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Introduccion

El Andes orthohantavirus (ANDV) es un hantavirus patogénico
del género Orthohantavirus perteneciente a la familia
Hantaviridae. La infeccion a humanos ocurre través del contacto
con excreciones de roedores salvajes infectados y es el Gnico
hantavirus con la capacidad de transmitirse de persona a persona.
El ANDV se localiza en la region de Sudamérica y es responsable
del sindrome pulmonar por hantavirus (SPH) que puede ser fatal
y a la fecha no existe una vacuna o medicamento efectivo que haya
sido aprobado por la US FDA contra este virus2. Las microalgas
como sistema de expresion ofrecen importantes ventajas como
altos niveles de expresion, alta estabilidad genética, mayores tasas
de crecimiento, escalabilidad y bajo costo. Asi mismo, la
secuencia nucleotidica del péptido multi-epitopo (PM) se optimizd
y se clond in silico, para expresarse en Chlamydomonas
reinhardtii como una vacuna con potencial para estimular una
respuesta inmunolégica contra el Andes orthohantavirus.

Metodologia

La secuencia de la glicoproteina (segmento M) del Andes
orthohantavirus se obtuvo del Banco Genes del Centro Nacional
para la Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas en
inglés). Se realizo la prediccion de la localizacion transmembrana
de la glicoproteina mediante el servidor TMHMM v. 2.0. La
secuencia aminoacidica de la glicoproteina se analiz6 con las
herramientas de prediccion de epitopos de células B de la Base de
Datos Epitopo Inmune (IEDB, por sus siglas en inglés) mediante
los andlisis de inmunogenicidad, antigenicidad, hidrofilicidad,
accesibilidad, giro B y flexibilidad. Se disefié un péptido multi-
epitopo uniendo los epitopos identificados utilizando la secuencia
aminoacidica EAAAK como enlazador de tipo helicoidal. Luego,
se evaluaron las propiedades fisicoquimicas y de alergenicidad. Se
realizd la prediccion de la estructura secundaria y terciaria,
mediante los servidores SOPMA y I-TASSER, respectivamente.
Asi mismo, se realizé el refinamiento de la estructura con el
servidor GalaxyRefine y la validacion del modelo estructural
mediante el analisis de Ramachandran con el servidor
PROCHECK, la confirmacion de los resultados se realizd
mediante el servidor MolProbity. Posteriormente, se realizé la
optimizacion de codones de la secuencia nucleotidica para la
expresion en Chlamydomonas reinhardtii. Ademas, se realizo la
prediccion de la via de expresion y sublocalizacién celular del PM
con los servidores SLP-Local y Predictprotein. Finalmente, la
secuencia optimizada del PM fue clonado in silico rio abajo del
promotor alcA en el vector de expresion Algevir de
Agrobacterium Tumefaciens.
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Resultados y discusién

En este estudio se identificaron los epitopos: QPAHTYD
y PSSSSYSY en la glicoproteina del ANDV. Ambos epitopos
fueron candidatos a vacuna al ser inmunogénicos, antigénicos,
hidrofilicos, accesibles, flexibles y en giro B. En el disefio de
vacunas un péptido multi-epitopo permite potenciar la respuesta
inmunoldgica e incrementar la eficacia protectora de la vacuna.
Ademas, el péptido multi-epitopo mostré 40 residuos de
aminoacidos, un peso molecular de 4.0 KD, fue estable, soluble,
no se considerd alergénico y no mostré similitud con proteinas
humanas. Adicionalmente, se optimiz6 la secuencia nucleotidica
del PM para su expresion en Chlamydomonas reinhardtii la cual
se clono in silico en el vector Algevir. La construccion del vector
fue nombrada pAlgevir-PM. Asi mismo, se predijo la via de
expresion y sublocalizacion celular del PM. La metodologia en
este estudio es similar a la empleada por Ramirez y cols. quienes
en el 2019 expresaron una proteina quimérica con caracteristicas
de vacuna en microalga.
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Fig. 1. Secuencia aminoacidica del péptido multi-epitopo.

Fig. 2. Estructura tridimensional del modelo del péptido multi-epitopo. En
color rojo la secuencia del epitopo QPAHTYD, color morado la secuencia
de unién y en azul el epitopo PSSSSYSY. Visualizacion por UCSF
Chimera.

Conclusiones

En este estudio, se disefid por primera vez mediante
herramientas de la bioinformatica un péptido multi-epitopo
cOmo vacuna para expresarse en microalga con el potencial
de estimular una respuesta inmunolégica contra el Andes
orthohantavirus. No obstante, para determinar la eficacia y
seguridad de la vacuna, deberan realizarse estudios
adicionales in vitro e in vivo.
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