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Resumen
Evaluacion in silico y citotoxicidad de péptidos vs. el Virus Sincicial

Respiratorio y disefio de una proteina antigénica multiepitopo vs. SARS-CoV-2.
Las enfermedades respiratorias causadas por virus, como el Sincicial Respiratorio (VSR) y
el SARS-CoV-2, son las principales responsables de la mortalidad en nifios menores de 3
afios y en adultos con comorbilidades. El objetivo del presente trabajo fue analizar el
potencial inhibitorio in silico, de dos péptidos (HRA y PK-2) contra la proteina de fusion F
del VSR, mediante ensayos de acoplamiento molecular. Nuestro grupo de trabajo demostro
previamente que el péptido HRA disefiado contra la proteina de fusion del
metapneumovirus humano funcionoé frente a otros virus, y contdbamos con el péptido PK-2
disefiado vs. el tallo de la proteina S de SARS-CoV-2, por lo que se probaron contra la
entrada del virus VSR a células HEp-2. Se analizaron los acoplamientos moleculares
usando el software Discovery Studio para encontrar los amino4cidos que interaccionaban
entre la unién péptido-proteina. Posteriormente, se analizé la citotoxicidad por medio de
ensayos de MTT de los péptidos a distintas concentraciones, en la linea celular HEp-2.

Por otra parte, se analizaron las secuencias de las distintas variantes de
preocupacion y de interés del SARS-CoV-2, en busca de regiones conservadas que al
mismo tiempo tuvieran potencial inmunogénico, realizando los analisis en herramientas
como MEGA 'y en servidores como BepiPred 2.0, con lo que se disefio la proteina quimérica
que contuviera los epitopos seleccionados unidos por espaciadores de glicina y prolina que
permitieran la presentacion individual de cada epitopo al complejo mayor de
histocompatibilidad. También se agregd una region de balance de la respuesta inmune
Th1/Th2 y un péptido potenciador de la respuesta inmunoldgica en tandem.

Se obtuvieron resultados prometedores in silico en cuanto al potencial inhibitorio de
los péptidos al encontrar fuertes uniones entre ellos y las distintas conformaciones de la
proteina de fusién F de VSR, y también se vio que los péptidos no causan citotoxicidad en
ninguna de las concentraciones probadas en células HEp-2.

En cuando a la proteina quimérica multiepitopo, se encontraron varios sitios
conservados putativamente antigénicos, y se obtuvo una proteina de un total de 385
aminocidos, la cual esta en proceso de ser expresada y purificada para probarla en
ensayos de inmunizacion en ratones.

PALABRAS CLAVE. Péptidos antivirales, acoplamiento molecular, citotoxicidad,

vacunas universales, vacunas de subunidades, regiones conservadas.
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Abstract

In silico evaluation and cytotoxicity of peptides vs. Respiratory
Syncytial Virus and design of a multiepitope antigenic protein against SARS-
CoV-2.

Respiratory diseases caused by viruses such as Respiratory Syncytial Virus (RSV) and
SARS-CoV-2, are the leading cause of mortality in children under 3 years old and adults
with comorbidities. The aim of this study was to perform the inhibitory potential analysis in
silico, of two designed peptides (HRA y PK-2), against the F fusion protein of RSV through
molecular docking assays. Our research group previously demonstrated that HRA peptide
designed against the Metapneumovirus fusion protein, worked vs. other viruses, and we
also had the PK-2 peptide, designed against the S protein of SARS-CoV-2, then we tested
against the RSV entry into HEp-2 cells. The individual molecular docking assays were
performed in Discovery Studio software to find the amino acids that interacted between
peptide-protein binding. Subsequently, peptide cytotoxicity was analyzed at different
concentrations in the HEp-2 cell line using MTT assays.

On the other hand, sequences of different variants of concern and interest of SARS-
CoV-2 were analyzed, in search of conserved regions that also had immunogenic potential,
conducting the analysis in tools such as MEGA and servers such as BepiPred 2.0, designing
the chimeric protein to containing the selected epitopes linked by glycine and proline linkers,
which allowed for the individual presentation of each epitope to the major histocompatibility
complex. Also was added a Th1/Th2 immunogenic balance region and an enhancer peptide
of the immune response in tandem. Promising results were obtained in silico analysis
regarding the inhibitory potential of the peptides by finding strong bindings between them
and the different conformations of the RSV F fusion protein. Also, it was found that the
peptides did not cause cytotoxicity at any of the tested concentrations in HEp-2 cells.

Regarding the multi-epitope chimeric protein, several putatively antigenic conserved
sites were found, resulting in a total of 385 amino acid protein which is in process of

expression and purification to be tested in mice immunization assays.

KEY WORDS. Antiviral peptides, molecular docking, cytotoxicity, universal

vaccines, subunit vaccines, conserved regions.
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1 INTRODUCCION

El Virus Sincicial Respiratorio (VSR) y el Coronavirus del Sindrome
Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2), son dos virus respiratorios que han
generado gran preocupacion debido a su impacto devastador en la salud publica
mundial. La pandemia causada por el virus SARS-CoV-2 no solo ha afectado a la
forma en que los seres humanos conviven, sino que también se han detectado
cambios en el comportamiento de otros virus respiratorios. La enfermedad COVID-
19 ha sido la predominante desde el afio 2020, por lo que otros virus respiratorios
como VSR causantes de enfermedades respiratorias, han dejado de detectarse en
el tiempo y espacio donde se solian detectar.

VSR es un virus de RNA de cadena simple negativa que pertenece a la
familia Paramyxoviridae (Collins et al., 2013). Infecta el epitelio respiratorio, lo que
produce una variedad de manifestaciones clinicas, como infecciones en vias
respiratorias superiores, bronquiolitis y neumonia (Collins y Graham, 2007). El pico
de infeccidén de VSR en nifios solia detectarse por las temporadas de otofio-invierno,
pero para el afio 2021 se detectaron menos casos, y lo mismo sucedié en temporada
de verano (junio-julio) (Olsen et al., 2021).

Por otro lado, SARS-CoV-2 es un virus de RNA de cadena simple positiva
gue pertenece a la familia Coronaviridae. El virus tiene un tamafio de genoma de
aproximadamente 30 kb y codifica 27 proteinas, incluyendo la proteina de espicula
(S), la proteina de membrana (M), la proteina de envoltura (E) y la proteina de
nucleocapside (N), asi como la RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) (Wu

et al., 2020). SARS-CoV-2 infecta las vias respiratorias, lo que produce una amplia



variedad de sintomas clinicos, como fiebre, tos y dificultad para respirar (CDC,
2021A).

Se ha determinado que el VSR cuenta con un mecanismo de entrada a la
célula mediado por 4 conformaciones distintas de la proteina de fusiéon (F) en el cual
las regiones heptadas repetidas (HRA y HRB) juegan un papel muy importante en
la yuxtaposicion de las membranas celulares del virion y de la célula diana (Zhao et
al., 2000). Estas distintas conformaciones son: 1) prefusion, estado en el cual la F
se encuentra inactiva, 2) prehairpin, estado en el cual F sufre un cambio
conformacional al ser activada dejando expuesto el HRA, quien puede ser blanco
para péptidos inhibitorios, 3) después cambia la conformacion F a un estado de
fusion donde se forma el “core o estructura central” de a proteina conformado por
tres HRA y tres HRB unidos, para luego dar paso a la ultima conformacién 4)
postfusion en el cual las membranas ya han sido unidas (McLellan et al., 2013)

Por su parte, los coronavirus ingresan a la célula huésped por fusién de su
bicapa lipidica con la membrana celular objetivo, paso que es catalizado por la
proteina espicula trimérica S que se encuentra en la superficie del virion (Zhang et

al., 2021).

1.1 El Virus Sincicial Respiratorio

El VSR es un patdgeno respiratorio muy importante responsable de una alta
carga economica al sistema de salud mundial, especialmente entre la poblacién de
lactantes, nifios pequefios y personas inmunocomprometidas (Shi et al., 2015). El
entender las caracteristicas que tiene este virus como lo son su estructura, ciclo de
replicacion y el significado clinico, es esencial en el desarrollo de estrategias

efectivas en su prevencion y tratamiento.



El VSR pertenece a la familia Paramixoviridae, dentro del género
Pneumovirus, el cual también incluye el metapneumovirus humano (hMPV).
Estructuralmente, el VSR es un virus envuelto con un genoma consistente en una
cadena de RNA de sentido negativo de una sola hebra. El genoma de VSR tiene
aproximadamente 15.2 kb de longitud y codifica 11 proteinas, incluyendo las
glicoproteinas de superficie G y F, asi como la proteina de nucleocépside N, la RNA
polimerasa dependiente de RNA y la proteina hidrofobica pequefia (SH), las cuales
son cruciales para la entrada viral, la adherencia y la evasion inmune (Collins y
Graham, 2007; Collins et al., 2013).

El ciclo de replicacién del VSR comienza con la union viral a las células
huésped mediada por la proteina G, que se une a receptores especificos, como la
heparina sulfato, en la superficie de las células epiteliales respiratorias.
Posteriormente, la proteina F sufre un cambio conformacional, lo que conduce a la
fusion de la envoltura viral con la membrana de la célula huésped y la entrada viral.
Una vez dentro de la célula huésped, el RNA viral se libera, sirviendo como plantilla
para la sintesis y replicacién de proteinas virales (Collins et al., 2013; Battles y
McLellan, 2019).

Para el 2019, habia algunos candidatos a vacunas en desarrollo (39 vacunas
de las cuales 19 se encontraban en pruebas clinicas), los cuales incluian vacunas
basadas en subunidades o particulas, asi como basadas en vectores virales que
contienen la proteina F dentro de adenovirus (Mejias et al., 2019); sin embargo, no
fue sino apenas recientemente, en mayo del 2023, que se licencio la primera vacuna
vs. VSR llamada Arexvy (FDA, 2023). Esto puede ser debido a que en los primeros

intentos de desarrollo de una vacuna se vio una respuesta exacerbada de eosinofilia



y causo la muerte de 2 nifios debido a un sesgo en la respuesta inmunogénica tipo
Th2 (Chanock et al., 1957). Por otro lado, existe la inmunizacion pasiva con
palivizumab, el cual es un anticuerpo monoclonal que puede utilizarse

principalmente en la poblacion con alto riesgo ya que es costoso (Hall et al., 2009).

1.1.1 Epidemiologia del VSR

El VSR es una de las principales causas de infecciones agudas del tracto
respiratorio inferior (ALRI, por sus siglas en inglés), en nifios menores de 5 afios.
En el 2016 se estimo6 que el VSR causo6 de 24.8 millones de episodios de ALRI,
siendo la causa de muerte en 76,600 casos cada afio (Staadegaard et al., 2021).
Se ha determinado que las infecciones por VSR son causantes de 3.6 millones de
hospitalizaciones en nifios de 0 a 60 meses globalmente (Li et al., 2022), lo cual se
traduce, solo en Estados Unidos de América, en un costo aproximado de $709.6
millones de ddlares anuales en el tratamiento de los infantes (Bowser et al., 2022).
Sin embargo, también la poblacion mayor a 65 afios se ve afectada de igual manera,
con datos que indican de un 3% a 7% de infecciones en la poblacién adulta de
Estados Unidos que presenta comorbilidades, lo que se traduce en 177,000
hospitalizaciones y cerca de 14,000 muertes al afio (Falsey et al., 2021.

Antes de la pandemia, el VSR presentaba un patrén estacional, con una
mayor incidencia durante los meses de otofio e invierno en regiones templadas,
mientras que en paises tropicales se pueden presentar infecciones por VSR durante
todo el afo, con duracion de incluso 5-6 meses (Obando-Pacheco et al., 2018).
Cuando la pandemia del COVID-19 inicid, se detecté que la epidemia de VSR
esperada no ocurria, lo que causé que durante el 2020 y 2021 no se encontrara el

virus de VSR circulante en la poblacion (Hamid et al., 2023). Por otra parte, a medida



gue se aligeraron las medidas de salud y el distanciamiento social, los casos de
VSR regresaron, e incluso incrementaron fuera de temporada, en algunos paises
(Chuang et al., 2023). Estos datos son importantes debido a que las medidas de
seguridad e higiene ya han bajado en todo el mundo, lo cual puede resultar en un

alza de casos positivos a VSR dentro de la poblacion en corto tiempo.

1.1.2 La proteina F de VSR.

Para poder eliminar en la medida de lo posible las infecciones con VSR, es
importante entender el papel de la proteina F en el proceso de infeccion. La proteina
F es una glicoproteina transmembranal que se ensambla como homotrimero, la cual
se encuentra en la envoltura virica. Es responsable de mediar la yuxtaposicion de
las membranas virales y de la célula diana. Primero, la proteina F se encuentra en
estado inactivo como un precursor FO, la cual necesita de un corte para generar las
dos subunidades F1 y F2 que se encuentran unidas por un puente disulfuro, lo que
da lugar a la forma madura y activa de la proteina F (McLellan, 2013). Cuando la
proteina F se encuentra en la superficie de la célula diana, se activa y ocurre un
cambio conformacional en el cual pasa de un estado prefusién, a un estado
metaestable de prehairpin, para terminar a un estado de postfusion estable. Este
cambio se desencadena por la interaccion de la proteina con el receptor en el cual
se llega a un estado de fusion el cual acerca ambas membranas (Magro et al., 2012).

La subunidad F1 cuenta con un péptido de fusion (FP) en el extremo N
terminal, asi como también con dos heptadas repetidas (HRA y HRB). Estas HRA y
HRB se unen para formar el haz de seis hélices (6HB por sus siglas en inglés), el
cual constituye la estructura central en la conformacion de postfusion. El papel de

estas heptadas repetidas es formar la estructura central y de esta forma colocar las



membranas cercanas una a la otra debido a la diferencia en energia entre las
conformaciones de prehairpin y postfusion (Berminham et al., 2018).

Muchos de los tratamientos que se estan evaluando van en direccion hacia
la proteina F. Se ha demostrado que los anticuerpos dirigidos a esta proteina logran
un papel importante en la neutralizacion del virus y en la inhibicién de su replicacion,
impidiendo que la proteina F se una al receptor de la célula huésped y/o bloqueando
los cambios conformacionales necesarios para la fusion de las membranas (Magro
et al., 2012). De igual manera, la proteina F ha demostrado generar una respuesta
inmune protectora contra el VSR. La induccién de anticuerpos neutralizantes que se
dirigen contra la proteina F es de los principales objetivos en los actuales disefios
de vacunas (Ngwuta et al., 2015). Recientemente, el enfoque de las vacunas ha
puesto énfasis a la proteina de prefusion F, llegando a ensayos de fase |l en adultos

(Schmoele-Thoma et al., 2022).

1.1.3 Péptidos antivirales

Con el paso del tiempo se ha logrado una mejor caracterizacién estructural
de la proteina F, lo cual ha ayudado al desarrollo de distintas estrategias antivirales.
La informacién estructural ha permitido que se disefien pequefias moléculas o
inhibidores de la fusion que se dirigen especificamente a la proteina F interfiriendo
con el proceso de fusion (McLellan et al., 2013).

Se demostro que el péptido HRA2pl que tiene la estructura de las heptadas
repetidas de hMPV, muestra una funcion antiviral in vitro con virus aislados de
muestras clinicas tanto de VSR, hMPV y PIV-2, evaluando el tamafio de los sincicios
y el titulo viral, bajando éstos en un 50% y un decremento en 4-log, respectivamente

(Meza et al., 2023). El mismo péptido (HRA2pl) se habia probado anteriormente



contra hMPV en células HEp-2, dando como resultado la inhibicién de la union del
virus a las células en el estado de fusion (Marquez-Escobar et al., 2015).

Sin embargo, no son los Unicos péptidos utilizados con ese fin. Se reporté el
péptido “VIKI”, derivado del virus de parainfluenza humana tipo 3 (HPIV3, por sus
siglas en inglés), el cual inhibié de forma efectiva in vitro el HPIV3 y el virus Nipah
(NiV), a bajas concentraciones nanomolares. De igual forma, el péptido VIQKI de
36 AA inhibid la fusion del HPIV3, asi como del VSR (Contreras et al., 2021).

Por su parte, nuestro grupo de trabajo se encuentra probando distintos
péptidos derivados del SARS-CoV-2, que putativamente tienen efecto inhibitorio
(datos no publicados) contra el mismo virus del SARS-CoV-2, en mayor o menor
medida dependiendo de la variante analizada (comunicacién personal Zufiga-

Hernandez, 2023).

1.2 El Coronavirus del Sindrome Respiratorio Agudo Severo 2 (SARS-CoV-2)

El virus del SARS-CoV-2 es un nuevo coronavirus que surgio en el 2019, el
cual es responsable de la ya finalizada pandemia global de la enfermedad del
coronavirus 19 (COVID-19). Este virus es un betacoronavirus que pertenece a la
familia Coronaviridae. Contiene un genoma de una sola cadena de RNA de sentido
positivo de un tamafo aproximado de 29.9 kb (Wu et al., 2020). De forma estructural
se caracteriza por tener la proteina de espicula (S), la cual es una glicoproteina
sobresaliente de su membrana virica. Esta proteina tiene un rol crucial en la entrada
del virus a la célula huésped al ser la proteina de union al receptor de la enzima
convertidora de angiotensina 2 (ACEZ2), el cual se encuentra presente en las células
diana (Hoffman et al., 2020). La interaccion entre este receptor y la proteina S crean

una cascada de eventos y sefializaciones como el corte proteolitico de la proteina



S, asi como la fusion membranal y la liberacion del material genémico del virus en
la célula.

Desde su aparicién en 2019, el virus se ha propagado de forma r4pida a lo
largo del planeta, transmitido principalmente por gotas de un individuo afectado a
un individuo sano al momento de estornudar o toser, sin embargo, se ha detectado
que incluso el contacto cerca de un individuo enfermo puede causar la infeccién
(CDC, 2021 B). Hoy en dia se han contabilizado un total de 766,895,075 casos de
coronavirus, asi como 6,935,889 muertes a lo largo del mundo (WHO, 2023). Esto
ha llevado a toda la comunidad cientifica a la busqueda de tratamientos tanto
profilacticos como terapéuticos para controlar la enfermedad. También, gracias a
las nuevas tecnologias, se ha logrado una vigilancia del genoma del virus, lo que
permite detectar y rastrear las mutaciones que generan las nuevas variantes del
virus que pueden afectar tanto la eficacia de las vacunas como la transmisibilidad
del virus (Zhang et al., 2021). La generacién en tiempo récord de vacunas contra el
virus ha ayudado a bajar los picos de muertes e infeccibn en la poblacion,
confiriendo algunas vacunas un 95% de proteccién contra la variante Wuhan
(Polack et al., 2020); sin embargo, las mutaciones de los virus siguen siendo de
preocupacion, ya las vacunas actuales se basan en la proteina S del virus original,

creando la necesidad de vacunas actualizadas y universales.

1.2.1 Problemas y perspectivas en la vacunacion vs. SARS-CoV-2

Las distintas variantes del SARS-CoV-2 han aparecido durante toda la
pandemia por las mutaciones encontradas a lo largo de su genoma. Varios estudios
se han realizado analizando el genoma del virus, encontrando que la tasa de

mutacion del virus va de un 10 a 1072 sustituciones por nucleétido (Abavisani et al.,



2022); sin embargo, la proteina S ha sido de las mas analizadas por su potencial
impacto en el escape inmunolégico apoyado principalmente por una mayor afinidad
de la proteina S al receptor ACE2, asi como otros mecanismos (Hirabara et al.,
2022).

Las vacunas se han centrado principalmente en generar anticuerpos contra
la proteina S del virus, pero se ha detectado que muchas de las mutaciones
importantes de las variantes son encontradas en esa proteina, generando un
cambio conformacional de la misma, lo que causa una menor eficacia de las
vacunas que tienen la proteina S de la cepa de referencia (Wuhan) (Malik et al.,
2022). Un ejemplo son las vacunas ChAdOx1 nCoV-19 y BNT162b2, quienes en
vacunacion completa homologa tienen una eficacia contra la variante delta de 82.8%
y 95%, respectivamente. Mientras que con las mismas vacunas en contra de la
variante Omicron para el caso de ChAdOx1 nCoV-19 casi no se encontré efecto
protector durante las 20 a 24 semanas, y para el caso de BNT162b2 el efecto
protector fue de un 65.5% en las primeras 4 semanas y cay0 hasta un 15.4% en las
semanas 15-19 (Andrews et al., 2022).

Las principales vacunas que se han distribuido en el mundo provienen ya sea
de virus inactivados, virus atenuados, subunidades de la proteina S o la proteina S
entregada por un vector viral (Nagy y Alhatlani, 2021) plataformas que son clasicas
y bien estudiadas. Sin embargo, en esta pandemia se han visto surgidas nuevas
plataformas que prometen mejorar la proteccion a un menor costo. Un claro ejemplo
son las vacunas de mRNA, las cuales pueden ser adaptadas facilmente al emerger

una nueva variante (Van Riel y de Wit, 2020), mismas que pueden ser cargadas con



epitopos que se presenten facilmente al complejo mayor de histocompatibilidad

(MHC por sus siglas en inglés).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo general

Andlisis del potencial inhibitorio de péptidos de disefio contra la replicacion
de Virus Sincicial Respiratorio y el desarrollo de una proteina antigénica

multiepitopo contra variantes de SARS-CoV-2.

2.2 Objetivos especificos:

2.2.1 Péptidos antivirales

Modelar in silico la conformacién de pre-hairpin para la proteina F de VSR.

Identificar mediante ensayos de acoplamiento molecular las regiones de

interaccion entre los péptidos PK-2 y HRA version corta, con las distintas

conformaciones de la proteina de fusion de VSR.

- Determinar si existe citotoxicidad de los péptidos antivirales PK-2 y HRA
version corta en la linea celular HEp-2.

- Optimizar una curva estandar para la cuantificacion de carga viral de VSR

por RT-qPCR.

- Verificar la infeccion viral de cultivos de HEp-2 con el VSR.

2.2.2 Proteina antigénica

- Disefiar una proteina antigénica con epitopos relevantes de las variantes de

SARS-CoV-2 que pueda funcionar como una vacuna universal.
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3 RESULTADOS
3.1 Péptidos antivirales vs VSR

3.1.1 Estructura de la proteina F en estado de prehairpin

El modelado por comparacion realizado en el servidor Robetta (Fig. 1) de la
secuencia de la proteina F de VSR contra la estructura de prehairpin del virus de
parainfluenza humana (SV-5) arrojé un modelo que al, ser comparado en ChimeraX
con el modelo base, arrojé un puntaje de alineamiento de secuencia de 484.6, asi
como también un valor de RMSD entre 146 atomos de 1.015 A. La proteina F de
SV5 ya ha sido utilizada anteriormente como modelo base para la proteina F de

VSR.

Fig. 1.- Estructura generada en estado de Pre-Hairpin. Método: modelado por homologia. En
amarillo se muestra la region de HRA, en azul se muestra la region HRB y en café el remanente de
la proteina.
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3.1.2 Acoplamientos moleculares e interacciones péptido proteina

3.1.2.1 Péptido HRA version corta
Se obtuvieron 4 modelos de acoplamiento molecular (Fig. 2) para el péptido

HRA versién corta.

Fig. 2.- Modelos de acoplamiento molecular para F. En amarillo se muestra la region HRA, en
azul la region HRB y en rosa el péptido HRA version corta. A) Modelo de prefusion y HRA version
corta. B) Modelo de acoplamiento para prehairpin con HRA. C) Modelo de acoplamiento para la
estructura central y HRA. D) Modelo de acoplamiento para la conformacion en postfusion y HRA.

Los valores arrojados por el servidor HDOCK se muestran en la Tabla 1. Los
modelos obtenidos se visualizaron en Discovery Studio y se analizaron los residuos

gue hacen interaccién entre el péptido y la proteina.

Tabla 1.- Valores arrojados por el servidor HDOCK para HRA. Se muestran los valores de

puntaje de acoplamiento y el nivel de confianza.

Métricas HRA | Pre-fusion | Pre hairpin | Central Post fusion
Puntaje -217.46 -215.46 -225.77 -367.79
Confianza 0.794 0.7874 0.819 0.987

De la Tabla 1 se puede concluir que los modelos tienen alta posibilidad de

unirse, y que el que mejor muestra predispodicion a la unién es el modelo de
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postfusién. Los valores de puntaje se basan en una funcion iterativa basada en el

conocimiento, a la cual le llaman ITScore-pp, en la cual mientras el valor sea mas

negativo indica interacciones de unién mas fuertes. En cuanto a los valores de

confianza, todos presentan valores aceptables por encima del 0.7, lo cual indica que

las dos moléculas son muy probables de unirse.

En cuanto a las interacciones obtenidas con el péptido de HRA version corta

y el estado de pre-fusion de la proteina F se obtuvieron un total de 12 interacciones,

las cuales se observan en la Tabla 2.

Tabla 2.- Interacciones péptido HRA version corta- Proteina en prefusion.

HRA-Prefusién
Puentes de Puentes de Puente salino | Union por carga | Interacciones
hidrégeno hidrégeno no electrostatica hidrofébicas
clasicos clasicos
HRA | Proteina F | HRA | Proteina | HRA | Proteina | HRA | Proteina | HRA | Proteina
F F F F
Arg | Ser 376 Thr  Phell0 Arg Glu329 |Arg | Glu329 | Val lle 380
30 27 23 23 15
Arg | Ser 377 Val Tyr 430
30 22
Thr | Arg 312
27
Arg Arg 312
23
Arg | Pro 326
23
Ser | Asn 433
16
Asn | Lys 434
12
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Para el estado de prehairpin se encontraron un total de 15 interacciones las

cuales se listan en la siguiente tabla:

Tabla 3.- Interacciones péptido HRA- Proteina en prehairpin.

HRA-Prehairpin

Puentes de Puentes de Puente salino Unién por Interacciones
hidrégeno hidrégeno no carga hidrofébicas
clasicos clasicos electrostatica
HRA | Protein | HRA | Protein | HRA Protein | HR | Protein | HRA | Protein
aF aF aF A aF aF
Thr Leu 86 Thr Gly 87 Glu Lys 104 | - - Lys Leu 89
11 11 13 10
Arg Ser 134 | Lys Lys 104 Ala Lys 104
30 10 14
Arg Val 133 | Ser Tyr 19 Leu His 107
30 16 18
Gly Thr 29 Leu Leu 108
21 18
Val Tyr 28
24
Val Val 29
135

En cuanto a la conformacion central formada por las HRA y HRB de la

proteina F se encontraron un total de 6 interacciones con el péptido, los cuales

podemos observar en la siguiente tabla:

Tabla 4.- Interacciones péptido HRA- Estructura central de la proteina F.

HRA- Estructura central
Puentes de Puentes de Puente salino Unidn por carga Interacciones
hidrégeno hidrégeno no electrostatica hidrofébicas
clasicos clasicos
HRA | Proteina | HRA | Proteina | HR | Proteina | HRA | Proteina | HRA | Proteina
F F A F F F
Ser Lys 176 Arg Ser 493 - - Vall | Glul6l | Vval Lys 508
16 30 15
Thr Glu 497 Arg Glu 497
27 30
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Y para finalizar, se analizaron las interacciones del péptido con el estado de

post fusién, para el cual se encontraron un total de 18 interacciones (Tabla 5).

Tabla 5.- Interacciones péptido HRA- Proteina en postfusion.

HRA-Post fusion
Puentes de Puentes de Puente salino Unién por Interacciones
hidrégeno hidrégeno no carga hidrofébicas
clasicos clasicos (carbon) electrostatica
HRA | Proteina | HRA Proteina | HRA | Proteina | HRA | Protein | HRA | Protein
F F F aF aF
Lys5 | Gly514 Lys5 | Asp 510 Arg Asp 486 Lys glu511 |lled4 | Lys176
30 5
Thr Asn 183 Asn Asn 500 Arg Asp 489 Arg | Asp 200 | Lys5 | Arg 507
11 12 30 30
Ser Asn 500 Arg Asp 486 Arg | Asp 486 | Leu 8 | Arg 507
16 30 30
Leu 8 | lle 506
| | Leu 8 | Val 179
Ala7 | Val 179
Val Leu 193
22

3.1.2.2 Péptido PK-2

Los modelos de acoplamiento molecular para el péptido PK-2 arrojaron los
resultados mostrados en la Tabla 6 en el servidor de HDOCK. Para estos modelos
se analizaron las regiones a las cuales se une el péptido en las 4 conformaciones
distintas (Fig. 3), después en Discovery Studio se analizaron las interacciones entre
péptido y proteina.

Tabla 6.- Valores arrojados por el servidor HDOCK para PK-2. Se muestran los valores de

puntaje de acoplamiento y nivel de confianza.

Métricas PK-2 | Pre fusion | Pre hairpin | Estructura Post fusion
central

Puntaje -211.28 -239.7 -235.02 -193.67

Confianza 0.773 0.8574 0.8456 0.6971
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Analizando los valores obtenidos por el servidor, se puede observar que
todos excepto el modelo de postfusion, cuentan con puntajes de prediccion buenos
por encima del -200, haciendo una comparacion Unicamente entre ellos, ya que para
tener una mejor vision de acoplamientos moleculares in silico y valores
experimentales es necesario hacer la comparacién con péptidos probados
anteriormente contra el virus, datos con los cuales no se cuenta en el momento. Por
su parte, en cuanto a la confianza de la unién entre las dos moléculas el modelo de

postfusién se encuentra que es posible que se unan. Para los demas modelos, por

su nivel de confianza obtenido es muy probable la union.

Fig. 3.- Modelos de acoplamiento molecular para las distintas conformaciones de F. En amarillo
se muestra la region HRA, en azul la regién HRB y en rojo el péptido PK-2. A) Modelo de prefusién
y PK-2. B) Modelo de acoplamiento para prehairpin con PK-2. C) Modelo de acoplamiento para la
estructura central y PK-2. D) Modelo de acoplamiento para la conformacién en postfusion y PK-2.

Se obtuvo una tabla de interacciones separado por el tipo de interaccién por

cada acoplamiento molecular realizado.
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Para las interacciones del péptido PK-2 con la proteina en estado de pre-
fusion se obtuvieron un total de 14 interacciones, las que se observan en la siguiente

tabla:

Tabla 7.- Interacciones péptido PK-2- Proteina en prefusion.

PK2-Prefusion
Puentes de Puentes de Puente salino Unién por Interacciones
hidrégeno hidrégeno no carga hidrofébicas
clasicos clasicos electrostatica
PK2 Proteina | PK2 Proteina | PK2 Protein | PK | Protein | PK2 Protein
F F aF 2 aF aF
Asn Asp 452 | Asn Tyr 441 Glu Lys418 | As Lys418 | Leu 3l Lys 406
12 28 36 p
33

Val Asn 298 Glu Lys 443 Val 11 Lys 300
11 29
Glu Thr 297 Glu Lys 300 Ala 8 Leu 454
16 10
Asn Glu 445
21
lle24 Ser 409
Asn Asp 413
28
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En cuanto a las interacciones entre el peptido PK-2 y la proteina F en estado de

prehairpin se encontraron un total de 22 interacciones, las que se pueden observar en la Tabla

8. Este estado es el que se debe de secuestrar para que se evite la union de la proteina F con

el receptor de la célula diana. Hay mas interacciones en este estado que en el precursor

inactivado (prefusion).

Tabla 8.- Interacciones péptido PK-2- Proteina en prehairpin.

Pk2-Prehairpin
Puentes de Puentes de Puente salino Unidn por Interacciones
hidrégeno hidrégeno no carga hidrofébicas
clasicos clasicos electrostatica
PK2 | Proteina | PK2 | Proteina | PK2 | Proteina | PK2 | Proteina | PK2 Proteina
F F F F F
Gly Ser134 | Asn | His 107 - Glu Arg 287 | lle3 His 107
1 7 29
Ser Vall1l35 | Glu | Ser10 Ala 8 Trp 27
4 14
Asn  Trp 27 Val 11 Lys 104
12
Asn | Leu 20 lle 13 Tyr 19
12
GIn Gly 18 Lys 25 Pro 252
14
GIn GIn9
14
Gln Thr11
14
Glu | Lys 104
10
Lys Arg 287
25
Asn | Ser 320
28
Asn  Tyr 254
28
Asn | Ser 296
28
Glu  Asn 293
29
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Para el estado conformacional del la estructura central y la union del péptido

se contabilizaron un total de 18 interacciones. Estas estan especificadas en la

siguiente Tabla 9.

Tabla 9.- Interacciones péptido PK-2- estructura central de proteina

Pk2-Estructura central

Puentes de Puentes de Puente salino | Unidn por carga Interacciones
hidrégeno hidrégeno no electrostatica hidrofébicas
clasicos clasicos
PK2 | Proteina | PK2 Protei | PK2 Protei | PK2 Protein | PK2 Proteina
F naF naF aF F
Ser | Asp489 |Ser4 His14 |- - Glul0 Lys176 | Ala8 His 514
30
Asn | Ser493 | llel7 | Asn Val 11 Lys 176
28 500
Asn | Asn 500 | Leu Asp Val 11 Val 179
21 31 486
GIn | Arg 507 lle 13 Val 179
14
Asn  Lys176 lle 17 Leu 503
7
Leu 20 Leu 499
| | Leu27  lle 492
Leu 27 Leu 193
| | leu3l  Ala490
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Para terminar con las interacciones para el péptido PK-2 se encontraron un

total de 10 interacciones con la proteina F en estado de post fusién, las cuales se

pueden observar en la siguiente tabla.

Tabla 10.- Interacciones péptido PK-2- Proteina en postfusion.

Pk2-Post fusion

Puentes de Puentes de Puente salino Unidn por carga Interacciones
hidrégeno hidrégeno no electrostatica hidrofébicas
clasicos clasicos
PK2  Proteina | PK2  Protei | PK2 Protein | PK2 Proteina | PK2 Protein
F na F aF F aF
Asn Ser 169 Glu Arg - - Glul6 | Arg507 | Valll @ lle 499
28 16 507
Ser | Asn 197 lle 17 Val 179
4
lle 24 Lys 176
lle 24 Leu 172
Leu 27 | Leu172
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3.1.3 Anélisis de citotoxicidad

3.1.3.1 Citotoxicidad para péptido HRA version corta

El ensayo de citotoxicidad realizado en células HEp-2 en placas de 96 pozos
mostré que el péptido HRA no es citotoxico en ninguna de las concentraciones
utilizadas. Como se puede observar en la Fig. 4, el anico punto donde bajé al 90%

la viabilidad celular fue en la concentracién mas alta de 100 uM.

140 -
120

-o- Péptido HRA

-m Vehiculo H,0
100

80—
60—
40
204

% Viabilidad celular +SD

0 1 1 | | 1 |

Concentracion (nM)

Fig. 4.- Viabilidad celular de HEp-2 a distintas concentraciones del péptido HRA version
corta.

3.1.3.2 Citotoxicidad para PK-2

En el caso de la citotoxicidad del péptido PK-2 se observa la misma tendencia
que tiene el péptido de HRA version corta, en la cual la viabilidad celular anicamente

se ve afectada en las concentraciones de 12.50 pM y la maxima de 100 puM (Fig. 5).
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Fig. 5.- Viabilidad celular de HEp-2 a distintas concentraciones del péptido PK-2.

3.1.4 Construccion de una curva estandar para el calculo de numero de

copias mediante RT-gPCR.

3.1.4.1 Reproduccion de un plasmido con region inter-P-M

Se obtuvieron un total de 10 viales de plasmido purificado los cuales fueron
analizados por densidad oOptica en el Nanodrop. Se puede observar en la Tabla 11

las caracteristicas de cada uno de los viales obtenidos.
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Tabla 11.- Concentraciones para los plasmidos purificados. Se muestran ademas los valores

de Abs a 260/280 y 260/230 nm.

ID de vial ng/uL 260/280 260/230
1A 1556 1.97 2.16
2A 2135 1.92 1.98
3A 1334 2.01 2.18
4A 1810 1.97 2.06
5A 1768 1.98 2.16
1B 2102 1.97 2.19
2B 1052 1.94 2.11
3B 1327 1.97 2.09
4B 1831 1.96 2.15
5B 1567 1.99 2.17

El analisis por secuenciacién confirmoé la presencia del inserto que contiene
la regidn intergénica de VSR en el plasmido en la purificacion en las 4 muestras

mandadas a secuenciar (2A, 5A, 1B y 5B).

3.1.4.2 Deteccidén del amplicon por PCR punto final positivo de plasmido
pUCIDT-MCV

La estandarizacion de las condiciones para la PCR con los oligonucleétidos
de deteccion fue establecida con el plasmido pUCIDT-MCV como control positivo el
cual fue donado por el Dr. Noyola de la UASLP. Una cantidad de 50 ng de plasmido

es suficiente para una correcta visualizacion de la banda en el gel de electroforesis
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al 3% (Fig. 6) (TBE 1X), utilizando oligonucléotidos [0.5 uM] MCV-F y MCV-R, con

MgCl22 mMy 1 U de Taq DNA Polimerasa.

el
Q.
8 E
Lo ]

C+

Fig. 6.- Deteccion del amplicon del gen de la region inter-P-M del VSR. Se observa el
amplicén esperado de 89 pb. Gel de agarosa al 3% con el control positivo. C+: Se utilizaron 50 ng
del plasmido pUCIDT-MCV como control positivo; 100 pb: marcador de peso molecular; E: control

de reactivos (NTC).
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3.1.4.3 Curva estandar de plasmido pUCIDT-MCV

Se logro realizar una curva estandar (Fig. 7) a partir de 7 puntos por triplicado
de diluciones seriadas 1:10 del plasmido con el fragmento Inter-P-M con una R2 de

0.971 y una eficiencia de 91.014%.
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Fig. 7.- Curva estandar de gPCR obtenida a partir de un plasmido con la regién inter-P-M
del VSR. Se realizaron 7 puntos por triplicado en diluciones 1:10. R2 de 0.971 y una eficiencia de
91.014%.

El valor de Ct se obtiene con el nimero de copias presentes en una muestra
y esta dado por la ecuacion
Ct=-3.558 x log (copias) + 43.676.
Por otro lado, se puede obtener el nUmero de copias de una muestra al
despejarlo de la ecuacion e interpolar valores de Cts dentro del rango de la curva

estandar, lo cual se logré hacer con una muestra positiva proporcionada por la
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UASLP de exudado nasofaringeo en una reaccion de RT-gPCR obteniéndose

5.81x10° numero de copias (Fig. 8).
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Fig. 8.- Cuantificacion de carga viral de exudado nasofaringeo. Con la curva estandar se logro
cuantificar la carga viral de muestras clinicas (curva azul PTC). Rango de deteccion de 1x10! a

1x10° copias.

3.1.4.4 Ensayo de infeccion celular de VSR en células HEp-2

Para lograr detectar la infeccion de células se decidié utilizar la multiplicidad
de infeccion (MOI, por sus siglas en inglés) de 0.1 y de 1. La MOI se refiere a la
cantidad de agentes infecciosos entre el nUmero de células, por lo que en el caso
de MOI 1 habra una particula viral por cada célula, y para la MOI 0.1 habra una

particula viral por cada 10 células.
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Con el ensayo de infeccion celular se logré observar al microscopio el dafio
tipico creado por VSR en ambas MOI (0.1 y 1) al tiempo de 48h post infeccion (hpi),
como se observa en la Fig. 9.

En los pozos con MOI 1 se pueden observar un mayor numero de sincicios
formados que en la MOI 0.1 al paso de las 48 h, asi como mas células con forma

redondeada, distinta a la forma tipica de las células HEp-2 (forma de huso).

Fig. 9.- Cultivo de células HEp-2 infectadas con VSR. A) Monocapa infectada con MOI 1. B)
Monocapa infectada con MOI 0.1. Los sincicios se muestran como agrupaciones de células,
ejemplificadas con las flechas negras.

Se continda trabajando en la estandarizacion de cuantificacion de carga viral

de cultivos celulares por medio de RT-gPCR.

3.2 Proteina antigénica

3.2.1 Regiones conservadas y antigénicas para las proteinas de las distintas
variantes de SARS-CoV-2

Del andlisis bioinformatico se obtuvieron en total de 27 regiones conservadas
(+ 9 aminoécidos) en la proteina S. Para la proteina N se encontraron 12 regiones

altamente conservadas, para la proteina M se encontraron 4 regiones conservadas,

28



para la proteina E se encontrd 1 regién conservada. Para la poliproteina ORFlab
se analizé Unicamente la region de interés del aminoacido (AA) 1 al 2,380 y se
encontraron un total de 14 regiones conservadas. Para RdRp no se pudo hacer el
alineamiento de secuencia debido a que no habia secuencias reportadas para las
distintas variantes.

Las regiones conservadas analizadas en Bepipred 2.0 redujeron el nUmero
de regiones candidatas a un total de 15 secuencias (9 AAs conservados y ademas
antigénicos) en la proteina S, 9 regiones para N, 3 para M, 1 para E, mientras que
para ORFlab se redujo a 6 y para RdRp de una sola secuencia se obtuvieron 14
secuencias antigénicas.

Para la seleccion de los epitopos expuestos de las proteinas S y RdRp, las
regiones conservadas y antigénicas se visualizaron en ChimeraX (Fig. 10). Para las
otras proteinas no se encontr@ estructura cristalizada con la cual hacer la

visualizacion, por lo que este criterio no se aplico a ellas.

Fig. 10.- Sitios antigénicos conservados de las proteinas S y RdRp visualizados por ChimeraX.
A) Proteina S de SARS-CoV-2 con los sitios antigénicos seleccionados en rojo. B) Enzima RdRp. En
rojo se muestra el sitio antigénico seleccionado.
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Los tamarfios de las regiones finalmente seleccionadas se muestran en la
Tabla 12. Por cuestiones de una posible patente no se indican de qué AA a qué AA

fueron seleccionadas.

Tabla 12.- Tamafo de regiones seleccionadas para la proteina multiepitopo.

Proteina Tamaiio (AA)
S 72
S 33
S 15
S 15
N 31
M 14
E 15
ORF1ab 42
RdRp 31

3.2.2 Disefio de la proteina quimérica y analisis de alergenicidad in silico.

La estructura de la proteina quimérica (Fig. 11) contiene un total de 385
aminodcidos, integrados por: 4 epitopos distintos de la proteina S, 1 epitopo de N,
1 epitopo de M, 1 epitopo de E, 1 epitopo de ORFlab y 1 epitopo de RdRp. Los
epitopos seleccionados son conservados entre las 10 variantes analizadas,
exceptuando a RdRp del cual solo se analiz6 una secuencia, y se presentan al
MHC | basandonos en los resultados arrojados por el servidor de Bepipred 2.0. Se
puede observar en la Figura 11 el disefio de la proteina multiepitopo, asi como la
unién de los epitopos por espaciadores y la localizacién del sitio de corte de

proteasas (PSP), la etiqueta de histidinas (HIS) y el doble codén de paro (STOP).
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Estructura proteina antigénica

Adjuvantes Epitopos Etiquetas
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Fig. 11.- Esquema de la conformacion de la proteina multiepitopo YANI.

3.2.3 Modelado de la proteina in silico.

El modelo generado (Fig. 12) por threading muestra la conformacion casi
lineal de la proteina, con 5 giros de alfa hélices repartidos a lo largo de toda la
estructura. Por su parte, la etiqueta de histidinas se encuentra expuesta hacia la

superficie, lo que facilitaria la deteccién y purificacion de la proteina recombinante.

Fig. 12.- Modelo por threading realizado en ITASSER de la proteina multiepitopo generada.
Los valores arrojados para el modelo son de C-Score: 1.14, TM estimado de 0.57 + 0.15, RMSD
estimadoen 9.3 +4.6 A
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El analisis de alergenicidad in silico arrojé resultados negativos en ambos
servidores, con un resultado de “probablemente no alergénico” en AllerTOP v2.0,
mientras que en AlgPred se arrojo el resultado de “la secuencia de proteina no
contiene epitopos para IgE experimentalmente probados” para el analisis por medio

de mapeo de epitopos de IgE.
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4 DISCUSION

Las infecciones causadas por distintos virus como el VSR y el SARS-CoV-2
han sido responsables de un nimero considerable de muertes durante los ultimos
afnos. El VSR ha tenido, antes de la pandemia de SARS-CoV-2, y sigue teniendo un
impacto importante en los infantes y personas adultas con comorbilidades. Por su
parte, El SARS-CoV-2 viene de una familia de coronavirus que han causado brotes
de epidemias en épocas anteriores (2003 de SARS-CoV-1y MERS-CoV en 2012),
lo cual denota la importancia de continuar en las investigaciones de estos virus para
lograr inmunidad ante posibles nuevos coronavirus y el mantener una inmunidad

ante coronavirus ya conocidos.

4.1 Péptidos antivirales

Se ha descrito extensivamente el rol de la proteina F a través de las regiones
de heptadas HR en la entrada de los virus pertenecientes a la familia
Paramixoviridae, motivo por el cual en el equipo de trabajo se decidi6 trabajar con
péptidos que asemejen los HR de la proteina F del hMPV, ya que ésta, a pesar de
compartir anicamente el 33% de identidad en su secuencia de aminoacidos,
comparte cada una de las caracteristicas tipicas de las proteinas de fusion viral tipo
1, siendo similares estructuralmente (Schowalter et al., 2006).

La estructura trimérica central de la proteina F del SV5 de parainfluenza fue
la primera en descubrirse y cristalizarse, ademas ha servido en distintas ocasiones
como la base para modelar la proteina F del VSR (Zhao et al., 2000), por lo que el
modelado de la estructura en estado “prehairpin” utilizando como base la estructura
metaestable cristalizada del SV5 (Yin et al., 2006) es una buena aproximacion a la

conformacion real de la proteina del VSR.
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En los modelos de acoplamiento para la conformacion de la estructura central
y postfusién contra el péptido HRA version corta se puede observar una interaccion
directa del péptido con las regiones de HRA y HRB de la proteina F de VSR (Fig.
2). Para la conformacion de prehairpin si hay interaccion de HRA y la proteina F,
mientras que para la conformacion de prefusion no se observa contacto entre el
péptido y las regiones de interés.

En cuanto a los modelos de acoplamiento para el péptido PK-2 se puede
observar en la Figura 3 que el péptido tiene contacto con HRA y HRB en las
conformaciones de la estructura central, post-fusioén y de prehairpin. Para el modelo
de prefusibn no hay contactos entre el péptido y las regiones de interés; sin
embargo, con las tablas de interacciones obtenidas se puede observar una buena
union ente el péptido y las distintas conformaciones de la proteina, haciendo énfasis
en las interacciones entre Asp489 de la proteina F reportadas por Khonmeko y
colaboradores (Khonmeko et al., 2023). Ha de notarse que, entre las interacciones
encontradas, en el modelo de prehairpin y PK-2 fue donde se observaron el mayor
namero de interacciones positivas, mientras que para HRA el mayor nimero de
interacciones se encontr6 en el estado de postfusion, seguido por el estado de
prehairpin.

Por otro lado, los ensayos de citotoxicidad realizados con los péptidos HRA
y PK-2 mostraron resultados prometedores al no afectar la viabilidad de las células
HEp-2 en ninguna de sus concentraciones, utilizando la misma metodologia con la
que se demostré que el péptido extendido HRA2PL no causa citotoxicidad en
células HEp-2 (Meza et al., 2023) con la diferencia que en este caso se utiliz6 MTT

como indicador de viabilidad celular. Esto en contraste con otras moléculas
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analizadas para inhibir las infecciones de VSR que si son citotdxicas, en las cuales
se ha reportado una baja de hasta el 30% de viabilidad celular en las lineas A549 y
HEp-2 (Lai et al., 2008).

La curva estandar obtenida con el plasmido sugiere una buena forma de
medir la carga viral, ya comprobado con muestras clinicas de las cuales fue posible
medir el nivel de particulas virales presentes dando 5.81x10° nimero de copias.

Se ha demostrado anteriormente que la linea celular HEp-2 es una linea que
permite un mayor crecimiento del titulo viral de VSR en comparacion a otras células
(Wright et al., 2005) incluso con bajas MOI a un tiempo de 48 hpi (Rajan et al., 2022).
Esto permite un buen aislamiento viral como parte del diagnostico (Avila y
Castellanos, 2015) siendo el cultivo celular de HEp-2 de las primeras pruebas que
se realizan para la deteccion de VSR en muestras de pacientes, esperando
primeramente observar el efecto citopatico (OPS/OMS, 2003). Los resultados
obtenidos en las infecciones con MOI de 0.1 y 1 son comparables a los estudios
antes mencionados, ya que los sincitios fueron posibles de observar desde el tiempo

de 48 hpi.

4.2 Proteina antigénica

Dentro de las ventajas de las nuevas tecnologias de secuenciacion y analisis
bioinformético, se encuentra la posibilidad de rastrear sitios que se mantienen
conservados entre las distintas variantes del SARS-CoV-2. Esto permitié hacer un
analisis de posibles epitopos conservados e inmunogénicos; de los cuales, se
seleccionaron un total de 8 epitopos conservados e inmunogénicos, no solo de la
proteina S, de la cual se encuentran actualmente muchos estudios para vacunas,

sino que también se tomaron en cuenta los sitios conservados de las otras proteinas
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estructurales y no estructurales del virus. Esto es importante pues recientemente
varios grupos de investigacion se estan enfocado en considerar otras proteinas para
el desarrollo de vacunas. También ya se han reportado anticuerpos neutralizantes
creados por epitopos conservados (Zhao et al., 2022).

El problema con las vacunas de subunidades recae en la pobre activacion de
células linfocitos Th (Punt, 2020), lo que hace necesario el uso de adyuvantes que
potencialicen la respuesta inmune, como es el caso del adyuvante agregado en el
disefio de la vacuna del presente trabajo (YANI). La region RS09 es un péptido
sintético que mimetiza los lipopolisacaridos presentes en bacterias Gram negativas
con potencial adyuvante (Shanmugam et al., 2012).

Por otra parte, se ha demostrado la importancia de una correcta activacion
de las vias Thl y Th2 en el proceso infectivo del SARS-CoV-2 para evitar una
infeccion aguda, ya que en casos de un sesgo hacia las vias Th2, se observo
hospitalizacion de pacientes, en contraste con pacientes que no la requirieron donde
el perfil demostraba una respuesta robusta de Thl (Gil-Etayo et al., 2022). Por lo
cual se decidi6 agregar en la formulacion de la vacuna el péptido G1F/M que en
teoria genera un balance inmunoldgico Th1/Th2 (Zeng et al., 2006).

Los epitopos seleccionados muestran capacidad inmunogénica por si
mismos in silico, por lo que el uso de espaciadores de glicinas y prolinas aportarian
en la presentacion individual de cada epitopo, evitando asi epitopos

conformacionales (Livingston et al, 2002; Saadi et al., 2017).
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5 MATERIALES Y METODOS

5.1 Péptidos antivirales

5.1.1 Generacion de una estructura prehairpin para la proteina F de VSR

Para la estructura en conformacion de prehairpin de FO de VSR se realiz6 el
modelado de la secuencia de la proteina de VSR con base en la estructura en
estado de prefusion metaestable de la proteina de fusion del virus de parainfluenza
5 (SV5) (PDB: 2B9B) en el servidor de Robetta
(https://robetta.bakerlab.org/submit.php) por medio de Ila herramienta de
modelamiento por comparacion. Se decidié utilizar SV5 como base del
modelamiento ya que ha sido anteriormente utilizado como base para analisis de la
estructura central de la proteina F de VSR (Zhao et al., 2000). Una vez obtenido el
modelo en 3D de la proteina de VSR, se compar6 en ChimeraX 1.3 con la estructura
base por medio de la herramienta Matchmaker utilizando la opcién del mejor
alineamiento de las cadenas entre la referencia y la estructura a comparar. Esta
estructura se utilizé para realizar los posteriores acoplamientos moleculares.

Las estructuras conformacionales restantes de la proteina FO de VSR se
obtuvieron de la base de datos Protein Data Bank. Para la conformacion de la
estructura previo al encuentro con la célula diana (prefusion) se utilizo el cristal con
PDB ID: 5C69, el cual fue obtenido mediante difracciébn de rayos X con una
resolucion de 2.3 A. La conformacion de la estructura central de la proteina formado
por 3 HRA 'y 3 HRB se obtuvo del PDB id: 1G2C obtenido por difraccién de rayos X
con una resolucién de 2.3 A. La proteina en estado de postfusion se utilizé el PDB

ID: 3RRR obtenido por difraccién de rayos X con una resolucion de 2.82 A.
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5.1.2 Acoplamientos moleculares

Para el acoplamiento molecular se utilizaron dos péptidos (Fig. 13) con los
gue se contaba en el grupo de trabajo, de los cuales uno de ellos fue disefiado por
la Dra. Karen Reyes y el Dr. Edgar Paez (PK-2) basandose en el tallo de la espicula
de SARS-CoV-2 y posteriormente realizando un mejoramiento de afinidad contra la
misma proteina S. Este péptido fue mandado a sintetizar. En cuanto al segundo
péptido utilizado (HRA version corta) se basa en el disefio de Marquez Escobar y
colaboradores (2015), el cual inicialmente fue expresado en plantas en su version
completa; sin embargo, al momento de mandar a sintetizar el mismo péptido la
compafia encargada de hacerlo advirti6 que seria muy dificil obtener el péptido
completo, por lo que se decidié a Unicamente sintetizar la parte funcional y de mas
similitud con el HRA de hMNV.

Con estos péptidos se hicieron ensayos de acoplamiento molecular con las
cuatro conformaciones de la proteina F de VSR (PDB: 1G2C, 5C69, 3RRR vy el
generado por Robetta) utilizando el servidor HDOCK
(http://hdock.phys.hust.edu.cn), cargando por separado los cuatro modelos de la
proteina F de VSR y los péptidos HRA y PK-2 con el protocolo preestablecido hibrido

de acoplamiento libre y modelamiento basado en las plantillas.
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A) B)

Fig. 13.- Péptidos disefiados en el equipo de trabajo. A) Péptido PK-2. B) Péptido HRA version
corta.

5.1.3 Interacciones péptido-proteina

Posterior a obtener los mejores resultados de los acoplamientos moleculares
se descargaron los modelos con mejores resultados en cuanto a Docking Score y
se realizé en Discovery Studio el andlisis de interacciones por tipo (puentes de
hidrégeno clasicos y no clasicos, puentes salinos, union por carga electrostatica e

interacciones hidrofébicas) para cada uno de los acoplamientos moleculares.

5.1.5 Ensayo de citotoxicidad

5.1.5.1 Lineas celulares

Las lineas celulares utilizadas se obtuvieron del cepario del Dr. Noyola y se
realizaron pases para acondicionar las células HEp-2 con suero fetal bovino al 5%

con penicilina/estreptomicina al 1% en medio DMEM (medio de crecimiento).
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Una vez acondicionadas las células se sembraron en una placa de 96 pozos
a una concentracion de 10,000 células por pozo y se dejaron llegar a confluencia en
72 horas a 37 °C con 5 % de COa.

Pasadas las 72 horas, se realizaron las diluciones seriadas 1:2 de los
péptidos, asi como de los vehiculos a utilizar (HRA versién corta y PK-2) para
obtener concentraciones de 100 uM a 1.56 pM en medio de crecimiento.

Las diluciones se pasaron a los pozos con células a las cuales previamente

se les retird el medio y se dejaron incubar durante 48 h a 37 °C con 5 % de COs..

5.1.5.2 Ensayo colorimétrico del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-

difeniltetrazolio o MTT (tetrazolio)

Pasado el periodo de incubacion se procedio a realizar la determinacion de
la viabilidad celular utilizando el reactivo MTT. El ensayo de MTT que sirve para
medir la actividad metabdlica celula de manera colorimétrica. Las enzimas
oxidorreductasas celulares dependientes de NAD(P)-H pueden, mediante ciertas
condiciones, reflejar el nUmero de células viables presentes. Estas enzimas son
capaces de reducir el tinte de tetrazolio MTT a su forma insoluble formazan, que
posee un color purpura. Cuando la célula no es viable no se produce la coloracién.

El reactivo de MTT se prepar6 segun las indicaciones a una concentracion
de 5 mg/mL en PBS y se filtr6 para eliminar particulas no disueltas. Del stock de
MTT (5 mg/mL) se agregaron 10 pL a cada pozo con las células y los péptidos
(concentracion final 0.5 mg/mL). La placa se tap0 y se volvio a la incubadora durante
2 h, pasado el tiempo se agregaron 150 pL de la solucion de solubilizacion (DMSO)

a cada pozo y se dej6o en movimiento orbital durante 20 min para disolver los
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cristales de formazan. Pasados los 20 min se procedi6 a leer la placa por

absorbancia en el equipo Cytation 3 a una longitud de onda de 570 nm.

5.1.5.3 Analisis de datos

De acuerdo con los valores de absorbancia obtenidos se realiz6 la siguiente
operacion para obtener la citotoxicidad de los péptidos:

(100 * (Control — Muestra))

% Citotoxicidad = Control

5.1.6 Inhibicién de la replicacion

5.1.6.1 Construccion de una curva estandar para cuantificar carga viral por

RT-gPCR.

La secuencia de los oligonucle6tidos proporcionados por el grupo del Dr.
Noyola de la UASLP para realizar la cuantificacion de VSR en distintas muestras
se observan en la Tabla 13. Se procedi6 a estandarizar los protocolos de PCR

convencional y cuantitativo para la realizacion de la curva estandar.

Tabla 13.- Oligonucledtidos utilizados en la cuantificacién de VSR

Gen/region Tamafo ID Secuencia de oligonucledtidos
del primer
amplicon
Inter P-M —_— MCV-F GGCAAATATGGAAACATACGTGAA

MCV-R | TCTTTTTCTAGGACATTGTAYTGAACA
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5.1.6.1.1 Propagacion de un plasmido con region inter-P-M

Dos viales (A [8.0 ng/ uL] y B [6.6 ng/ uL]) de plasmido pUCIDT M.CV (datos
sin publicar) que contienen la region inter-P-M usado para la cuantificacion del VSR,
fueron proporcionado por el Dr. Daniel Noyola de la UASLP y clonados por choque
térmico en E. coli calcio competentes. Esta region fue seleccionada por el Dr. Juan
Carlos Mufioz ya que son especificas de VSR. Las colonias seleccionadas se
prepararon para la obtencién de plasmidos por lisis alcalina mediante el protocolo
de mini-prep de Birnboim 1979 y se dejaron incubar a 37 °C por 18 h. La calidad de
plasmido obtenido en la mini-prep fue analizada por medio de un gel de calidad de
agarosa al 1%. Posteriormente, se cuantificaron los plasmidos por un
espectrofotometro nanodrop. Estos plasmidos fueron utilizados como control
positivo para la PCR con oligonucleétidos de cuantificacion (MCV-F, MCV-R)
proporcionados por el grupo de la UASLP. Cuatro muestras distintas de plasmido
obtenido (2 por cada vial) se mandaron a secuenciar a LANBAMA con
oligonucledtidos universales (M13) para confirmar la correcta reproduccion del

plasmido.

5.1.6.1.2 PCR punto final con oligonucleétidos de cuantificacion (MCV-F/MCV-

R) para el control positivo de plasmido pUCIDT-MCV

Los oligonucleotidos de cuantificacion (MCV-F y MCV-R) proporcionados por
la UASLP fueron probados en una PCR punto final (Tabla 14) utilizando como
control positivo 50 ng del plasmido pUCIDT-MCV. Como muestra problema se utilizo
el cDNA generado del RNA viral de una muestra de exudado nasal de un paciente

confirmado de infeccién con VSR, asi como cDNA generado en LANBAMA de un
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sobrenadante de cultivo celular infectado con VSR y un cDNA proporcionado por la

UASLP.

Tabla 14.- Condiciones para la PCR con oligonucleétidos de cuantificacion de VSR.

Regi Tama Oligonucleé Desnaturaliza Desnatura Alinea Exten Extension

on fo tidos cion inicial lizacion miento  sién final
ampli 1 ciclo 40 ciclos 1 ciclo
con

Inter 87pb  MCV- 94°C 3 min 94°C30s 58°C45 72 °C 72°C

P-M F/MCV-R S 30s 7 min

La mezcla maestra (25 pL) para la reaccion de cuantificacion contiene 2.5 pL
buffer 10X de Invitrogen, 0.5 puL de mezcla dNTPs [10 mM cada dNTP], 0.5 uL de
oligo MCV-F [10 uM], 0.5 uL del oligonucleétido MCV-R [10 uM], 2 pL de MgCl: [25
mM], 0.2 uL de Taq polimerasa [5U/ pL] 3 pL de cDNA y 15.8 yL de agua miliQ
DEPC. Los productos de amplificacion fueron visualizados por medio de una
electroforesis en gel de agarosa al 3% (TBE 1X) con un programa de 110 V durante
1 hora, los cuales se tifieron durante 4 min en bromuro de etidio (0.01%) vy

visualizados en el fotodocumentador ChemiDoc imaging system (Biorad).
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5.1.6.1.3 Calculos molares

Después de la extraccion del plasmido se procedio a calcular el nimero de
moléculas presentes que es la base de la curva estandar. Primero se calculo por
medio de densidad Optica la concentracibn en nanogramos presentes en un
microlitro de plasmido extraido de uno de los viales obtenidos (ID vial 5B)

obteniendo un total de 1567 ng/uL.

Posteriormente se calcul6 el peso molecular (PM) como la suma de los pesos
moleculares del plasmido mas el inserto por el peso promedio de cada par de bases

(650 Da):
PM= (500 pb inserto + 2752 pb plasmido) * 650 Da= 3252 pm * 650 Da
PM= 2,113,800 g/mol.

Después se utilizé el numero de Avogadro para relacionar el niumero de

moléculas en 1 mol:

1 mol de plasmido = 6.023x10%° moléculas(copias) = PM/No. Avogadro=

gr/copias
2,113,800/6.023x102%= 3.51x10*8 g/copias.

Haciendo regla de 3 se tiene que si por cada 3.51x108 g se tiene 1 copia,

en un gramo se tienen un total de 2.85x10'’ copias.

Si en un gramo (10x10° ng) se tienen 2.85x10%7 copias y en 1 pL del plasmido
hay 1.567x10° ng del vial 5B, por cada pL del vial se tiene un total de 4.46x10!

copias.
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5.1.6.1.4 Curva estandar

Se realizaron diluciones seriadas del vial 5B para obtener una curva
estandar que amplificara desde 4.46x10° copias hasta 4.46x10° copias (curva
estandar de 7 puntos). Esto genera una recta que logra correlacionar el valor del

Ct obtenido con el nUmero de copias presentes en una muestra dada.

5.1.6.2 Ensayo de infeccion a linea celular HEp-2

Se prepararon las células a infectar sembrando 10,000 células por pozo (4
pozos en total) en una placa de 96 pozos con 100 pL de medio de crecimiento y se
dejaron llegar a confluencia de 40,000 células incubando durante 72 h a 37 °C 5%
de CO2. Una vez llegadas a confluencia se les retir6 el medio y se lavo dos veces
la monocapa con 150 pL de PBS.

Se obtuvieron suspensiones virales de la cepa de VSR A circulante en el
estado de San Luis Potosi, las cuales se prepararon a una MOl de 0.1y 1. Una vez
retirado el PBS de la monocapa se agregaron 100 pL de la suspension viral y se
dejaron incubando durante 2 h a 37°C y 5% de COz2, sacando la placa para agitar
suavemente cada 15 min durante el tiempo de infeccion. Pasado las 2 h de infeccién
se procedio a eliminar la suspension viral de la monocapa y lavar 2 veces con 150
uL de PBS la monocapa. Se agregaron 100 uL de medio de infeccion (DMEM + 1%
SFB + penicilina/estreptomicina al 1%) y se dejo la placa incubando durante 48 h a

37°C y 5% COa.

5.1.6.2.1 Tincion de la monocapa

Pasado el tiempo de infeccién a cada pozo se procedié a inactivar el virus. A

cada pozo se les agreg6 100 pL de formaldehido (FA) al 10% y se dejo incubar a
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4°C durante toda la noche. Pasado el tiempo de inactivacién del virus se eliminé el
FA y se lava la monocapa con PBS, luego se agregan 100 uL de FA y se dej6
incubando a temperatura ambiente (TA) durante 30 min, para luego descartarlo y
adicionar 200 pL de cristal violeta. Se dejo incubar el cristal violeta durante 15 min
a TA y pasado el tiempo se realizaron lavados con agua corriente hasta que el agua
saliera transparente. Se retir0 el exceso de agua y se dejo secar 12 h para
posteriormente tomar fotografias al microscopio y observar los sincicios en un

microscopio invertido marca Leica.

5.2 Disefio de una proteina antigénica

5.2.1 Andlisis de regiones conservadas y antigénicas para las proteinas de

las distintas variantes de SARS-CoV-2

Para el andlisis de regiones conservadas se tomaron en cuenta las proteinas
virales: Espicula (S), Membrana (M), Envoltura (E), Nucleocapside (N), ORFlab y
RARP de las variantes de preocupacion (VOC) y Variantes de Interés (VOI)
circulantes hasta junio 2022 del virus SARS-CoV-2 (Pango linaje: Wuhan, B.1.351,
B.1.1.7, P1, B.1.617.2, BA.1.1, P2, C.37, B.1.429). Se descargaron del repositorio

de NCBI virus (https://www.nchi.nlm.nih.gov/labs/virus/vssi) las secuencias

completas de aminoéacidos reportadas para cada una, en total fueron analizadas 10
secuencias de cada proteina. Después, las secuencias se analizaron con el
programa MEGA 11 (http://www.megasoftware.net/) con el algoritmo ClustalW.

A las secuencias conservadas relevantes de cada proteina se les realizo un

analisis de antigenicidad a partir del servidor de Bepipred 2.0 (BepiPred - 2.0 -

Services - DTU Health Tech). Las secuencias conservadas y antigeénicas de la

proteina S y RdRp se visualizaron en el programa ChimeraX 1.3
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(https:/lwww.cgl.ucsf.edu/chimerax/) para seleccionar las secuencias que se

encontraran mas expuestas en la superficie de las proteinas.

5.2.1.2 Disefo de la proteina quimérica y analisis de alergenicidad in silico.

Las secuencias que cumplian con las caracteristicas de mantenerse
conservadas entre las variantes, ser epitopos antigénicos y encontrarse en regiones
expuestas de las proteinas, fueron seleccionadas para la construccion de la proteina
antigénica.

Posteriormente, los epitopos seleccionados fueron unidos entre si por medio
de espaciadores, ademas de agregar un adyuvante potenciador y un adyuvante de
balance R09 para mejorar la respuesta inmune a la proteina quimérica (Shanmugam
et al., 2012), asi como también se agreg6 un sitio de corte de proteasas procedido
de una cola de histidinas al extremo carboxilo de la proteina para su purificacion. Al
inicio de la construccion se agreg6 el sitio de restriccion Ncol y al final de la
construccion se agregaron dos codones de paro y después el sitio de restriccion
Notl.

La construccion final fue analizada en el servidor AllerTOP 2.0

(https://lwww.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/index.html) y en el sitio de Algpred

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred/index.html)  para detectar epitopos

alergénicos y evitarlos.

5.2.1.3 Modelado de la proteina en 3D in silico

La construccion total de 385 AA se model6 en el servidor de Itasser

(https://zhanggroup.org/I-TASSER/) en la herramienta de prediccion de estructura,
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obteniendo la estructura secundaria y terciaria. El archivo fue descargado y

visualizado en Discovery Studio.

48



6 CONCLUSIONES
1.- Se puede realizar un modelado de la estructura en prehairpin basdndose en la
proteina F de SV5 para la realizacién de acoplamientos moleculares.
2.- Los péptidos HRA version corta y PK-2 muestran interacciones in silico con las
distintas conformaciones que toma la proteina F.
3.- Los péptidos HRA y PK-2 no son citotoxicos a la linea celular HEp-2 en ninguna
de las concentraciones evaluadas.
4.- Es posible cuantificar la carga viral en muestras clinicas a partir de la curva
estandar generada con el vector pUCIDT-MCV que contiene regiones del VSR.
5.- Las células HEp-2 se pueden infectar con VSR y es posible detectar los sincitios
mediante microscopio invertido a las 48 h con MOl 1y 0.1.
6.- Hay regiones conservadas entre las distintas variantes del virus que podrian
servir como blanco para la realizacion de una vacuna universal.
7.- Dentro de las regiones conservadas para las distintas variantes del SARS-CoV-
2 se encuentran regiones que son antigénicas.
8.- La construccion realizada para la proteina multiepitopo contiene regiones que
putativamente generan epitopos lineales con un balance antigénico Th1/Th2 y no

cuentan con regiones alergénicas.

49



7 PERSPECTIVAS
1.- Estandarizar la cuantificacion de carga viral a partir de cultivos celulares de la
linea HEp-2 por medio de RT-gPCR.
2.- Evaluar la capacidad inhibitoria de los péptidos HRA version corta y PK-2 en la
linea celular HEp-2.
3.- Determinar la capacidad inhibitoria al 50% de los péptidos, asi como el indice de
selectividad de los péptidos.
4.- Expresar y purificar la proteina recombinante YANI en E. coli.
5.- Realizar ensayos de inmunizacion en ratones BALB/c para la deteccion de

inmunoglobulinas.
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A) Reactivos

9 ANEXOS

Reactivo

Proveedor

Acetato de sodio

CTR Scientific.

Acido acético Golden bell.

Agar grado BD Dixon.
bacteriologico

Bromuro de etidio Promega.

Cloroformo

Industrial Kem de

Ledn S.A.de C.V.

Cloruro de calcio

Riedel de Haen.

Cloruro de potasio Karal Reactivos
Analiticos.
Cloruro de sodio J.T. Baker.
Desoxinucleotidos Promega.
trifosfato (dATP, dCTP,
dGTP, dTTP)
Dulbeco’s Corning.
Modification of Eagle’s
Medium (DMEM)
Dodecil sulfato de USB.

sodio (SDS)
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EDTA

Phyto Technology

Lab.

Etanol 96%

Industrial Kem de

Ledn S.A.de C.V.

Extracto de Fluka.
levadura
Fenol Invitrogen.
Glicerol USB.
Glicina Riedel de Haen.

Hidréxido de sodio

Industrial Kem de

Ledn S.A.de C.V.

Hipoclorito de

sodio

Cloralex.

Isopropanol

Industrial Kem de

Ledn S.A. de C.V.

Marcador de ADN Invitrogen.
de 1 kb
Marcador de ADN Invitrogen.
de 100 pb
Oligonucledtidos Invitroen.
Triptona Phytotechology
Laboratories,
Tryple express gibco
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B) Equipo

- Autoclave eléctrica Sterilmatic modelo STM-E tipo C

- Balanza analitica eléctrica Scientech modelo SA210D

- Balanza granataria Ohaus modelo 1400

- Bafio Maria digital Fisher Scientific modelo Isotemp 1025

- Camara de electroforesis horizontal BIO-RAD modelo minisub-cell GT
- Campana de extraccion de humos Fischer Alder modelo CS linea 2000
- Campana de flujo laminar Lumistell modelo L-120

- Centrifuga Sorvall modelo RC 5C Plus

- Fuente de poder Termo EC modelo EC105

- Horno de microondas LG modelo MS-217XQE

- Microcentrifuga Eppendorf modelo mini Spin

- Micropipetas Gilson

- Potenciémetro Orion 3 Star Termo Electro Corporation

- Termociclador Techne modelo Touchene Gradient

- Ultracongelador Nuaire modelo UN-6613A35

- Vortex Fisher Scientific modelo Genie-2

61



