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RESUMEN

El virus Zika (ZIKV) constituye un importante problema de salud publica debido a su
asociacion con complicaciones neuroldgicas y congeénitas, ademas de la dificultad
diagnostica derivada de su cocirculacion con otros arbovirus como Chikungunya
(CHIKV) y Oropouche (OROV). La presente investigacion, enmarcada en la linea de
inmunologia, biotecnologia y salud publica, tuvo como objetivo disefiar y validar in

silico una proteina multiepitopo con potencial inmunodiagndstico diferencial.

Para ello, se recuperé una secuencia nucleotidica de ZIKV (MF438286.1) desde
GenBank del NCBI y fue sometida a traduccion mediante la herramienta BLASTX,
obteniéndose la secuencia aminoacidica (poliproteina ZIKA ALL27019). Se realizé la
prediccion de epitopos B lineales mediante ABCPred y la evaluacién de antigenicidad,
alergenicidad, toxicidad y calidad estructural ~mediante herramientas

inmunoinformaticas.

Como resultado, se obtuvo un constructo multiepitopo de 155 aminoacidos con
ausencia de toxicidad y alergenicidad ademas de ser estable. Estos resultados respaldan
su potencial como base cientifica para ser aplicado en investigaciones futuras

orientadas al desarrollo de inmunodiagnostico diferencial para ZIKV.

PALABRAS CLAVE: VIRUS ZIKA, INMUNOINFORMATICA, EPITOPOS B
LINEALES, PROTEINA MULTIEPITOPO, INMUNODIAGNOSTICO
DIFERENCIAL, ARBOVIRUS.
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SUMMARY

The Zika virus (ZIKV) poses a significant public health challenge due to its association
with neurological and congenital complications, as well as the diagnostic difficulties
arising from its co-circulation with other arboviruses such as Chikungunya (CHIKV)
and Oropouche (OROV). This study, situated within the fields of immunology,
biotechnology, and public health, aimed to design and validate *in silico* a multi-

epitope protein with potential for differential immunodiagnosis.

To this end, a ZIKV nucleotide sequence (MF438286.1) was retrieved from the NCBI
GenBank and translated using the BLASTX tool, yielding the corresponding amino
acid sequence (ZIKA polyprotein ALL27019). Linear B-cell epitopes were predicted
using ABCPred, and the construct was evaluated for antigenicity, allergenicity,

toxicity, and structural quality using immunoinformatic tools.

The result was a stable, 155-amino-acid multi-epitope construct that showed no
toxicity or allergenicity. These findings support its potential as a scientific basis for

future research aimed at developing differential immunodiagnostic methods for ZIKV.

KEYWORDS: ZIKA VIRUS, IMMUNOINFORMATICS, LINEAR B CELL
EPITOPES, MULTI-EPITOPE PROTEIN, DIFFERENTIAL
IMMUNODIAGNOSIS, ARBOVIRUS.
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INTRODUCCION

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus perteneciente al género Flavivirus y a la familia
Flaviviridae, transmitido principalmente por artropodos del género Aedes,
especialmente Aedes aegypti y Aedes albopictus, (1). Su genoma esta constituido por
ARN monocatenario de sentido positivo, organizado en tres segmentos
correspondientes a la capside (C), premembrana/membrana (prM/M) y envoltura (E),
asi como en siete proteinas no estructurales denominadas NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5 siendo estas indispensables en la replicacion viral, ensamblaje e

interacciones con células hospederas. (2)

La infeccion por el ZIKV ha sido documentada en 87 paises a nivel mundial, siendo
Brasil el pais con el mayor nimero de casos de infeccion por ZIKV reportados en
América, y también con el primer caso autdctono registrado en 2015. (3,4) Sin
embargo, no fue hasta el 2016 que la Word Heath Organizartion (WHO), declarara
como emergencia de salud publica, debido a los riesgos asociados a la infeccidn,
incluidas las malformaciones congénitas como la microcefalia o complicaciones
neuroldgicas como el Sindrome de Guillain-Barré. Pese a que el tltimo caso registrado
del ZIKV a nivel nacional segun el Ministerio de Salud Publica fue en el afio 2018, la
infeccion continla siendo motivo de interés, ya que este virus sigue circulando en
regiones tropicales y subtropicales manteniendo latente el riesgo de nuevos brotes y
asi surgue la necesidad de fortalecer estrategias de inmunodiagnoéstico diferencial.
(5.6)

Ante esta problemética, la inmunoinforméticas emerge como una estrategia eficaz para
el disefio racional de antigenos, ya que integra herramientas computacionales que
permiten analizar secuencias proteicas virales, seleccionar epitopos con caracteristicas
inmunoldgicas favorables y evaluar propiedades relacionadas con antigenicidad,
alergenicidad, toxicidad, estabilidad estructural y especificidad molecular antes de su
validacién experimental. (7,8) Ademas, la inmunoinformatica computacional in silico
también puede ayudar al desarrollo de vacunas mediante un disefio racional de manera

eficiente en tiempo y coste. (9)



En este contexto, la presente investigacion tuvo como finalidad disefiar y validar in
silico una proteina multiepitopo especifica del virus Zika mediante herramientas de
inmunoinformatica y biologia computacional. Para ello, se identificaron regiones
antigénicas conservadas, se seleccionaron epitopos B lineales con propiedades
inmunologicas favorables y se evaluaron las caracteristicas fisicoquimicas,
estructurales y de especificidad del constructo disefiado. Con este enfoque se busco
generar una base cientifica que contribuya al desarrollo futuro de estrategias de
inmunodiagnostico diferencial para ZIKV en zonas donde coexisten mdltiples

arbovirus.



B. CONTENIDO

CAPITULO I

MARCO TEORICO

1.1. Antecedentes Investigativos

1.1.1. Virus Zika: estructura, genoma y relevancia clinica

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus de ARN monocatenario de sentido positivo
perteneciente a la familia Flaviviridae y al género Flavivirus (10). EI mecanismo de
transmision se da principalmente por picadura de mosquitos Aedes, especialmente
Aedes aegypti y Aedes albopictus, los cuales actGan como vectores relevantes en
regiones tropicales y subtropicales (1). Desde el punto de vista molecular, el genoma
del ZIKV codifica una poliproteina que posteriormente es procesada en tres proteinas
estructurales, correspondientes a la capside (C), premembrana/membrana (prM/M) y
envoltura (E), asi como en siete proteinas no estructurales denominadas NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5. Entre estas, la proteina de envoltura (E) constituye
uno de los principales determinantes de entrada viral y representa un blanco
predominante de anticuerpos neutralizantes, debido a su participacion en el

reconocimiento celular y en los procesos de fusion de membranas (2).

Larelevancia clinica del ZIKV se relaciona con su capacidad para producir infecciones
sintomaticas y asintomaticas, asi como con su asociacion a complicaciones
neuroldgicas y congénitas. El virus adquirié importancia epidemiologica mundial a
partir de los brotes registrados en América Latina, especialmente en Brasil durante el
afio 2015, donde las condiciones ecoldgicas favorecieron una rapida expansion del
vector y de la transmisidn viral. Esta situacién motivé que la Organizacion Mundial
de la Salud declarara una emergencia de salud publica de importancia internacional en
2016, debido a la relacion entre la infeccion por ZIKV, el sindrome congeénito por Zika

y otras alteraciones neurologicas (3,5).



Aunque la magnitud epidémica observada después de 2016 disminuy0, la transmision
del ZIKV persiste de manera endémica en varios paises de la Region de las Américas,
lo que mantiene su importancia para los sistemas de vigilancia epidemioldgica, esto
segun Pan American Health Organization [PAHO] (2023)(11). En el contexto
nacional, actualmente no se han reportado casos confirmados recientes, siendo los
ultimos casos notificados en el afio 2018 de acuerdo con los registros del Ministerio
de Salud Publica(6). Sin embargo, la ausencia de casos confirmados no descarta la
posibilidad de infecciones subdiagnosticadas, especialmente en zonas con presencia
del vector Aedes aegypti y con circulacion concomitante de otros arbovirus. Por esta
razon, el pais mantiene vigilancia epidemioldgica activa ante el riesgo de reemergencia
de la enfermedad (4,6).

Pese al conocimiento acumulado sobre la estructura gendmica, los mecanismos de
transmision y los principales blancos antigénicos del ZIKV, aun no existe un
biofarmaco, antiviral o vacuna aprobada de uso general que contrarreste de forma
especifica la infeccion. Esta limitacion ha impulsado el desarrollo de investigaciones
orientadas a antivirales, vacunas y herramientas diagndsticas, debido a que la
patogénesis viral y los mecanismos de evasion inmunitaria no se comprenden por
completo (12). En este sentido, se han descrito candidatos vacunales basados en virus
vivos atenuados, virus inactivados, subunidades proteicas, vectores virales, ADN,
ARNmM e incluso antigenos derivados de la saliva del mosquito. No obstante, la
mayoria de estas aproximaciones ain se encuentra en fases clinicas I/1l o en etapas
preclinicas de evaluacion (13). Estos antecedentes evidencian la necesidad de
fortalecer estrategias complementarias, particularmente aquellas orientadas al

diagnostico diferencial y a la identificacion de blancos antigénicos especificos (12,13).

1.1.2. Diagnostico seroldgico y limitaciones por reactividad cruzada

El diagnostico del ZIKV representa un desafio para los laboratorios clinicos,
principalmente en &reas donde existe cocirculacion de arbovirus. En fases tempranas
de la infeccion, las pruebas moleculares permiten detectar el material genético viral;
sin embargo, la ventana de deteccion puede ser limitada y depende del tipo de muestra,
del tiempo transcurrido desde el inicio de los sintomas y de la carga viral. Por esta

razon, los metodos seroldgicos continGan siendo herramientas relevantes para la



vigilancia epidemiol6gica y para el diagnostico complementario, especialmente
cuando la deteccion molecular ya no es posible o cuando se requiere evaluar

exposicion previa.

No obstante, las pruebas serologicas presentan una limitacion importante: la
reactividad cruzada entre flavivirus. Esta situacion se debe a la similitud estructural y
antigénica existente entre proteinas virales conservadas, especialmente en virus
relacionados como ZIKV y dengue. Dicha similitud ha sido asociada con el
reconocimiento cruzado de anticuerpos, lo cual afecta la especificidad diagndstica y

dificulta la interpretacion de resultados en contextos de cocirculacion viral (14)

Investigaciones recientes, como la de Katzelnick et al, (2021), han confirmado que los
ensayos basados en proteinas completas pueden inducir reconocimiento cruzado
debido a epitopos conservados, lo que limita la precision de los inmunoensayos
convencionales y puede incrementar el riesgo de falsos positivos o resultados

indeterminados (15)

En América Latina, esta problematica adquiere mayor relevancia debido a la
circulacién simultanea de ZIKV con otros arbovirus como dengue, Chikungunya y
Oropouche. Aunque Chikungunya y Oropouche pertenecen a familias virales distintas,
la superposicidn clinica entre estas infecciones puede dificultar el diagnoéstico inicial,
particularmente en regiones amazonicas o tropicales donde se han reportado brotes
concurrentes (16). Ademas, la respuesta inmune policlonal generada durante
infecciones virales puede interferir en la interpretacion de resultados seroldgicos, aun
cuando los virus no pertenezcan al mismo género. Por esta razon, el disefio de
antigenos diagnosticos mas especificos constituye una necesidad metodoldgica y

clinica para mejorar la diferenciacion entre infecciones por arbovirus (17).

En este contexto, la seleccion precisa de regiones antigénicas se considera un paso
critico para el desarrollo de herramientas diagndsticas. La utilizacion de proteinas
completas puede incrementar la sensibilidad del ensayo, pero también puede
comprometer la especificidad cuando existen regiones conservadas compartidas entre
virus relacionados. Por el contrario, el uso de péptidos o constructos multiepitopo
permite seleccionar regiones mas especificas, reduciendo la probabilidad de

reconocimiento cruzado y mejorando el desempefio potencial de los inmunoensayos.



Esta estrategia resulta especialmente relevante para estudios preliminares de disefio
antigénico, donde las herramientas computacionales permiten filtrar candidatos antes

de su validacion experimental.

1.1.3. Proteinas E y NS1 como blancos antigénicos

Las proteinas virales E y NS1 han sido ampliamente estudiadas como blancos
antigénicos del ZIKV debido a su relevancia en la interaccion virus-hospedero y en la
respuesta inmune. La proteina E participa en el proceso de union y entrada del virus a
la célula hospedera, por lo que constituye un blanco importante de anticuerpos
neutralizantes. Sin embargo, su conservacion parcial entre flavivirus puede favorecer
fendmenos de reactividad cruzada, especialmente cuando se emplean dominios
completos o regiones altamente conservadas en ensayos serologicos. Esta
caracteristica obliga a seleccionar cuidadosamente los segmentos antigénicos de la
proteina E, priorizando regiones con capacidad de reconocimiento inmunologico y

baja similitud con proteinas de virus relacionados (2,14).

Por otra parte, la proteina no estructural 1 (NS1) representa un biomarcador relevante
para el diagnostico y la investigacion inmunoldgica del ZIKV. Esta proteina participa
en procesos asociados a replicacion viral, interaccion con el sistema inmune y
patogénesis, ademas de ser secretada durante la infeccion, lo que la convierte en un
blanco atractivo para el desarrollo de ensayos inmunolégicos. En este sentido, Roldan
et al., (2021) desarrollaron un ensayo inmunoenzimatico competitivo indirecto para la
deteccidn temprana de la infeccion por ZIKV basado en la proteina no estructural 1
(NS1), sin presentar reactividad cruzada significativa. Este hallazgo respalda la
utilidad de NS1 como blanco diagnéstico cuando se seleccionan regiones antigénicas
adecuadas (18)

De manera complementaria, Yu et al, (2021), demostraron que los anticuerpos
monoclonales dirigidos a NS1 pueden confieren proteccion contra la infeccion por
ZIKV, esto realizado en ratones neonatos C57BL/6. En dicho estudio, los anticuerpos
monoclonales 3G2 y 4B8 mostraron mayor eficacia que el anticuerpo monoclonal

4F10, lo que evidencia que no todas las regiones de NS1 y de evaluar su antigenicidad,



alergenicidad, toxicidad y especificidad antes de su aplicacion en plataformas
diagnosticas (19)

En conjunto, los estudios sobre E y NS1 demuestran que ambas proteinas poseen
relevancia como fuentes de epitopos para el disefio de antigenos. No obstante, la
seleccion de regiones debe orientarse hacia segmentos que mantengan capacidad de
reconocimiento por anticuerpos y que, al mismo tiempo, reduzcan la similitud con
proteinas de otros arbovirus. En este sentido, la proteina NS1 se considera un blanco
particularmente util para el desarrollo de herramientas diagnoésticas diferenciales,
debido a su exposicién inmunoldgica durante la infeccion y a la posibilidad de
identificar regiones con menor reactividad cruzada (1). A pesar de estos avances, la
alta similitud entre flavivirus continlGa representando una limitante para el desarrollo
de métodos altamente especificos, por lo que el uso de enfoques inmunoinformaticos
constituye una alternativa pertinente para optimizar la seleccion de regiones

antigénicas (14)

1.1.4. Inmunoinformatica aplicada al disefio de antigenos

La inmunoinformatica ha emergido como una estrategia eficaz para el disefio racional
de antigenos, ya que integra herramientas computacionales orientadas a identificar,
filtrar y priorizar epitopos con potencial inmunogeénico. Este enfoque permite analizar
propiedades fisicoquimicas, accesibilidad superficial, conservacion de secuencia,
antigenicidad, alergenicidad, toxicidad y patrones estructurales antes de realizar
ensayos experimentales. De acuerdo con Rawat et al, (2023), la inmunoinformatica
facilita el analisis preliminar de candidatos antigénicos mediante algoritmos
predictivos, reduciendo tiempo, costos y recursos asociados al disefio tradicional de

proteinas recombinantes (7)

En el caso del ZIKV, la inmunoinformatica es particularmente Util debido a la
necesidad de seleccionar epitopos que permitan diferenciarlo de otros virus con
manifestaciones clinicas similares o con similitud antigénica. La prediccion de
epitopos B lineales permite identificar regiones peptidicas capaces de ser reconocidas
por anticuerpos, lo cual resulta relevante para el disefio de antigenos aplicables en

inmunodiagnostico. Ademas, estas herramientas permiten estimar si una region



candidata podria presentar reactividad cruzada con otros virus, aspecto directamente
relacionado con la especificidad diagndstica (8).

El disefio in silico ofrece ventajas importantes en etapas iniciales de investigacion,
especialmente cuando se trabaja con agentes infecciosos de interés epidemioldgico. Al
no requerir manipulacion directa de muestras clinicas ni cultivo viral, permite reducir
riesgos bioldgicos y orientar de manera mas eficiente la fase experimental posterior.
Sin embargo, sus resultados deben interpretarse como predicciones computacionales
y no como validaciones definitivas. Por esta razon, todo candidato antigénico disefiado
mediante inmunoinformética debe considerarse preliminar hasta ser evaluado
mediante ensayos in vitro, expresion recombinante, inmunoensayos y analisis de

desempefio diagnostico.

Siguiendo este enfoque, Antonelli et al, (2022) desarrollaron una investigacion
orientada al disefio in silico de una vacuna multiepitopo contra el ZIKV, con el
objetivo de identificar regiones antigénicas capaces de inducir respuesta inmune frente
a este virus. Como resultado, el constructo disefiado present6 adecuada antigenicidad,
estabilidad y ausencia de alergenicidad, ademas de una cobertura poblacional estimada
del 87,86 %. (20). De manera complementaria, Alharbi et al, (2024) desarrollaron una
aproximacion similar, en la cual se obtuvieron nueve epitopos con caracteristicas
antigénicas, no alergénicas y no toxicas, los cuales fueron ensamblados en un
constructo multiepitopo mediante el uso del enlazador GPGPG y un enlazador
adicional EAAAK para unir el adyuvante. Estos estudios demuestran que la
inmunoinformatica puede orientar la construccion de proteinas sintéticas con

caracteristicas favorables antes de su evaluacion experimental (21)

Aunque varios trabajos se han enfocado en el disefio de vacunas, los mismos principios
metodoldgicos pueden adaptarse al desarrollo de antigenos diagndsticos. En este caso,
el objetivo principal no es inducir una respuesta inmune protectora, sino disefiar una
proteina capaz de ser reconocida de manera especifica por anticuerpos generados
durante la infeccion. Por ello, el criterio de seleccién debe priorizar la antigenicidad,
la exposicidn de epitopos, la ausencia de alergenicidad y toxicidad, asi como la baja
similitud frente a proteinas de otros virus clinicamente relacionados. Este enfoque
permite proponer constructos con potencial utilidad en inmunoensayos seroldgicos,

siempre que sean posteriormente validados en condiciones experimentales.



1.1.5. Constructos multiepitopo en diagndstico

Los constructos multiepitopo consisten en proteinas sintéticas disefiadas mediante la
union de diferentes regiones antigénicas seleccionadas racionalmente. Estas regiones
pueden proceder de una o varias proteinas del mismo agente infeccioso y se ensamblan
mediante enlazadores peptidicos que buscan preservar la independencia estructural,
flexibilidad y exposicion de cada epitopo. Este enfoque ha sido aplicado en estudios
in silico contra el ZIKV, en los cuales los epitopos candidatos fueron seleccionados
considerando antigenicidad, ausencia de alergenicidad, ausencia de toxicidad y
estabilidad del constructo final (20,21). En el contexto diagnostico, esta estrategia
permite concentrar regiones inmunoldgicamente relevantes en una sola molécula,
evitando el uso de proteinas completas que podrian contener dominios conservados
asociados a reactividad cruzada, una limitacion descrita en ensayos serologicos frente

a flavivirus relacionados (14,15).

El uso de enlazadores como GPGPG ha sido reportado en disefios multiepitopo debido
a su utilidad para separar regiones antigénicas y favorecer la presentacion individual
de los epitopos dentro de una proteina sintética. Alharbi et al, (2024) emplearon el
enlazador GPGPG para ensamblar epitopos antigénicos, no alergénicos y no toxicos
en un constructo multiepitopo contra ZIKV, ademas de utilizar EAAAK para la union
de un adyuvante.(21). Aunque en aplicaciones diagndsticas no necesariamente se
requiere un adyuvante, la seleccion de enlazadores contintia siendo relevante porque
la disposicion espacial de las regiones antigénicas puede influir en su reconocimiento
por anticuerpos. Esta consideracién también ha sido abordada en estudios de
vacunologia estructural contra ZIKV, como el de Hakami M (2024), donde la
organizacion del constructo, el modelado tridimensional y la estabilidad molecular

fueron evaluados como criterios de validacion computacional (22)

El potencial diagnostico de las proteinas multiepitopicas ha sido respaldado por
investigaciones orientadas a discriminar infecciones por ZIKV y otros flavivirus.
Pereira et al, (2024) disefiaron proteinas multiepitdpicas dirigidas a diferenciar entre
infecciones por virus Zika y dengue, demostrando una mejora significativa en la
especificidad serologica. Este resultado resulta especialmente relevante en contextos
endémicos, donde la cocirculacion de flavivirus representa una limitante importante

para la interpretacion de pruebas convencionales (23). De manera complementaria,



Valotto et al, (2026) identificaron mediante mapeo computacional regiones
diferenciales en la proteina NS1 entre ZIKV y dengue, lo que refuerza la importancia
de seleccionar epitopos especificos como estrategia para optimizar el rendimiento

diagnostico.(24)

En este tipo de aproximaciones, el disefio del constructo debe considerar varios
criterios de aceptacion. En primer lugar, los epitopos seleccionados deben presentar
antigenicidad favorable, lo que sugiere capacidad potencial de reconocimiento
inmunologico; este criterio ha sido empleado en estudios inmunoinformaticos para

priorizar candidatos multiepitopo frente al ZIKV (7,20).

En segundo lugar, deben ser clasificados como no alergénicos y no toxicos por
herramientas predictivas, reduciendo riesgos en etapas posteriores de expresion y
evaluacion, tal como se ha considerado en disefios multiepitopo previos (21,22) En
tercer lugar, el constructo completo debe presentar propiedades fisicoquimicas y
estructurales compatibles con expresion recombinante, estabilidad y manipulacién
experimental, debido a que la secuencia lineal de epitopos no garantiza por si sola una
adecuada exposicion antigénica (22) Finalmente, debe evaluarse su similitud frente a
proteinas de virus relacionados, con el fin de reducir la probabilidad de reactividad

cruzada, aspecto critico en el diagnostico serologico de flavivirus (14,15).

Desde la perspectiva del laboratorio clinico, un antigeno multiepitopo especifico
podria contribuir al desarrollo de inmunoensayos mas precisos, especialmente en
regiones donde el diagnostico diferencial de arbovirosis continta siendo complejo. Sin
embargo, es necesario enfatizar que el disefio computacional constituye una fase
preliminar, por lo que la utilidad real de un constructo diagndstico solo puede
establecerse mediante validacion experimental. Esta validacion debera incluir
expresion recombinante, purificacion del antigeno, evaluacion con sueros de pacientes
confirmados, controles negativos y muestras de individuos infectados por otros
arbovirus, ademas del analisis de sensibilidad, especificidad, valor predictivo positivo,
valor predictivo negativo y curvas ROC. Por tanto, el presente enfoque permite
proponer un candidato antigénico con potencial inmunodiagnostico, pero no sustituye
la validacion clinica posterior, especialmente considerando las limitaciones de
especificidad descritas en pruebas serologicas convencionales para ZIKV y otros
flavivirus (14,15,23).

10



1.1.6. Modelado estructural y validacion computacional

El modelado estructural constituye una etapa fundamental en el disefio de proteinas
sintéticas, debido a que permite evaluar la conformacion tridimensional del constructo
y la posible exposicion de los epitopos seleccionados. En el caso de proteinas
multiepitopo, la secuencia primaria no garantiza por si sola que las regiones
antigénicas queden accesibles para el reconocimiento por anticuerpos, por lo que la
evaluacion estructural se considera un componente necesario dentro del disefio
racional de constructos proteicos (22). Por ello, es necesario analizar la estructura
tridimensional, la calidad conformacional y la estabilidad teérica del modelo antes de
avanzar hacia etapas experimentales, especialmente cuando el constructo se proyecta

para aplicaciones inmunoldgicas o diagnosticas (20,25).

El desarrollo de herramientas basadas en inteligencia artificial ha mejorado de manera
significativa la prediccidn estructural de proteinas. Jumper et al, (2021) introdujeron
AlphaFold, un sistema capaz de predecir estructuras tridimensionales con alta
precisién en numerosos contextos proteicos (26). Esta herramienta permite evaluar la
disposicion espacial de constructos disefiados in silico, identificar regiones con mayor
0 menor confianza estructural y orientar la seleccién o redisefio de secuencias, lo cual
ha sido aprovechado en estudios de disefio multiepitopo contra ZIKV (22). En el
contexto de un constructo multiepitopo, la prediccion estructural resulta crucial porque
la accesibilidad de los epitopos puede influir directamente en la sensibilidad y
especificidad potencial de un inmunoensayo, particularmente cuando se busca reducir
problemas de reconocimiento cruzado asociados a regiones antigénicas conservadas
(14,15).

Ademas del modelado, la validacion estructural permite estimar la calidad del modelo
generando. Herramientas como graficos de Ramachandran y ERRAT son utilizadas
para analizar la distribucion angular de residuos, la calidad de interacciones no
enlazantes y la compatibilidad entre la secuencia y el entorno tridimensional predicho,
criterios que se integran dentro de los analisis estructurales aplicados al disefio
computacional de proteinas multiepitopo (22). Estos analisis no demuestran
funcionalidad experimental, pero permiten identificar errores estructurales relevantes
y seleccionar modelos con mayor coherencia conformacional antes de una fase

experimental (20). En consecuencia, la validacion computacional aporta criterios
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objetivos para decidir si un constructo puede continuar hacia fases de optimizacion
génica, expresion recombinante y evaluacion inmunoldgica, manteniendo la distincion

entre prediccion in silico y validacion biologica posterior (25).

Leal et al, (2025) desarrollaron una investigacién orientada al disefio y evaluacion de
una vacuna multiepitopo contra el Virus del Zika, basada en las proteinas E y NS1 del
ZIKV mediante enfoques in silico e in vivo, empleando herramientas
inmunoinformaticas y validaciones experimentales en ratones BALB/c. Los autores
reportaron que los constructos presentaron estabilidad estructural, ausencia de
toxicidad y elevada antigenicidad, ademas de inducir respuestas humorales y celulares
significativas (25). Estos resultados demuestran que un disefio computacional
adecuadamente filtrado puede conservar funcionalidad en etapas experimentales,
aungue la extrapolacion hacia aplicaciones diagnosticas requiere validaciones
especificas orientadas a sensibilidad, especificidad y reconocimiento seroldgico
diferencial (23,25).

De manera similar, Hakami M, (2024) desarrollé un disefio de vacuna multiepitopo
mediante inmunoinformatica y vacunologia estructural contra el ZIKV, integrando
epitopos B y T con analisis de docking molecular y simulaciones dinamicas. Los
resultados evidenciaron estabilidad, inmunogenicidad y capacidad de interaccion con
receptores inmunolégicos, lo que respalda la utilidad de los andlisis estructurales en la
evaluacion preliminar de constructos proteicos disefiados in silico (22). Aunque este
tipo de estudios se orienta principalmente a vacunas, sus procedimientos estructurales
son relevantes para el disefio de antigenos diagnosticos, ya que permiten evaluar si las
regiones seleccionadas se mantienen expuestas, si el constructo presenta una
arquitectura plausible y si sus propiedades computacionales justifican avanzar hacia

validacién experimental (22,23).

En el presente contexto, el modelado estructural y la validacion computacional
permiten sustentar la seleccion del constructo multiepitopo propuesto, debido a que
aportan informacion sobre su conformacion, estabilidad tedrica y posible exposicion
de regiones antigénicas (20,22). No obstante, los resultados obtenidos mediante estas
herramientas deben interpretarse como evidencia predictiva. La estabilidad estructural,
la antigenicidad y la ausencia de toxicidad estimadas por servidores bioinformaticos

no equivalen a desempefio diagnéstico demostrado, por lo que el constructo debera
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validarse posteriormente mediante expresion recombinante y evaluacion inmunoldgica
frente a muestras o paneles seroldgicos caracterizados (23,25)Por tanto, la fase
computacional debe considerarse como una etapa de priorizacion racional, cuyo
propdsito es disminuir el nimero de candidatos y aumentar la probabilidad de éxito en

la fase experimental.

1.1.7. Optimizacion génica para expresion heterdloga

La optimizacion genica constituye una etapa complementaria en el disefio de proteinas
recombinantes, especialmente cuando el constructo sintético se proyecta para
expresion heterdloga en sistemas bacterianos como Escherichia coli. En estudios
previos de disefio multiepitopo contra ZIKV, la construccion computacional del
candidato proteico se plantea como una fase previa a su posible evaluacion
experimental, por lo que la adaptacion del disefio hacia un sistema de expresion
representa un componente necesario para Su proyeccion biotecnoldgica (20,21).
Aunque el disefio inicial se realiza a nivel proteico, la produccion experimental
requiere una secuencia codificante compatible con el organismo hospedero. Para ello,
se emplean herramientas de retrotraduccidn y optimizacion de codones, las cuales
permiten adaptar la secuencia nucleotidica al uso preferencial de codones del sistema
de expresion seleccionado, como parte del transito entre el disefio in silico y la
validacion experimental posterior (22,25).

Uno de los pardmetros mas utilizados en este proceso es el indice de adaptacion de
codones (CAL), el cual permite estimar la compatibilidad de la secuencia optimizada
con el repertorio de codones preferidos por el hospedero. De igual manera, el
contenido de guanina-citosina (GC) debe mantenerse dentro de un rango adecuado, ya
que valores extremos pueden afectar la estabilidad del ADN, la transcripcion, la
traduccion o la eficiencia de sintesis. En constructos sintéticos, también es importante
evitar secuencias problematicas, como sitios de restriccion no deseados, motivos
repetitivos, sefiales de terminacion prematura o estructuras secundarias altamente
estables en el ARNm que puedan interferir con la traduccion. Estos criterios son
coherentes con los enfoques inmunoinforméticos aplicados al disefio racional de

proteinas multiepitopo, en los cuales no solo se seleccionan epitopos por antigenicidad,
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alergenicidad y toxicidad, sino que también se proyecta la factibilidad estructural y
experimental del constructo disefiado (7,21,22).

La evaluacion del plegamiento secundario del ARNm permite estimar la estabilidad
tedrica de la secuencia optimizada y detectar posibles estructuras que podrian dificultar
el inicio de la traduccion o reducir la eficiencia de expresion. Aunque estos analisis no
garantizan produccidn proteica exitosa, proporcionan informacién atil para ajustar el
disefio antes de la sintesis génica. En este sentido, la optimizacion genica debe
considerarse una fase de preparacion para la validacion experimental, en la cual el
constructo podra ser clonado, expresado, purificado y evaluado mediante
inmunoensayos. Esta distincién es necesaria porque los resultados computacionales
permiten priorizar candidatos, pero no sustituyen la comprobacion experimental de

antigenicidad, estabilidad, expresion y reconocimiento inmunoldgico (23,25).

Para aplicaciones diagnosticas, la expresion heterdloga en Escherichia coli representa
una alternativa viable debido a su bajo costo, disponibilidad, facilidad de manipulacién
y amplia experiencia en produccion de proteinas recombinantes. Sin embargo, este
sistema también presenta limitaciones, como la posible formacion de cuerpos de
inclusion, ausencia de modificaciones postraduccionales e interferencia de la
estructura del constructo con la solubilidad. Por ello, el disefio debe incorporar criterios
de estabilidad, solubilidad y facilidad de purificacion, asi como etiquetas que permitan
recuperar la proteina sin comprometer los epitopos diagndésticos seleccionados. La
necesidad de considerar estos aspectos se relaciona con la evidencia de que los
constructos multiepitopo deben evaluarse no solo por su antigenicidad, sino también
por su estabilidad estructural, ausencia de toxicidad y viabilidad para fases posteriores
de validacion (20,22,25).

En conjunto, la optimizacién génica permite vincular el disefio computacional con una
posible fase experimental futura. En el caso de un constructo multiepitopo del ZIKV,
la adaptacion de codones para Escherichia coli, el analisis del contenido GC, la
evaluacion de la estructura secundaria del ARNm y el disefio plasmidico in silico
constituyen pasos necesarios para proyectar la expresion recombinante. No obstante,
la viabilidad final del constructo dependera de su sintesis, clonacion, expresion,
purificacion y validacion inmunologica frente a muestras clinicas o paneles

serologicos caracterizados. Esta validacion posterior es indispensable porque el
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desempefio diagndstico no puede inferirse Unicamente desde predicciones
computacionales, sino que debe demostrarse mediante evaluacién seroldgica,
especialmente en contextos donde la reactividad cruzada puede afectar la especificidad

de los inmunoensayos (14,15,23).

De esta manera, los antecedentes revisados evidencian que la integracion de
inmunoinformatica, disefio de proteinas multiepitopo, modelado estructural y
optimizacion génica constituye una estrategia prometedora para superar limitaciones
de los inmunoensayos convencionales. Esta aproximacion resulta pertinente en
contextos de cocirculacion viral, donde la especificidad diagndstica es un criterio
esencial, debido a los problemas de reconocimiento cruzado descritos en pruebas
serologicas frente a flavivirus relacionados (14,15). Por tanto, la presente investigacién
se orienta al disefio in silico de un antigeno multiepitopo del virus Zika con potencial
aplicacion en inmunodiagndstico diferencial, considerando criterios predictivos de
antigenicidad, seguridad, estabilidad estructural, baja similitud con virus clinicamente
relacionados y factibilidad de expresion heteréloga, en concordancia con enfoques

previos de disefio multiepitopo e inmunoinformatica aplicada al ZIKV (20-23).
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1.2. OBJETIVOS

1.2.1. Objetivo general

Disefiar y validar in silico una proteina multiepitopos especifica con potencial
inmunodiagnoéstico diferencial, mediante herramientas de inmunoinformatica y

biologia computacional.

1.2.2. Objetivos especificos

e ldentificar y seleccionar regiones antigénicas conservadas del virus Zika
mediante analisis inmunoinformatico, evaluando su especificidad frente a
Oropouche y Chikungunya para descartar homologia significativa y reducir
reactividad cruzada.

e Predecir y filtrar epitopos B lineales con alto potencial antigénico, asegurando
ausencia de alergenicidad y toxicidad mediante herramientas bioinformaticas
especializadas.

e Disefiar y validar in silico un constructo proteico multiepitopos optimizado,
evaluando sus propiedades fisicoquimicas, estructurales tridimensionales y su

adaptacion génica para expresion heteréloga en Escherichia coli.
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CAPITULO ILI.

METODOLOGIA.

2.1. MATERIALES

El desarrollo del presente estudio requiere fundamentalmente recursos humanos,
tecnoldgicos y de infraestructura digital, dado que se trata de una investigacion de tipo
computacional (in silico) que no involucra experimentacion bioldgica directa ni

manipulacion de muestras clinicas.

2.1.1. Recursos humanos

El equipo estuvo conformado por la tesista responsable del disefio y ejecucion de los
analisis bioinformaticos, bajo la supervision académica de un tutor con experiencia en
microbiologia, biologia molecular y biotecnologia aplicada. EI acompafiamiento
metodolo6gico garantizo la correcta aplicacion de herramientas inmunoinformaticas,

analisis estructural y optimizacién genética.

2.1.2. Recursos tecnologicos

Se requiridé un equipo de computo con procesador de capacidad media o superior,
memoria RAM minima de 8 GB y conexidn estable a internet de banda ancha. La
investigacion utilizé principalmente plataformas web de acceso libre, entre ellas
NCBI, UniProt, ABCPred, VaxiJen, AllerTOP, ToxinPred2, BLASTp, ProtParam,
ColabFold, SAVES (Ramachandran Plot, ERRAT), JCat, RNAfold y NEBcutter.

Asimismo, se emplearon programas de disefio plasmidico como Benchling o
SnapGene Viewer para la construccién in silico del vector recombinante. El uso de
estas herramientas no implica costos de licencia, ya que la mayoria dispone de

versiones académicas gratuitas.

Para garantizar la reproducibilidad del estudio, se registraron las fechas de consulta de

las bases de datos, los codigos de acceso de las secuencias utilizadas, las versiones de
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los servidores bioinforméaticos cuando estuvieron disponibles, los parametros de
analisis empleados y los archivos de salida generados en cada fase. Los archivos
FASTA de entrada, resultados de BLAST, tablas de epitopos, modelos
tridimensionales en formato PDB, reportes de validacion estructural, secuencias
optimizadas y mapas plasmidicos deberdn conservarse como anexos digitales del

trabajo de titulacion.

2.1.3. Recursos institucionales

La investigacion contd con el respaldo de la Facultad de Ciencias de la Salud y la
Carrera de Laboratorio Clinico, incluyendo acceso a biblioteca virtual institucional,

bases de datos cientificas suscritas y espacios fisicos para reuniones académicas.

2.1.4. Recursos econdmicos

Al tratarse de un estudio computacional, no se requieren reactivos de laboratorio ni
insumos clinicos. Los costos se limitaron a servicios basicos (electricidad,
conectividad) y eventual impresion o encuadernacion de documentos finales, lo que

convierte a esta investigacion en viable y de bajo costo operativo.
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2.2. METODOS

2.2.1. Tipo y disefio de Estudio/Enfoque de la investigacion

El presente estudio se desarroll6 bajo un enfoque cuantitativo, de tipo descriptivo y
predictivo mediante un disefio computacional (in silico), orientado al analisis
inmunoinformatico y al disefio racional de una proteina multiepitopos del virus Zika
con potencial aplicacion en inmunodiagndstico serolégico especifico. La metodologia
seguird un flujo secuencial estructurado que garantice reproducibilidad y trazabilidad
de cada etapa del proceso.

2.2.2. Aspectos éticos

Al tratarse de una investigacion que posee un enfoque estrictamente computacional (in
silico), no involucrd participantes humanos directos, manipulacion de muestras
bioldgicas, ni experimentacion animal. En otras palabras, no se realizaron

intervenciones fisicas, psicologicas ni sociales sobre ningdn individuo.

Las secuencias proteicas utilizadas provienen de bases de datos publicas de acceso
abierto (NCBI GenBank, UniProt), depositadas conforme a las normativas
internacionales de libre acceso a datos cientificos. No se accedié ni procesd

informacidn personal identificable de individuos.

En concordancia con los principios de beneficencia y no maleficencia, la investigacion
se orientd al beneficio potencial de poblaciones en riesgo en zonas endémicas
tropicales. Por la naturaleza computacional del estudio, no se requirié ningun
formulario de consentimiento informado de participantes. Los resultados generados
respetan la propiedad intelectual de las bases de datos y publicaciones cientificas

consultadas, citando en formato VVancouver todos los recursos utilizados.
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2.2.3. Variables de la investigacion

Variable Dependiente

Antigenicidad, alergenicidad, toxicidad, estabilidad fisicoquimica, calidad estructural

tridimensional, especificidad frente a secuencias homologas y adaptacion génica para

expresion heteréloga en Escherichia coli.

Variable Independiente

Seleccién y combinacién de epitopos B lineales antigénicos del virus Zika.

La optimizacion se evidencia en la Tabla 1

Tabla 1: Optimizacion de variables.

Variabl Definicion Definicion . . Indicado Técnicae
. Dimensiones .
es conceptual operacional res instrumento
VARIABLE INDEPENDIENTE
. Técnica:
Regiones v
analisis
conservad . . -
- e g bioinformatic
< Identificacid as
o . - 0.
k=) n antigénica  identifica i
= q Instrumentos:
5 as en GenBank y
Q Aplicacion de ZIKV
£ plataformas 7 BL,AS.TX'
& Conjunto de bioinformaticas Namero Tecnica
S herr;mientas ara la de prediccion
% computacionales ider?tificacién Prediccion epitopos  inmunoinfor
2 utilizpadas ara el de regiones de epitopos B lineales matica.
> anélisispde anti gnicas selecciona  Instrumento:
8 ! genicas, dos ABCPred.
= secuencias prediccion y IO
© SO s Teécnica:
= biologicas y la seleccién de .
c A ! analisis
S prediccion de epitopos B . .
= ; : inmunoinfor
= propiedades lineales, S Ly
=) . o y Antigenic matico.
c inmunoldgicas, evaluacion . . .
3 . . Evaluacion idad, Instrumentos:
g estructurales y  inmunologica, inmunoloégic  alergenici  VaxiJen v2.0
= funcionales de modelado g g -
® . a dad y AllerTOP
© proteinas. estructural y e
@ optimizacion toxicidad v2.1,
c énica AllergenFP,
‘é’ genica. AlgPred y
© ToxinPred.
S - , .
> Calidad Técnica:
L Modeladoy i\ tural  modelado
validacién
estructural Y molecular.
estabilida  Instrumentos:
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d del PSIPRED,

modelo SWISS-
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Técnica:
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Optimizacio : computacion
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n génica al.
GC _
Instrumento:
JCat.
VARIABLE DEPENDIENTE
. Técnica:
Puntuacio (lisi
L nobtenida . 2nalsIs
Antigenicida en inmunoinfor
,c_g d VaxiJen matico. :
e V2.0 Instrumento:
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2 _ N de matico.
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= ST
2 Constructo Antigeno biologica dady AI\I/le';OP
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= conformado por disefiado y
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e epitopos silico a partir :
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= seleccionados de epitopos B molecular Técnica:
o por sus lineales : analisis
c . X Propiedades , pl, . o
<} propiedades seleccionados - R oo fisicoquimico
o : - . fisicoquimic  indice de
cU inmunologicas y mediante . . :
Q e . as inestabilid _
£ especificidad herramientas ad Instrumento:
@ frente al virus  inmunoinforma y ProtParam.
Q . . GRAVY
< Zika. ticas.
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S ERRATy
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residuos
S Calidad en estructural.
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Porcentaje Técnica:
de alineamiento
Especificida  similitud de
d molecular con secuencias.
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OROV BLASTDp.
Cumplimi
ento de
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_de . Técnica:
) antigenici . -
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inmunodiagn - andlisis de
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ostico resultados
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I 0S.
bioldgica
y. - -
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dad

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

2.2.4. Hipdtesis de investigacion

Hipotesis alternativa (H1)

El anélisis inmunoinformatico permite disefiar un constructo proteico multiepitopo del

virus Zika con antigenicidad predictiva favorable, ausencia de alergenicidad y

toxicidad, estabilidad estructural aceptable y baja similitud con regiones antigénicas

de virus clinicamente relacionados, lo que respalda su potencial aplicacion en

inmunodiagndstico diferencial.

Hipétesis nula (HO)

El analisis inmunoinformatico no permite obtener un constructo proteico multiepitopo

del virus Zika que cumpla simultineamente criterios predictivos de antigenicidad,

seguridad, estabilidad estructural y especificidad molecular para su potencial

aplicacion inmunodiagnostica.
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2.2.5. Descripcion de Procedimientos

1. Recuperacion y curaduria de secuencias

En la primera fase se realiz6 una busqueda sistematica de secuencias del virus Zika en
la base de datos GenBank del del National Center for Biotechnology Information

(NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/) con fecha de consulta y descarga 18

de marzo del 2026. Se selecciond la secuencia nucleotidica completa con codigo de
acceso MF438286.1, correspondiente a "Zika virus strain Zika virus/Homo
sapiens/Cuba 2017 polyprotein gene, complete cds". A partir del CDS anotado en el
registro de GenBank, se recuperd la secuencia aminoacidica traducida de la
poliproteina completa, la cual fue descargada en formato FASTA desde la base de
datos NCBI Protein , correspondiente al codigo de acceso proteico ALL27019. Esta
informacidn debe mantenerse de forma uniforme en metodologia y resultados, debido
a que en el manuscrito ya se utiliza dicho c6digo para la evaluacién de la proteina
completa.

La identidad y completitud del registro seleccionado fueron verificadas mediante
BLASTX en el servidor NCBI BLAST (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cqi),

considerando como pardmetros principales la cobertura de consulta, el valor E, el

porcentaje de identidad y la puntuacion total del alineamiento. El analisis permitié
confirmar una cobertura de consulta del 100 %, un valor E de 0,0, un porcentaje de
identidad de 99,47 % y una puntuacion maxima y total de 6802 frente a secuencias
proteicas de referencia del ZIKV depositadas en NCBI. Estos criterios respaldaron la

seleccidn de la secuencia para los analisis inmunoinformaticos posteriores.

Para la evaluacion de especificidad frente a virus clinicamente relacionados, se
consideraron secuencias proteicas de referencia de Oropouche virus (ORQOV) y
Chikungunya virus (CHIKV). Las proteinas incluidas para comparaciéon fueron la
UY136405, para OROV mientras que para E1 se selecciond la secuencia proteica
NP_690589.2, correspondiente a structural polyprotein [Chikungunya virus], mientras
que para E2 se selecciono la secuencia AHK22766.1, correspondiente a E2, partial
[Chikungunya virus].

De manera general en la Figura 1, se evidencia el flujo de trabajo establecido.
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Figura 1: Flujo de trabajo.

Imagen elaborada en BioRender por Balseca Quishpe, Carmen Elena

2. Prediccion inicial de epitopos B lineales

Para la seleccidn inicial de epitopos B lineales se utilizd el servidor ABCpred
(http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/ , consultado el 20 de marzo de 2026),

herramienta bioinformatica basada en redes neuronales recurrentes, empleada para la
prediccion de epitopos lineales de células B. Debido a que la secuencia aminoacidica
descargada en formato FASTA present6 una longitud total de 3425 aminoacidos (aa),
esta fue dividida en dos fragmentos para facilitar su procesamiento en los servidores
utilizados. El primer fragmento estuvo conformado por 1750 aa, mientras que el
segundo comprendié 1675 aa, manteniendo la continuidad de la poliproteina viral y

evitando la pérdida de regiones potencialmente antigénicas durante el analisis.

En ABCPred se emplearon como parametros una longitud peptidica de 16 aa y un
umbral de prediccién de 0,51, de acuerdo con los resultados reportados en la seccién
de resultados para las Tablas 3 y 4. Se seleccionaron los 10 epitopos con mayor
puntuacion de cada fragmento, obteniéndose un total inicial de 20 epitopos lineales de
16 aa. Se aceptaron para la fase de filtrado aquellos péptidos con puntuacién igual o
superior al umbral establecido y se rechazaron aquellos con puntuacion inferior,
secuencias duplicadas o regiones que no pudieran ser trazadas dentro de la poliproteina

original.
3. Corte de epitopos de 16 aa a 12 aa y justificacion metodoldgica
Cada epitopo inicial de 16 aa fue sometido a un procedimiento de segmentacién para

obtener dos péptidos derivados de 12 aa: uno correspondiente a los 12 aminoacidos

24


http://crdd.osdd.net/raghava/abcpred/

iniciales y otro correspondiente a los 12 aminoécidos finales. De este modo, a partir
de los 20 epitopos iniciales se generaron 40 péptidos lineales de 12 aa para analisis
posterior. Este procedimiento se aplicd con el propdsito de conservar regiones
centrales o terminales con posible capacidad antigénica, reducir la longitud de las
secuencias candidatas y facilitar su analisis individual en los servidores de

antigenicidad, alergenicidad y toxicidad.

La seleccion de péptidos de 12 aa se justificd porque los epitopos B lineales suelen
corresponder a regiones peptidicas cortas reconocibles por anticuerpos, y porque el
uso de fragmentos mas reducidos permite discriminar con mayor precision cuales
regiones dentro del epitopo original aportan mayor antigenicidad predictiva. Ademas,
esta segmentacion permitio incrementar la resolucion del filtrado, al comparar si la
region inicial o final de cada péptido de 16 aa presentaba mejores caracteristicas

computacionales para su incorporacién en el constructo multiepitopo.

Como criterio de aceptacion, solo se conservaron los péptidos de 12 aa que cumplieron
simultaneamente con los pardmetros de antigenicidad, ausencia de alergenicidad y
ausencia de toxicidad. Se rechazaron los péptidos clasificados como probables no
antigenos, alergénicos segun el criterio de consenso definido, téxicos o con
inconsistencias de secuencia, tales como caracteres adicionales, signos de puntuacion

o residuos no estandar.
4. Evaluacién de antigenicidad, alergenicidad y toxicidad

Los epitopos seleccionados fueron sometidos a un proceso de filtrado secuencial
mediante herramientas bioinformaticas especializadas. La antigenicidad se evalué con

VaxiJen v2.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen/VaxiJen/VaxiJen.ntml

consultado el 18 de marzo de 2026), empleando como modelo de analisis virus y un
umbral de aceptacion de 0,5. Se consideraron aceptables los péptidos clasificados
como “antigeno probable” o aquellos con puntuacion igual o superior a 0,5. Se
rechazaron los péptidos con puntuacion inferior al umbral o clasificados como

“probable no antigeno”.

La alergenicidad se evalu6 mediante AllerTOP v2.1 (https://www.ddg-

pharmfac.net/allertop_test/ , consultado el 01 de abril de 2026), AllergenFP v1.1
(https://ddg-pharmfac.net/AllergenFP/ , consultado el 01 de abril de 2026) y AlgPred
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(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/algpred/submission.html , consultado el 01 de abril

de 2026), segun la longitud permitida por cada herramienta. Para los epitopos de 16
aa, se utilizaron las tres herramientas. Para los péptidos de 12 aa, se emplearon
AllerTOP v2.1 y AlgPred, debido a que AllergenFP no permite el andlisis de

secuencias menores a 16 aa, como se describe en el manuscrito.

Como criterio de consenso para alergenicidad, se aceptaron Unicamente aquellos
péptidos clasificados como no alergénicos o probablemente no alergénicos en al menos
dos herramientas, cuando las tres herramientas fueron aplicables. En el caso de
péptidos de 12 aa, al utilizarse dos herramientas, se aceptaron aquellos clasificados
como no alergénicos o probablemente no alergénicos en ambas herramientas, o
aquellos que, en caso de discrepancia, presentaron simultaneamente antigenicidad
elevada y ausencia de toxicidad, quedando marcados para revision manual. Se
rechazaron los péptidos clasificados como alergénicos por la mayoria de herramientas

aplicables.

La toxicidad se evalué mediante ToxinPred

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/prot test.php , consultado el 02 de abril de

2026). Para el analisis de la poliproteina completa, la secuencia fue dividida en
fragmentos de 500 aa, debido a la limitacién de longitud del servidor. En el analisis de
epitopos, se empled un umbral de 0,4 y longitud peptidica de 16 aa, de acuerdo con los
parametros descritos en el manuscrito. Se aceptaron Unicamente los péptidos
clasificados como no tdxicos y se rechazaron aquellos con prediccién de toxicidad

positiva.

Finalmente, se seleccionaron como candidatos para el ensamblaje del constructo los
epitopos de 12 aa que cumplieron simultdneamente los siguientes criterios:
antigenicidad igual o superior a 0,5 en VaxiJen v2.0, clasificacion no alergénica segun
el criterio de consenso establecido y ausencia de toxicidad en ToxinPred. Este criterio
permitio reducir el conjunto inicial de péptidos y seleccionar Unicamente aquellos con

mejores caracteristicas predictivas para el disefio del constructo multiepitopo.
5. Disefio del constructo multiepitopo

Para el disefio del constructo multiepitopo se fusionaron los epitopos que superaron

los filtros de antigenicidad, alergenicidad y toxicidad. Los epitopos seleccionados
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fueron ensamblados mediante el enlazador peptidico flexible GPGPG, con el propdsito
de favorecer la separacion estructural entre regiones antigénicas y preservar la
exposicion individual de cada epitopo. La organizacion de los péptidos dentro del
constructo se establecié considerando la puntuacion de antigenicidad obtenida en
VaxiJen v2.0, ubicando los epitopos con mayor puntuacion en posiciones centrales y
los de menor puntuacién hacia los extremos, segln el criterio metodoldgico descrito

en el manuscrito.

Al inicio de la secuencia se incorporé una metionina (M) como coddn de inicio para
una eventual expresion recombinante, y al extremo C-terminal se afiadio una cola de
seis histidinas (HHHHHH) como etiqueta de purificacién. Una vez ensamblado, el
constructo completo fue reevaluado mediante VaxiJen v2.0, AllerTOP v2.1 y
ToxinPred, con el fin de comprobar que la proteina sintética conservara antigenicidad
predictiva, ausencia de alergenicidad y ausencia de toxicidad después de la fusion de

los epitopos.

Como criterios de aceptacion del constructo final, se establecieron los siguientes:
antigenicidad global igual o superior a 0,5, clasificacion como no alergénico o
probablemente no alergénico, ausencia de toxicidad, ausencia de residuos no estandar,
conservacion de los epitopos seleccionados y presencia correcta de los enlazadores
GPGPG y de la etiqueta de histidinas. En caso de que el constructo no cumpliera
alguno de estos criterios, se consideraria necesario reorganizar el orden de los epitopos,

retirar secuencias problematicas o reevaluar el disefio.
6. Analisis fisicoquimico

La secuencia resultante del constructo multiepitopo fue evaluada mediante ProtParam,

disponible en el servidor EXPASy (https://web.expasy.org/protparam/ , consultado el

24 de abril de 2026). Se analizaron parametros fisicoquimicos como numero de
aminoéacidos, peso molecular, punto isoeléctrico tedrico, composicion aminoacidica,
indice de inestabilidad, indice alifatico y promedio general de hidropaticidad
(GRAVY). Estos indicadores permitieron estimar de forma preliminar la estabilidad,
comportamiento hidrofébico/hidrofilico y factibilidad de manipulacion del constructo

en una fase experimental futura.
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Como criterio de aceptacion, se considerd favorable un indice de inestabilidad menor
de 40, indicativo de estabilidad tedrica. Asimismo, se interpreto el valor GRAVY para
estimar la tendencia hidrofilica o hidrofobica del constructo. Los resultados de
ProtParam fueron registrados para su posterior comparacion con el modelado

estructural y la optimizacion génica.
7. Modelado estructural y validacion computacional

La estructura tridimensional del constructo multiepitopo se predijo mediante
ColabFold v1.6.1: AlphaFold2 using MMseqs2, disponible en entorno Google Colab
(https://colab.research.google.com/github/sokrypton/ColabFold/blob/main/AlphaFol

d2.ipynb , consultado el 29 de abril de 2026). Para el modelado se utilizé como entrada
la secuencia aminoacidica completa del constructo en formato FASTA. Se
mantuvieron los parametros predeterminados del servidor, salvo en aquellos campos
requeridos para el ingreso de la secuencia, y se registraron los archivos de salida
generados, incluyendo el modelo tridimensional en formato PDB y las métricas de

confianza estructural disponibles.
8. Refinamiento

Los modelos tridimensionales seleccionados fueron refinados mediante
GalaxyWEB/GalaxyRefine, (consultado y descargado el 21 de mayo de 2026) con el
propdsito de mejorar la calidad estructural antes de su validacion. El servidor generd

cinco modelos refinados para cada constructo.
9. Validacién estructural

Posteriormente, la calidad estructural fue evaluada mediante el servidor SAVES
(https://saves.mbi.ucla.edu/ , consultado el 21 de mayo de 2026), utilizando las

herramientas Ramachandran Plot, y ERRAT.

Como criterios de aceptacion estructural, se considero que el modelo debia presentar
una proporcion mayoritaria de residuos en regiones favorecidas o permitidas del
grafico de Ramachandran, valores de ERRAT compatibles con una calidad estructural
aceptable. En caso de observarse valores estructurales deficientes, se consideraria
necesario modificar el orden de los epitopos, revisar los enlazadores o generar un

nuevo modelo.
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10. Optimizacion génica

La secuencia proteica final del constructo multiepitopo fue retrotraducida y optimizada
para expresion heteréloga en Escherichia coli cepa K12 mediante el servidor JCat

(https://www.jcat.de/ , consultado el 22 de mayo de 2026). Para este proceso se

consideraron como parametros principales el indice de adaptacion de codones (CAI) y
el contenido de guanina-citosina (GC), con la finalidad de obtener una secuencia
codificante compatible con el sistema de expresion bacteriano. Se registraron como
resultados principales el valor de CAl, el porcentaje de GC y la secuencia nucleotidica
optimizada.

Como criterios de aceptacion, se considerd favorable un CAl cercano a 1,0 y un
contenido GC dentro de un rango compatible con expresion en E. coli. Ademas, se
verifico la ausencia de elementos que pudieran interferir con la expresion o clonacién,
como sitios de restriccién no deseados, codones de terminacion prematura, motivos

repetitivos extensos o secuencias que pudieran generar inestabilidad.
11. Evaluacion de la estructura secundaria del ARNm

Posteriormente, la secuencia nucleotidica optimizada fue evaluada mediante RNAfold
(http://rna.tbi.univie.ac.at/cgi-bin/RNAWebSuite/RNAfold.cqi , , consultado el 22 de

mayo de 2026), con el proposito de analizar el plegamiento secundario teérico del

ARNmM y estimar su energia libre minima. Se registro la estructura secundaria predicha
y el valor de energia libre minima en kcal/mol. Este andlisis permitié identificar
posibles estructuras secundarias estables que pudieran interferir con la traduccién del

constructo.
12. Analisis de similitud frente a CHIKV y OROV

De manera complementaria, el constructo proteico disefiado fue sometido a analisis de
similitud mediante BLASTp, debido a que la comparacion se realiz6 entre secuencias
aminoacidicas. Este analisis permitio contrastar el constructo multiepitopo frente a
secuencias proteicas de ZIKV. Mientras que para las comparaciones pareadas frente a
proteinas especificas se empled Global Aligment del servidos BLAST. Para frente a
proteinas seleccionadas de virus clinicamente relacionados, como OROV y CHIKV.
Para OROV se utilizd la proteina con codigo de acceso UY136405 mientras que en
CHIKYV en EL1 se seleccioné la secuencia proteica NP_690589.2, correspondiente a
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structural polyprotein [Chikungunya virus], mientras que para E2 se selecciono la
secuencia AHK?22766.1, correspondiente a E2, partial [Chikungunya virus].

13. Disefio Plasmidico y Consolidacién Final

Finalmente, el gen optimizado obtenido a partir de JCat sera insertado in silico en un
vector de expresion compatible (pET-28a) que fue descargado y consultado el 28 de
mayo de 2026 en SnapGene
(https://www.snapgene.com/plasmids/pet_and_duet_vectors_(novagen)/pET-

28a(%2B)). Se empled el uso de NEBcutter (https://nc3.neb.com/NEBcutter/ ,

consultado el 28 de mayo de 2026), para identificar los sitios de restriccion y después

mediante Benchling (https://www.benchling.com/ , consultado el 28 de mayo de

2026). Este procedimiento permitira obtener un candidato antigénico validado

computacionalmente y listo para futuras fases experimentales.
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CAPITULO IILI.

RESULTADOS Y DISCUSION

3.1 ANALISIS DE RESULTADOS

3.1.1. Recuperacion y curaduria de secuencias

Como resultado de la bdsqueda realizada en la base de datos GenBank del NCBI, se
identifico y selecciond la secuencia nucleotidica completa con cédigo de acceso
MF438286.1, correspondiente a Zika virus strain Zika virus/Homo sapiens/Cuba 2017
polyprotein gene, complete cds. A partir del CDS anotado en dicho registro, se
recuper6 la secuencia aminoacidica traducida de la poliproteina completa,
correspondiente al cddigo de acceso proteico ALL27019, la cual fue descargada en
formato FASTA desde NCBI Protein.

La verificacion del registro seleccionado mediante BLASTX evidenci6 una cobertura
de consulta del 100 %, un valor E de 0,0, un porcentaje de identidad de 99,47 % y una
puntuacion méxima/total de 6802 frente a secuencias proteicas de referencia del virus

Zika depositadas en NCBI. Estos resultados se muestran en la Figura 2.

Cliisteres Resumen grafico Alineaciones Taxonomia

Agrupaciones que producen alineaciones significativas Descargar ¥ Seleccione columnas “ Espectdculo (2]
seleccionar todo  Se seleccionaron 100 clisteres GenPept  Graficos

m . Portada .
Composicion del clister Ancestro  Secuencia representativa Puntuacién | Puntuacién ik Valor Per Longitud

wr Adhesién
) del clister del clister maxima total consulta E Ident  de acceso
Haz clic en elEpara ver el contenido del clister

M 800 miembros. 6 oraanismes raiz polioroteina [virus Zikal 6802 6802 100% 00 99 47% 3425 ALL27019.1

Figura 2: Verificacion del registro MF438286.1 mediante BLASTX frente a
secuencias proteicas de referencia del virus Zika depositadas en NCBI. El analisis
mostré una cobertura de consulta del 100 %, valor E de 0,0, identidad de 99,47 %y
puntuacion maxima/total de 6802.

3.1.2. Evaluacion de la proteina completa
Previo a la prediccion de epitopos B lineales, se evalud la proteina completa
correspondiente al cdédigo de acceso ALL27019. Debido a que la secuencia

aminoacidica presentd una longitud total de 3425 aa, esta fue dividida en dos
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fragmentos para su procesamiento: un primer fragmento de 1750 aa y un segundo
fragmento de 1675 aa.

En el primer fragmento de 1750 aa, VaxiJen v2.0 reporté una puntuacién de 0,5586,
clasificada como antigeno probable. En la evaluacién de alergenicidad, AllerTOP v2.1
y AllergenFP v1.1 clasificaron la secuencia como probablemente no alergénica,
mientras que AlgPred la clasific6 como no alergénica. El analisis de toxicidad
mediante ToxinPred no se ejecutd para este fragmento debido a la longitud de la

secuencia, conforme se detalla en la Tabla 2.

En el segundo fragmento de 1675 aa, VaxiJen v2.0 reportd una puntuacion de 0,4785,
clasificada como probable no antigeno. AllerTOP v2.1 clasific6 este fragmento como
probablemente no alergénico, AllergenFP v1.1 como alérgeno probable y AlgPred
como no alergénico. Al igual que en el primer fragmento, ToxinPred no se ejecuto
sobre la secuencia completa debido a la longitud del fragmento, como se muestra en
la Tabla 3.

Para cada servidor se aplicaron los umbrales establecidos segun los criterios de analisis

de antigenicidad, alergenicidad y toxicidad.

Tabla 2: Resultados del analisis antigénico, alergénico y toxico de la poliproteina del
Virus Zika en la secuencia con 1750 aa

ANTIGENICIDAD ALERGENICIDAD TOXICIDAD
Vaxijen v2.0 AllerTOP AllergenFP AlgPred ToxinPred
v2.1 vl.l
0,5586 Dada la longitud de
pwTiGEND  Tbemente Fbaenente Mo ascuercia o
PROBABLE) g g g realizé la corrida.

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

Tabla 3: Resultados del analisis antigénico, alergénico y toxico de la poliproteina del
Virus Zika, en la secuencia con 1675 aa

ANTIGENICIDAD ALERGENICIDAD TOXICIDAD
Vaxijen v2.0 AllerTOP AllergenFP AlgPred ToxinPred
v2.1 vl.l
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0,4785 Probablemente
(probable NO NO
ANTIGENO) ALERGENO

Dada la longitud de
la secuencia, no se
realizo la corrida

Alérgeno No
probable alérgeno

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

3.1.3. Predicciones y seleccion de epitopos B

La prediccion inicial de epitopos B lineales se realizé mediante ABCPred, utilizando
una longitud peptidica de 16 aa y un umbral de prediccion de 0,51. Se seleccionaron
los diez epitopos con mayor puntuacion para cada fragmento de la poliproteina,

obteniéndose un total de 20 epitopos candidatos de 16 aa.

En el fragmento de 1750 aa, las puntuaciones méas altas fueron de 0,94,
correspondientes a las secuencias TVEVQYAGTDGPCKVP,
AKVEITPNSPRAEATL, HKKGEARRSRRAVTLP, GEGRLDPYWGDVKQDL y
RECTMPPLSFRAKDGC. También se identificaron epitopos con puntuaciones de
0,93, correspondientes a LDEGVEPDDVDCWCNT, HVTKGSALRSGEGRLD vy
SLVEDDGPPMREIILK, asi como epitopos con puntuacion de 0,92, correspondientes
a LWDVPAPKEVKKGETT y YRTQMKGPWHSEELEI, como se presenta en la
Tabla 4.

En el fragmento de 1675 aa, la puntuacion mas alta fue de 0,98, correspondiente a la
secuencia EKRVLKPRWMDARVCS. También se identificaron secuencias con
puntuaciones de 0,95: GASLIYTVTRNAGLVK, NRVWIEENDHMEDKTP vy
HGSYEAPTQGSASSLLI. Las secuencias RGYISTRVEMGEAAAI y
AVEAVNDPRFWALVDK presentaron puntuaciones de 0,94,
THASAAQRRGRIGRNP obtuvo 0,93; mientras que NSTHEMYWVSGAKSNT,
LSMVGDWLEKRPGAFC y VVLIPEPEKQRSPQDN presentaron puntuaciones de

0,91, como se detalla en la Tabla 5.

Tabla 4:Epitopos de célula B en la secuencia de 1750 aa. Se coloca los 10 primeros
péptidos, siendo estos quienes eran mas probables de ser epitopos.

Rango Secuencia Posicién inicial Puntaje
1 TVEVQYAGTDGPCKVP 619 0,94
1 AKVEITPNSPRAEATL 457 0,94
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1 HKKGEARRSRRAVTLP 207 0,94
1 GEGRLDPYWGDVKQDL 1565 0,94
1 RECTMPPLSFRAKDGC 1110 0,94
2 LDEGVEPDDVDCWCNT 180 0,93
2 HVTKGSALRSGEGRLD 1555 0,93
2 SLVEDDGPPMREIILK 1459 0,93
3 LWDVPAPKEVKKGETT 1508 0,92
3 YRTQMKGPWHSEELEI 1056 0,92

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

Tabla 5: Epitopos de célula B en la secuencia de 1675 aa. Se coloca los 10 primeros
péptidos, siendo estos quienes eran mas probables de ser epitopos.

Rango Secuencia Posicion inicial Puntaje
1 EKRVLKPRWMDARVCS 340 0,98
2 GASLIYTVTRNAGLVK 755 0,95
2 NRVWIEENDHMEDKTP 1588 0,95
2 HGSYEAPTQGSASSLI 1079 0,95
3 RGYISTRVEMGEAAAI 52 0,94
3 AVEAVNDPRFWALVDK 1195 0,94
4 THASAAQRRGRIGRNP 203 0,93
5 NSTHEMYWVSGAKSNT 986 0.91
5 LSMVGDWLEKRPGAFC 937 0.91
5 VVLIPEPEKQRSPQDN 488 0.91

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

3.1.4. Evaluacion de antigenicidad de epitopos candidatos

Los 20 epitopos iniciales de 16 aa fueron evaluados mediante VaxiJen v2.0. De
acuerdo con el umbral establecido de 0,5, diez secuencias fueron clasificadas como
antigeno probable: RECTMPPLSFRAKDGC con 1,7589; LSMVGDWLEKRPGAFC
con 1,2522; GEGRLDPYWGDVKQDL con 0,9956; KTHAAAQRRGRIGRNP con
0,8598; AKVEITPNSPRAEATL con 0,8044; RGYISTRVEMGEAAAI con 0,7640;
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YRTQMKGPWHSEELEI con 0,7325; LDEGVEPDDVDCWCNT con 0,7325;
LWDVPAPKEVKKGETT con 0,5919; y NSTHEMYWVSGAKSNT con 0,5441. Las
diez secuencias restantes presentaron valores inferiores al umbral y fueron clasificadas

como probable no antigeno, segin se muestra en la Tabla 6.

Posteriormente, cada epitopo de 16 aa fue segmentado en dos péptidos derivados de
12 aa: uno correspondiente a los 12 aa iniciales y otro a los 12 aa finales, generando
un total de 40 péptidos de 12 aa. En el grupo de cortes iniciales, las puntuaciones de
antigenicidad mas altas fueron GEGRLDPYWGDYV con 1,4145; RECTMPPLSFRA
con 1,3848; LDEGVEPDDVDC con 1,0707; KTHAAAQRRGRI con 0,9092;
RGYISTRVEMGE con 0,8607; AKVEITPNSPRA con 0,8183; LSMVGDWLEKRP
con 0,7586; TVEVQYAGTDGP con 0,6891; NSTHEMYWVSGA con 0,5820;
HVTKGSALRSGE con 0,5320; y YRTQMKGPWHSE con 0,5117. Estos datos se
presentan en la Tabla 7.

En el grupo de cortes finales, las puntuaciones de antigenicidad mas altas
correspondieron a MPPLSFRAKDGC con 2,2492; GDWLEKRPGAFC con 1,6716;
PAPKEVKKGETT con 1,16009; LDPYWGDVKQDL con 1,0185;
AAQRRGRIGRNP con 0,9970; VEPDDVDCWCNT con 0,9272; EARRSRRAVTLP
con 0,9162; STRVEMGEAAAI con 0,8373; LKPRWMDARVCS con 0,7801;
IEENDHMEDKTP con 0,7340; MKGPWHSEELEI con 0,7084; vy
EMYWVSGAKSNT con 0,6293. Los resultados completos se muestran en la Tabla
8.

Tabla 6: Antigenicidad en 20 secuencias de 16 aa. Se ordeno de la puntuacién mas
alta a la mas baja puntuacion de antigenicidad, de los epitopos B lineales predichos
anteriormente.

SECUENCIA DE 16 AMINOACIDOS SCORE DE ANTIGENICIDAD
RECTMPPLSFRAKDGC 1,7589 (ANTIGENO PROBABLE)
LSMVGDWLEKRPGAFC 1,2522 (ANTIGENO PROBABLE)
GEGRLDPYWGDVKQDL 0,9956 (ANTIGENO PROBABLE)
KTHAAAQRRGRIGRNP 0,8598 (ANTIGENO PROBABLE)
AKVEITPNSPRAEATL 0,8044 (ANTIGENO PROBABLE)
RGYISTRVEMGEAAAI 0,7640 (ANTIGENO PROBABLE)
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YRTQMKGPWHSEELEI 0,7325 (ANTIGENO PROBABLE)
LDEGVEPDDVDCWCNT 0,7325 (ANTIGENO PROBABLE)
LWDVPAPKEVKKGETT 0,5919 (ANTIGENO PROBABLE)
NSTHEMYWVSGAKSNT 0,5441 (ANTIGENO PROBABLE)
AVEAAVNDPRFWALVD 0,4125 (PROBABLE NO ANTIGENO)
HKKGEARRSRRAVTLP 0,4604 (PROBABLE NO ANTIGENO)

VVLIPEPEKQRSPQDN 0.1262 (PROBABLE NON-ANTIGEN)

NRVWIEENDHMEDKTP 0,1878 (PROBABLE NO ANTIGENO)

EKRVLKPRWMDARVCS 0,0670 (PROBABLE NO ANTIGENO)

HGSYEAPTQGSASSLI 0,0644 (PROBABLE NO ANTIGENO)
GASLIYTVTRNAGLVK 0,2967 (PROBABLE NO ANTIGENO)
TVEVQYAGTDGPCKVP 0,2878 (PROBABLE NO ANTIGENO)
HVTKGSALRSGEGRLD 0,1525 (PROBABLE NO ANTIGENO)

SLVEDDGPPMREIILK -0,1917 (PROBABLE NO ANTIGENO)

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

Tabla 7: Antigenicidad en 20 secuencias, considerando el corte a partir de 12 aa

iniciales.

Secuencia de 16 aminoéacidos amiﬁgé:;?d%?s %5-12) Score de antigenicidad
RECTMPPLSFRAKDGC RECTMPPLSFRA 1’38P4F§C§'§"2';E3E'§N0
LSMVGDWLEKRPGAFC ~ LSMVGDWLEKRP RIS é@%ﬁ;’\'o
GEGRLDPYWGDVKQDL  GEGRLDPYWGDV bALS é@ﬁg%’\'o
KTHAAAQRRGRIGRNP  KTHAAAQRRGRI o0 é@ﬁgﬁg’\'o

AKVEITPNSPRAEATL AKVEITPNSPRA 8 é’é%'&%’\'o
RGYISTRVEMGEAAAI RGYISTRVEMGE 0’86P0FZ(§§%'!_GE'§NO
YRTQMKGPWHSEELEI ~ YRTQMKGPWHSE 0’51P1FZ é@ﬁ;'fg'\'o
LDEGVEPDDVDCWCNT ~ LDEGVEPDDVDC 1’07P0FZ(§'§"2';"LGE'§NO
WDVPAPKEVKKGETT ~ LWDVPAPKEVKK O’O?Eg’iggal\lb('% NO
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NSTHEMYWVSGAKSNT

NSTHEMYWVSGA

0,5820 (ANTIGENO

PROBABLE)
AVEAAVNDPRFWALVD ~ AVEAAVNDPRFW 'O’O%ST(%O:&%‘; NO
HKKGEARRSRRAVTLP  HKKGEARRSRRA 03‘?2&%%22?\?(‘; NO
NRVWIEENDHMEDKTP ~ NRVWIEENDHME ‘O’O‘XST(%):S%‘; NO
VVLIPEPEKQRSPQDN VVLIPEPEKQRS 0’28/3& %Figgal\lbg) NO
EKRVLKPRWMDARVCS  EKRVLKPRWMDA 01“%&%@2%’(‘; NO
HGSYEAPTQGSASSLI HGSYEAPTQGSA O’Oi‘i%‘}rg.@&b& NO
GASLIYTVTRNAGLVK GASLIYTVTRNA RN '(I'FirC(E)ItE)aI\kI)CI)e) NO
TVEVQYAGTDGPCKVP  TVEVQYAGTDGP o é/gﬁgﬁg’\'o
HVTKGSALRSGEGRLD ~ HVTKGSALRSGE 05520 é@ﬁ;"fg'\'o
SLVEDDGPPMREIILK SLVEDDGPPMRE 0’1?2%%22?\?5'\'0

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

Tabla 8: Antigenicidad en 20 secuencias, considerando el corte de los 12 aa finales.

Secuencia de 16 aminoacidos amiﬁgz;;[:?d?)es %2—16) Score de antigenicidad
RECTMPPLSFRAKDGC MPPLSFRAKDGC ZZ“?&é@Z‘;"fEENO
LSMVGDWLEKRPGAFC ~ GDWLEKRPGAFC 1167P1I§C()QX1I?ZTI_GE§NO
GEGRLDPYWGDVKQDL ~ LDPYWGDVKQDL 1’0155(%%&?\'0
KTHAAAQRRGRIGRNP AAQRRGRIGRNP R é@":EFEE)NO
AKVEITPNSPRAEATL ITPNSPRAEATL o802 (TF:VC‘;)E&Nb('; NO
RGYISTRVEMGEAAAI STRVEMGEAAAI 08379 é@'XEFEE)NO
YRTQMKGPWHSEELEI MKGPWHSEELEI o é@'XEFEE)NO
LDEGVEPDDVDCWCNT ~ VEPPDVRCWENT 09272 é@t{gILGEE)NO
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WDVPAPKEVKKGETT

PAPKEVKKGETT

1,1609 (ANTIGENO

PROBABLE)
NSTHEMYWVSGAKSNT  EMYWVSGAKSNT %02 é@;‘\gfg\'o
AVEAAVNDPRFWALVD ~ AVNDPRFWALVD 0’4%&%%’2&&5 NO
HKKGEARRSRRAVTLP ~ EARRSRRAVTLP) 0’91P6F§c()@§\g|_GE§NO
NRVWIEENDHMEDKTP IEENDHMEDKTP 0’73;‘&()@2'\;"655'\'0
VVLIPEPEKQRSPQDN PEPEKQRSPQDN 0’0‘361\& %FiggaNbg) NO
EKRVLKPRWMDARVCS ~ LKPRWMDARVCS /%% é@%&%m
HGSYEAPTQGSASSLI EAPTQGSASSLI Qooﬁ}ﬁ&}gg?\lbc')e) NO
GASLIYTVTRNAGLVK IYTVTRNAGLVK M1 %ﬁgEaNbcl)e) NO
TVEVQYAGTDGPCKVP  QYAGTDGPCKVP '0’21\73#?&02&%‘; NO
HVTKGSALRSGEGRLD GSALRSGEGRLD 'O’O%ST(%OS%%‘; NO
SLVEDDGPPMREIILK DDGPPMREIILK 00598 T(?éogs%g NO

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

3.1.5. Evaluacion de alergenicidad y toxicidad de los epitopos

La alergenicidad de los epitopos de 16 aa fue evaluada mediante AllerTOP v2.1,
AllergenFP v1.1 y AlgPred. En el andlisis de 16 aa, la mayoria de las secuencias
presentd al menos una clasificacion alergénica en alguna de las herramientas. La
secuencia EKRVLKPRWMDARVCS fue clasificada como probablemente no
alergénica por AllerTOP v2.1y AllergenFP v1.1, y como no alergénica por AlgPred.

Los resultados completos se presentan en la Tabla 9.

Para los péptidos de 12 aa, la evaluacion se realizo mediante AllerTOP v2.1y AlgPred.
En los cortes iniciales, las secuencias EKRVLKPRWMDA y HGSYEAPTQGSA
fueron clasificadas como probablemente no alergénicas o no alergénicas por ambas
herramientas. En los cortes finales, HGSYEAPTQGSA presento clasificacion no
alergénica en ambas herramientas, mientras que otras secuencias presentaron
resultados discrepantes entre AllerTOP v2.1 y AlgPred. Estos resultados se detallan
en las Tablas 10 y 11.

38



El andlisis de toxicidad mediante ToxinPred se realizd considerando la division de la

poliproteina completa en fragmentos de 500 aa y un fragmento final de 425 aa. En el

primer fragmento se identificaron 8 regiones toxicas y en el tercer fragmento 14

regiones toxicas. Los demas fragmentos evaluados fueron clasificados como sin

regiones toxicas, segun se presenta en la Tabla 11.

Tabla 9: Analisis de alergenicidad por epitopos, en 3 herramientas distintas:
AllerTOP v2.1 Allergen FP AlgPred. Considerando los epitopos B lineales de 16 aa.

Secuencia de 16 aa AllerTOP v2.1 Allergen FP AlgPred
RECTMPPLSFRAKDGC ALERGENO probable AIE,EOF;ES?O ALERGENO
LSMVGDWLEKRPGAFC ALERGENO probable PrcfAbﬁbE';"C‘;eEr‘,LeoNo ALERGENO
GEGRLDPYWGDVKQDL ProAbﬁkgggeé‘&eoNo A'B'fgf)gﬁ'g'o ALERGENO
KTHAAAQRRGRIGRNP  ALERGENO probable PrcfAbﬁbE';"C‘;eEr‘,LeoNo ALERGENO

AKVEITPNSPRAEATL ProAbﬁtl’;:'ggeé‘,ileoNo ProAbEbE'ggeéEeoNo ALERGENO
RGYISTRVEMGEAAAI ProAbﬁtl’;:'ggeé‘,ileoNo ProAbEbE'ggeéEeoNo ALERGENO
YRTQMKGPWHSEELE ProAbﬁtl’é'ggeé‘&eoNo A'ﬁ;}gﬁ?o ALERGENO
LDEGVEPDDVDCWCNT ALERGENO probable A'ﬁ:}gﬁ?o ALERGENO
LWDVPAPKEVKKGETT Pr‘fﬁtl’f_'ggeé‘&eo'\'o Pr?f\ﬁtl’f_'g”éeé‘&eo'\'o ALERGENO
NSTHEMYWVSGAKSNT ALERGENO probable A'ﬁ:}gﬁ?o ALERGENO
AVEAAVNDPRFWALVD ALERGENO probable A'Bf;ggg'o ALERGENO
HKKGEARRSRRAVTLP Prfgﬁ%ggeé‘&eo'\'o P“ﬁbé';”éeé‘&fo'\'o ALERGENO
VVLIPEPEKQRSPQDN  ALERGENO probable P“ﬁbé';”éeé‘&fo'\'o ALERGENO
NRVWIEENDHMEDKTP  ALERGENO probable AI[EE)(;S?O ALERGENO
ccrvukmwOARVs  TREE N0 Pobblee N0 N
HGSYEAPTQGSASSLI PrOAbﬁbE'ggeEr‘ILeoNo PrOAbﬁbE';”é‘*E”,LeONO ALERGENO
GASLIYTVTRNAGLVK  ALERGENO probable PrOAbﬁbE';”é‘*E”,LeONO ALERGENO
TVEVQYAGTDGPCKVP  ALERGENO probable A'Bf;g;'g'o ALERGENO
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HVTKGSALRSGEGRLD ~ALERGENO probable  “*--RCENO NO

probable ALERGENO
i Probablemente NO NO
SLVEDDGPPMREIILK ALERGENO probable ALERGENO ALERGENO

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

Tabla 10: Analisis de alergenicidad por epitopos, considerando el corte de los 12 aa

iniciales.
prifneglrjgsn?clzlgz 1_212) AllerTop v2.1 AlgPred
RECTMPPLSFRA ALERGENO probable ALERGENO
LSMVGDWLEKRP ALERGENO probable ALERGENO
GEGRLDPYWGDV  Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
KTHAAAQRRGRI Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
AKVEITPNSPRA Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
RGYISTRVEMGE ALERGENO probable ALERGENO
YRTQMKGPWHSE ALERGENO probable NO ALERGENO
LDEGVEPDDVDC ALERGENO probable ALERGENO
LWDVPAPKEVKK propaplemente NO ALERGENO ~ ALERGENO
NSTHEMYWVSGA  Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
AVEAAVNDPRFW ALERGENO probable ALERGENO
HKKGEARRSRRA  Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
VVLIPEPEKQRS ALERGENO probable ALERGENO
NRVWIEENDHME  Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
EKRVLKPRWMDA  Probablemente NO ALERGENO  NO ALERGENO
HGSYEAPTQGSA Probablemente NO ALERGENO  NO ALERGENO
GASLIYTVTRNA ALERGENO probable ALERGENO
TVEVQYAGTDGP  Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
HVTKGSALRSGE ALERGENO probable NO ALERGENO
SLVEDDGPPMRE ALERGENO probable NO ALERGENO

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena
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Tabla 11: Andlisis de alergenicidad por epitopos, considerando el corte de los 12 aa

iniciales.
Ulfierﬁg:rzgi)?tctlaeﬁ%) AllerTop v2.1 AlgPred out
MPPLSFRAKDGC Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
GDWLEKRPGAFC Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
LDPYWGDVKQDL ALERGENO probable ALERGENO
AAQRRGRIGRNP Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
ITPNSPRAEATL ALERGENO probable ALERGENO
STRVEMGEAAAI prohablemente NO ALERGENO ALERGENO
MKGPWHSEELEI Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
VEPDDVDCWCNT ALERGENO probable ALERGENO
PAPKEVKKGETT Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
EMYWVSGAKSNT ALERGENO probable ALERGENO
AVNDPRFWALVD  propaplemente NO ALERGENO ~ ALERGENO
EARRSRRAVTLP Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
PEPEKQRSPQDN Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
IEENDHMEDKTP Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
LKPRWMDARVCS ALERGENO probable NO ALERGENO
HGSYEAPTQGSA Probablemente NO ALERGENO  NO ALERGENO
IYTVTRNAGLVK Probablemente NO ALERGENO ALERGENO
QYAGTDGPCKVP ALERGENO probable ALERGENO
GSALRSGEGRLD ALERGENO probable NO ALERGENO
DDGPPMREIILK ALERGENO probable ALERGENO

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

Para el analisis de la toxicidad se utilizd6 el servidor ToxinPred

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/prot_test.php), empleando parametros

como: un umbral de 0.4 con cortes de 15 aa de longitud y secuencias con una longitud
<500 aa. Por lo cual, la secuencia completa se dividio 6 secciones de 500 aa y la tltima

seccién de 425 aa, demostrado en la Tabla 12.
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Tabla 12: Anélisis de 500 aa derivados de la secuencia completa y regiones toxicas.

Secuencia

Toxicidad

MVMKNPKKKSGGFRIVNMLKRGVARVSPFGGLKRLPAGLLLGHGPIRMVLAILAFLRFTATIKPSLGLINR
WGSVGKKEAMEI IKKFKKDLAAMLRIINARKEKKRRGADTSVGIVGLLLTTAMAAEVTRRGSAYYMYLDR
NDAGEAISFPTTLGMNKCYIQIMDLGHMCDATMSYECPMLDEGVEPDDVDCWCNTTSTWVVYGTCHHKKG
EARRSRRAVTLPSHSTRKLOTRSQTWLESREYTKHLIRVENWIFRNPGFALAAAATAWLLGSSTSQKVIY
LVMILLIAPAYSIRCIGVSNRDEVEGMSGGTWVDIVLEHGGCVTVMAQDKPTVDIELVTTTVSNMAEVRS
YCYEASISDMASDSRCPTQGEAYLDKQSDTQYVCKRTLVDRGWGNGCGLFGKGSLVTCAKFACSKKMTGK
SIQPENLEYRIMLSVHGSQHSGMIVNDTGHETDENRAKVEITPNSPRAEATLGGFGSLGLDCEPRTGLDF
SDLYYLTMNN

8 regiones

toxicas

KHWLVHKEWFHDIPLPWHAGADTGTPHWNNKEALVEFKDAHAKRQTVVVLGSQEGAVHTA
LAGALEAEMDGAKGRLSSGHLKCRLKMDKLRLKGVSYSLCTAAFTFTKIPAETLHGTVTVEVQYAGTDGP
CKVPAQMAVDMQTLTPVGRLITANPVITESTENSKMMLELDPPFGDSYIVIGVGEKKITHHWHRSGSTIG
KAFEATVRGAKRMAVLGDTAWDEFGSVGGALNSLGKGIHQIFGAAFKSLEFGGMSWESQILIGTLLMWLGLN
TKNGSISLMCLALGGVLIFLSTAVSADVGCSVDEFSKKETRCGTGVEVYNDVEAWRDRYKYHPDSPRRLAA
AVKQAWEDGICGISSVSRMENIMWRSVEGELNAILEENGVQLTVVVGSVKNPMWRGPQRLPVPVNELPHG
WKAWGKSHEVRAAKTNNSEFVVDGDTLKECPLKHRAWNSFLVEDHGEFGVFHTSVWLKVREDYSLECDPAVI
GTAVKGKEAVHSDLGYWIES

Ninguna

toxica

EKNDTWRLKRAHLIEMKTCEWPKSHTLWTDGIEESDLIIPKSLAGPLSHH
NTREGYRTOMKGPWHSEELEIRFEECPGTKVHVEETCGTRGPSLRSTTASGRVIEEWCCRECTMPPLSFEFR
AKDGCWYGMEIRPRKEPESNLVRSMVTAGSTDHMDHESLGVLVILLMVQEGLKKRMTTKITIISTSMAVLV
AMILGGEFSMSDLAKLAILMGATFAEMNTGGDVAHLALIAAFKVRPALLVSFIFRANWTPRESMLLALASC
LLOQTAISALEGDLMVLINGFALAWLAIRAMVVPRTDNITLATILAALTPLARGTLLVAWRAGLATCGGEFML
LSLKGKGSVKKNLPFVMALGLTAVRLVDPINVVGLLLLTRSGKRSWPPSEVLTAVGLICALAGGFAKADI
EMAGPMAAVGLLIVSYVVSGKSVDMY IERAGDITWEKDAEVTGNSPRLDVALDESGDEFSLVEDDGPPMRE
ITLKVVLMTICGMNPIAIPFAAGAWYVYVK

14
regiones
toxicas

TGKRSGALWDVPAPKEVKKGETTDGVYRVMTRRLLGSTQV

GVGVMQEGVFHTMWHVTKGSALRSGEGRLDPYWGDVKQDLVSYCGPWKLDAAWDGHSEVQLLAVPPGERA
RNIQTLPGIFKTKDGDIGAVALDYPAGTSGSPILDKCGRVIGLYGNGVVIKNGSYVSAITQGRREEETPV
ECFEPSMLKKKQLTVLDLHPGAGKTRRVLPEIVREAIKTRLRTVILAPTRVVAAEMEEALRGLPVRYMTT
AVNVTHSGTEIVDLMCHATFTSRLLOPIRVPNYNLYIMDEAHFTDPSSTIAARGYISTRVEMGEAAATIEMT
ATPPGTRDAFPDSNSPIMDTEVEVPERAWSSGEDWVTDYSGKTVWEVPSVRNGNETAACLTKAGKRVIQL
SRKTFETEFQKTKHQEWDFVVTTDISEMGANFKADRVIDSRRCLKPVILDGERVILAGPMPVTHASAAQR
RGRIGRNPNKPGDEYLYGGGCAETDEDHAHWLEARMLLDN

Ninguna

toxica

IYLODGLIASLYRPEADKVAAIEGEFKLRT
EQRKTEFVELMKRGDLPVWLAYQVASAGITYTDRRWCEFDGTTNNTIMEDSVPAEVWTRHGEKRVLKPRWMD
ARVCSDHAALKSFKEFAAGKRGAAFGVMEALGTLPGHMTERFOQEAIDNLAVLMRAETGSRPYKAAAAQLP

Ninguna

toxica
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ETLETIMLLGLLGTVSLGIFFVLMRNKGIGKMGFGMVTLGASAWLMWLSEIEPARIACVLIVVEFLLLVVL
IPEPEKQRSPODNOQMAIIIMVAVGLLGLITANELGWLERTKSDLSHLMGRREEGATMGESMDIDLRPASA
WAIYAALTTFITPAVQHAVTTSYNNYSLMAMATQAGVLEFGMGKGMPEFYAWDEFGVPLLMIGCYSQLTPLTL
IVAIILLVAHYMYLIPGLOAAAARAAQKRTAAGIMKNPVVDGIVVTDIDTMTIDPQVEKKMGQVLLMAVA
VSSAILSRTAWGWGEAGALITAATSTLWEGSPNKYWNSSTATSLCNIEFRG

SYLAGASLIYTVTRNAGLVK
RRGGGTGETLGEKWKARLNQMSALEFYSYKKSGITEVCREEARRALKDGVATGGHAVSRGSAKLRWLVER
GYLOPYGKVIDLGCGRGGWSYYAATIRKVQEVKGYTKGGPGHEEPVLVQSYGWNIVRLKSGVDVEFHMAAE
PCDTLLCDIGESSSSPEVEEARTLRVLSMVGDWLEKRPGAFCIKVLCPYTSTMMETLERLOQRRYGGGLVR
VPLSRNSTHEMYWVSGAKSNTIKSVSTTSQLLLGRMDGPRRPVKYEEDVNLGSGTRAVVSCAEAPNMKI I
GNRIERIRSEHAETWEFFDENHPYRTWAYHGSYEAPTQGSASSLINGVVRLLSKPWDVVTGVTGIAMTDTT
PYGOQORVFKEKVDTRVPDPQEGTRQVMSMVS SWLWKELGKHKRPRVCTKEEFINKVRSNAALGAIFEEEK
EWKTAVEAVNDPRFWALVDKEREHHLRGECQSCVYNMMGKREKKQGEFGKAKGSRAIWYM

Ninguna

toxica

WLGARFLEFE
ALGFLNEDHWMGRENSGGGVEGLGLQRLGYVLEEMSRIPGGRMYADDTAGWDTRISREDLENEALITNQM
EKGHRALALAITIKYTYQONKVVKVLRPAEKGKTVMDIISRQODORGSGQVVTYALNTFTNLVVQLIRNMEAE
EVLEMODLWLLRRSEKVTNWLOSNGWDRLKRMAVSGDDCVVKPIDDRFAHALRFLNDMGKVRKDTQEWKP
STGWDNWEEVPFCSHHENKLHLKDGRSIVVPCRHQDELIGRARVSPGAGWSIRETACLAKSYAQMWQLLY
FHRRDLRLMANAICSSVPVDWVPTGRTTWS IHGKGEWMTTEDMLVVWNRVWIEENDHMEDKTPVTKWTDI
PYLGKREDLWCGSLIGHRPRTTWAENIKNTVNMVRRIIGDEEKYMDYLSTQVRYLGEEGSTPGVL

Ninguna

toxica

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

3.1.6. Seleccidn final de epitopos para el constructo multiepitopo

Luego de integrar los resultados de antigenicidad, alergenicidad y toxicidad, se

seleccionaron los péptidos de 12 aa que cumplieron simultdneamente los criterios

establecidos para el disefio del constructo. En los cortes iniciales, las secuencias que

conservaron antigenicidad probable, clasificacion no alergénica o probablemente no
alergénica y ausencia de toxicidad fueron KTHAAAQRRGRI, AKVEITPNSPRA,

TVEVQYAGTDGP y NSTHEMYWVSGA, entre otras evaluadas en la Tabla 13.

En los cortes finales, las secuencias que cumplieron los criterios establecidos
incluyeron PAPKEVKKGETT, EARRSRRAVTLP, STRVEMGEAAAI,

IEENDHMEDKTP y MKGPWHSEELEI, como se muestra en la Tabla 14.
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Tabla 13: Epitopos iniciales de 12 aa seleccionados tras el proceso de validacion.

Secuencia de 12
epitopos primeros

Antigenicidad

Alergenicidad

Toxicidad

(corte 1-12) (VaxiJen v2.0) (AllerTOP v2.1) (ToxinPred)
ceoniomwcoy VST s oo
RECTMPPLSFRA 1’38P4|§C()ABX§LGEE)NO AIEJE&)(;E?O TOXICO
LDEGVEPDDVDC 1’0;0R70(BAZET3|"_GE§_NO AIEJE&)(;E?O TOXICO
KTHAAAQRRGRI 0’9%%20(2%2 I"_GEE_NO NPOrOAbEbE'ggeé‘ILeO NO TOXICO
AKVEITPNSPRA O’Stfég‘ggl"_%"\'o NPC;OAbEbE'ggeéEeO NO TOXICO
RGYISTRVEMGE o,sgcgégglij;;No A'B'fcfﬁtﬁ?o NO TOXICO
LSMVGDWLEKRP 0’75P8|§C()g>"£"LGEE)NO A'E)'EOFEEEI?O NO TOXICO
TVEVQYAGTDGP (O’Gspgég%“A'\gJ%ENO NPC;OAbEbE'ggeéEeO NO TOXICO
NSTHEMYWVSGA 05%%%@2'; I"_GEf_NO Nzcﬁﬁt’é';"éeé‘ﬁfo NO TOXICO
HVTKGSALRSGE O’S?F’,ZF?O(QX';[%_NO AIBE;SEEO NO TOXICO
YRTQMKGPWHSE 1 é’;ﬁEFEE)NO A';'fg)‘;;g‘o NO TOXICO
EKRVLKPRWMDA 0’4f§§?g£§%§_No Ngcﬁﬁbé';”éeé‘ﬁo NO TOXICO
GASLIYTVTRNA 0392%‘}22?\?5'\'0 A'BE;EEI?O NO TOXICO
HKKGEARRSRRA 03?&%&’2%‘;'\'0 Ngcﬁﬁbé'gnéeé‘ﬁo NO TOXICO
VVLIPEPEKQRS O’Zigﬁé?g’é’ﬁ%‘;'\lo A'BE;EEI?O NO TOXICO
SLVEDDGPPMRE 0’1%54?{302&%‘;'\'0 A'B'f(igﬁgo NO TOXICO
LWDVPAPKEVKK 0,029N6T(|I9cr;cl>zb£bole) _NO NP(;OAbEbE'ggeé‘,ileo NO TOXICO
HGSYEAPTQGSA O’O%EIT(%’E&%?NO NP(;OAbEbE';”éeé‘lifo NO TOXICO
AVEAAVNDPRFW 'O’OXOST(%OEbNabO'; NO ALpEigt';'e\'o NO TOXICO
NRVWIEENDHME '0’027£T(Féc’EbNabo'; NO NP(;OAbEbE';”éeé‘lifo NO TOXICO

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena
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Tabla 14: Epitopos finales de 12 aa seleccionados tras el proceso de validacion.

Secuencia de 12
epitopos altimos

Antigenicidad

Alergenicidad

Toxicidad

(corte 4-16) (VaxiJen v2.0) (AllerTOP v2.1) (ToxinPred)
MPPLSFRAKDGC 2’2435(%%"55'\10 ProAbibE'ggeE”,LeoNo TOXICO
GDWLEKRPGAFC. 1’67P1F§c(>AB§\ng§NO PrOAbEbE'ggeé‘lﬁfoNo TOXICO
PAPKEVKKGETT 1’16;’%@%&%'\'0 PrOAbEbE,'ggeé‘lﬁfoNo NO TOXICO
LDPYWGDVKQDL 1’01§F§C§AB§\E'LGE§NO A'ﬂ;}gﬁgo NO TOXICO
AAQRRGRIGRNP 099;%@%?;'\'0 ProAbEbE'ggeéEeoNo NO TOXICO
VEPDDVDCWCNT 03272 C()AB%E;EE)NO AIBE;(SSSO 6 TOXICO
EARRSRRAVTLP 091&%&%&%'\'0 Pr?f\ﬁtl’f_'ggeé‘&eo'\'o NO TOXICO
STRVEMGEAAAI 0’83FZ§C()'§":;E;E§NO P“fitl’f_'gg‘?ﬁfo'\'o NO TOXICO
LKPRWMDARVCS 0’78£F1(§AB%"LGE'§NO A'B'fgfjgg'g'o NO TOXICO
IEENDHMEDKTP 0’73;‘%@%&%'\'0 Prfgﬁté;"éeé‘&eo'\'o NO TOXICO
MKGPWHSEELEI /00 éAB%"LGEE)NO P“fﬁbé';”éeé‘ﬁo'\‘o NO TOXICO
EMYWVSGAKSNT O’BZF?;’éAB%"LGEE)NO Aﬁ;gﬁ?o NO TOXICO
AVNDPRFWALVD 0’4%%‘}22&'\?5 NO P“ﬁﬁbé';”éeé‘&eo'\lo NO TOXICO
ITPNSPRAEATL 0’30A2L$|’2|ga|\|bc|$) NO A'B'fg)gﬁ';'o NO TOXICO
IYTVTRNAGLVK 040:&%‘}22‘1'\?5 NO P“ﬁﬁbé';”éeé‘&eo'\lo NO TOXICO
EAPTQGSASSLI O’OO/iﬁl%F}rgEaNbc'f) NO ProAbEbE';”éeé}{leoNo NO TOXICO
PEPEKQRSPQDN O’OO/i&%F}rgE?\lb'oe) NG ProAbEbE';”(’;eé‘,LeoNo NO TOXICO
DDGPPMREIILK ,\?0016&%0;&%‘; ALFEOF:)SSE'O NO TOXICO
GSALRSGEGRLD ,\?OO%ST(%OIS&%‘; ALFEOF:)SSE'O NO TOXICO
QYAGTDGPCKVP ,\?OZmT(ﬁ’éoé’&%‘; ALFEOF:)SSE'O NO TOXICO

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena
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Finalmente, la Tabla 15 consolid6é nueve epitopos aprobados para el ensamblaje del

constructo multiepitopo:

Tabla 15: Secuencias aprobadas tras los filtros, dichas secuencias de 12 aa iniciales

y finales.
EDnitonos Antigenicidad Alergenicidad Toxicidad
pitop (VaxiJen v2.0) (AllerTOP v2.1) (ToxinPred)
1’1'609 Probablemente
PAPKEVKKGETT (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE)
0’9'162 Probablemente
EARRSRRAVTLP (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE)
0,9’092 Probablemente
KTHAAAQRRGRI (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE).
0’8'373 Probablemente
STRVEMGEAAAI (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE).
0,8’183 Probablemente
AKVEITPNSPRA (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE),
07,340 Probablemente
IEENDHMEDKTP (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE).
0,7’084 Probablemente
MKGPWHSEELEI (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE).
(0,6891) Probablemente
TVEVQYAGTDGP (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE)
05,820 Probablemente
NSTHEMYWVSGA (ANTIGENO NO ALERGENO NO TOXICO
PROBABLE).

Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

3.1.7. Disefio del constructo multiepitopo

Los nueve epitopos aprobados fueron ensamblados mediante el enlazador peptidico
flexible GPGPG. La distribucién se realiz6 considerando la puntuacion de
antigenicidad, ubicando los epitopos con mayor puntuacion hacia la region central y
los de menor puntuacion hacia los extremos. Al inicio de la secuencia se incorporo una
metionina (M) y al extremo C-terminal se afiadio una cola de seis histidinas
(HHHHHH).
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La secuencia final del constructo multiepitopo fue:

MNSTHEMYWVSGAGPGPGMKGPWHSEELEIGPGPGAKVEITPNSPRAGPGP

GKTHAAAQRRGRIGPGPGEARRSRRAVTLPGPGPGPAPKEVKKGETTGPGPG
STRVEMGEAAAIGPGPGIEENDHMEDKTPGPGPGTVEVQYAGTDGPHHHHH
H

Posteriormente, el constructo ensamblado fue reevaluado mediante VaxiJen v2.0,
AllerTOP v2.1y ToxinPred. Los resultados obtenidos fueron: VaxiJen v2.0: 0,7422,
clasificado como antigeno probable; AllerTOP v2.1: probablemente no alergénico; y
ToxinPred: no toxico. La organizacion esquematica y secuencia del constructo se

presenta en la Figura 3.
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EARRSRRAVTLP
PAPKEVKKGETT
STRVEMGEAAAI

_GPGPG_ D
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Created in BioRender.com bio

Figura 3: Ensamblaje del constructo.

Imagen elaborada en BioRender por Balseca Quishpe, Carmen Elena

3.1.8. Analisis fisicoquimico del constructo

El constructo final fue evaluado mediante ProtParam del servidor ExPASy. El analisis
reporté una longitud de 155 aminoacidos, un punto isoeléctrico tedrico de 6,80 y un
peso molecular de 15841,53 Da. La formula molecular estimada fue
C681H1060N2160213S5.

La vida media estimada fue de 30 horas en reticulocitos de mamiferos in vitro, mayor

a 20 horas en levadura in vivo y mayor a 10 horas en Escherichia coli in vivo. El indice

47



de inestabilidad fue de 37,12, clasificado por el servidor como estable. Estos resultados
se presentan en la Tabla 16.

Tabla 16: Analisis fisicoquimico mediante ProtParam.

Parametro Resultado
NUmero de amino&cidos 155
Punto isoeléctrico tedrico 6,80
Peso molecular 15841,53
Formula C 681 H 1060 N 216 O 213 S 5

e 30 horas (reticulocitos de mamiferos, in vitro)
Vida media estimada e >20 horas (levadura, in vivo)
e >10 horas (Escherichia coli, in vivo)

indice de inestabilidad (11) 37.12 (Se clasifica como estable)

indice GRAVY -0,977
Elaborado por: Balseca Quishpe, Carmen Elena

3.1.9. Modelado estructural del constructo

La estructura tridimensional del constructo fue predicha mediante ColabFold v1.6.1:
AlphaFold2 using MMsegs2. EI modelo tridimensional final se muestra en la Figura
4. Ademas, el servidor gener6 cinco modelos estructurales, ordenados como Rank_1,

Rank_2, Rank_3, Rank 4y Rank_5, los cuales se presentan en la Figura 5.

Las graficas de error alineado predicho mostraron zonas de menor incertidumbre en
regiones cercanas a la diagonal, mientras que otras zonas presentaron mayor
incertidumbre relativa. La cobertura de secuencias homologas utilizada para la

construccion del alineamiento multiple se presenta en la Figura 6.

La prediccién de IDDT por posicion mostré que los modelos Rank_1, Rank 2 y
Rank_3 presentaron valores principalmente entre 40 y valores cercanos a 80, mientras
que los modelos Rank_4 y Rank_5 mostraron valores inferiores, cercanos a 20—35.

Estos resultados se presentan en la Figura 7.
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plDDT: == Very low (<50) Low (60) mmm OK (70) Confident (80) == Very high (>90)

Figura 4: Estructura tridimensional del constructo obtenida a través del servidor
AlphaFold.

En la Figura 5, se presentan los 5 modelos posibles generados por el servidor
AlphaFold, ordenados desde Rank 1 a Rank_5, con la finalidad de evaluar la calidad
estructural predicha del constructo. Las graficas corresponden al error alineado
predico, donde la linea diagonal de color azul representa una baja incertidumbre en
relacién entre los residuos cercanos de la secuencia, mientras que las zonas de color
rojo indican mayor incertidumbre. Este comportamiento puede ser dado a posibles
interacciones entre residuos, las cuales pueden estar asociadas con procesos de

plegamiento y conformacion de la proteina.

rank_1 rank_2 rank_3

30 0 30

20 50 20 50 4 1 [120 50 20

10 100 ' 10 100 10 100 10

o 150 o 150 o 150
0

Figura 5: Rank 1 al Rank 5

Mientras que en la Figura 6 se evidencia la cobertura de las secuencias homdlogas
empleadas para la construccion del alineamiento multiple de secuencias utilizado

durante la prediccion estructural.
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Figura 6: Gréfica de la cobertura de secuencias homologas.

Finalmente, en la Figura 7, se visualiza la prediccion IDDT por posicion para los 5
modelos generados por AlphaFold, donde el Rank_1, Rank_2 y Rank_ 3 muestras
valores principalmente de 40 a rangos cercanos a 80, siendo estos, los de mayor interés
y confianza. Por el contrario, los modelos Rank 4 y Rank 5 presentan valores

inferiores, cercanos a 20-35, lo que indica menor confiabilidad estructural.
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Figura 7: Prediccion de IDDT por posicion.

3.1.10. Refinamiento y validacion estructural
El modelo estructural seleccionado fue refinado mediante GalaxyRefine, obteniéndose
el modelo refinado presentado en la Figura 8 y en la Figura 9 las puntuaciones de

calidad estructural proporcionadas por la plataforma.
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Figura 8: Imagen tridimensional refinada generada por GalaxyRefine (Model_1)

Modelo | GDT-HA M MolProbity | Marcador del choque Pobres Rama favorecido
rotameros
18.5

Iniciales 1.0000 | 0.000 3.527 18T
MODELO 1 | 0.7645 | 0.864 0.658 99.3
MODELO 2 | 0.7694 | 0.878 0.866 1.4 0.9 98.0
MODELO 3 | 0.7726 | 0.858 0.940 1.8 0.9 99.3
MODELO 4 0.7935 | 0.832 0.500 0.0 0.9 98.0
MODELO 5 | 07661 | 0.877 0.658 0.5 0.0 98.7

Figura 9: Puntuaciones obtenidas para los cinco modelos generados por
GalaxyRefine

Posteriormente, el archivo correspondiente al Modelo 1 fue evaluado en el servidor
SAVES v6.1 mediante las herramientas ERRAT y PROCHECK (Ramachandran Plot).
En ERRAT se obtuvo un Overall Quality Factor de 51,3514, como se muestra en la
Figura 10. EI gréafico reportd regiones con diferente nivel de riesgo estructural,

representadas en colores rojo, amarillo y verde

ERRAT

Overall Quality Factor

51.3514
LogJ ’r’ss:‘oc'spIJ wu;)

Figura 10: Resultado de la herramienta ERRAT obtenido del servidor SAVES v6.1.
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En PROCHECK se reportaron los resultados obtenidos de Ramachandran Plot, donde
el 98% de los residuos estan localizados en regiones favorecidas (A, B, L), mientras

que el 2% se localizan en regiones adicionalmente permitidas. Expuesto en la Figura
11.
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Figura 11: Resultado de Ramachandran Plot en PROCHEK en el servidor SAVES
v6.1.

3.1.11. Optimizacion génica y analisis de ARNm

La secuencia proteica final fue retrotraducida y optimizada para expresion heteréloga
en Escherichia coli cepa K12 mediante JCat. El servidor gener6 una secuencia de ADN
optimizada de 450 pb, correspondiente al constructo proteico de 155 aa. El indice de
adaptacion de codones (CAl) obtenido fue de 1,0, mientras que el contenido de GC de

la secuencia optimizada fue de 59.78 %, como se muestra en la Figura 12.
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Uso de codones adaptado a Escherichia coli (cepa K12)

ADN mejorado:

ATGAACTCTACCCACGAAATGTACTGGGTTTCTGGTGCTGETCCGOGTCC

GEGTATGAAAGGTCCOTOOCACTCTGAAGAACTGEAAATCGOTCOGGATC

2E8°

23888

GEGTCCGGGTATCGAAGAAAACGACCACATGGAAGACAAAACCCOGGATC
CGEGTCCGEETACCGTTGAAGT TCAGTACGC TGO TACCGACGGTCCGCAC
CACCACCACCACCAC

Valor CAl de la secuencia mejorada: Contenido de GC de la secuencia mejorada:

1.e 59.78494623655914

Figura 12: Optimizacion de codones del constructo multiepitopo para Escherichia
coli K12 mediante JCat. Se muestra el ADN optimizado, CAl = 1,0 y contenido GC
=59,78%.

La secuencia nucleotidica optimizada fue evaluada mediante RNAfold. Para la
estructura de energia libre minima se obtuvo un valor de —182,90 kcal/mol. En la
prediccion del conjunto termodinamico, la energia libre del conjunto fue de —190,27
kcal/mol, la frecuencia de la estructura MFE en el conjunto fue de 0,00 %, la diversidad
del conjunto fue de 73,68 y la estructura secundaria del centroide presentd una energia
libre minima de —171,90 kcal/mol. Los resultados generales se presentan en la Figura
13, mientras que las estructuras secundarias MFE y centroide se muestran en la Figura
14

RNAfold \WebServer g S D o

[Inicio|Nuevo trabajo|Ayuda]

para la prediccién de gia libre minima

La estructura secundaria 6ptima en notacién de corchetes de puntos con una energia libre minima de -182,90 kcal/mol se muestra a continuacion
[colorear por probabilidad de emparejamiento de bases | colorear por entropia posicional | sin colorear]

Puedes descargar la estructura de energia minima gratuita (MFE) en [Formato de Viena| Formato c7). Puedes obtener detalles termodinamicos sobre esta estructura enviandolo a nuestro servidor web
RNAeval.

para la prediccién de j ter

La energia libre del conjunto termodinamico es ~190,27 kcal/mol
La frecuencia de la estructura MFE en el conjunto es del 0,00 %
La diversidad del conjunto es de 73,68,

Puedes mirar el grafico de puntos que contiene las probabilidades del par base [£ps|PDF| CONVERTIDOR DE TMAGEN)

La estructura secundaria del centroide en la notacion de corchetes de puntos con una energia libre minima de -171,90 kcal/mol se indica a continuacion
[colorear por probabilidad de emparefamiento de bases | colorear por entropia posicional | sin colorear]

\CUCUACCCACBARAUY
0 CCCACOOUGCUGCUCAGE
UGARAUSSOUBASCUK:

SARAKUGRIK

OO CEGGAL

Puedes descargar la estructura de energia minima gratuita (MFE) en [Formato de Viena| Formato
RNAeval.

Salida grafica

Figura 13: Resultados en RNAFold
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Sequence display options

Sequence display options

MFE secondary structure Centroid secondary structure

@® Plain Sequence @ Plain Sequence
O No Sequence O No Seguence
Other display options Other display options

») Base-pair probabilities . ® Base-pair probabilities .
) )

O Positional entropy i T m O Positional entropy i T b |

Q None O None

Figura 14: Estructuras secundarias finales de ARNm

3.1.12. Anélisis BLASTp y verificacion de similitud frente a CHIKV y OROV

El constructo proteico multiepitopo fue sometido a analisis de similitud mediante
BLASTp. El analisis general mostrd6 dos agrupaciones con alineamientos
significativos. El primer cllster correspondié a una secuencia descrita como FIliC
quimérico [construccion sintética], con puntuacion méaxima de 48,9, puntuacion total
de 48,9, cobertura de consulta de 62 %, valor E de 0,003, identidad de 40,82 %,
longitud de acceso de 530 y adhesion UNP53947.1. El segundo cluster correspondio a
un unnamed protein product, partial [Boreogadus s...], con puntuaciéon maxima de
45,1, puntuacién total de 45,1, cobertura de consulta de 86 %, valor E de 0,046,
identidad de 30,71 %, longitud de acceso de 248 y adhesion CAL8236413.1, como se

presenta en la Figura 15.

Agrupaciones que producen alineaciones significativas Dy gar ¥ Seleccione columnas ~  Espectéculo L]
seleccionar todo 2 clusteres GenPept Graficos  Arbol de distancias de resultados ~ Alineacién multiple Visor MSA
P o .. | Portada 5 Longitud
Composicién del clister Ancestro del clister Secuencia representativa del clister MEICER | AT dela Valor er de Adhesit
méxima total 5 E Ident S on
Haz clic en e/Epara ver el contenido del cldster consuta | - acceso
[H 1miembro(s), Torganismo(s) other FliC quimérico [construccién sintética] 489 489 62% 0,003 40,82% 530 UNP53947.1
[ 1miembro(s), 1organismo(s) bony fishes unnamed protein product, partial [Bs dus s 451 451 86% 0.046 30.71% 248 CAL82364131

Figura 15: Analisis de similitud del constructo proteico multiepitopo mediante
BLASTp en el servidor NCBI BLAST.
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En la comparacion frente a CHIKV, se evaluaron constructos sintéticos
correspondientes a las proteinas E1 y E2. Para E1 se observé una similitud de 21,00
%, con puntuacion de 93,0. Para E2 se observd una similitud de 22,00 %, con

puntuacion de 105. Estos resultados se presentan en la Figura 16.

A B

Alineaciones Diagrama de puntos: Resumen gréfico Alineaciones Diagrama de puntos
que pi

Descargar Gestionar columnas  Especticulo | 100 ¥ | @ B oo todoia

que producen

seleccionar todo 1 secusncias

Gréficos Visor MSA

Gréficos Visor MSA i Visor MSA

Figura 16: Reactividad cruzada con CHIKV.
A: constructo sintético E1.
B: constructo sintético E2.

En la comparacion frente a OROV, se identificé una similitud de 26,00 %, con

puntuacion de 109, como se muestra en la Figura 17.

Descripciones Resumen grafico Alineaciones Diagrama de puntos

Secuencias que producen alineaciones significativas

. v : - . v
seesienes fedly 1 sERimEEE Descargar Gestionar columnas Espectaculo e
Gréaficos Visor MSA
Porcentaje
Descripcion Puntaje de Adhesion
identificacidn
producto proteico no identificado 109 26,00% Consulta_295999

Figura 17: Reactividad cruzada frente OROV.

3.1.13. Disefio plasmidico
A partir del gen optimizado obtenido en JCat se empled el uso de NEBcutter

(https://nc3.neb.com/NEBcutter/ , consultado el 28 de mayo de 2026), para identificar

los sitios de restriccion y después mediante Benchling (https://www.benchling.com/ ,

consultado el 28 de mayo de 2026), el gen optimizado se insertd con éxito en el vector
de expresion pET28a(+), dicho wvector se descargd de SnapGene
(https://www.snapgene.com/plasmids/pet_and_duet_vectors_(novagen)/pET-

28a(%2B) , consultado y descargado el 28 de mayo de 2026) utilizando los sitios de
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restriccion Ndel y Xhol, lo que dio como resultado un plasmido recombinante de 5753
pb, el mapa del plasmido recombinante se evidencia en la Figura 18. Adicionalmente

en la Figura 19, se muestran las propiedades bioquimicas del plasmido.

BsaAIL DraIll BspEI StyI, BlpI, TatI,Acul
PsiI,Alol, BsaXI BlpI
Sspl Agel
XmnI Aval, BsoBI, TspMI, Xmal, +4
Acc65I, KpnI
PfIMI Ncol, StyI,BarI

Xbal

NsiI BglII
Ajul SgrAl
Bpulol
BsmI, +2 SphI
EcoNI, +1
Aval, +5 EcoNI, +1
NsiI Pf1MI
Clal BstAPI
BspDI
Nrul
pET-28a(+)
+3
5753 bp +
Acul
+1
AIWNI +1
PSpOMI
Apal
BssSal BssHII, +1
BssSI EcoRV
HincII

Pcil Hpal
Af1III BsaXI
SapI
BspQI
AccI,BstZ171, Tatl PshAI
Pf1FI, Tth111I,BsaAl
XmnI,Pfol BglI, FspAL, Fspl
BspEI PpuMI
BpuloI

Figura 18: Insercion in silico del gen optimizado a través del vector pET28a (+).
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Properties

Position 158-622 (forward)
Summary MNST. . .HHHH 155 AAs
Molecular weight @ 15841.53 Da
Isoelectric point (pl) 5. 8@
Extinction coefficient

Cys fully reduced  13980.80 M 'cm™’

Abs 0% (1g/1) B.882

Cys fully owidized ~ 13580.88 M 'cm™’

Abs 0% [1g/1) @.382

Instability index 37.12 (stable)

Figura 19: Propiedades bioquimicas del plasmido recombinante obtenidas del
servidor Benchling.
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3.2. DISCUSION

Este estudio tuvo como finalidad un anélisis inmunoinformaético para el disefio in silico
de una proteina multiepitopos del virus Zika, orientada para el inmunodiagnéstico
diferencial especifico en zonas endémicas. Este enfoque resulta relevante dado a que,
en regiones cocirculan otros arbovirus, y en consecuencia produce un desafio
diagndstico (3). En este contexto el empleo de inmunoinformética, como lo es la
seleccion de epitopos antigénicos, no alergenos y no tdxicos, constituyen una

estrategia crucial para el inmunodiagndstico diferencial (14,27).

Para el estudio se consider6 Unicamente la proteina no estructural 1 (NS1), una
glicoproteina implicada en la replicacion viral, la evasion inmune y la patogénesis (24).
Esta proteina es un blanco diagnostico clave dado que sus propiedades altamente
especificas difieren en cada flavivirus, lo que minimiza los resultados de reactividad
cruzada entre los distintos grupos de flavivirus (28). Por ello, el blanco de interés
seleccionado fue la proteina no estructural NS1, varios estudios como Roldan et al,
(2021) emplean esta proteina para estudios experimentales como el desarrollo de

ensayos inmunoenzimatico, demostrando asi el interés y viabilidad de la proteina (18).

Mientras que para la prediccion de epitopos B, en el estudio se tomd en consideracion
unicamente los epitopos B lineales, excluyendo a los epitopos B conformacionales,
debido a que los epitopos lineales pueden sintetizarse facilmente y utilizarse en la
produccion de anticuerpos especificos (29). No obstante estudios como de Roy et al,
(2025) desarrollaron un estudio donde detalla la prediccion de epitopos tanto lineales
como conformacionales en las proteinas E y NS1 (1). Por otro lado, Prasasty et al,
(2019) quienes no solo trabajaron con células B sino también con células T, donde de
igual manera realizO la prediccion de epitopos de celulas B lineales y
conformacionales. (30). Existen numerosos métodos para la prediccion de los epitopos
lineales, en el presente estudio se empled ABCPred para desarrollarlo a comparacién
de los estudios de Prasasty y Roy, quienes emplearon BepiPred-2.0, IEBB, Discotope
2.0y ElliPro entre otras redes neuronales.

Para el disefio del constructo multiepitopos, los criterios prioritarios considerados

fueron: la seleccion de epitopos con adecuada capacidad antigénica, ausencia de
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alergenicidad y de toxicidad. Para ello, se recuper0 la secuencia nucleotidica completa
con codigo de acceso MF438286.1, [Zika virus strain Zika virus/Homo sapiens/Cuba
2017] [polyprotein gene, complete cds], que posteriormente, se descargo en formato
FASTA la secuencia aminoacidica traducida de la proteina NS1 con cddigo de acceso
ALL27019. A partir de esta secuencia se realizé un andlisis mediante el servidor
ABCPred, permitiendo identificar epitopos B lineales de 16 aminoécidos con mayor
potencial inmunoldgico. Posteriormente, dichos epitopos fueron fragmentados en
péptidos de 12 aa iniciales y finales, con el propdsito de optimizar la precision del
filtrado inmunoinformatico. Los péptidos obtenidos se evaluaron utilizando VaxiJen
v2.0, AllerTOP v2.1, AlgPred y ToxinPred, selecciondndose Unicamente aquellos
clasificados como antigénicos, no alergénicos y no toxicos. De los cuales solo 9
epitopos B lineales cumplieron estos criterios mencionados. En donde se demuestra
que este constructo ensamblado se clasifica como antigeno probable, probablemente
no alergénico y no téxico. Estos hallazgos guardan concordancia con lo descrito por
Antonelli et al, (2022), quienes reportaron constructos multiepitopos con elevada
antigenicidad y ausencia de toxicidad (20). Asimismo, Hakami M, (2024) y Leal et al,
(2025) documentaron perfiles inmunoldgicos favorables mediante estrategias
inmunoinformaéticas aplicadas al virus Zika (22,25).

En el andlisis fisicoquimico se caracterizé mediante el servidor ProtParam de Expaxy,
evidenciando que la secuencia proteica tiene 155 aa, pl de 6.8, un peso molecular de
15841.53, la formula molecular C 681 H 1060 N 216 O 213 S s € un indice GRAVY de -
0,977. Ademas, la vida media estimada de la vacuna artificial fue de 10 h, 30 miny 20
h para Escherichia coli, levaduras y reticulocitos de mamiferos, respectivamente.
Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Alharbi et al, (2024), Antonelli et al,
(2022) y Hakami M, (2024) quienes tambien describieron perfiles fisicoquimicos
estables y propiedades hidrofilicas favorables en constructos multiepitopicos

disefiados mediante herramientas inmunoinformaticas aplicadas al virus Zika (20-22)

En cuanto a la validacion estructural se empled el servidor AlphaFold 2, para ver un
modelo tridimensional del constructo, obteniéndose una conformacién proteica estable
y coherente, 5 modelos de Rank 1 al Rank_5 y la prediccion IDDT. AlphaFold2
constituye una de las herramientas mas precisas para prediccion estructural basada en

inteligencia artificial (24,26). Posteriormente, el refinamiento mediante GalaxyRefine
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permitio mejorar la calidad conformacional del modelo. La validacion estructural
mediante SAVES mostro resultados favorables en Ramachandran Plot con el 98% de
los residuos localizados en regiones favorables y un 2% en regiones adicionalmente
permitidas y ERRAT de 51,3514, evidenciando adecuada estabilidad conformacional,
calidad global y compatibilidad entre la secuencia aminoacidica y la estructura
tridimensional predicha. Estos hallazgos coinciden con lo reportado por Alharbi et al,
(2024) y Antonelli et al, (2022) en constructos multiepitopos disefiados mediante

herramientas inmunoinformaticas similares (20,21).

La Herramienta de Adaptacion de Codones de Java (JCat) se utilizd para optimizar los
codones, considerando los pardmetros como el indice de adaptacion de codones (CAL),
que presento un valor de 1.0 y el contenido de GC con un valor de 59,78 %. Estudios
como de Alharbi et al, (2024), Hakami M, (2024) y Qiao et al, (2026), donde de igual
manera coinciden con valores aceptables y considerados dentro de rango, es decir,
estos resultados indican que la secuencia optimizada presenta caracteristicas
compatibles con una adecuada traduccion y estabilidad genética, favoreciendo su

posible produccién experimental (21,22,31).

En cuanto a la reactividad cruzada, el constructo tras ser sometido a analisis de
similitud mediante BLASTYp frente a al constructo proteico de OROV, evidencié dos
agrupaciones con alineamientos. El primer cluster correspondié a una secuencia
descrita como FIiC quimérico [construccidon sintética], con puntuacién maxima de
48,9, puntuacion total de 48,9, cobertura de consulta de 62 %, valor E de 0,003,
identidad de 40,82 %, longitud de acceso de 530 y adhesion UNP53947.1. El segundo
cluster correspondié a un unnamed protein roducto, partial [Boreogadus s...], con
puntuacion méaxima de 45,1, puntuacion total de 45,1, cobertura de consulta de 86 %,
valor E de 0,046, identidad de 30,71 %, longitud de acceso de 248 y adhesién
CALS8236413.1. Mientras que en los constructos proteicos E1 y E2 de CHIKV, se
observd una similitud de 21,00 %, con puntuacion de 93,0 paraE1y para E2 se observo
una similitud de 22,00 %, con puntuacion de 105. En este contexto, Zimmerman et al,
(2020) y Pereira et al, (2024) destacaron la importancia del disefio de proteinas
multiepitopicas especificas para mejorar la discriminacién seroldgica del virus Zika
frente a otros flavivirus, respaldando la utilidad de estrategias inmunoinformaticas

orientadas a incrementar la especificidad diagnostica (14,23).
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Finalmente, para el disefio plasmidico la secuencia optimizada resultante de JCat se
clond in silico usando Snapgene, y se expreso en el vector de expresion pET-28a (+)
que contenia, kandamicina y MSC, generando el mapa plasmidico final mediante
software especializado Benchling que presenté un pl de 6.80, un peso molecular de
15841.53 Da y Instability index de 37.12 siendo este estable. Este procedimiento
permitié obtener un candidato antigénico validado computacionalmente y listo para
futuras fases experimentales. La utilizacion del sistema pET28a (+) representa una
estrategia frecuentemente empleada en estudios de expresion recombinante debido a
su eficiencia, estabilidad y capacidad de inducir altos niveles de produccion proteica.
Como es el caso del estudio de Qiao et al, (2026), que implementaron el mismo vector,
pero diferentes sitios de restriccion Hindlll y EcoRlI, y con un enfoque distinto, dado
que se empled para el desarrollo de una vacuna multiepitdpica contra Pasteurella
multocida ovina, donde se obstuvo un constructo recombinante final de 6201 pb (31).
Asi como tambien, otros estudios como de Alharbi et al, (2024), que trabajo
especificamente en ZIKV emplearon estrategias similares de clonacion utilizando
vectores de la familia pET y enzimas de restriccion para la expresion recombinante de
proteinas multiepitdpicas, destacando la utilidad de estos sistemas para futuras
aplicaciones inmunodiagnosticas y biotecnoldgicas (21).

3.3.VERIFICACION DE HIPOTESIS

Conforme a los resultados obtenidos en la presente investigacion, evidenciados en la
Tabla 17, se acepta la Hipdtesis alternativa (H1), en la cual se planted que el andlisis
inmunoinformético permitiria disefiar un constructo proteico multiepitopo del virus
Zika con, ausencia o baja probabilidad de alergenicidad y ausencia de toxicidad,
estabilidad estructural aceptable y baja similitud con regiones antigénicas de virus
clinicamente relacionados, respaldando su potencial aplicacion en inmunodiagndstico
diferencial. Y, por ende, se rechaza la hipotesis nula (HO), la cual era la negacion de
la H1.

Tabla 17: Criterios de cumplimiento o rechazo de la Hipotesis Alternativa (H1), en

base al disefio constructo proteico multiepitopos de ZIKV generado en la presente
investigacion.

Criterio de H1 Resultado obtenido Cumple
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Se disefié un constructo de 155 aa, en base a 9 epitopos

Con_strycto B lineales junto con enlazadores GPGPG, una metionina Si
multiepitopo e
y una cola de 6 histidinas.
Antigenicidad Mediante el servidor VaxiJen v2.0 se obtuvo una
ntig puntuacion de 0.7422 clasificAndolo como Antigeno Si
predictiva favorable
probable.
Ausenc!q 0 baja Se predijo como Probablemente no alergénico mediante .
probabilidad de . Si
- el servidor AllerTOP v2.1.
alergenicidad
Ausencia de toxicidad Me_dlante el servidor ToxinPred, se determind que era No S
toxico
indice de inestabilidad obtenido 37.12 (<40) Si
Peso molecular de 15841,53 Da Si
Estabilidad Punto Isoeléctrico de 6.80 Si
estructural aceptable  Factor de calidad de ERRAT de 51.354 Si
Ramachandran Plot: con el 98% de los residuos estan Si
localizados en regiones favorecidas
Baja similitud con CHIKYV, E1: similitud de 21,00% con puntuacién de 93,0. Si
regiones antigénicas  CHIKYV, E2: similitud de 22,00 %, con puntuacion de 105
de virus clinicamente OROV: similitud de 26,00 %, con puntuacion de 109. Si

relacionados

Elaborado por: Carmen Elena Balseca Quishpe
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CAPITULO IV

CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES

4.1. CONCLUSIONES

Se identificaron regiones antigénicas conservadas del virus Zika a partir de la
poliproteina con el codigo de acceso ALL27019 mediante herramientas
inmunoinformaticas. Los analisis de similitud realizados frente a la proteina
E1l y E2 del CHIKV vy la proteina de OROV, evidenciaron porcentajes de
similitud bajos, siendo de 21,00 % con una puntuacion de 93,0 para la proteina
E1, el 22,00 % con una puntuacién de 105 y el 26,00 % con una puntuacion de
109 para OROV, indicando una reducida homologia con estos arbovirus y
respaldando la especificidad del constructo para disminuir el riesgo de
reactividad cruzada en aplicaciones diagnosticas.

Se predijeron y seleccionaron epitopos B lineales del virus Zika con alto
potencial  antigénico  mediante  herramientas  inmunoinformaticas
especializadas, los cuales fueron filtrados considerando criterios de seguridad
bioldgica. Los analisis realizados permitieron descartar secuencias con
potencial alergénico o tdxico, asegurando la seleccion de epitopos candidatos
adecuados para la construccion del disefio multiepitopo, con caracteristicas
favorables para su posible aplicacion en el desarrollo de estrategias
inmunodiagnosticas.

Se disefid y validd in silico un constructo multiepitopo de 155 aa mediante el
ensamblaje de los epitopos seleccionados utilizando enlazadores GPGPG. Su
distribucion fue con los de mayor puntuacion de antigenicidad en el centro y
los de menor puntuacién a los extremos. El constructo presento una puntuacion
de antigenicidad de 0,7422, fue predicho como no toxico y probablemente no
alergénico, ademas de exhibir propiedades fisicoquimicas compatibles con
estabilidad proteica y una conformacion estructural aceptable, evidenciada por
un indice de inestabilidad de 37,12, un factor de calidad ERRAT de 51,3514 y
un 98 % de residuos localizados en regiones favorecidas del grafico de
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Ramachandran. Asimismo, la optimizacion génica presento un CAl de 1,0 y
contenido GC de 59,78%, parametros compatibles con una potencial expresion
heter6loga en Escherichia coli.

En funcién de los resultados obtenidos, se concluyd que la integracion de
herramientas de inmunoinformatica y biologia computacional permitieron
disefiar y validar in silico una proteina multiepitopo especifica del virus Zika,
compuesta por epitopos B lineales seleccionados por caracteristicas predictivas
favorables de antigenicidad, seguridad bioldgica, estabilidad estructural y
especificidad molecular, respaldando su potencial aplicacion en futuras

investigaciones orientadas al desarrollo de inmunodiagnostico diferencial.

4.2.RECOMENDACIONES

Considerando que el presente trabajo de investigacion se desarrollé desde un
enfoque in silico empleando herramientas inmunoinformaticas, se recomienda
realizar la sintesis del gen optimizado y su posterior clonacién en el vector
pET28(+), con la finalidad de validar experimentalmente el disefio del
constructo propuesto y asi dar continuidad en la produccién recombinante de
una proteina multiepitopos.

Para validar la antigenicidad y especificidad del constructo disefiado mediante
inmunoensayos empleando muestras bioldgicas, se recomienda utilizar sueros
positivos para ZIKV, asi como para otros arbovirus como OROV y CHIKV,
con la finalidad de determinar la capacidad del constructo de ser reconocido
por anticuerpos dirigidos contra ZIKV y verificar si existen reacciones cruzas
con los otros arbovirus.

Se recomienda evaluar experimentalmente la expresion y estabilidad del
constructo en sistemas heter6logos basados en Escherichia coli con la finalidad
de validar los parametros favorables obtenidos durante los analisis
bioinformaticos y corroborar su factibilidad para la produccién de una proteina

recombinante en condiciones experimentales.
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