,28%), HLA A*11-B*35 (5,28%). Los autores explican que la alta frecuencia del
haplotipo HLA A*24-B*35 obedece a la influencia amerindia en la poblacién, ya que éstos representan
alelos caracteristicos de este grupo étnico. En el total de resultados también se evidencian alelos de
origen europeo y africano, en correspondencia con los procesos de mestizaje que han tenido lugar en
Venezuela.

Por otra parte, la composicion de los haplotipos HLA clase II de la poblacion venezolana no esta
determinada, no se encontraron reportes con una escala similar a la investigacion anterior, ya que la
mayoria de trabajos se han orientado inicamente en la caracterizacion de ciertos grupos indigenas, o de
habitantes de zonas puntuales de algunos estados del pais. Asimismo, gran parte de los estudios se han
enfocado en la influencia de ciertos alelos en la susceptibilidad a enfermedades. Sin embargo, de estos
trabajos puede obtenerse el listado de alelos identificados y su frecuencia, a fin de totalizarlos y tener
una idea del perfil venezolano.

En relacion, se puede sefialar el trabajo conducido por (Pardo et al., 2012), donde identificaron los
haplotipos HLA clase I y II de una poblacion mestiza del estado Zulia con una muestra de 40
individuos. Como en el estudio anterior, encontraron alta frecuencia de los supertipos HLA-A*02
(25%) y HLA-A*24 (13,75%), asi como de HLA-B*35 (12,5%). También reportan altas frecuencias de
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otros supertipos, como HLA-A*23 (16,25%), HLA-B*57 (21,25%). Adicionalmente y a diferencia del
primer trabajo, los investigadores evaluaron los genes HLA-C, encontrando como predominante al
alelo HLA-C*04 (22,5%). Ahora bien, en cuanto a los haplotipos clase II, estos autores hallaron una
alta representatividad de los alelos HLA-DRB1*15 (22%), HLA-DRB1*03 (21,25%), HLA-DRB1*04
(12,5%), HLA-DQB1*06 (31%), HLA-DQB1*05 (25,2%) y HLA-DQB1*03 (23,7%).

Por otra parte, puede mencionarse el estudio de (Fortes Mdel et al., 2007), donde determinaron en una
muestra con representantes mestizos de todo el territorio nacional, las variaciones en la frecuencia
alélica de haplotipos HLA entre 111 individuos sanos y 41 afectados por hepatitis autoinmune tipo 1.
Para la clase II encontraron que en pacientes el alelo HLA-DRBI1*03 tenia una representacion del
26,83% y en individuos sanos del 8,41%, adicionalmente, estos autores hallaron una incidencia del
alelo HLA-DRB1*1301 en individuos enfermos del 34,15%, y en individuos control del 7,48%. Por
otro lado, reportaron una alta frecuencia del alelo DQB1*02 tanto en individuos sanos (32,38%) como
enfermos (48,78%).

Estrategias de vacunacion

A lo largo de los afios este disefo ha llevado al estudio de una gran cantidad de antigenos que han sido
aplicados mediante distintos tipos de vacunas elaboradas a partir de: parasitos completos, proteinas
purificadas del parésito, proteinas recombinantes, ADN, y mediante virus y bacterias recombinantes
(Quijano-Hernandez and Dumonteil, 2011). Para el primero de los casos se han utilizado parésitos
muertos y vivos atenuados, siendo estos ultimo los que consiguieron una mayor respuesta protectora
contra la infeccion (Aujla et al., 2008; Cai et al., 2016). Sin embargo, este tipo de enfoque estd en
desuso debido al potencial riesgo que presentan la reversion a cepas virulentas y por el efecto que cepas
atenuadas puedan tener en individuos inmunosuprimidos; asimismo, se suman los inconvenientes
relacionados con su producciéon y suministro a gran escala (Bontempi, 2015; Quijano-Hernandez and
Dumonteil, 2011). Por estos motivos, las investigaciones posteriores cambiaron de enfoque para la
utilizacion de vacunas de subunidad, con proteinas purificadas a partir de cultivos de parasitos, como
cruzipaina (Cz), proteinas del baston paraflagelar y proteinas de secrecion y excrecion de
tripomastigotes (Pham et al., 2009; Zhumabekov ef al., 1995). Posteriormente, se procedi6 al uso de
proteinas recombinantes como las proteinas GP90, GP82, GP56, Cz, algunos miembros de la familia de
las transialidasas, entre otras (Quijano-Hernandez and Dumonteil, 2011; Vazquez-Chagoyan et al.,
2011). La utilizacion de estas vacunas no obtuvo resultados favorables debido a la baja
inmunogenicidad que generaban, sin embargo, y como se tratard mas adelante, se encontr6 que su
aplicacion conjugada con adyuvantes produce una mejora considerable en los resultados (Bontempi,
2015). Por otra parte, la vacunacion con ADN, mediante virus y bacterias recombinante, también ha
sido objeto de intensa experimentacion, en la que se han utilizado nuevos antigenos, asi como muchas
de las proteinas mencionadas, como son: TSA1, ASP1, ASP2, KMP11, LYT1, Cz, PFR, CRP, entre
otras. A pesar de las ventajas de su fabricacion y de la generacion de una respuesta celular importante,
esta metodologia acarrea consigo riesgos relacionados con eventos de recombinacion e insercion en el
genoma, por lo cual, el avance en la investigacion para su uso en humanos comprende grandes
restricciones (Bontempi, 2015; Quijano-Hernandez and Dumonteil, 2011).

Por estas razones, diversas investigaciones se han enfocado una vez mas en el uso de vacunas de
subunidad a través de la utilizacion de proteinas recombinantes, sumando la implementacion de
adyuvantes de nueva generacion (Arce-Fonseca et al., 2018; Bontempi, 2015; Carabarin-Lima et al.,
2014; Martinez-Campos et al., 2015; Sanchez Alberti et al., 2017). Pudiendo mencionarse el estudio
realizado por Martinez-Campos et al. (2015), donde utilizaron la proteina recombinante de unién a
calcio Tc24 del bolsillo flagelar de 7. cruzi para el desarrollo de una vacuna con la adicién del
adyuvante MPL (Monofosforil Lipido A), consiguiendo una respuesta inmune polarizada hacia la
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activacion de células Thl, asi como elevados niveles de anticuerpos IgG2a y de IFN-y, produciendo
una disminucion estadisticamente significativa de la parasitemia, y por ende un aumento en la
supervivencia de los ratones infectados. Por otra parte, otras investigaciones se han enfocado en el
disefio de vacunas quiméricas utilizando distintas proteinas, o fragmentos de proteinas, al mismo
tiempo; tal como se efectué en el estudio conducido por Sanchez Alberti et al. (2017), quienes
construyeron un antigeno quimérico al que denominaron Traspaina, que estaba formado por: el
dominio N-terminal de la cruzipaina, la region central de la proteina 2 de superficie de amastigotes
(ASP2), una transialidasa inactiva, y combinado con el adyuvante c-di-AMP. Formulaciéon que produjo
una respuesta humoral efectiva, asi como una respuesta celular polarizada hacia la activacion de células
Thl y Thl7. Los resultados mostraron una reduccion importante no solo de la parasitemia, sino
también de la inflamacion cronica.

Por otro lado, es pertinente mencionar el trabajo realizado por (Carabarin-Lima et al., 2014), quienes
amplificaron, clonaron y secuenciaron el gen codificante de la enolasa de 7. cruzi (TCENO) a fin de
expresar y purificar una TcENO recombinante. Los autores utilizaron ensayos in silico que
demostraron que esta proteina poseia motivos caracteristicos de enolasa, asi como una region
transmembrana. Ademads de esto, utilizando programas bioinfomaticos de prediccion de epitopes de
linfocitos B y T, identificando regiones especificas en la proteina probablemente antigénicas, que
sugerian el desarrollo de una respuesta humoral y celular por la exposicion a esta proteina. En esta
investigacion, la presencia de anticuerpos anti-TcENO fue verificada en ratones infectados, asi como
en suero de pacientes con enfermedad de Chagas. Cuatro afios después de esta investigacion, los
mismos autores condujeron un nuevo estudio donde emplearon TcENO en ratones a fin de estudiar su
inmunogenicidad y la capacidad de generar proteccion contra la enfermedad. Detectando una respuesta
inmune polarizada de tipo Thl, la reduccion del nimero de parasitos en sangre, y un aumento en la
supervivencia (Arce-Fonseca ef al., 2018).

Por otra parte, en lo que respecta a investigaciones netamente bioinformaticas, preliminares en el
desarrollo de una vacuna preventiva contra la enfermedad de Chagas, puede sefialarse el trabajo
realizado por (Khatoon et al., 2018), quienes disefiaron una vacuna de subunidades basada en la
inmunogenicidad de los epitopes evaluados que segun el andlisis, serian capaces de generar respuestas
humoral y celular. En total utilizaron un conjunto de 8 proteinas, que comprendia proteinas de
secrecion y de membrana que emplearon para construir un péptido combinado con el adyuvante RS09.
Este tipo de enfoque ha sido aplicado para el disefio de vacunas contra una diversa gama de infecciones
provocadas por parasitos, bacterias y virus (Backert and Kohlbacher, 2015; El-Manzalawy and
Honavar, 2010; Khatoon et al., 2017; Narula et al., 2018).

La inmunoinformatica

La inmunoinformatica es una rama de la biologia computacional dedicada a la resolucion de problemas
inmunolodgicos, que se ha enfocado principalmente en el desarrollo de predictores de epitopes utilizados
en el disefio de vacunas, el inmunodiagnostico, y en la inmunoterapia personalizada contra
enfermedades como el cancer (Backert and Kohlbacher, 2015). El avance de estas técnicas ha sido
catalizado en gran medida por la necesidad de manejar la creciente cantidad de datos de interés
inmunologico, lo que ha incentivado la creacion de técnicas cada vez mas sofisticadas y precisas que al
mismo tiempo mejoran con la disponibilidad de mas datos (Kazi et al., 2018). La aplicacion de estas
metodologias representa un enfoque importante y necesario, ya que permite reducir el tiempo, los
recursos y costos requeridos para la identificacion experimental de epitopes mediante la disminucion
del repertorio de péptidos a evaluar (Backert and Kohlbacher, 2015; Kazi et al., 2018). En vacunologia,
la inmunoinformatica permite la prediccion de epitopes a partir de datos genomicos, lo que propicia el
disefio de vacunas basadas en epitopes. Este enfoque sostiene que la creacion de una proteina quimérica
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que contenga las regiones antigénicas representa un disefio racional que pudiese desencadenar
respuestas inmunitarias humorales y celulares adecuadas contra determinado patdgeno (Kazi et al.,
2018; Sanchez-Trincado ef al., 2017; Soria-Guerra et al., 2015).

Prediccion de epitopes de células B

Actualmente existen diversos métodos computacionales enfocados en la identificacion de regiones
proteicas con el potencial de actuar como epitopes lineales y conformacionales reconocidos por
anticuerpos y receptores de células B (Backert and Kohlbacher, 2015; Kazi et al., 2018). Este
desarrollo comenzo en el siglo pasado con la creacion de predictores basados en la categorizacion de
aminoacidos de acuerdo a sus caracteristicas fisicoquimicas, otorgandoles valores de propension para
actuar como epitopes (Backert and Kohlbacher, 2015; Kazi et al., 2018; Sanchez-Trincado et al.,
2017). Métodos que obtuvieron resultados modestos de prediccion y que llevaron a la creacion de
nuevos algoritmos con mejor desempefio. Asi surgieron los métodos modernos basados en aprendizaje
automatizado (machine learning), que varian de acuerdo a los datos utilizados para entrenar los
algoritmos (Backert and Kohlbacher, 2015; Kazi et al., 2018; Sanchez-Trincado et al., 2017).

Estas herramientas han sido utilizadas en varias investigaciones de enfermedades infecciosas,
enfocadas tanto en la inmunizacién como el serodiagnostico. Tal es el caso del estudio realizado por
Bastos et al. (2016), donde usando predictores seleccionaron péptidos que contenian epitopes de
células B y T de la proteina GRA2 de Toxoplasma gondii que utilizaron para inmunizar ratones,
consiguiendo una proteccion del 85% al exponerlos a una dosis letal del pardsito. En cuanto al
serodiagnoéstico, puede mencionarse el estudio de Menezes-Souza et al. (2015), donde utilizaron un
predictor de epitopes lineales en la proteina CatL para comprobar su eficacia en el serodiagnostico de
leishmaniasis, encontrando que el péptido seleccionado era especifico, sensible y preciso en la
deteccion de leishmaniasis visceral humana. Finalmente, Elisei et al. (2018) condujeron una
investigacion donde a partir del genoma completo de Trypanosoma cruzi, cepa CL Brenner, y
utilizando un predictor de epitopes lineales, identificaron tres péptidos derivados de proteinas de
superficie asociadas a mucinas que emplearon para el serodiagnostico de este organismo, lo que
produjo resultados importantes que mostraron su eficacia en la deteccion del parésito.

Prediccion de péptidos de union a moléculas HLA

Basado en el conocimiento de las interacciones fisicoquimicas que se presentan entre péptidos y
moléculas MHC-I y -1I se han desarrollado programas enfocados en la prediccion de péptidos de union
dentro de determinada proteina. Estos algoritmos, aunque suelen denominarse predictores de epitopes
de células T, realmente predicen la capacidad de union de péptidos a moléculas HLA (Kazi et al., 2018;
Soria-Guerra et al., 2015). Como en el caso anterior, el desarrollo de estos modelos comenzo6 en el
siglo pasado a partir de datos que surgieron experimentalmente sobre péptidos conocidos de uniéon a
HLA. Asi, las predicciones se basaron en un primer momento en la deteccion de secuencias motivo
encontradas en los péptidos, que se caracterizaban por contener residuos de anclaje (Backert and
Kohlbacher, 2015; Kazi et al., 2018; Soria-Guerra et al., 2015). Luego, para considerar la contribucion
de los residuos totales, se desarrollaron nuevos métodos denominados “matrices de motivos”, que
fueron superadas por las “matrices de afinidad cuantitativas”, que consideraban valores de afinidad de
enlace (Desai and Kulkarni-Kale, 2014; Kazi et al., 2018; Sanchez-Trincado et al, 2017).
Posteriormente, se desarrollaron nuevas metodologias que originaron los modelos de “relaciones de
actividad estructural cuantitativa”, que tomaban en cuenta las interacciones entre cadenas laterales
vecinas en la contribucion individual de cada residuo. Estos avances son actualmente superados por los
modelos basados en aprendizaje automatizado, que presentan algoritmos fundamentados en redes
neuronales artificiales, maquinas de soporte vectorial (support vector machines), arboles de decision o
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cadenas ocultas de Markov, que han aumentado en gran medida la capacidad de detecciéon con
precisiones que alcanzan el 95% (Desai and Kulkarni-Kale, 2014; Kazi et al., 2018; Sanchez-Trincado
et al., 2017). Hay que tomar en cuenta que uno de los principales desafios en el desarrollo de modelos
de prediccion es la consideracion de la inmensa variabilidad de las moléculas HLA. Sin embargo,
debido a que se ha encontrado que distintas moléculas pueden unirse a conjuntos similares de péptidos
permitiendo la categorizacion de alelos en super tipos, la mayoria de predictores se han desarrollado de
manera que permiten la prediccion de acuerdo a los stper tipos de interés, e incluso muchas veces a
nivel de alelos (Kazi et al., 2018).

Entre los estudios donde se ha implementado este tipo de andlisis in silico puede mencionarse el
realizado por Egui et al. (2015), donde evaluaron la proteina TcCA-2 de T. cruzi con predictores de
péptidos de unién a MHC-I (haplotipo HLA-A*02:01), probados en pacientes chagésicos cronicos y
asintomaticos con la finalidad de encontrar posibles epitopes de células CD8". Encontrando que cuatro
de los ocho péptidos predichos fueron presentados y reconocidos por poblaciones de linfocitos en
ambos tipos de pacientes. Los autores destacan la diferencia en las poblaciones de linfocitos T
activados en cada caso: células T de memoria efectoras con caracteristicas senescentes en pacientes
cronicos, y células T virgenes (T naive) en pacientes asintomaticos. Por lo que proponen la utilizacion
de los epitopes como posibles biomarcadores de la progresion de la enfermedad, asi como también
plantean su potencial rol en inmunoterapia.

Otro de los estudios a mencionar fue el conducido por Duarte et al. (2015), donde se desarrollé un
programa que compilaba los resultados de diversos predictores de péptidos de unién a MHC-I con la
finalidad de hacer una evaluacion en conjunto que permitiera una mejor eleccion de posibles epitopes
de células CDS8'. Para probar este programa los autores evaluaron 63 proteinas de Leishmania
braziliensis, de donde seleccionaron ocho péptidos para una validacion in vivo, encontrando que tres de
los péptidos actuaron como péptidos de linfocitos CD8', medido mediante la citotoxicidad inducida.
Como en el apartado anterior, sobre los predictores de epitopes de celulas B, estos estudios son una
muestra de la utilidad de la incorporacion del analisis in silico en la seleccion de péptidos para facilitar
el trabajo de validacion experimental subsiguiente, lo que en ultimo término representa el principal
objetivo de esta investigacion.

Componentes del prototipo inmunoestimulante

Ademas del conjunto de péptidos que puedan ser predichos con los algoritmos anteriormente descritos,
un prototipo como el que se disefid en este trabajo necesita de otros dos componentes: un adyuvante y
secuencias de union entre péptidos.

Los adyuvantes se definen como sustancias capaces de promover y dirigir una repuesta inmune
adaptativa contra los antigenos empleados en una vacuna (Virgil and Lavelle, 2011). Por lo que se
consideran de gran utilidad para el aumento de la inmunogenicidad de antigenos recombinantes,
carentes de las moléculas de reconocimiento innato caracteristicas de un patogeno (Reed et al., 2013).

El empleo de adyuvantes tiene importantes beneficios en el disefio de vacunas, pues permite, entre
otras cosas, la disminucion en la concentracion y el nimero de dosis efectivas, la disminucion del
tiempo de respuesta, asi como la obtencion del tipo de respuesta inmunitaria deseada para la
eliminacion del agente infeccioso (Reed et al., 2013; Ruiz et al., 2017). No obstante, dependiendo de la
aplicacion, los adyuvantes pueden o no actuar en la inmunomodulacion, debido a que pueden ser
usados Unicamente como sistemas de envio que garanticen una presentacion antigénica mas efectiva.
Sin embargo, también existen sustancias capaces de integrar todas estas cualidades (Reed et al., 2013).
Por lo tanto, la escogencia del tipo de adyuvante dependeréd en gran medida del tipo de antigeno que se



utilice, por ejemplo, su uso en modulacion inmune se hace redundante si la vacuna utiliza organismos
completos (Nicholls et al., 2010).

Por mucho tiempo después de su descubrimiento en 1920, los adyuvantes se elaboraban
exclusivamente a base de sales de aluminio. No fue hasta 1990 cuando fue aprobado el empleo de
emulsiones en humanos, especificamente, del adyuvante MF59, suministrado como parte de una
vacuna contra la influenza en ancianos (Del Giudice et al., 2018; Reed et al., 2013). Actualmente, aun
se desconoce en profundidad los mecanismos de accidon de estos sistemas, sin embargo, es sabido que
se caracterizan por desencadenar respuestas del tipo humoral. Lo que incentivo la formulacion de
sustancias con mecanismos de accidon conocidos, capaces de inducir la produccion de anticuerpos y que
ademas fueran efectivas para la eliminacion de organismos intracelulares (Reed ef al., 2013). En la
mayoria de casos, se emplean moléculas inmunomodulatorias que actian como ligando de receptores
del sistema inmune innato como: receptores tipo Toll (TLR), NOD, RIG-1 y lectinas tipo C. El tipo de
respuesta inmune adaptativa conseguida dependera entonces del receptor o receptores activados (Del
Giudice et al., 2018).

Para aumentar la eficiencia de dicha respuesta se ha implementado la utilizacién de varios componentes
en simultaneo para la creacion de sistemas de adyuvantes. Entre los componentes mas utilizados se
encuentra el monofosforil lipido A (MPL), ligando del TLR4; CpG, ligando del TLR9; saponinas como
el QS21, el dinucleotido ciclico c-di-AMP, antagonista de la molécula adaptadora STING, entre otras
(Reed et al., 2013; Sanchez Alberti et al., 2017). Sus diferentes combinaciones han llevado a la
creacion de adyuvantes exitosos que estan siendo implementados en vacunas ya aprobadas o que se
encuentran en fases de prueba (Reed et al., 2013). Como son las vacunas contra la influenza aviar, el
virus de la hepatitis B, el virus del papiloma humano y el virus del herpes zoster. Por otra parte, la
combinacion del MPL con QS21 (adyuvante AS02) esta también implementado en la vacuna RTS,S
contra la malaria en fase de prueba (Reed et al., 2013).

La capacidad de estos nuevos sistemas para modular y promover en simultaneo respuestas humorales y
celulares, representa una ventaja para la creacion de vacunas contra organismos como 7. cruzi, en
donde se requeriria la obtencion de una respuesta polarizada tipo Th1/Th17, a fin de garantizar que se
desencadenen reacciones de proteccion inmunitaria. Lo que motivd a que en esta investigacion se
llevase a cabo el estudio y la evaluacion de los adyuvantes disponibles, a fin de escoger el que sera
implementado en el disefio final del prototipo inmunoestimulante en conjunto con el péptido
quimérico.

Por otra parte, es sabido que la funcionabilidad de una vacuna basada en epitopes, va mas alla de la
eleccion de las regiones inmunogénicas que contenga. Depende también del modo en que éstas estén
integradas, lo que ha llevado a la aplicacion de distintas estrategias, en las que se ha probado desde el
empleo de cocteles de epitopes hasta el empalme de éstos, con y sin secuencias de union flanqueantes
(Athanasiou et al., 2017; Schubert and Kohlbacher, 2016). En tal sentido, diversas investigaciones han
comprado que la adicion de estas secuencias, o linkers, entre epitopes, ofrece ventajas para su
procesamiento, presentacion y reconocimiento (Athanasiou et al., 2017; Livingston et al., 2002;
Schubert and Kohlbacher, 2016; Velders et al., 2001). Sin embargo, también se ha evidenciado que
agregarlos puede llevar a la formaciéon de neo-epitopes, los que pueden tener efectos adversos que
disminuyan la efectividad de la vacuna (Schubert and Kohlbacher, 2016). Por lo tanto, la eleccion de
las secuencias de unioén se considera un paso importante en su disefio, lo que fue tomado en cuenta
durante la creacion del péptido quimérico.



Enfoque evolutivo

Ahora bien, en adicion al andlisis inmunoinformadtico, esta investigacion contemplé un enfoque
evolutivo destinado a la determinacién de las presiones selectivas que actuan en las zonas de
reconocimiento inmune presentes en las proteinas de 7. cruzi seleccionadas como blancos
inmunogénicos. Con relacidn a esto, es sabido que la coevolucion huésped-patdgeno se caracteriza por
los cambios adaptativos reciprocos que se derivan de la interaccion de las especies, donde la presion
inmune del huésped y la evasion inmune del parésito representan los mecanismos claves de un proceso
conocido como “carrera armamentista evolutiva” (Comas et al., 2010). Dependiendo de los organismos
patogenos, se ha encontrado que los genes que codifican antigenos tienden a ser muy variables, en gran
medida, como consecuencia de una seleccion diversificadora que puede derivar en la evasion de la
inmune. No obstante, existen organismos como Mycobacterium tuberculosis en donde se ha encontrado
evidencias de una “hiper-conservacion” de estos genes (Comas et al., 2010).

En el disefo racional de vacunas, el estudio de la variabilidad de las proteinas portadoras de epitopes es
fundamental para evitar la escogencia de aquellas cuya variabilidad no permita una deteccion
inmunitaria (Raymond et al., 2018). Por esta razon, las proteinas del parésito seleccionadas fueron
evaluadas mediante la busqueda de las presiones selectivas operando en los epitopes. Estas estuvieron
sujetas al analisis con distintos métodos que permitian localizar las regiones que se encuentren bajo
seleccion positiva y negativa. Bajo este supuesto, las regiones que presentes indicios de seleccion
positiva representarian posibles zonas de reconocimiento inmune donde la fijacion de polimorfismos
que generan cambios de residuos favorece la adecuacion bioldgica o aptitud del parasito (fitness).
Mientras que las regiones bajo seleccion negativa constituirian areas conservadas de importancia para
la proteina. Permitiendo, por lo tanto, la localizacion de zonas inmunogénicas especificas que sean
accesibles al reconocimiento inmune (Echave ef al, 2016; Studer et al., 2012). Se esperaba que
mediante el solapamiento de los resultados de las pruebas inmunoinforméticas y evolutivas se
localizasen péptidos bajo seleccion y potencialmente antigénicos, que puedan ser empleados en el
disefio del prototipo inmunoestimulante.

Por lo anterior expuesto, tomando en cuenta las ventajas de utilizar vacunas de subunidad con
adyuvantes de nueva generacion y dada la utilidad de los andlisis inmunoinformaticos preliminares y de
los métodos para la determinacion de presiones selectivas, la presente investigacion tenia como
objetivo la escogencia de diferentes proteinas de 7. cruzi para el disefio de una vacuna de subunidades
multiepitopes, tomando en cuenta las proteinas han sido evaluadas en investigaciones anteriores; asi
como también, considerando la variedad de adyuvantes disponibles. Lo que en sumatoria fue
importante para el disefio de un prototipo con el potencial de desencadenar una respuesta celular y
humoral que genere proteccion contra la enfermedad de Chagas.

Justificacion

La enfermedad de Chagas afecta a millones de personas y representa una de las infecciones parasitaria
mas importante de América Latina (Perez-Aguilar et al., 2018). Desde su descubrimiento, numerosas
investigaciones se han enfocado en el entendimiento de la biologia de su agente causal, 7. cruzi, asi
como también de las respuestas inmunoldgicas que se desarrollan en el huésped mamifero producto de
la infeccion. Los avances obtenidos han permitido identificar proteinas con potencial antigénico que
podrian incorporarse en el disefio de una vacuna preventiva (Bontempi, 2015; Carabarin-Lima et al.,
2014; Elisei et al., 2018; Khatoon et al., 2018; Martinez-Campos et al., 2015; Sanchez-Trincado et al.,
2017). A partir de este conocimiento, esta investigacion se planted analizar estas y otras proteinas de 7.
cruzi menos estudiadas, a fin de localizar las regiones proteicas clasificadas como epitopes por
algoritmos de prediccion cuyo desempeio fue previamente evaluado. Adicionalmente, se identificaron
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las presiones selectivas actuando en estas regiones, enfoque ausente en la mayoria de las investigacion
in silico de determinacién de epitopes, y que se realizé a fin de considerar el grado de conservacion de
estos epitopes. Del mismo modo, los resultados de las pruebas de seleccion aportaron informacion util
en relacion a los sitios altamente conservados presentes en las proteinas a evaluar, los que pudo
determinarse como zonas de interés terapéutico. Finalmente, el disefio de un péptido quimérico
permiti6 la incorporacion de diferentes epitopes de distintas proteinas del parasito, que con la ayuda del
adyuvante representaria un prototipo inmunoestimulante con el potencial de ser utilizado como una
vacuna de subunidades preventiva contra la enfermedad de Chagas. Esta investigacion representd por
lo tanto un estudio  preliminar valioso para el desarrollo subsiguiente de investigaciones
experimentales que permitirian determinar su eficacia.

II. HIPOTESIS

El uso de herramientas inmunoinformaticas permitiria la eleccion de péptidos de Trypanosoma cruzi
que al ser evaluados mediante métodos para la deteccion de presiones selectivas, podrian utilizarse
como componentes en el disefio in silico de un péptido multiepitopes, que en compaiiia de un
adyuvante adecuado, representaria un prototipo inmunoestimulante contra la enfermedad de Chagas.

III. OBJETIVOS

Objetivo general

Disefiar computacionalmente un péptido quimérico compuesto de posibles regiones de reconocimiento
inmune de proteinas de Trypanosoma cruzi, seleccionadas mediante la aplicacion de herramientas
inmunoinformaticas y métodos para la deteccion de presiones selectivas.

Objetivos especificos

1. Evaluar la eficacia de los métodos de prediccion de epitopes lineales de células B con la
estimacion de la proporcion de epitopes confirmados que sean predichos.

2. Valorar el desempefio de los predictores de péptidos de union a MHC-I mediante un analisis
ROC-AUC.

3. Seleccionar del total de algoritmos evaluados, aquellos que seran utilizados en este estudio.

4. Comprobar la existencia de sitios bajo seleccion en epitopes proteicos de 7. cruzi, mediante
programas bioinformaticos.

5. Visualizar los epitopes lineales confirmados y predichos, y los sitios bajo seleccion en la
estructura 3D de una proteina de 7. cruzi utilizando herramientas de modelado.

6. Seleccionar proteinas de 7. cruzi basandose en el potencial inmunogénico reportado en
investigaciones in silico y experimentales previas a este estudio.

7. Hallar en las proteinas seleccionadas los posibles epitopes lineales de células B, mediante los
predictores escogidos con la evaluacion.

8. Determinar en las proteinas escogidas los posibles péptidos de union a MHC-I, utilizando los
métodos de prediccion seleccionados durante la evaluacion.

9. Establecer en las proteinas seleccionadas los posibles péptidos de union a MHC-II, empleando
los algoritmos de prediccion disponibles.

10. Realizar el modelado de las proteinas seleccionadas, representando los epitopes lineales de
células B predichos y los sitios bajo seleccion, con el uso de herramientas bioinformaticas.

11. Seleccionar el adyuvante que formara parte del prototipo inmunoestimulante.

12. Modelar el péptido quimérico mediante el ensamble de los epitopes predichos, utilizando
algoritmos especializados.
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13. Determinar la estructura y estabilidad tridimensional del péptido quimérico mediante programas
especializados.

IV. METODOLOGIA
Evaluacion de predictores

Predictores de epitopes lineales de células B

Para la eleccion de los predictores que mejor desempefio presentan en la deteccion de epitopes
proteicos de 7. cruzi, se hizo una evaluacion de los algoritmos disponibles utilizando la base de datos
de epitopes lineales de células B del EIDB (Immune Epitope Database) (Vita et al., 2015). De este
repositorio fueron seleccionados tnicamente los epitopes provenientes de ensayos experimentales con
resultados positivos, donde la inmunogenicidad fue comprobada en personas chagasicas. Se realizé una
prueba de tamaiio de muestra haciendo uso del programa estadistico MiniTab version 17 (Minitab,
2014) para conocer cudntas proteinas representarian una muestra significativa de la poblacion total de
la base de datos. Estas que se analizaron con nueve predictores de epitopes lineales, siete de los cuales
son métodos clasicos basados en diferentes propiedades fisicoquimicas que pueden ser utilizados
simultdneamente en el servidor de BeePred (Saha and Raghava, 2004). Siendo los predictores: el indice
de hidrofilia de Parker (Parker et al., 1986), método de flexibilidad de Karplus (Karplus and Schulz,
1985), predictor de accesibilidad de Emini (Emini et al., 1985), método de incidencia de giros f de
Pellequer (Pellequer et al, 1993), predictor de propension antigénica de Kolaskar (Kolaskar and
Tongaonkar, 1990), método de exposicion a la superficie de Janin (Janin et al., 1978) y el predictor de
polaridad de Ponnuswamy (Ponnuswamy et al., 1980). Los otros métodos usados son BepiPred 2.0
(Jespersen et al., 2017), que se basa en un algoritmo de arboles de decision (random forest) entrenado
con epitopes anotados de estructuras 3D resueltas de antigeno-anticuerpo asi como en una coleccion de
epitopes lineales de la base de datos del IEDB, y ABCPred (Saha and Raghava, 2006), que aplica un
método basado en redes neuronales recurrentes (RNN) entrenado con una base de datos curada de
epitopes lineales.

La evaluacion de cada uno de los predictores se realizé analizando la secuencia aminoacidica de cada
proteina tomada de la muestra, que fueron obtenidas de la base de datos del Centro Nacional para la
Informacion Biotecnologica (NCBI) (Geer et al., 2010). En cada caso, se verifico si el predictor era
capaz de sefialar como epitopes a las regiones proteicas catalogadas como tal de manera experimental.
De ocurrir la identificacion, se determin6 la cobertura del epitope predicho sobre la secuencia
aminoacidica del dato experimental. De esta manera pudo determinarse un porcentaje de cobertura por
proteina que permitid comparar el desempefio de cada predictor. Los resultados obtenidos fueron
graficados con R (Team, 2013), donde se elabord un mapa de calor con la libreria pheatmap.

Predictores de péptidos de union a moléculas MHC-I

El método aplicado requeria la busqueda inicial de la base de datos de epitopes de 7. cruzi
determinados experimentalmente en personas chagasicas, disponible en el IEDB. Debido a que la
representacion de alelos diferentes al HLA-A2*01 en la base de datos era muy baja, se tomo éste como
el alelo de referencia, necesario para andlisis posteriores. La base de datos contaba con 34 proteinas y
70 epitopes en total, de cada proteina se obtuvo la secuencia aminoacidica presente del NCBI.

Para la escogencia de los predictores se tomd como referencia el estudio realizado por (Paul et al.,
2019), donde se determiné la eficiencia de predictores de péptidos de union a MHC-I utilizando las
proteinas del virus vaccinia como datos para la evaluacion. Estos investigadores realizaron una
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recopilaciéon de los métodos de prediccion gratuitos disponibles en la Web, de los 15 métodos
seleccionados 7 fueron empleados en este estudio, ya que el resto de predictores no estaban disponibles
para la fecha o fueron determinados defectuosos en el analisis. Consecuentemente, los métodos
utilizados en este trabajo fueron: NetMHC 4.0 (Andreatta and Nielsen, 2015), NetMHCpan 4.0 (Jurtz et
al., 2017), NetMHCpan 3.0 (Nielsen and Andreatta, 2016), SMM (Peters and Sette, 2005), IEDB
Consenso (Moutaftsi et al., 2006), SYFPEITHI (Rammensee ef al., 1999) y PREDEP (Altuvia et al.,
1995). Los primeros tres son métodos basados en redes neuronales artificiales entrenados con datos de
afinidad de péptidos conocidos, que se encargan de la prediccion de este parametro en péptidos
desconocidos de longitud y propension de union a moléculas HLA-I diferente, lo que realizan mediante
extrapolaciones de los datos de entrenamiento.

Por otro lado, SMM es un método que a partir de datos provenientes de mediciones experimentales,
construye matrices de afinidad cuantitativas que consideran la contribucion por residuo para predecir la
afinidad de péptidos. IEDB consenso, por su parte, es un algoritmo desarrollado para la plataforma del
IEDB en el que tiene lugar la integracion de tres métodos (SMM vy versiones anteriores de NetMHC) a
fin de generar una predicciéon combinada.

En cuanto a SYFPEITHI, corresponde al método de prediccion maés antiguo, y estd basado en un
algoritmo que analizando posiciones de aminoacidos en el péptido, tal como las posiciones de anclaje,
otorga puntuaciones de acuerdo al tipo de residuo ocupante. Por ultimo, e igual que en el caso anterior,
PREDEP es un método que predice péptidos de uniéon a moléculas MHC-I a partir de matrices de
puntuacion por posicion.

Cada uno de estos programas fue evaluado con las proteinas de la base de datos, para esto se
introdujeron las secuencias acotando el alelo HLA-A*02:01 indicando predicciones con longitudes de
péptidos de 9 y 10 mer, tamafio que corresponde al de los epitopes de la base de datos. El archivo de
entrada para la evaluacion conté con 53.076 péptidos, debido a que los métodos de prediccion
consideran todos los posibles péptidos de longitudes 9 y 10 mer que abarcaran la extension completa de
la proteina. Cada péptido recibi6 una puntuacion por predictor, lo que determino si era considerado por
el método como epitope, dependiendo de los valores umbrales respectivos de cada algoritmo.
Posteriormente, los resultados fueron agrupados y categorizados, identificando los epitopes
experimentales del total de péptidos obtenidos. Estos epitopes, correspondieron al conjunto de
verdaderos positivos (VP), mientras que el resto de epitopes representaron los falsos positivos (FP),
datos necesarios para la construccion de la curva ROC-AUC empleada para evaluar el desempefio de
los predictores.

Un analisis ROC (Receiver Operating Characteristic) es una metodologia aplicada para evaluar y
comparar clasificadores binarios en funcion de la precision de prediccion (Majnik and Bosni¢, 2013).
La representacion grafica que se obtiene de este analisis es una curva que muestra las variaciones en los
valores de sensibilidad y especificidad que se derivan de tablas de contingencia que dependen de
valores umbrales de discriminacion (Kumar and Indrayan, 2011; Majnik and Bosni¢, 2013).
Entendiéndose como sensibilidad a la proporcion de verdaderos positivos (VPR), es decir, el nimero de
verdaderos positivos sobre el total de positivos (VPR = VP / P), siendo P igual a la sumatoria de
verdaderos positivos y falsos negativos (P = VP + FN). Por otro lado, 1 — especificidad corresponde a
la razén de falsos positivos (FPR), lo que indica la proporcion de falsos positivos sobre el total de
negativos (FPR = FP / N), siendo N igual a la sumatoria de verdaderos negativos y falsos positivos (N =
VN + FP) (Kumar and Indrayan, 2011; Majnik and Bosni¢, 2013). El desempefio de un predictor
particular para un determinado valor umbral, representado por su sensibilidad y especificidad, se
denota como un punto de la curva ROC. El punto con coordenadas (0,0) (VPR =0, FPR = 0) representa
un clasificador que nunca predice una clase positiva. Por otro lado, un punto en la coordenada (1,1)
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representa la posicion opuesta (VPR = 1, FRP = 1), donde el clasificador predice cada instancia como
positiva. Por lo tanto, una clasificacion perfecta estaria ubicada en el punto (0,1) (VPR = 1, FPR = 0)
(Florkowski, 2008). Los predictores ubicados en la diagonal entre las coordenadas (0,0) y (1,1) se
consideran con desempefio azaroso, por esto, los predictores ttiles seran aquellos cuya curva se localice
por encima de la diagonal (Florkowski, 2008). Del grafico resultante puede obtenerse otro valor
importante, el AUC o area bajo la curva, necesario para realizar comparaciones entre métodos de
clasificacion. Un valor maximo de AUC = 1 representa una condicion ideal donde existe un poder de
discriminacion perfecto, sin predicciones FP ni FN. Por lo tanto, cuanto mayor sea el valor de AUC
mejor es el desempefio del predictor. El valor minimo de AUC es igual a 0,5, pues corresponde al area
por debajo de la diagonal (Florkowski, 2008; Kumar and Indrayan, 2011; Majnik and Bosni¢, 2013).
Cada predictor seleccionado fue evaluado con un analisis ROC, disponible en el paquete estadistico
SPSS version 17 (Inc, 2008), de donde se obtuvo el grafico y los valores AUC.

Enfoque evolutivo

De la base de datos de epitopes utilizada para realizar la evaluacion de predictores se seleccionaron
proteinas que contaran con suficientes secuencias genémicas en las bases de datos del NCBI y TriTryp
(Aslett et al., 2009). Lo que se determind realizando un BLAST (Altschul et al, 1990) de cada
proteina, de donde se seleccionaron las secuencias con un porcentaje de coincidencia no menor al 90%,
omitiendo duplicaciones por aquellas compartidas por ambos repositorios. En cada caso las secuencias
fueron alineadas con MUSCLE (Robert, 2004), disponible en el programa MEGA (Molecular
Evolutionary Genetics Analysis) version 10 (Kumar et al., 2018). Para establecer los codones
especificos sujetos a seleccion se aplicaron métodos que se basan en la determinacion de la tasa de
sustituciones sindénimas (dS) y no sindénimas (dN) por sitio (®). Entendiéndose como sustituciones
sinbnimas aquellas sustituciones nucleotidicas que generan nuevos codones que codifican para el
mismo aminoacido, y las no sinonimas aquellas sustituciones que generan un remplazo del aminoacido.
Suponiendo que los genes evolucionan bajo neutralidad, donde las tasa dS y dN son iguales, se
determina que los sitios donde dS > dN estarian sujetos a seleccionados purificadora, mientras que
aquellos donde dS < dN se encontrarian bajo seleccion positiva. Para ello, se aplicé el método de
maxima verosimilitud de probabilidad de efectos fijos, FEL (Fixed Effects Likelihood) (Kosakovsky
Pond and Frost, 2005) tinicamente para la deteccién de seleccion negativa, ya que, si bien puede
detectar seleccion positiva pervasiva, este método asume valores constantes de ® (dN / dS) entre
linajes, siendo incapaz de identificar sitios bajo seleccion positiva episodica, para lo que requeriria
considerar valores variables de o entre ramas. Por tal razon, se aplico el modelo de efectos mixtos de
evolucion, MEME (Mixed Effects Model of Evolution) (Murrell et al., 2012), para la deteccion de
seleccion positiva por sitio, tanto pervasiva como episodica. Los sitios bajo seleccion fueron
considerados estadisticamente significativos si obtenian un valor de p < 0,1 en cada método. Cada
prueba se utilizo desde el servidor de DataMonkey (Weaver et al., 2018). Una vez determinados los
sitios bajo seleccion se identifico si estaban contenidos en las regiones de reconocimiento inmune, lo
que fue graficamente representado.

Eleccion y analisis de proteinas problemas

Para escoger las proteinas a considerar en el disefio del péptido quimérico, se hizo una revision
bibliografica sobre proteinas de 7. cruzi catalogadas como blancos inmunologicos. De esta manera se
obtuvo un conjunto de proteinas candidatas que fueron buscadas en las bases de datos del NCBI y
TriTryp para verificar la representatividad de sus secuencias gendémicas, y comprobar que fuese posible
sobre estas realizar las pruebas de seleccion. Lo que llevo a la formacion del grupo final de proteinas
catalogado como “proteinas problema”. De cada una se recopilaron las secuencias nucleotidicas
disponibles en los repositorios mencionados, las que seguidamente fueron alineadas con MUSCLE,
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disponible en Mega X. A partir de estos alineamientos se aplicaron los métodos de determinaciéon de
presiones selectivas, MEME y FEL, en cada caso la deteccion de seleccion se considero
estadisticamente significativa si obtenia un valor de p <0,1.

Posteriormente, se realizd el analisis de las proteinas con los programas de prediccion de epitopes
lineales de células B y de péptidos de uniéon a MHC-I seleccionados en la etapa de evaluacion.
Adicionalmente, el algoritmo NetMHCII-2.0 (Nielsen and Lund, 2009) fue elegido para la prediccion
de péptidos de unién a moléculas MHC-II. Método basado en redes neuronales recurrentes que cuenta
con un sistema que corrige la redundancia de los datos de entrenamiento, e integra la contribucion de
residuos de anclaje y flanqueantes para un desempefio mejorado. Para la utilizacion de los predictores
se buscd en UniProt la secuencia de aminoacidos de cada proteina, la que represent6 el archivo de
entrada en cada método.

Para la obtencioén del listado preliminar de epitopes lineales de células B, se tomaron en cuenta
unicamente los péptidos predichos simultdneamente por ABCPred y BepiPred 2.0 con una puntuacion
mayor o igual a 0,5, en un rango de 0 a 1. De este listado se escogieron los epitopes con las mas altas
puntuaciones, que no mostraron sitios polimoérficos, donde se supone seleccion positiva, y presentaron
un mayor numero de sitios conservados o donde se infiere estén bajo seleccion negativa. Estos
pardmetros también fueron implementados para escoger los péptidos de uniéon a moléculas MHC-1 y -
I

En el caso de MHC-I, el listado preliminar se obtuvo del analisis por proteina por alelo, eligiendo de
los alelos disponibles aquellos presentes en la poblacion venezolana. Del total de péptidos predichos
por variante alélica de proteina se optd por aquellos con una puntuacién menor o igual a 1, en un rango
de 0 a 100, que fueron predichos simultaneamente por SMM, NetMHCpan 3.0, NetMHCpan 4.0 y
NetMHC 4.0. Por otro lado, la seleccion del listado preliminar de péptidos de union a MHC-II, se baso
nuevamente en predicciones hechas por proteina por alelo, tomando en cuenta de cada conjunto
aquellos péptidos con puntuacién menores o iguales a 10, en un rango de 0 a 100. Como en el caso
anterior, de los alelos disponibles en el andlisis se seleccionaron aquellos con representacion en la
poblacién venezolana.

Modelado de proteinas de 7. cruzi

Modelado de HSP70 de T. cruzi

Para contar con una representacion grafica de la ubicacion de epitopes lineales de células B,
experimentales y predichos, y de los sitios bajo seleccion en la estructura tridimensional de una
proteina, se utilizd como referencia la proteina de choque térmico 70 (HSP70) de T. cruzi, nimero de
acceso P05456 en UniProt (Consortium, 2018). A partir de su secuencia, fue predicha su estructura
tridimensional con LOMETS (Wu and Zhang, 2007), programa que integrando nueve diferentes
servidores Webs obtiene un consenso de los mejores templados, que se evalian de acuerdo a una
puntuacion “Z”, que dependiendo del umbral, permite determinar la calidad del modelado en relacion a
sus caracteristicas estructurales y restricciones fisicas. El modelo generado fue seguidamente analizado
con RAMPAGE (Prisant et al., 2003) para evaluar su estabilidad mediante la obtencion del grafico de
Ramachandran, el que considerando los angulos de torsion Phi-¢ (entre N — Ca) y Psiy (entre Ca — C),
establece si la rotacion de la proteina respeta o no los efectos estéricos entre los residuos, y si se
encuentran, por lo tanto, en las regiones favorables, permitidas y no permitidas del diagrama
(Ramachandran and Sasisekharan, 1968). Seguidamente, se realiz6 un refinamiento del modelo
empleando ModRefiner (Xu and Zhang, 2011), programa que ejecuta la reconstruccion de los dtomos
de la cadena principal y cadenas laterales simultdneamente para obtener el modelo fisicamente mas
estable segun el algoritmo, que fue comprobado con una nueva validacion en RAMPAGE que permitié
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la comparacion de los graficos de Ramachandran antes y después del refinamiento. Por ultimo, se
utilizo6 Chimera 1.13.1 (Pettersen et al., 2004) para la visualizacioén y edicion de la proteina resultante,
en donde se ubicaron los epitopes experimentales y predichos, y los sitios bajo seleccion, diferenciados
por color.

Modelado de las proteinas a considerar para el disefio del péptido quimérico

Para tener mayor certeza sobre la accesibilidad a los epitopes lineales de células B predichos, se
procedio a su localizacion en la estructura tridimensional de las proteinas problema. Para esto se
realizaron modelados por homologia empleando diferentes servidores: LOMETS, I-TASSER (Yang et
al., 2015), Swiss-Model (Waterhouse et al., 2018) y Phyre2 (Kelley et al., 2015). Eligiendo, de acuerdo
a la estructura resultante, los mejores modelos, lo que era determinado con la comparacion de los
graficos de Ramachandran obtenidos de RAMPAGE. Al igual que LOMETS, el resto de programas se
basan en templados conocidos para, a partir de la secuencia proteica, construir un modelo que recibe
una puntuacion de acuerdo a pardmetros relacionados con la estabilidad estructural y la similitud en la
identidad con el templado. Adicionalmente, en el caso de I-TASSER y Phyre2, en ausencia de un
templado conocido, estos algoritmos son capaces de construir modelos con el ensamblaje de
fragmentos de estructuras resueltas de proteinas con secuencias que correspondan con la proteina de
interés.

Luego de escoger los mejores modelos para cada proteina, se procedidé a refinarlos empleando los
programas Galaxy Refine (Heo et al, 2013) y Galaxy Refine 2 (Lee et al., 2019). Que funcionan
aplicando perturbaciones repetitivas por segmentos de la estructura secundaria mediante dinamica
molecular, para luego reconstruir favoreciendo la compactacion y la estabilidad del modelo tanto a
nivel de la cadena principal como de las cadenas laterales. Galaxy Refine se emple6 para refinar todas
las proteinas a excepcion de TSSA, que por tener una longitud menor a 300 aminodacidos fue analizada
con Galaxy Refine 2, que se especializa en proteinas de menor tamano. Ademas de estos algoritmos, se
prob6 refinar las proteinas con 3Drefine (Bhattacharya and Cheng, 2013) método que utiliza la
optimizacion iterativa de la red de enlaces de hidrégeno en conjunto con la minimizacion de energia a
nivel atomico para el refinamiento del modelo. Sin embargo, debido a que éste mostré un desempefio
inferior a los primeros programas, su utilizacion fue descartada.

Cada uno de los refinados era evaluado con RAMPAGE, y se realizaron tantos como fuesen necesarios
hasta obtener graficos de Ramachandran sin variaciones. El modelo con mejor estructura de cada
proteina fue seguidamente visualizado y editado con Chimera, donde se localizaron los epitopes
lineales de células B y los sitios bajo seleccion negativa que en estos se encontraban.

Diseiio del prototipo inmunoestimulante

Del conjunto de péptidos obtenidos anteriormente del analisis de las proteinas problema, se seleccion6
un nuevo grupo formados por aquellos que contenian mayor niimero de sitios conservados. Luego,
dependiendo de la categoria de los péptidos, se eligieron las secuencias de aminoacidos que se
utilizaron como linkers. Ademas, se agreg6 al disefio de la quimera el péptido sintético universal de
unioén a moléculas HLA-DR conocido como PADRE (siglas en inglés de pan DR epitope). Una vez
que se tuvieron todos estos componentes se procedio a su ensamblaje. La secuencia final fue después
analizada con dos métodos, AllerTOP (Dimitrov et al., 2013a) y AllergenFP (Dimitrov et al., 2013Db),
los que basados en aprendizaje automatizado se encargan de predecir la existencia de alérgenos en
proteinas.

Ahora bien, debido a las variaciones en la estructura secundaria de los péptidos, que se visualizd en las
proteinas problema, se realizaron distintos ensamblajes que diferian entre si en el orden de los péptidos
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empleados, con la finalidad de obtener el mejor modelo. Luego de repetidos intentos, se seleccion6 el
modelo que expuso la mayor cantidad de epitopes lineales de células B, y que ademas tuviera una
estructura que mantuviese el plegamiento que los epitopes tienen en la proteina de origen. El modelado
se llevd a cabo en el programa Phyre2 en modo “intensivo”, opciéon donde el algoritmo integra el
modelado por homologia y el modelado por empalme de templados por fragmentos, con un método
denominado ab initio que se encarga de predecir el plegamiento de una proteina por fragmentos sin el
uso de templados, sino con simulaciones de Monte Carlo que consideran los campos de fuerza que se
establecen por las interacciones atomicas (Kelley et al., 2015). De todos los modelos resultantes del
cambio de orden de los péptidos, se escogio el que presentd una conformacioén que expuso la mayor
cantidad de epitopes lineales de células B, y que ademas fue estructuralmente mas estable segin el
grafico de Ramachandran obtenido de RAMPAGE. El modelo final fue refinado 11 veces con la
herramienta Galaxy Refine hasta conseguir graficos de Ramachandran sin variaciones. Por ultimo, la
visualizacion y edicion se llevo a cabo en Chimera.

Por otra parte, la escogencia del adyuvante, que junto con el péptido de subunidades representa al
prototipo inmunoestimulante, se basdé en la revision de investigaciones experimentales donde se
emplearon adyuvantes que resultaron efectivos para la eliminacion de organismos patégenos con
ubicacion intra y extracelular. De todos los candidatos se seleccioné el que se considerd més adecuado
debido a la naturaleza del antigeno y al tipo de respuesta inmunoldgica inducida.

V. RESULTADOS
Evaluacion de predictores

Predictores de epitopes lineales de células B

Del total de proteinas de la base de datos, 33 conformaron la muestra empleada para el estudio. Cada
predictor fue evaluado con cada una de las proteinas, pudiendo observarse en la Figura 1 el desempefio
de los mismo mediante el cdédigo de color presentado en la leyenda del mapa de calor, que contiene
valores de 0 a 100 que hacen referencia al porcentaje de cobertura de cada predictor por proteina
evaluada. Del mismo modo, en la Tabla 1 se encuentran los valores de cobertura promedio de cada
predictor considerando el total de proteinas. De esta forma, se encontr6d que los predictores ABCPred y
BepiPred 2.0 hicieron mejores predicciones en comparacion con los predictores clasicos. Dados estos
resultados, se escogieron los predictores ABCPred y BepiPred 2.0 como los métodos considerados en
este estudio para analizar el conjunto de proteinas problema. Estos resultados concuerdan con lo
descrito en la literatura sobre el desempefio deficiente de los predictores basados en escalas de
propension, que sefialan superados por los métodos fundamentados en aprendizaje automatizado
(Blythe and Flower, 2005; Potocnakova et al., 2016; Yasser and Honavar, 2010). Lo que pudo
comprobarse en la prediccion de epitopes de células B de 7. cruzi. La mejora en el poder predictivo de
los métodos seleccionados explica su utilizacion en una amplia gama de investigaciones (Maura et al.,
2010; Park et al., 2018; von Delft et al., 2018; Won and Lee, 2018).
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Figura 1. Porcentaje de epitopes confirmados de 7. cruzi que fueron
predichos por proteina con cada predictor.
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Tabla 1. Cobertura promedio del total de epitopes confirmados de 7. cruzi
que fueron predichos por cada método.

Método Cobertura promedio (%)
ABCPred 94,35
BepiPred 2.0 79,57
Hidrofilia de Parker 58,13
Accesibilidad de Emini 46,15
Polaridad de Ponnuswamy 26,14
Flexibilidad de Karplus 21,69
Exposicion a la superficie de Janin 13,03
Incidencia de giros B de Pellequer 3,56
Propension antigénica de Kolaskar 0,34

Predictores de péptidos de union a moléculas MHC-I

Debido a que estos predictores varian en su desempeiio dependiendo del alelo HLA, longitud de
epitopes seleccionados y tipo de organismo estudiado, se buscd determinar qué métodos eran mas
eficientes en la prediccion de péptidos de 7. cruzi reconocidos por moléculas MHC-I del alelo HLA-A
02*01. Cabe destacar que la disponibilidad de alelos diferentes en la base de datos de epitopes de T.
cruzi es escasa, lo que limit6 la evaluacion de los predictores, conllevando al uso del alelo HLA-A
02*01 por ser el que se encuentra mayormente representado en la base de datos.

Aplicando un andlisis ROC se encontré que los predictores con mayor AUC fueron SMM (0,968),
NetMHCpan 3.0 (0,962), NetMHC 4.0 (0,957), y NetMHCpan 4.0 (0,955), siendo estos los métodos
escogidos para aplicar en esta investigacion (Figura y Tabla 2). Se seleccionaron cuatro predictores
debido a que la evaluacién fue en base a un solo alelo, siendo posible que existan variaciones en las
posiciones de desempefio al considerar alelos diferentes, de esta manera se espera que haya una
consideracion adecuada de los mejores predictores. Al igual que en este trabajo, otros estudios han
categorizado a NetMHC y NetMHCpan entre los mejores métodos de prediccion; de hecho, en una
evaluacion por alelos HLA-I hecha por Gowthaman et al. (2010) se encontré que para el alelo HLA-A
02*01 estos predictores tenian el mejor desempenio.

Por otra parte, Zhao and Sher (2018) determinaron menores valores de AUC para estos métodos
analizando 32 alelos humanos HLA-I utilizando la base de datos completa del IEDB en 2016: SMM
(0,856), NetMHCpan 3.0 (0,880), NetMHCpan 4.0 (0,872) y NetMHC 4.0 (0,860). Sin embargo, entre
todos los predictores, estos poseian los mas altos puntajes, superados unicamente por el predictor
MHCFlurry (0,911), no disponible para el momento del estudio. Finalmente, en el estudio de (Paul et
al., 2019) tomado como referencia para la eleccion de los predictores a evaluar, los métodos
presentaron los siguientes valores de AUC: SMM (0,938), NetMHCpan 3.0 (0,975), NetMHCpan 4.0
(0,979) y NetMHC 4.0 (0,974). Como en la investigacion anterior, y contrario a lo obtenido en este
trabajo, SMM obtuvo menores puntuaciones en comparacion al resto de métodos. No obstante, debido
a que en este trabajo se emplearon unicamente epitopes de 7. cruzi para la evaluacion de predictores,
este programa fue incluido en la seleccion.
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Figura 2. Curva ROC de cada predictor de péptidos de union a MHC-I
evaluado.

Tabla 2. Valores de area bajo la curva (AUC) provenientes del analisis ROC
aplicado a cada método de prediccion de péptidos de union a MHC-I.

Métodos AUC
SMM 0,968
NetMHCpan 3.0 0,962
NetMHC 4.0 0,957
NetMHCpan 4.0 0,955
SYFPEITHI 0,928
IEDB Consenso 0,895
Predep 0,842

Enfoque evolutivo

Para determinar las presiones selectivas actuando en proteinas de interés inmunologico de 7. cruzi se
seleccionaron proteinas con epitopes disponibles en las bases de datos empleadas en este estudio. Estas
fueron analizadas con métodos que detectaron seleccion por sitio. Asi se encontrd que la mayoria de los
epitopes de las proteinas se encuentran bajo seleccion positiva y negativa. Lo que también ha sido
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encontrado en otros estudios, donde se evalta el grado de conservacion de antigenos de virus y
bacterias (Comas et al., 2010; Li et al., 2019; Raymond et al., 2018), en los que se plantea que los
sitios bajo seleccion negativa forman parte de regiones conservadas donde la tasa de fijacion de
polimorfismos es menor, que podrian tener importancia en la funcion de la proteina, y por ende
representar una ventaja para el reconocimiento inmune. Por otro lado, los sitios bajo seleccion positiva
han sido relacionados como sitios de evasion, donde el polimorfismo favoreceria la eficacia o
adecuacion bioldgica (fitness) del organismo (Comas et al., 2010; Li et al., 2019; Raymond et al.,
2018). A partir de los resultados se evidencia que ambas fuerzas evolutivas estan actuando en las
proteinas evaluadas del parasito (Figura 3). La magnitud de la respuesta inmunoldgica por epitope seria
un factor a considerar para entender el efecto de estas variaciones. En relacion a esto, cabe destacar el
caso de la region C-terminal de proteinas de superficie asociadas a mucina (MASP) evaluada (Figura
3A). El andlisis de esta region se realiz6 tomando como referencia un estudio donde se caracterizd
como una zona conservada (De Pablos ef al., 2016). En esta investigacion realizaron la evaluacion de la
respuesta de anticuerpos a lo largo de la secuencia, encontrando que la afinidad de los anticuerpos
provenientes de personas chagasicas era mayor para los ultimos dos péptidos, que catalogaron como Cs
y C¢. En este trabajo se encontr6 que los tres sitios determinados bajo seleccion en la region C-terminal
eran encontrados en ambos péptidos, donde se hallan dos residuos bajo seleccion negativa que podrian
estar equilibrando el efecto del sitio polimodrfico que comparte con el resto de péptidos con menor
afinidad, lo que representaria un indicio del efecto directo de la presencia de sitios polimorficos y
conservados en las regiones de interés inmunogénico.

21



(G
I —— v

R 1 Y Y

MASP

i [}

i ]

L

T 11

Wotbimunl e v v oabninl o nl
i i I T

®)

-
—
—
—

- = =
E=ven
—
-
—

CA2

—

1 n
it I

Figura 3. (A) Representacion de los sitios bajo seleccion encontrados en los epitopes lineales de células B de
proteinas de 7. cruzi. (B) Senalamiento de los sitios bajo seleccidén hallados en los epitopes de células T de
proteinas de 7. cruzi. Flechas negras, seleccion negativa; flechas blancas, seleccion positiva; HSP70, proteina de
choque térmico 70; MASP, proteina de superficie asociada a mucina; CRA, antigeno citoplasmatico repetitivo;

TS, transialidasa; CA-2, antigeno de superficie 2.

Eleccion y analisis de proteinas problemas

En la Tabla 3, se muestra el listado de proteinas problema, seleccionadas de acuerdo a los criterios
explicados anteriormente. Ademas, se agregd la proteina PPDK, que si bien no ha sido objeto de
investigacion inmunolodgica en el &mbito de la vacunacion, se consideré como un posible blanco debido
a la ausencia de homologia con proteinas humanas. Por otra parte, también se afiadi6 la proteina LYT-
1, que aunque posee inmunogenicidad comprobada, ha sido poco estudiada en comparacion con el resto
de proteinas catalogadas como blancos, que han sido empleadas con éxito en estrategias para la
proteccion inmunoldgica contra la infeccion.

En este estudio el numero de posibles epitopes a incluir en el péptido quimérico fue reducido mediante
el analisis evolutivo de las proteinas problema, que llevo a que se evitara la escogencia de péptidos con
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sitios polimorficos que pudiesen disminuir el rango de proteccion del prototipo inmunoestimulante. El
total de péptidos por proteina se muestra en la Tabla 4, catalogados de acuerdo al potencial para actuar
como epitopes lineales de células B o péptidos de union a moléculas HLA, donde se indico el tipo de
alelo involucrado. Como puede verse, no todas las proteinas contenian péptidos de union que
cumplieran con los criterios para su eleccion en cada uno de los alelos evaluados. Del mismo modo,
para cada péptido se indica su posicion en la secuencia de la proteina y los sitios bajo seleccion
negativa que contienen. Por ultimo, la puntuacion que recibe cada uno hace referencia al promedio de
las puntuaciones recibidas por todos los métodos aplicados, a excepcion de los valores que califican los
péptidos de uniéon a MHC-II que representan el puntaje del unico predictor empleado.

Tabla 3. Proteinas a considerar en el disefio de la vacuna de subunidades multiepitopes

N° de acceso  Tipo Nombre Abreviatura  Referencias
Cerny et al.,, 2016; Duschak & Couto,
XP 818578  Cistein peptidasa Cruzipaina Cz 2009; Fonseca et al., 2005; Martinez,
Camptella, Frasch & Cazzulo, 1991
. Proteina flagelar de union a Martinez-Campos et al., 2015;
XP_808304  Sensor de calcio calcio de 24 kDa Te24 Villanueva-Lizama et al., 2018
i Antigeno de superficie de Villanueva-Lizama et al., 2018; Wizel,
XP_814930  Transialidasa tripomastigotes 1 TSA-1 Garg & Tarleton, 1998
XP 820337  Prolil oligopeptidasa lf(’]r)oill oligopeptidasa de 80 Tc80 Bivona et al., 2018
ACY54510  Proteina de adhesion FUNScll pfilcNg dg TSSA Gonzalez et al., 2015; Miyahira, 2010
superficie de tripomastigotes
XP_820203  Proteina auxiliar/glicélisis  Piruvato fosfato diquinasa PPDK Acosta et al., 2004
QING46 Proteina litica Proteina litica 1 LYT-1 Ballesteros-Rodea et —al,  2012;

Manning-Cela et al., 2001
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Tabla 4. Listado y categorizacion de los péptidos predichos de cada proteina problema.

Proteina Tipo Alelo *Péptido Inicio Fin Pl:l::)t:::fii&n Sitios Ill)eag ;)t:geccién
AAAQERARVP 106 115 0,685 108, 114
B NA RARVPVKVEV 111 120 0575 114, 120
KVEVVGAPAA 117 126 0,623 120, 122
VQENNGAVYT 198 207 0,639 206
HLA-A*24:02 VYESAAEEAF 48 57 0,323 57
HLA-B*40:01 AEEAFRLSV 53 6l 0,411 57, 58
HLA-B*58:01 SAIGNVECQW 151 160 0,128 154
MHCI HLA-A*02:01 FLAGHPLTNL 161 170 0,287 162, 164
HLA-A*02:01 GLMNNAFEWI 188 197 0,614 193, 194
- HLA-B*58:01 GLMNNAFEW 188 196 0,530 193, 194
HLA-B*15:01 IVQENNGAVY 197 206 0,390 206
HLA-A*01:01 WTTQWGEEGY 306 315 0,307 311
DRBI1 1501 AFRLSVFRENLFLAR 56 70 5,500 57, 58, 63
HLA-DQAI0102-DQBI0602 5\ VHFAAAQERARY 100 114 6,500 108, 110, 114
DRB1 0301
vicy; HLA-DQAI0101-DQBI0S01  GNVECQWFLAGHPLT 154 168 1,900 154, 162, 164
DRBI1 0401 NAFEWIVQENNGAVY 192 206 5,000 193, 194, 206
HLA-DQA10501-DQB10301  TTSGHTVGATITGHV 224 238 1,000 230, 232, 233
HLA-DQA10201-DQB10202  IVTCGAETLTEEVFL 395 = 409 0,080 395, 405, 408
DRBI 1301 RQRRHQPYHSRHRRL 453 467 5,000 465
SHEGVSPLAK 85 94 0,592 89
ARRMRYGYEE 259 268 0,698 268
YEEGERDTLS 266 275 0,680 268
B NA SPKRFLSTQP 289 298 0,662 291, 293
RSSRNYRNPH 300 309 0,705 309
HTANGTNGNS 309 318 0,659 309
SSRQKSHPKR 323 332 0,678 327
HLA-A*03:01 RQMLFTGQK 231 239 0,307 235
LYT-1 ~ MHCI HLA-B*27:05 GRMGSPKRF 285 293 0,361 291, 293
HLA-A*24:02 RYWEQSRAI 533 541 0,459 538
DRBI_0301 APPLMSDERRRQMLF 221 235 3,500 235
DRBI1_0401 SPKRFLSTQPPRSSR 289 303 1,000 291, 293
HLA-DQA10501-DQB10301 ~ KSHPKRAAAVTSVPL 327 341 1,800 327
MHC-II DRBI1 1301 RSLMYRCNHSHHRST 383 397 1,700 393
HLA-DQA10102-DQB10602 ~ HHRSTEGDVVRLAAK 393 407 1,900 393
HLA-DQA10101-DQB10501 ~ ALQRRYWEQSRAILE 529 543 5,000 530, 538
HLA-DQA10201-DQB10202 ~ WEQSRAILEQLENML 535 549 6,500 538
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Tabla 4 (cont.). Listado y categorizacion de los péptidos predichos de cada proteina problema.

Proteina  Tipo Alelo *Péptido Inicio Fin P:r[:)t;ifii;ln Sitios rll):é ; tiszlecci()n
EDFEEAIGHM 156 165 0,642 159, 163
TGFPFPEDPM 197 206 0,618 198, 199, 200
B NA PQQIGQSLSL 293 302 0,650 300
VREGLITKEE 382 391 0,631 384
DADSAKEWSA 438 447 0,647 440, 443, 444
QFTLSGR 508 517 0,644 511
HLA-A*01:01 HLERFVYDSY 130 139 0,400 132, 133
HLA-B*27:05 RRFITMY ADI 140 149 0,143 143, 144
HLA-A*24:02 RFITMYADI 141 149 0,385 143, 144
HLA-B*15:01 FQRKTGFPF 193 201 0,192 198, 199, 200
HLA-B*07:02 TPQQIGQSL 292 300 0,136 300
MHC-I HLA-B*58:01 IGQSLSLRW 296 304 0,189 300
PPDK HLA-B*08:01 SARGKKVIM 446 454 0,360 453
HLA-A*02:01 YIVGTMIEV 763 771 0,176 766, 769
HLA-B*39:01 QQIGQSLSL 857 865 0,115 300
HLA-B*40:01 GEHGGDPTTI 857 866 0,124 857, 861, 865
HLA-A*03:01 VAAAHAALK 889 897 0,368 890
HLA-DQA10501-DQB10301  LESVRSGAAASMPGM. 93 107 0,500 99, 100, 102
HLA-DQA10201-DQB10202  YDSYRRFITMYADIV 136 150 0,300 143, 144
HLA-DQA10101-DQB10501 ~ DSYRRFITMYADIVM 137 151 0,700 143, 144
MHCT DRB1 0301 IREMILADTLEGRKA 601 615 0,500 601, 612
DRBI1 0401 LGIFRTMKGLPVTIR 629 643 0,500 636
HLA-DQA10102-DQB10602 ~ DYIVGTMIEVPRAAL 762 776 1,600 766, 769
DRB1_1501 AGSFLRHYCSLGIYS 807 821 0,300 808, 816
DRBI 1301 GELVRIAVQKGRRVK 834 848 0,400 836, 839, 843
B NA TKRAFDKARA 91 100 0,540 94, 95
MHC-I HLA-B*07:02 RVRDITKRAF 8 95 0,476 94, 95
Te2d DRBI1 1501 RRIELFKKFDKNETG 49 63 9,000 62
MHC-IT DRBI1 0401 TKRAFDKARALGSKL 91 105 5,000 94, 95
HLA-DQA10501-DQB10301 ~ ELDKNGTGSVTFDEF 175 189 5,500 179
HLA-DQA10102-DQB10602 ~ LDKNGTGSVTFDEFA 176 190 6,500 179

25



Tabla 4 (cont.). Listado y categorizacion de los péptidos predichos de cada proteina problema.

Proteina  Tipo Alelo *Péptido Inicio Fin P:::)t::;;ii(;))n Sitios ::g ; t:s:‘ecci(m
FASEAELRKK 52 61 0,625 59, 60
GAETDAAQDA 199 208 0,664 203
VEKGLGSEPL 269 278 0,658 278
LGSEPLVFKK 273 282 0,697 278
B NA RSVLSQAALV 332 341 0,601 336
NAIPLPIGTI 368 677 0,543 369, 371, 374
LDINDPQSSL 405 414 0,673 408
FKDDTVEGLL 417 426 0,650 419, 423
TVEGLLVDDF 421 430 0,624 423
HLA-A*01:01 LTDTAPSIF 105 113 0,183 111
HLA-B*08:01 FFYTRYPAL 184 192 0,120 187
HLA-B*15:01 YLGNEGSTF 293 301 0,309 300
HLA-A*03:01 VLSQAALVK 334 342 0,252 336
HLA-B*40:01 LEDPTLNAI 362 370 0,381 369
Te80 HLA-B*07:02 LPIGTITSF 372 380 0,314 374, 378
MHC-I HLA-B*39:01 FKDDTVEGL 417 425 0,316 419, 423
HLA-A*01:01 SSESPLLLY 457 465 0,059 458
HLA-B*27:05 SRMVFLRDL 481 489 0,345 485
HLA-B*58:01 VANQAPELF 557 565 0,276 561, 564
HLA-B*07:02 APELFRCVV 561 569 0,467 561, 564
HLA-A*24:02 MYKFHKFTI 577 585 0,268 581, 584
HLA-A*24:02 IYTFIAKNI 683 691 0,442 686, 690
HLA-DQA10101-DQB10501 ~ NEQNAFFEEYFASEA 42 56 0,080 43, 45, 56
DRB1_ 0401 APSIFLDPNTMSSDG 109 123 0,700 11, 121
DRBI_1501 RKKDFVSFKITSFLL 384 398 0,800 387
MHC-II DRBI1 0301 SLRVFKDDTVEGLLV 413 427 0,900 423
HLA-DQA10201-DQB10202  VFKDDTVEGLLVDDF 416 430 1,900 419, 423
HLA-DQA10102-DQB10602 ~ PAFSSSRMVFLRDLG 476 490 1,800 478, 485
HLA-DQA10501-DQB10301  IEVAAGHGAGKPTSK 661 675 0,400 664
AGEAPSPSGA 44 53 0,582 47, 50, 52
B NA PSPSGASSGE 48 57 0,618 52
TSSA GASSGEAEAS 52 61 0,645 52
MHC-I HLA-B*07:02 APSPSGASS 47 55 0,812 47, 50, 52
muc.p HLA-DQA10501-DQB10301  EKKAAAGEAPSPSGA 39 53 0,900 47
HLA-DQA10102-DQB10602 ~ PLALTASALAYTALG 78 92 0,600 89
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Tabla 4 (cont.). Listado y categorizacion de los péptidos predichos de cada proteina problema.

Proteina  Tipo Alelo *Péptido Inicio Fin P;::::;fii&n Sitios ::g : t:s;ecci(m
HNRRRVTGSS 80 89 0,663 89
TEVQPTQPIN 295 204 0,603 203
B NA SPNNKGDLKE 316 325 0,542 324
DDGQKWEIPG 363 372 0,550 366
IPGGVSSVAC 370 379 0,590 378
VWLKSGPELP 424 433 0,697 424, 425, 433
HLA-B*58:01 MAAGTLMVW 1 9 0,033 6, 8
HLA-B*39:01 RHFYSAVLL 107 115 0,131 112
HLA-A*24:02 FYSAVLLLL 109 117 0,274 112
TSA-1 MHCI HLA-B*15:01 VMGNGTLVF 335 343 0,087 336
HLA-B*58:01 YSTDDGQKW 360 368 0,160 366
HLA-A*01:01 YSDDALHLL 503 511 0,137 509
HLA-B*58:01 LSYGAGGKW 656 664 0,082 662
HLA-B*40:01 REYQVALML 683 691 0,032 639
HLA-DQA10501-DQB10301 MVWFALSGGGVYCCC 7 21 0,800 8, 12, 13, 16, 19
HLA-DQA10201-DQB10202  KVFSLITYSTDDGQK 353 367 1,600 357, 366
MHC-II DRBI1 0301 NTLLYSDDALHLLQA 499 513 0,400 509
HLA-DQA10102-DQB10602 ~ HESTAVSLARLTEEL 517 531 1,000 527
DRBI 1301 LLGASLRGNKRTKLI 640 654 0,800 647

* En negrita se indican los sitios bajo seleccion negativa

Modelado de proteinas de 7. cruzi

Modelado de HSP70 de T. cruzi

De todos los posibles modelos ofrecidos por LOMETS, se selecciond aquel con mayor puntuacion Z
(29,92), el que presentd una mayor similitud con la proteina HSP70 humana. Este fue el modelo
seleccionado para el analisis con RAMPAGE, que se refind6 con ModRefiner para la obtencion del
modelo final de la proteina, la comparacion de los resultados derivados del grafico de Ramachandran
antes y después del refinamiento se encuentran en la Tabla 5 y la Figura 4, donde puede comprobarse el
mejoramiento de la estructura por la reduccion del nimero de aminoécidos en las zonas no permitidas y
el consecuente aumento en regiones favorables del diagrama.

En el modelo (Figura 5), fueron identificadas en color azul las zonas en que ocurrio el solapamiento de
epitopes, las que corresponden al 73,33% de epitopes experimentales que fueron predichos
simultdneamente por ABCPred y BepiPred 2.0. El porcentaje de epitopes experimentales restantes,
26,67%, representa los epitopes confirmados no predichos y fueron identificados en color verde. Por
otro lado, del total de predicciones, se encontrdé que los epitopes predichos solapados constituyeron el
75,15% del total de epitopes predichos. Por lo tanto, el 24,84% represent6 la proporcion de epitopes
predichos sin correspondencia con epitopes experimentales, los que se identificaron en color morado.
De este porcentaje, el 16,77% de epitopes se encontrd en la region de la proteina que contiene epitopes
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experimentales (del aminoacido 30 hasta el 636 de un total de 680 residuos), mientras que el 8,07%
restante se ubica en el extremo C-terminal de la proteina, que fue identificado como una region
transmembranal. Todo esto indica la importancia del reconocimiento previo de los dominios de las
proteinas problema, a fin de evitar la escogencia de epitopes predichos de células B sin posible acceso
al reconocimiento inmune, que a su vez ejemplifica la ventaja de incluir otros analisis que integren o
complementen los resultados predictivos. Finalmente, en el modelo también se observaron los sitios
bajo seleccion negativa identificados en la proteina. Que permiten reconocer epitopes relevantes para
este estudio, pues representan epitopes con menor variabilidad en las poblaciones.

Tabla 5. Porcentaje de aminoacidos de HSP70 en las regiones del grafico de
Ramachandran antes y después del refinamiento del modelo.

Regiones Antes del refinado Después del refinado
Favorables 649 (95,7%) 656 (96,8%)
Permitidas 20 (2,9%) 15 (2,2%)

No permitidas 9 (1,3%) 7 (1,0%)
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Figura 4. Grafico de Ramachandran del modelado de la proteina HSP70 antes
(izquierda) y después del refinamiento (derecha).
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m Epitopes experimentales predichos I Epitopes predichos no confirmados

W Epitopes experimentales no predichos [] sitios bajo seleccion negativa

Figura 5. Modelado de la proteina HSP70 de 7. cruzi.

Modelado de las proteinas a considerar para el disefio del péptido quimérico

Analizando los modelos obtenidos a partir de distintos métodos, se procedié a la escogencia del mejor
para cada proteina. Los que fueron refinados repetidas veces hasta obtener la mejor estructura segun el
grafico de Ramachandran. En la Tabla 6 se evidencia que el programa mas utilizado fue Swiss-Model,
empleado en cuatro de las siete proteinas. Del mismo modo, se muestra que el nimero de refinamientos
vari6 para cada modelo generado. Si se comparan las proteinas TSA-1, Tc24 y Tc80, y si se toma en
cuenta que mayores valores de QMEAN indican mejores modelos, puede verse que el nimero de
refinamientos requeridos depende de la calidad de la estructura inicial. En estos casos, modelos con
menores valores de QMEAN, como el de TSA-1 y Tc80, requirieron mas refinamientos que el de Tc24,
con mayor valor de QMEAN. Que también puede verse afectado por el tamafio de la proteina, debido a
que como puede observarse, aunque para cruzipaina (25 kDa) se obtuvo un QMEAN de -2,95, inferior
al de Tc80 de mayor tamafio (80 kDa), y al de Tc24 proteina de tamafio similar (24 kDa), fueron
necesarios solo dos refinamientos para estabilizar este modelo, igual que para Tc24. El efecto del
tamafio de la proteina se hace evidente en el modelado de PPDK (mondémero de 100 kDa) y TSSA (15
kDa), donde se observa que a pesar que la primera obtuvo una mejor puntacion, Z = 45,95, precis6 de 5
refinamientos, a diferencia de TSSA, que con menor puntacion, Z = 1,17, se refin6 en dos repeticiones.
Por otra parte, LYT-1 resulto ser el caso mas extremo, proteina que requirié de ocho refinamientos, lo
que era de esperarse al considerar la ausencia de un unico templado en el proceso de modelado. En este
caso, el programa Phyre2, se encargd de hacer un modelo por agrupacion de fragmentos, que
disminuye su calidad inicial, y por ende, incrementa el nimero de pasos de refinamiento. La mejoria
progresiva del modelo se hace particularmente notable en esta proteina si se comparan los valores
derivados de los graficos de Ramachandran (Tabla 7), debido a que como es de esperarse, las
diferencias en estos valores son mayores conforme mayor es el nimero de repeticiones. Que resultd
igualmente notable para TSA-1. Sin embargo, también destaca la mejoria del modelo de TSSA, que
con Unicamente dos repeticiones obtuvo un incremento del 31,1% de aminoacidos encontrados en las
regiones favorables (Tabla 7), que como se menciond anteriormente, pudo estar facilitado por el
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pequefio tamaiio de esta proteina. Los cambios en la estructura tridimensional de las proteinas pueden
observarse en la Figura 6. Asimismo, en la Figura 7 se muestran los graficos de Ramachandran de
todas las proteinas obtenidas, antes y después de la etapa de refinamiento.

Posterior a la obtencion de los modelos refinados, estos fueron editados en Chimera para localizar los
epitopes lineales de células B predichos. En todos los casos se evalud visualmente si los mismos se
encontraban en la superficie, accesibles y libres de impedimentos estéricos impuestos por la misma
proteina, que imposibilitarian el reconocimiento de anticuerpos y receptores de células B. Esta
identificacion puede verse en detalle en la Figura 8, donde se tiene una vista amplificada de la proteina
Tc80 en la que ademés de indicarse todos los epitopes predichos, se sefiala uno de los descartados
como componente del péptido quimérico. Por ultimo, en la Figura 9 se observan los modelos de todas
las proteinas, en cintas y en esferas de superficie, en éstos se sefialaron todos los epitopes y se indicaron
algunos de los excluidos, asi como los sitios bajo seleccion negativa contenidos en estas regiones. Es
importante sefialar que en todos los casos, se realiz6 la busqueda de los dominios proteicos, a fin de
asegurar que ningun epitope se localizara en una region transmembra, en caso de que la misma hubiese
sido modelada, como en el caso de HSP70. Sin embargo, para todas las proteinas, a excepcion de LYT-
1, se confirmo la ausencia de estas regiones en los modelos obtenidos.

Tabla 6. Programas de modelado y refinamiento utilizados en cada proteina
problema y caracteristicas de los resultados.

Modelado Refinamiento
Proteina
Programa Puntuacion Templado Programa N° de refinamientos
Cz Swiss-Model | QMEAN -2,95 | Mondmero 2
Ensamblaje con
LYT-1 Phyre2 41,4% de c50d9B 8
confianza

TSA-1 | Swiss-Model | "QMEAN 4,75 | Ims4.1.A | Oalaxy Refine 6
Tc24 Swiss-Model | "QMEAN 0,26 3csl. 1 2
Tc80 Swiss-Model | ‘QMEAN -1,84 |  1vz3.1 4
PPDK LOMETS "7 45,95 1vbgA 5
TSSA I-TASSER 71,17 6igzG Galaxy Refine 2 2

" Valores de QMEAN alrededor de 0 indican buenos modelos, mientras que valores iguales o menores
a -4,0 indican modelos de menor calidad.
" Valores de Z mayores a 1 indican modelos aceptables.
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Tabla 7. Porcentaje de aminoacidos de las proteinas problema en las regiones
del grafico de Ramachandran antes y después de los refinamientos.

i Validacion con RAMPAGE
Proteina
Regiones Antes del refinado Después del refinado
Favorables 280 (92,1%) 291 (95,7%)
Cz Permitidas 20 (6,6%) 11 (3,6%)
No permitidas 4 (1,3%) 2 (0,7%)
Favorables 375 (68,2%) 507 (92,2%)
LYT-1  Permitidas 83 (15,1%) 35 (6,4%)
No permitidas 92 (16,7%) 8 (1,5%)
Favorables 548 (88,2%) 598 (96,3%)
TSA-1  Permitidas 53 (8,5%) 20 (3,2%)
No permitidas 20 (3,2%) 3 (0,5%)
Favorables 188 (98,9%) 189 (99,5%)
Tc24 Permitidas 2 (1,1%) 1 (0,5%)
No permitidas 0 (0,0%) 0 (0,0%)
Favorables 650 (94,6%) 676 (98,4%)
Tc80 Permitidas 28 (4,1%) 9 (1,3%)
No permitidas 9 (1.3%) 2 (0,3%)
Favorables 842 (92,4%) 877 (96,3%)
PPDK  Permitidas 48 (5,3%) 29 (3,2%)
No permitidas 21 (2,3%) 5(0,5%)
Favorables 59 (65,6%) 87 (96,7%)
TSSA  Permitidas 19 (21,1%) 1 (1,1%)
No permitidas 12 (13,3%) 2 (2,2%)
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Sin refinar

Refinados

Figura 6. Comparacion de la estructura de las proteinas problemas, antes y
después de los refinamientos. A, Cz; B, TSA-1; C, Tc24; D, TSSA; E, Tc80; F,
PPDK; G, LYT-I.
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Figura 6 (cont.). Comparacion de la estructura de las proteinas problemas, antes
y después de los refinamientos. A, Cz; B, TSA-1; C, Tc24; D, TSSA; E, Tc80;
F, PPDK; G, LYT-1.
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Figura 7. Graficos de Ramachandran de los modelados de las proteinas
problema antes (izquierda) y después de los refinamientos (derecha). A, Cz; B,
TSA-1; C, Tc24; D, TSSA; E, Tc80; F, PPDK; G, LYT-I1.
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Figura 7 (cont.). Graficos de Ramachandran de los modelados de las
proteinas problema antes (izquierda) y después de los refinamientos
(derecha). A, Cz; B, TSA-1; C, Tc24; D, TSSA; E, Tc80; F, PPDK; G,
LYT-I.
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Figura 7 (cont.). Graficos de Ramachandran de los modelados de las proteinas
problema antes (izquierda) y después de los refinamientos (derecha). A, Cz; B,
TSA-1; C, Tc24; D, TSSA; E, Tc80; F, PPDK; G, LYT-1.
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- Epitope lineal de células B

Seleccion negativa

Figura 8. Vista amplificada del modelo de la proteina Tc80 donde se indican
por color los epitopes lineales de células B y los sitios bajo seleccion negativa en
ellos contenidos. Con 6valos rojos se sefalan epitopes descartados para su
incorporacion en el péptido quimérico.
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Figura 9. Modelos de las proteinas problema con el sefialamiento por color de
los epitopes lineales de células B y los sitios bajo seleccion negativa. Con dvalos
rojos se indican epitopes descartados para su incorporacion en el péptido

quimérico. A, cruzipaina; B, LYT-1, C, TSA-1, D, Tc24; E, Tc80; F, TSSA; G,
PPDK.

I Epitope lineal de células B
Seleccion negativa
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I Epitope lineal de células B

Seleccion negativa

Figura 9 (cont.). Modelos de las proteinas problema con el sefialamiento por
color de los epitopes lineales de células B y los sitios bajo seleccion negativa.
Con 6valos rojos se indican epitopes descartados para su incorporacion en el
péptido quimérico. A, cruzipaina; B, LYT-1, C, TSA-1, D, Tc24; E, Tc80; F,
TSSA; G, PPDK.
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Figura 9 (cont.). Modelos de las proteinas problema con el sefialamiento por
color de los epitopes lineales de células B y los sitios bajo seleccion negativa.
Con o6valos rojos se indican epitopes descartados para su incorporacion en el
péptido quimérico. A, cruzipaina; B, LYT-1, C, TSA-1, D, Tc24; E, Tc80; F,
TSSA; G, PPDK.

B Epitope lineal de células B

Seleccion negativa

Disefio del prototipo inmunoestimulante

El péptido quimérico resultante estuvo formado por 12 epitopes lineales de células B, 12 péptidos de
union a MHC-I y 13 péptidos de union a MHC-II (Tabla 8). Adicionalmente, las conexiones entre estos
se hicieron con los linkers AAY y GPGPG. En la Tabla 8 se sefialan en negrita los aminoacidos que no
forman parte de los epitopes de células B, pero que se afiadieron para mantener la integridad estructural
del péptido. Del mismo modo, se incorpord a la quimera el péptido sintético PADRE con el linker
HEYGAEALERAG por su capacidad para potenciar la respuesta celular (Athanasiou et al., 2017). En
total, el péptido quimérico estuvo formado por 631 aminodcidos, que indican una masa molecular
aproximada de 65 kDa, valor que se aproxima al de otros prototipos disefiados (Khatoon et al., 2018;
Khatoon et al., 2017).

En la Figura 10 se muestra la secuencia aminoacidica del péptido, que arrojé resultados negativos al ser
analizada con los predictores de alergenicidad AllerTOP y AllergenFP (Figura 11). Asimismo, en la
Figura 12 se muestra la comparacion de la estructura tridimensional de los modelos antes y después de
las etapas de refinamiento. Igualmente, los graficos de Ramanchandan y valores derivados se
encuentran en la Figura 13 y la Tabla 9. Mientras que la estructura final del péptido donde se sefialan
sus componentes se muestran en las Figuras 14 y 15.

Por ultimo, debido a la falta de inmunogenicidad intrinseca de las vacunas de subunidades, se seleccion6 el
adyuvante dinucleotido ciclico adenosin monofosfato, o c¢c-di-AMP, como componente inmunomodulador del
prototipo. Molécula implicada en diferentes procesos metabdlicos en procariotas por su rol como segundo
mensajero, que contiene patrones moleculares asociados a patéogenos que actfian como sefales de peligro
reconocidas por el sistema inmune del huésped (Libanova et al., 2012).

Tabla 8. Péptidos incluidos en el disefio del péptido quimérico.
Péptido Tipo Alelo Proteina
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"PAAAQERARVPVKVEVVGAPAA Cz
ARRMRYGYEE LYT-1
"TGFPFPEDPMT PPDK
DADSAKEWSA PPDK
"EDFEEAIGHMKEK PPDK
9FTLSGRVFR B NA PPDK
VRDITKRAFDKARALGSKLE Tc24
NAIPLPIG Tc80
"FASEAELRKKIFESISNSQ Tc80
FKDDTVEGLL Tc80
DDGQKWEIPG TSA-1
AGEAPSPSGA TSSA
HLERFVYDSY HLA-A*01:01 PPDK
FLAGHPLTNL HLA-A*02:01 Cz
GLMNNAFEWI HLA-A*02:01 Cz
YIVGTMIEV HLA-A*02:01 PPDK
RFITMYADI HLA-A*024:01 PPDK
MYKFHKFTI HLA-A*024:01 Tc80
RVRDITKRAF MHC-I HLA-B*07:02 Tc24
APSPSGASS HLA-B*07:02 TSSA
FQRKTGFPF HLA-B*15:01 PPDK
GRMGSPKRF HLA-B*27:05 LYT-1
RRFITMYADI HLA-B*27:05 PPDK
AEEAFRLSV HLA-B*40:01 Cz
MAAGTLMVW HLA-B*58:01 TSA-1
IREMILADTLEGRKA DRB1 0301 PPDK
NAFEWIVQENNGAVY DRBI1_0401 Cz
TKRAFDKARALGSKL DRBI1_0401 Tc24
GELVRIAVQKGRRVK DRB1 1301 PPDK
AFRLSVFRENLFLAR DRBI1 1501 Cz
GNVECQWFLAGHPLT HLA-DQA10101-DQB10501 Cz
NEQNAFFEEYFASEA MHC-II HLA-DQA10101-DQB10501 Tc80
ALQRRYWEQSRAILE HLA-DQA10101-DQB10501 LYT-1
DYIVGTMIEVPRAAI HLA-DQA10102-DQB10602 PPDK
PAFSSSRMVFLRDLG HLA-DQA10102-DQB10602 Tc80
KVFSLITYSTDDGQK HLA-DQA10201-DQB10202 TSA-1
MVWFALSGGGVYCCC HLA-DQA10501-DQB10301 TSA-1
TTSGHTVGATITGHV HLA-DQA10501-DQB10301 Cz
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HLERFVYDSYAAYMVWFALSGGGVYCCCGPGPGAFRLSVFRENLFLARGPG
PGFLAGHPLTNLAAYAGEAPSPSGAGPGPGDADSAKEWSAGPGPGGNVECQ
WFLAGHPLTGPGPGRFITMYADIAAYPAAAQERARVPVKVEVVGAPAAGPG
PGRVRDITKRAFAAYNAFEWIVQENNGAVYGPGPGTTSGHTVGATITGHVGP
GPGEDFEEAIGHMKEKGPGPGNAIPLPIGGPGPGMYKFHKFTIAAYFASEAE
LRKKIFESISNSQGPGPGVRDITKRAFDKARALGSKLEGPGPGDDGQKWEIP
GGPGPGRRFITMYADIAAYTGFPFPEDPMTGPGPGALQRRYWEQSRAILEGP
GPGIREMILADTLEGRKAGPGPGAEEAFRLSVAAYARRMRYGYEEGPGPGYI
VGTMIEVAAYDYIVGTMIEVPRAAIGPGPGTKRAFDKARALGSKLGPGPGGE
LVRIAVQKGRRVKGPGPGNEQNAFFEEYFASEAGPGPGFQRKTGFPFAAYPA
FSSSRMVFLRDLGGPGPGQFTLSGRVFRGPGPGGRMGSPKRFAAYKVFSLIT
YSTDDGQKGPGPGFKDDTVEGLLGPGPGMAAGTLMVWHEYGAEALERAG
AKFVAAWTLKAAA

Figura 10. Secuencia aminoacidica del péptido quimérico. En naranja,
péptidos de union a MHC-I; en azul, péptidos de union a MHC-II; en
morado, epitopes lineales de células B; en verde, péptido PADRE; en
negro, linkers.
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Figura 11. Resultados de las pruebas de alergenicidad del péptido
quimérico.
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. Refinado

Figura 12. Comparacion de la estructura del péptido quimérico antes y
después de los refinamientos.
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Figura 13. Graficos de Ramachandran del modelo del péptido
quimérico antes (izquierda) y después de los refinamientos (derecha).
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Tabla 9. Porcentaje de aminoacidos de HSP70 en las regiones del
grafico de Ramachandran antes y después del refinamiento del modelo.

Regiones Antes del refinado Después del refinado
Favorables 409 (64,7%) 573 (90,7%)
Permitidas 99 (15,7%) 44 (7,0%)

No permitidas 124 (19,6%) 15 (2,4%)

Epitopes lineales de células B
Péptido de union a MHC-1
Péptido de union a MHC-11
Secuencia PADRE

Figura 14. Modelo en cintas del péptido quimérico indicando sus
componentes.
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B Epitopes lineales de células B

Figura 15. Modelo del péptido quimérico con esferas de superficie
sefialando los epitopes lineales de células B.

VI. DISCUSION

Evaluacion de predictores

El entendimiento de la etiologia de una enfermedad, el monitoreo inmune, la inmunoterapia, el
desarrollo de pruebas diagnosticas y el diseno de vacunas, son algunas de las razones que incentivan la
identificacion de epitopes (Sanchez-Trincado ef al., 2017). Tradicionalmente, esta identificacion se¢ ha
basado completamente en métodos experimentales, laboriosos y costosos. Sin embargo, gracias a los
métodos computacionales de prediccion, la complejidad de estos procedimientos puede ser disminuida
mediante la reduccién del repertorio de péptidos a considerar (Kazi et al., 2018; Sanchez-Trincado et
al.,2017). Por lo tanto, se vuelve necesaria la aplicacion de los mejores algoritmos a fin de aumentar la
probabilidad de obtenciéon de verdaderos epitopes funcionales. Lo que motivd a que en esta
investigacion se llevara a cabo la evaluacion previa de los programas disponibles para la utilizacion
subsiguiente de los predictores con mejor desempefio, haciendo uso exclusivamente de epitopes de T.
cruzi con soporte experimental. Los que fueron obtenidos del repositorio del IEDB, que en la
actualidad representa la mayor base de datos de epitopes, razon por la que fue empleada en el estudio.

Por medio de la evaluacion de predictores de epitopes lineales de células B, fue posible comparar los
resultados de métodos clésicos, basados en escalas de propension, y de algoritmos modernos, basados
en aprendizaje automatizado (Figura y Tabla 1). Asi se comprob6 que el desempefio de estos ultimos
con respecto a los primeros, es bastante superior.

Si bien los métodos clasicos se fundamentan en propiedades fisicoquimicas importantes como la
hidrofilia y la accesibilidad a la superficie, es evidente que las escalas de propension tienen una
eficiencia de categorizacion cuestionable para evaluar proteinas de 7. cruzi. Lo que tal vez se deba a
que estos programas fueron disefiados tomando en cuenta un conjunto reducido de epitopes
confirmados para la época, los que podrian representar una muestra no significativa, y por lo tanto,
tener propiedades que no sean simplemente extrapolables a otros epitopes. No obstante, estos
resultados no se limitan al andlisis de proteinas de este parasito, ya que los hallazgos de esta
investigacion estan en concordancia con otros estudios, donde se ha encontrado que el poder de

45



prediccion de estos métodos es generalmente superado por algoritmos modernos (Costa et al., 2013).
Las ventajas del aprendizaje automatizado recaen, principalmente, en el modo y la capacidad de
analisis de una cantidad muy amplia de datos de entrenamiento. Lo que le permite a estos métodos
considerar las multiples diferencias de interrelacion entre aminoacidos que puedan establecerse en cada
uno de los epitopes de entrenamiento, contribuyendo a la generacion de mejores predicciones (Backert
and Kohlbacher, 2015; Sanchez-Trincado ef al., 2017). Cualidades con las que cuentan los programas
ABCPred y BepiPred 2.0 y que fueron comprobadas con los porcentajes de cobertura encontrados.

En los resultados de evaluacion de péptidos de union a MHC-I, también se determind que los métodos
basados en aprendizaje automatizado, como NetMHC 4.0, NetMHCpan 3.0 y NetMHCpan 4.0, fueron
mas precisos en las predicciones, como lo demuestran sus valores de AUC (Figura y Tabla 2), que
fueron superiores a los conseguidos por los algoritmos basados en matrices de puntuacion,
SYFPEITHY y PREDEP, los que solo contemplan la contribucion de aminoacidos de anclaje para su
andlisis. Por otra parte, SMM, método que se consideraba superior a estos dos ltimos, pero inferior a
los predictores Net, fue hallado como el mejor predictor en este estudio. Sin embargo, es importante
tomar en cuenta que la evaluacion aqui realizada contemplaba unicamente la identificacion de epitopes
de T. cruzi de longitudes de 9 y 10 mer reconocidos por moléculas MHC-I del alelo HLA-A 02*01, lo
que podria estar induciendo estas variaciones. La evaluacion del poder predictivo utilizando un mayor
rango de alelos seria necesaria para ratificar las posiciones de desempeiio.

Si se toma en cuenta que los programas de prediccidon varian en los datos de entrenamiento y que las
investigaciones de valoracion de predictores varian en: el origen bioldgico de los datos de evaluacion,
las longitudes de epitopes y el conjunto de alelos contemplados. Se vuelve pertinente la escogencia de
predictores en funcion de la representatividad de las proteinas del organismo problema en los datos de
entrenamiento, y del desempetio predictivo de acuerdo a los alelos y longitudes de péptidos requeridas.
En ese sentido, esta investigacion puede ser tomada como referencia para la escogencia métodos de
prediccion de epitopes lineales de linfocitos B y de péptidos de union a moléculas MHC-I de T. cruzi.

Vale destacar, que la evaluacion de algoritmos de prediccion de epitopes conformacionales de células
B no se realiz6 debido a la imposibilidad de integrar este tipo de epitopes en un péptido quimérico, por
lo que se decidio prescindir del empleo de estos métodos.

Enfoque evolutivo

El conjunto de interacciones que se establecen en la interaccion entre vector-parasito-hospedador,
puede generar “marcas evolutivas” en los genomas de las especies interactuantes, producto de eventos
de coevolucion. El descubrimiento y entendimiento de estas marcas puede explicar la capacidad de los
parésitos para invadir multiples tejidos en huéspedes y vectores mientras evaden el control inmunitario.
En contraparte, este conocimiento puede ser empleado en el disefio de estrategias que permitan
controlar los ciclos de trasmision (Early et al., 2018).

En multiples investigaciones se ha demostrado que la respuesta inmune del huésped ejerce una fuerte
presion selectiva en los patdgenos, lo que afecta directamente la diversidad de sus poblaciones (Berger
et al., 2010). En relacion a esto, se ha visto que el establecimiento de una respuesta protectora
provocada por el reconocimiento de determinados epitopes conduce a la eliminacion de los individuos
susceptibles y a la supervivencia de aquellos cuya variabilidad le confiera un aumento en su fitness
(Berger et al., 2010; Raymond et al., 2018). Lo que conlleva a que los sitios polimodrficos sean
considerados como sitios de evasion inmune, en los que una seleccion balanceadora favorece el
mantenimiento de la diversidad. Es por ello que existe interés en la identificacion de regiones
conservadas capaces de inducir mecanismos de proteccion inmunitaria (Raymond et al., 2018).
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En concordancia, se ha visto que el grado de conservacion varia entre antigenos de una misma especie
(Berger et al., 2010; Comas et al., 2010; Early et al., 2018; Li et al., 2019). Que corresponde a lo
encontrado en el estudio de las presiones selectivas que act@ian a nivel de las proteinas antigénicas
evaluadas de 7. cruzi. Donde result6 interesante la presencia de una gran cantidad de sitios conservados
en los antigenos analizados, lo que podria explicarse, en cierta parte, mediante la ‘“hipotesis de
restricciones funcionales”, donde se plantea que la conservacion de epitopes puede originarse por su
localizacion en regiones proteicas donde los cambios de aminoacidos sean poco tolerados (Berkhoff et
al., 2005, 2006; Li et al., 2019). Segun esta hipdtesis, las mutaciones no sinénimas en estos sitios, que
si bien serian, en principio, beneficiosas para la evasion inmune, tendrian un efecto negativo en la
funcion de la proteina. Por lo tanto, el costo en el fitness dependeria de su importancia para la
supervivencia y la reproduccion del organismo en cuestion (Berkhoff et al., 2005, 2006; Li et al.,
2019).

En otros organismos como Mycobacterium tuberculosis, Salmonella enterica y algunos virus, también
se ha observado que ciertos epitopes presentan un alto grado de conservacion (Comas et al., 2010;
Frank and Bush, 2007; Holt ef al., 2008; Li et al., 2019). Para el primer caso, no solo se demostrd que
los genes que codifican epitopes estdn bajo seleccion purificadora, sino que ademads, se determind que
algunos de ellos estdn mas conservados que los llamados “genes esenciales”. Los autores argumentan
que ademds de evitar cambios funcionales indeseados en las proteinas, la ausencia de sitios bajo
seleccion positiva llevaria a que se facilite el reconocimiento inmune por linfocitos T, evento que
podria favorecer el establecimiento de una infeccion latente y la transmision de la bacteria (Comas et
al., 2010). Mecanismo que podria compartir con S. enterica, organismo con similar ciclo de vida (Holt
et al., 2008). Por otro lado, la conservacién de antigenos en virus como el del sarampion, rubeola,
paperas ¢ influenza C, ha sido explicada por la ausencia de presion inmune de sus huéspedes
habituales, nifios sin células de memoria protectoras (Frank and Bush, 2007).

Como se ha mencionado, la hipdtesis de restricciones funcionales no podria ser la tnica causa del
surgimiento de epitopes con sitios conservados, por lo que, podria sugerirse que en 7. cruzi el
reconocimiento inmune también podria traer, en cierta medida, un beneficio para el parasito. A pesar de
la complejidad genética de este organismo, y de la amplia variedad de proteinas potencialmente
antigénicas expresadas, se ha encontrado que existe una inmunodominancia importante en los epitopes
de células CD8" humanas, que se genera por la presentacion predominante de un pequefio conjunto de
epitopes de proteinas pertenecientes a la familia de las transialidasas (Martin et al., 2006). Por lo tanto,
tomando en cuenta que la inmunodominancia no es sinébnimo de proteccion inmunoldgica (Dinter et al.,
2015), podria pensarse que el mantenimiento de la conservacion de algunos epitopes es consecuencia
del establecimiento de una respuesta immunitaria ineficiente hacia estos antigenos, que previene la
completa eliminacion del parasito. Adicionalmente, considerando que el conjunto de epitopes
inmunodominantes presentados tiende a variar de acuerdo al perfil genético HLA del hospedador y de
acuerdo a las cepas (Martin et al., 2006), es posible que los sitios polimoérficos representen entonces
sitios de diferenciacion entre poblaciones del huésped, y al mismo tiempo, entre linajes del parasito.

Segiun Gupta et al. (1996), el mantenimiento de las cepas en la estructura poblacional de un agente
infeccioso es un evento que puede originarse en organismos que experimentan reproduccion tanto
sexual como asexual, debido al desequilibrio de ligamiento que puede formarse entre genes que
codifican ciertos determinantes antigénicos dominantes. En su modelo, los autores proponen que la
estructura por cepas es el resultado de la presentacion de epitopes no solapados, epitopes conservados
en una misma cepa, pero divergentes entre cepas, lo que podria sugerir la existencia de una respuesta
inmune importante contra un antigeno polimorfico dominante, en donde la respuesta contra la forma
presente en una no genera proteccion contra otras variantes. En el caso contrario, donde se establezca

47



una respuesta inmune beneficiosa para el huésped y dirigida hacia un determinante conservado
dominante, entre cepas, no se espera entonces una estructura poblacional por cepas sino el
mantenimiento, por exclusion competitiva, de la cepa con un mayor tamafio efectivo o con mayor tasa
de reproduccion. Segun este modelo, la dindmica de una poblacion de patdgenos que esta estructurada
por cepas debido a una respuesta inmune dominante hacia antigenos polimorficos, puede estar
influenciada o favorecida por respuestas mas débiles a otros determinantes, ya sean conservados o
variables (Gupta et al., 1996). Sin embargo, esto no descarta la posibilidad de ocurrencia de cambios en
la estructura poblacional por efecto de la presion inmune del huésped. En relacion a esto, los autores
sugieren que aunque las variaciones de aminoacidos en un determinante antigénico dominante generan
una estructura poblacional por cepas, se ha comprobado que la exposicion repetida a epitopes
conservados puede inducir el establecimiento de una respuesta inmune protectora contra todas las cepas
de una poblacion (Gupta and Day., 1994; Gupta ef al., 1996).

Bajo esta premisa se podria asumir, que la escogencia de epitopes conservados no involucrados en
eventos de inmunodominancia que favorezcan a 7. cruzi, podria representar una estrategia para disefar
un prototipo que induzca una respuesta inmunitaria capaz de generar proteccion contra, idealmente,
cada cepa de este organismo. Asuncion que fue implementada en esta investigacion y que llevo a la
escogencia de epitopes bajo seleccion negativa para la creacion del péptido quimérico.

Eleccion y analisis de proteinas problemas

La efectividad de una vacuna depende, en gran medida, de la adecuada seleccion de los antigenos. En
relacion, décadas de investigacion han permitido identificar proteinas de 7. cruzi con roles importantes
para la activacion de la respuesta inmunoldgica. Lo que ha llevado a catalogarlas como blancos
prometedores para el disefio de vacunas preventivas y terapéuticas contra la enfermedad de Chagas
(Beaumier et al., 2016; Rodriguez-Morales et al., 2015). Potencialidad que fue considerada en este
estudio para la eleccion de las proteinas problema que  estarian sujetas a los andlisis
inmunoinformaticos y a pruebas evolutivas.

Varias propiedades resultaron relevantes de cada proteina e influyeron en su seleccion. Cruzipaina,
principal cistein proteasa, fue elegida debido a que participa en eventos de nutricion e invasion celular,
se localiza tanto a nivel lisosomal como en la membrana plasmatica, es secretada, y ademas se expresa
en todos los estadios y cepas del parasito (Cerny et al., 2016; Duschak and Couto, 2009). Ademas, es
capaz de estimular respuestas humorales y celulares en modelos animales y humanos (Cerny et al.,
2016; Duschak and Couto, 2009; Martinez et al., 1991). En concordancia, se ha visto que personas en
distintas etapas de la enfermedad poseen anticuerpos contra esta proteina, asi como células CD4" y
CDS8" efectoras, lo que evidencia la induccién de memoria inmunolégica (Cerny et al., 2016; Fonseca
et al., 2005). Por otro lado, Tc24 es una proteina que actia como un sensor de calcio, que puede ser
secretada y que se ubica en la membrana plasmatica durante todas las fases del ciclo de vida de T.
cruzi, principalmente en el bolsillo flagelar (Martinez-Campos ef al., 2015). Su estudio como antigeno
ha revelado que participa en la estimulacion de células B y linfocitos T. De igual forma, su empleo para
la inmunizacién de modelos animales ha comprobado su eficacia para generar proteccion, igualmente,
su rol terapéutico ha sido demostrado (Martinez-Campos et al., 2015; Villanueva-Lizama et al., 2018).
Otra proteina con las mismas propiedades es TSA-1, miembro de la familia de las transialidasas que se
expresa en la superficie de tripomastigotes sanguineos (Villanueva-Lizama et al., 2018; Wizel et al.,
1998).

Por otra parte, Tc80, es una prolil olipeptidasa expresada en tripomastigotes sanguineos y amastigotes
que participa en la invasion celular (Bivona et al., 2018). Su inclusion entre las proteinas problema
estuvo determinada por una reciente investigacion conducida por Bivona ef al. (2018), en la que se
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designd como un nuevo candidato para vacunacion, ya que favorecio la produccion de anticuerpos que
intervinieron en la inhibicion enzimatica de la proteina y en la neutralizacion de la infecciéon mediante
la lisis de tripomastigotes guiada por complemento. Que se presentd en conjunto con una respuesta
celular de linfocitos CD4" y CD8" epitope-especifica.

TSSA, por su parte, pertenece a la familia de proteinas similares a mucinas que se expresa en la
superficie de tripomastigotes sanguineos y tiene un rol en la adhesion celular, prerrequisito para la
internalizacion subsiguiente del parasito (Gonzalez and Buscaglia, 2015). Fue elegida debido a que es
una proteina que induce una potente respuesta humoral y es reconocida por linfocitos CDS",
contribuyendo, por lo tanto, al establecimiento de una respuesta citotoxica que es fundamental para la
eliminacion del parésito (Takayama et al., 2010).

Por otro lado, PPDK es una enzima auxiliar de la glicélisis ubicada en los glicosomas que contribuye al
balance ATP/ADP y como enlace entre rutas catabolicas y de biosintesis (Acosta et al., 2004). El hecho
de que PPDK no sea homologa a ninguna proteina expresada por el hospedador, hace que sea
considerada en este estudio. Lo que fue ademas reafirmado al encontrar que los algoritmos de
prediccion detectaron que posee péptidos de unidon a moléculas MHC-1 y -1II con puntaciones similares
a las péptidos predichos de proteinas con inmunogenicidad comprobada. Lo que no descarta la
posibilidad de que PPDK sea procesada y reconocida por células presentadoras de antigeno, y en el
mejor de los casos, participe en la activacion de una respuesta celular.

Por ultimo, LYT-1, es una proteina que presenta actividad litica en condiciones acidas y que tiene un
rol importante en el proceso de infeccion y en los cambios de estadio de 7. cruzi. Su presencia ha sido
demostrada en el nucleo, kinetoplasto, membrana, vesiculas, y ademads es secretada (Ballesteros-Rodea
et al., 2012; Manning-Cela et al., 2001). Asimismo, es una proteina que no presenta homologia con
ninguna otra conocida (Ballesteros-Rodea ef al., 2012). A pesar de estas caracteristicas, la respuesta
inmunoldgica contra esta proteina no ha sido tan estudiada si se compara con las primeras cinco
proteinas descritas. No obstante, se ha resaltado su potencialidad para desencadenar, en modelo
murino, respuestas citotoxicas mediadas por linfocitos CD8". Lo que condujo a que LYT-1 fuera
propuesta como posible candidata en el disefio de vacunas contra la enfermedad de Chagas
(Ballesteros-Rodea et al., 2012).

Como puede verse, todas las proteinas mencionadas se escogieron en base a la importancia del
desarrollo de una respuesta humoral y celular para la proteccion inmunologica contra 7. cruzi dada su
condicion de parésito intra y extra celular. Por lo que se espera que producto de la integracion de los
epitopes predichos de estas proteinas en el péptido quimérico, se consiga el disefio de una molécula que
induzca el reconocimiento inmune y la estimulacién de poblaciones celulares que se diferencien en
células efectoras y de memoria que sean efectivas en eventos de reinfeccion para la eliminacion del
parésito. Asimismo, se espera que al incluir epitopes conservados, la cepa del organismo no intervenga
en la efectividad del prototipo. Finalmente, el empleo simultaneo de programas con algoritmos
independientes para la prediccion de péptidos de relevancia inmunoldgica, se realiz6 con la finalidad de
contar con varias predicciones positivas que aumenten la probabilidad de escoger un péptido adecuado.

Modelado de proteinas de 7. cruzi

En ausencia de una estructura experimentalmente resuelta, el modelado por homologia representa una
herramienta util para predecir la conformacion tridimensional de proteinas, que ha sido aplicada en una
amplia gama de investigaciones enfocadas en caracterizacion enzimatica, disefio de farmacos, eventos
de reconocimiento molecular ligando-receptor, entre muchos otros (Harish Vagadia er al., 2016;
Vinothkanna et al., 2018). En este estudio, esta técnica permitid visualizar la estructura de ciertas
proteinas de interés de 7. cruzi.
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En relacion, con el modelado de HSP70 se logré la localizacion de los epitopes predichos y con
confirmacion experimental. Como se observa en la Figura 5, la mayoria de epitopes experimentales
fueron predichos tanto por ABCPred como por BepiPred 2.0. A pesar que del total de predicciones un
24,84% correspondid a epitopes sin confirmar, se evidencid que la mayoria estan dispuestos en la
superficie de la proteina, lo que indica que deben contar con ciertas caracteristicas propias de un
epitope de células B, como el de una composicion de aminoéacidos con alto nivel de hidrofilicidad, lo
que pudo ser la causa de predicciones erroneas.

Por otro lado, considerando la importancia de ubicar los epitopes predichos en las proteinas problema,
en este estudio se procurd la obtencion del mejor modelo posible mediante pasos sucesivos de
refinamiento, a fin de localizar estas regiones con mayor precisidon y contar con una mejor
aproximacion de la estructura real de las proteinas. En cuatro de las siete proteinas se encontrd que los
modelos hechos por Swiss-Model tenian mejor calidad, por lo que la escogencia del resto de programas
para modelar las tres proteinas restantes se debi6 a la ausencia de templados (Tabla 6). No obstante,
tanto Swiss-Model, [-TASSER y Phyre2, se encuentran catalogados entre los mejores algoritmos
disponibles para la fecha segtin el comité de evaluacion critica de métodos de modelado de proteinas, o
CASP por sus siglas en inglés (Moult et al., 2018). Es relevante destacar que de las proteinas problema,
unicamente ha sido resuelta por cristalografia de rayos X la estructura de cruzipaina y Tc24, templados
utilizados para la realizacion de sus modelos. Para el resto se emplearon templados de proteinas de
otros organismos, los que si bien variaban en su porcentaje de identidad, permitieron la construccion de
modelos estructuralmente estables (Tabla 7). Siendo el modelo de LYT-1 el que presenta un menor
porcentaje de aminoacidos en las regiones favorables y una mayor proporcidn en regiones no
permitidas del grafico de Ramachandran. A pesar de esto, el modelo obtenido en este estudio puede
considerarse como la primera aproximacion de la estructura tridimensional de esta proteina unica de 7.
cruzi.

Por ultimo, debe resaltarse que si bien la seleccion de epitopes a incluir en el péptido quimérico se basé
en su disposicion en la estructura de las proteinas, esto no descarta que en el parasito, el
reconocimiento de anticuerpos de estas regiones se vea impedido por: efectos estéricos impuestos por
proteinas adyacentes, modificaciones postraduccionales de las proteinas problema, o impedimentos
estéricos provocados por las mismas proteinas al considerarlas como estructuras dinamicas. Lo que
llevo a la escogencia de varios epitopes, a fin de aumentar las probabilidades de reconocimiento.

Diseiio del prototipo inmunoestimulante

El objetivo de esta investigacion fue el disefio de un prototipo formado por elementos adecuados que en
conjunto tuvieran el potencial de generar proteccion contra la enfermedad de Chagas. Por esta razon, la
eleccion de sus componentes siempre estuvo en funcion de la respuesta inmunologica que se deseaba
promover.

En este sentido, el adyuvante c-di-AMP se selecciono por su capacidad para actuar como ligando de la
proteina STING, ubicada en el reticulo endoplasmatico y responsable de la activacion de la cascada de
sefalizacion TBK3-IRF3, que genera la transcripcion de genes que codifican citoquinas pro
infamatorias como IFN tipo I y TNF (Ebensen et al., 2019). Eventos que llevan a que se desencadene
una respuesta balanceada tipo Th1/Th2/Th17, que convierte al c-di-AMP en una molécula versatil por
su capacidad para promover la activacion de distintas poblaciones celulares que de manera sinérgica
estimulan la produccién de anticuerpos y la activacion de células con capacidad citotoxica (Libanova et
al.,2012).

Debido a esto, el adyuvante ha sido empleado con €xito en varios protocolos de vacunacion contra
organismos intra y extra celulares (Matos et al., 2017; Schulze et al., 2017a; Temizoz et al., 2018). De
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hecho, éste ha sido probado en inmunizaciones contra 7. cruzi en modelos murinos, donde se ha
resaltado su efectividad para conseguir respuestas protectoras debido a las propiedades antes descritas
de la molécula, y especialmente, por su participacién en una respuesta inmune que incluye la activacion
de células Th17 (Matos et al., 2017; Sanchez Alberti et al., 2017). Linfocitos con una capacidad de
modular positivamente células CD8", que supera a la de las células Thl (Cai et al., 2016). Atributos
que en conjunto incentivaron la eleccion del c-di-AMP como adyuvante del prototipo
inmunoestimulante.

Por otra parte, la secuencia PADRE incluida en el péptido quimérico, corresponde a un epitope
sintético con alta afinidad por 15 de las 16 variantes alélicas de la molécula HLA-DR, que fue
especificamente disefiado para ser inmunogénico en humanos (Alexander et al., 1998). El mismo ha
sido parte del disefio de vacunas contra organismos como Leishmania infantum (Athanasiou et al.,
2017), Toxoplasma gondii (El Bissati et al., 2016) en donde se ha comprobado que es capaz de
promover la activacion de la respuesta celular. De igual manera, su presencia mejor6 la eficacia de una
vacuna compuesta por péptidos del antigeno Her2/neu asociado a tumores, mediante la expansion de
linfocitos CD4" y CDS8", cuya contribuciéon de IFN-y estimulaba poblaciones celulares con efectos
antigeno-especificos (Ghaffari-Nazari et al., 2015). Eventos que se originan gracias al procesamiento y
presentacion de PADRE, lo que se consigue por el reconocimiento de la region flanqueante que le
precede. Linker con el que es habitualmente asociado y que contiene aminodcidos de clivaje tanto para
la degradacion proteosomal como lisosomal (Alexander et al, 1998). Sitios que también estan
presentes en las secuencias de conexion de epitopes AAY y GPGPG que fueron empleadas en la
quimera (Livingston et al., 2002; Velders et al., 2001).

En cuanto al modelado del péptido multiepitopes, puede verse que las etapas de refinamiento
permitieron la obtencion de un modelo estructuralmente mas estable (Figura 13 y Tabla 9). En el que
fue posible la localizacién de sus componentes (Figura 14), donde destaca la posicion de los epitopes
lineales de células B, los que se evidenciaron expuestos en la superficie (Figura 15). Representando su
potencialidad para ser reconocidos por anticuerpos y receptores de células B.

La implementacion de péptidos con sitios conservados y completamente ausentes de sitios polimorficos
se aplico como una estrategia para prevenir eventos de evasion. En relacion a esto, se ha visto que el
potencial de ciertas proteinas para ser usadas como blancos de vacunacion, se ve comprometido por la
existencia de variabilidad entre cepas que cuentan con determinantes antigénicos no solapados,
imposibilitando el surgimiento de reconocimiento cruzado (Early et al., 2018; Thompson et al., 2018).
Esta variabilidad es, sin embargo, una fuerte sefial de detecciéon inmunologica, lo que indica que
naturalmente la respuesta inmune esta enfocada hacia estas zonas, lo que provoca un efecto de
apantallamiento de las regiones conservadas, haciéndolas, por lo tanto, menos inmunogénicas (Early et
al., 2018; Thompson et al., 2018).

En concordancia, se ha evidenciado que en proteinas relevantes para el género Plasmodium como
AMAL1 expuestas a la deteccion humoral, existe una organizacion particular de regiones conservadas
que se encuentran rodeadas por sitios muy polimdrficos (Guy et al., 2018). Las primeras representan
zonas importantes para el funcionamiento de la proteina por contener sitios de unidon para invasion,
generando restricciones para la fijacion de polimorfismos. Lo que si bien las convierte en blancos de
vacunacion atractivos, no descarta que presenten inmunogenicidad deficiente (Guy et al., 2018). Hecho
que ha llevado a la busqueda y localizacién de epitopes capaces de inducir respuestas de proteccion
dentro de regiones conservadas en una amplio rango de investigaciones (Cazorla ef al., 2009; Dutta et
al., 2013; Guy et al., 2018; Ntumngia et al., 2016). Enfoque que fue también aplicado en este trabajo
por medio de la asociacion de andlisis inmunoinformdticos y pruebas evolutivas. Asi, fue posible
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determinar del conjunto de posibles epitopes, péptidos con sitios conservados, tedricamente capaces de
generar proteccion ante las diferentes cepas de 7. cruzi.

Es importante mencionar, que ademas de esta estrategia, en otros estudios se han desarrollado
protocolos de inmunizacion que comprenden el empleo de proteinas de todas las variantes alélicas que
pueda presentar un antigeno dado, a fin de conseguir una respuesta inmunoldgica que abarque la
variabilidad de las cepas del organismo patdgeno (Lourencgo ef al., 2017). Lo que si bien ha conseguido
cierta efectividad, presenta inconvenientes dada la diversidad intrinseca de muchos agentes infecciosos.

Por otra parte, dada la inmunodominancia de algunos sitios polimorficos sobre sitios conservados, en
otras investigaciones se han aplicado métodos relacionados con “técnicas de enfoque de epitopes”, que
tienen por objetivo dirigir el reconocimiento inmune hacia sitios conservados en los que la eficacia para
generar proteccion haya sido comprobada (Guy et al., 2018). En uno de estos estudios, por medio de
inmunizaciones con cuatro variantes de la proteina AMAI1 de plasmodium falciparum consiguieron
amplificar la respuesta a epitopes conservados mediante la expansion desigual de células B de memoria
(Dutta et al., 2013). Los autores explican que la inmunodominancia de los sitios polimorficos de cada
variante puede verse diluida por la presencia combinada de estas regiones y por la existencia de
regiones conservadas entre variantes. De esta manera, la exposicion a las proteinas puede aumentar la
concentracion de epitopes conservados que son ahora capaces de competir por el reconocimiento
(Dutta et al., 2013). Resultado que puede también conseguirse bajo la exposicion repetida a sitios
conservados (Gupta and Day, 1994). Lo que podria aplicarse como método de inmunizacién en caso de
que se compruebe la eficacia de los péptidos incluidos en la quimera. Y de esta manera, sobreponerse a
posibles eventos de inmunodominancia provenientes de epitopes polimorficos, o incluso conservados
no efectivos, dentro de las proteinas problemas.

Ahora bien, la exclusion de este tipo de epitopes dentro de la misma quimera es otra de las ventajas que
trae el diseno de este prototipo. Debido a que de esta forma fue posible evitar el uso de epitopes
inmunodominantes presente en dos de las proteinas problema, Cz y TSA-1. En una investigacion
dirigida por (Cazorla et al., 2010), donde se analizé la respuesta humoral y celular inducida por
Cruzipaina, se demostrd que existe una inmunodominancia por el dominio C-terminal no catalitico de
la enzima. Con respecto a esto, los autores encontraron que al inmunizar ratones con los dominios N- y
C- terminal se presentaba disparidad en la respuesta de anticuerpos, obteniendo un titulo 15 veces
menor al emplear el dominio N-terminal. Resultado que éstos comprueban con los reportes que indican
que el suero de la mayoria de personas chagasicas reacciona contra el dominio C-terminal (Cazorla et
al., 2010). No obstante, a pesar del bajo titulo, se encontré que por medio de las inmunizaciones los
anticuerpos dirigidos al dominio N-terminal, eran capaces de producir una reduccion significativa de la
parasitemia y de la tasa de infectividad de tripomastigotes. Contrariamente, los anticuerpos contra el
dominio C-terminal fueron incapaces de generar una reduccion significativa de la parasitemia y de la
invasion celular. Resultados que fueron similares a los obtenidos al inmunizar con la proteina
recombinante (Cazorla et al., 2010). Lo que indica la existencia de una inmunodominancia hacia
epitopes no efectivos para el control de la infeccion, hecho que los investigadores interpretan como un
mecanismo de escape inmunoldgico, donde el reconocimiento del dominio C-terminal enmascara y
protege al dominio catalitico N-terminal. Hipotesis que fue apoyada por los resultados obtenidos al
evaluar la respuesta celular, donde evidenciaron el mismo patrén de proteccion (Cazorla ef al., 2010).

Este hallazgo permiti6 evitar la inclusion de péptidos predichos y conservados que comprendieran el
dominio C-terminal: 306 WTTQWGEEGY 315, 395 IVTCGAETLTEEVFL 409 y 453
RQRRHQPYHSRHRRL 467 (Tabla 4). Con la finalidad de promover la aparicion de respuestas
efectivas para la eliminacion del parésito. Coincidentemente, se encontrd que algunos de los péptidos
seleccionados de Cz han sido exitosamente evaluados en otras investigaciones, como el péptido 224
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TTSGHTVGATITGHV 238, que contiene el epitope TSGHTVGATI incorporado en el péptido
quimérico Traspaina desarrollado por Sanchez Alberti et al. (2017), y el péptido 188 GLMNNAFEWI
197, presentado por moléculas MHC-I del alelo HLA-A*02:01, capaz de activar células CD8" en
personas chagasicas (Fonseca ef al., 2005). Por otro lado, mediante los métodos inmunoinformaticos
aplicados se predijo que el mismo péptido puede ser reconocido por moléculas MHC-1 HLA-B*58:01,
lo que indica que pudiese existir promiscuidad entre al menos dos alelos del tipo HLA-I.

Adicionalmente, en otra investigacion se comprobd que la region proxima al C-terminal (aminoécidos
desde la posicion 618 a la 835) de TSA-1 es capaz de inducir una fuerte respuesta celular y humoral
que es ineficiente para la eliminacion del parasito y para la generacion de proteccion por inmunizacion
de un modelo murino (Wrightsman et al., 1994). Fendbmeno que encubre el rol de epitopes sub-
dominantes mas efectivos ubicados en regiones diferentes de la proteina. Hecho que llevé a que en este
trabajo se prescindiera de péptidos localizados en la regiéon dominante. La determinacion de proteinas
con sub-dominancia inmunogénica ha sido el objetivo de varias investigaciones, donde se ha intentado
dilucidar el rol de epitopes ausentes en proteinas miembro de las grandes familias de proteinas de
superficie de 7. cruzi, como transialidasas y mucinas, responsables de permitir la persistencia del
parasito al desviar la respuesta inmunologica del huésped (Rosenberg ef al., 2016). Por lo tanto, en este
trabajo se espera que la creacion de una quimera formada por posibles epitopes sub-dominantes
represente un prototipo inmunoestimulante que promueva la expansion de células que generen
respuestas de proteccion.

El uso de péptidos multiepitopes ha sido una metodologia propuesta por varios investigadores que
sefialan las ventajas de potenciar respuestas dirigidas a epitopes que promueven respuestas
inmunologicas favorables. En este sentido, destaca el estudio dirigido por (Athanasiou et al., 2017),
quienes integrando epitopes de tres proteinas inmunogénicas de Leishmania infantum disefiaron una
quimera que en asociacion con el adyuvante MPLA, fue capaz de inducir la activacion de ce¢lulas
dendriticas que generaron la proliferacion de linfocitos T, CD4  y CD8’. Asimismo, protocolos de
inmunizacion con ese péptido consiguieron niveles significativos de proteccion en el modelo utilizado.
Por otra parte, ademas de la prevencion de enfermedades infecciosas, el uso de péptidos multiepitopes
ha sido una estrategia implementada en el estudio del tratamiento y prevencion de ciertos tipos de
cancer, como el cancer de cuello uterino generado por el virus del papiloma humano (Fernandes de
Oliveira et al., 2015). En una investigacion fue especificamente comprado que ademas de un efecto
preventivo, un péptido compuesto de epitopes de las proteinas E6 y E7 del virus, capaz de fomentar
respuestas humorales y celulares, fue apto para producir la regresion tumores malignas (Fernandes de
Oliveira et al., 2015).

Desde esta perspectiva y tomando en cuenta que algunas de las proteinas problemas, como Cz, Tc24 y
TSA-1, han sido eficaces en el tratamiento y control experimental de las lesiones musculares
caracteristicas de la enfermedad de Chagas (Barry et al., 2019; Biter et al., 2018; Cerny et al., 2016),
no se descarta que el prototipo disefiado en este estudio presente un efecto terapéutico ademas de
preventivo. No obstante, es importante resaltar que la efectividad de este disefio depende de la
cobertura poblacional que pueda conseguir, asi como también, del grado real de conservacién que
presenten los epitopes si se considera la extensa variabilidad encontrada entre y dentro de los linajes del
parasito. Por lo tanto, desde un enfoque experimental, ademds de necesitar la verificacion del efecto
inmunoldgico de los péptidos seleccionados, seria ideal para el disefio de una vacuna con cobertura
nacional, poder contar con una muestra significativa de las cepas circulantes de 7. cruzi en Venezuela,
asi como también del perfil genético HLA de sus habitantes. De esta forma, mediante la secuenciacion
de estos organismos, podria verificarse la ausencia de sitios bajo seleccion positiva en los péptidos, €
incluso, podrian identificarse nuevas regiones de interés dentro de las proteinas. Del mismo modo, el
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tener una idea mas precisa de la diversidad y frecuencia de los alelos de las moléculas HLA, llevaria a
la integracion de epitopes que sean reconocidos por los alelos més representativos de la poblacion. Y
aun mas importante, seria la identificacion de péptidos promiscuos reconocidos por distintas variantes,
que sean capaces de la activacion de poblaciones celulares que generen proteccion.

Para un trabajo de esta magnitud, los andlisis inmunoinformaticos y las pruebas evolutivas resultan
imprescindibles. Por lo tanto, se considera que una estrategia que contemple integrar el uso de estas
herramientas junto con metodologias experimentales pertinentes, que lleve a la creacion de un prototipo
compuesto por un péptido multiepitopes y un adyuvante adecuado, como el seleccionado en este
estudio, representa una alternativa prometedora para la prevencion y el tratamiento de la
tripanosomiasis americana.
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