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Summary

The Human Papillomavirus (HPV) causes cancer in hu-
mans. Currently, there are vaccines against HPV but
they do not protect against all serotypes. Using bioin-
formatics, it is possible to predict vaccine candidate
peptides (VCPs) quickly and rationally. Additionally,
plants offer advantages for producing recombinant vac-
cines. The objective of this study was to design in silico
a conserved chimeric peptide (CP) to be expressed in
tomato against all cancer-causing HPV serotypes in the
world. For this, sequences of the L1 protein of the most
prevalent oncogenic HPVs in the world were aligned,
conserved peptides were identified, VCPs were predic-
ted and joined with a linker. The theoretical model of
the CP was predicted. The nucleotide sequence enco-
ding CP was optimized with the preferential codons of
tomato (Solanum lycopersicum) and cloned in silico into
the plasmid pBI121 of Agrobacterium tumefaciens. The
plasmid pBI121-PQ carrying the optimized sequence
with the preferential codons of the tomato encoding
the CP carrying two conserved VCPs of L1 proteins of
the most prevalent oncogenic HPVs in the world was
obtained. In this study, a CP with the potential to sti-
mulate an immune response against the world's HPV
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serotypes was designed for the first time. However,
more in vitro and in vivo studies will be required to co-
rroborate the effectiveness of the vaccine.
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Resumen
El Virus del Papiloma Humano (VPH) causa cancer en el
ser humano. Actualmente, existen vacunas contra el
VPH pero no protegen contra todos los serotipos. Me-
diante bioinformatica, es posible predecir péptidos can-
didatos a vacuna (PCV) de manera rapida y racional.
Ademas, las plantas ofrecen ventajas para producir va-
cunas recombinantes. El objetivo de este estudio fue
disefiar in silico un péptido quimérico (PQ) conservado
para expresarse en tomate contra todos los serotipos
del VPH que causan cdncer en el mundo. Para esto se
alinearon secuencias de la proteina L1 de VPH oncogé-
nicos mds prevalentes en el mundo, se identificaron
péptidos conservados, se predijeron PCV y se unieron
con un enlazador. Se predijo el modelo tedrico del PQ.
La secuencia nucleotidica codificante del PQ se optimi-
z6 con los codones preferenciales del tomate (Solanum
lycopersicum) y se clond in silico en el plasmido pBI121
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de Agrobacterium tumefaciens. Se obtuvo el plasmido
pBI121-PQ portador de la secuencia optimizada con los
codones preferenciales del tomate codificante del PQ
portador de dos PCV conservados de proteinas L1 de
los VPH oncogénicos mas prevalentes en el mundo. En
este estudio se disefié por primera vez un PQ con po-
tencial para estimular una respuesta inmunoldgica con-
tra los serotipos de VPH del mundo. No obstante, se
requerirdn mas estudios in vitro e in vivo para corrobo-
rar la eficacia de la vacuna.

Palabras clave: In silico, Vacuna, Virus, Péptido Quimé-
rico

Introduccidn

El Virus del Papiloma Humano se transmite por contac-
to sexual y puede causar cancer en el ser humano. Ac-
tualmente, existen vacunas contra algunos tipos de
VPH oncogénicos. Entre las cuales se encuentran Ceva-
rix (tipos 16 y 18), Gardasil (tipos 6, 11, 16 y 18), y Gar-
dasil9 (tipos 6, 11, 16, 18, 31, 33, 45, 52, 58). No obs-
tante, estas vacunas no protegen contra todos los sero-
tipos de VPH causantes de cdncer. Por tal motivo es
urgente el desarrollo de una vacuna que proteja contra
todos los tipos del VPH1.

Los epitopos son de particular interés, ya que tienen un
gran potencial para el disefio de vacunas, prevencion,
diagnéstico y tratamiento de enfermedades?2

Mediante bioinformatica, es posible predecir epitopos
contra microorganismos patégenos de una manera mas
rapida, barata y racional3. Asi mismo, para los paises
en vias de desarrollo, las plantas representan una op-
cion mas accesible para la produccién vacunas recom-
binantes. Algunas ventajas son la seguridad, el tiempo,
el costo de produccién, la similitud de la sintesis de
proteinas y patrones de glicosilacién que comparten
con las células animales, sin mencionar, que las plantas
recombinantes solo requieren de agua, minerales y sol
para crecer, a diferencia del costoso proceso para pro-
ducir proteinas recombinantes en células de mamife-
ros4-5

En este estudio se disefid, mediante herramientas bio-
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informatica, un PQ conservado para ser expresado en
el tomate contra los tipos de VPH oncogénicos mads
prevalente en el mundo.

Metodologia
Obtencidn de las secuencias aminoacidicas de la protei-
na L1 del VPH

Se selecciond la proteina L1 del VPH en base a la infor-
macion de la pagina ViralZone. Posteriormente, las se-
cuencias aminoacidicas de la proteina L1 se obtuvieron
de la base de datos del GenBank y PAVE.

Analisis inmunoinformatico

Los péptidos conservados se analizaron con herramien-
tas del Immune Epitope Database and Analysis Resour-
ces (IEDB) http://tools.iedb.org/bcell/, para identificar
péptidos que fueran inmunogénicos, antigénicos, hi-
drofilicos, accesibles, flexibles y que se encontraran en
giros B. Los péptidos que reunieron estas caracteristi-
cas fueron considerados PCV.

Verificacion de la accesibilidad de los PCV en el PQ
Los PCV se unieron con el enlazador GGGGS para obte-
ner la secuencia del PC. Se obtuvo la estructura tridi-
mensional del PQ con Phyre2 y se verificd la accesibili-
dad de los PCV con el programa Swiss-PDB Viewer.

Optimizacién de la secuencia nucleotidica

El PQ disefiado se tradujo inversamente en secuencia
nucleotidica, la cual se optimizd con los codones prefe-
renciales de la planta de tomate. Al extremo 5’ de la
secuencia optimizada se le agrego el sitio de restriccién
BamHlI, el sitio de unidén a ribosoma (Kozak) y el codén
de inicio de la traducciéon. Asi mismo, al extremo 3’ se
le agregd la secuencia que codifica para el péptido se-
nal del reticulo endoplasmico (SEKDEL), el coddn de
paro y el sitio de restriccion Sacl. Ademas, la secuencia
nucleotidica optimizada se cloné in silico en el plasmido
binario pBI121 de 14, 758 pares de bases (pb) de A.
tumefaciens.

43



Resultados y discusion

Péptidos conservados

Se calculé un alineamiento multiple de secuencias de la
proteina L1 de los serotipos de VPH oncogénicos mas
prevalentes en el mundo, a partir del cual se identifica-
ron dos péptidos conservados.

Analisis inmunoinformatico

Los dos péptidos conservados resultaron ser inmunogé-
nicos, antigénicos, hidrofilicos, accesibles, flexibles y
estar en un giro B (Figura 1), lo que sugiere que son
péptidos candidatos a vacuna. Su inmunogenicidad
permitird estimular la produccion de anticuerpos6 y su
accesibilidad permitira unirse a los anticuerpos, impor-
tante en el disefio de vacunas, ya que la unién antigeno
-anticuerpo permite desencadenar una respuesta in-
munoldgicab. La metodologia usada en presente este
estudio fue similar a la empleada por Gallegos-Lopez y
colaboradores, que en el 2022 disefiaron mediante bio-
informatica, una proteina de fusién portadora de epito-
pos conservados para expresarse en tomate contra las
variantes de preocupacion del SARS CoV-29.

Estructura tridimensional del del PQ y accesibilidad

En la figura 2 se muestra la estructura 3D del PQ obte-
nido con el programa phyre.2 Los andlisis del PC con
Pdb Viewer mostraron que los PCV se encuentran acce-
sibles.

DYKQTQLGGGGSQATKSDVP

Accesibilidad 1.000

Hidrofilia1.111
Flexibilidad 1.005
Giro beta 1.006

Figura 1. PQ portador de los PCVs sugeridos por las
herramientas del IEDB y los umbrales utilizados en

cada analisis.
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Figura 2. Estructura tridimensional del PQ en formato
de balls and sticks.

Optimizacién de la secuencia nucleotidica

Ademds, se obtuvo una secuencia nucleotidica optimi-
zada con codones preferenciales del tomate, con una
longitud de 60 pares de bases, y un porcentaje de G+C
y A+T del 37% y 63%, respectivamente (Figura 3). Esto
permitird obtener altos niveles de expresion del PC, tal
como se ha sugerido en otro estudio7. La nueva cons-
truccién llamada pPBI121-PQ, mostré un tamaino de
14, 818 pb.

Multiples estudios han confirmado la viabilidad de S.
lycopersicum como vehiculo para la produccion de pro-
teinas recombinantes como vacunas orales. Se ha ex-
presado la inmunoglobulina humana tipo A recombi-
nante, dirigida contra el péptido VP8 de la cepa del ro-
tavirus SA11, mostrando una inhibicion fuerte a la in-
feccidn por el virus en ensayos in vitro8.

Conclusiones
Los resultados obtenidos sugieren que el PQ conserva-
do disefiado in silico, para expresarse en tomate como
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kozak start D

Y K Q T Q

5’gga tcc gca aca atg gau uau aaa caa acu caa

L G G G G S

Q A T K S

cuu gga gga gga gga agu caa gcu acu aaa agu

D A" P

sekdel stop

gau guu caa aga gaa aag gat gaa ctc taa

Sac I

gag ctc 3’

Figura 3. Secuencia nucleotidica optimizada que codifica para el PQ.

una vacuna comestible, tiene el potencial para estimu-
lar una respuesta inmunoldgica contra los serotipos de
VPH oncogénicos mas prevalentes en el mundo. No
obstante, se requieran de mas estudios in vitro e in vi-
vo para verificar la eficacia de la vacuna.
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