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Resumen

El Parechovirus (HPeV) es un género de virus de la familia Pi-
cornaviridae, infecta principalmente nifios menores de dos
anos, provocando una ligera afeccion gastrointestinal y respi-
ratoria, pero en casos graves puede provocar miocarditis, en-
cefalitis y septicemia. Actualmente, no existe una vacuna, ni
medicamento especifico aprobado contra este virus, por tal
motivo es importante desarrollar de una vacuna contra el
HPeV. La vacunologia inversa, permite predecir in silico epito-
pos y desarrollar vacunas rapidamente. Ademas, las plantas
ofrecen ventajas para producir vacunas recombinantes. El pro-
posito de este estudio fue disefar in silico una vacuna oral
contra el HPeV, para expresarse en la planta de tomate. Se
obtuvieron secuencias aminoacidicas de la proteina VPO de
diferentes genotipos del HPeV de la base de datos de Uniprot,
se realizé un alineamiento multiple y se calculé una secuencia
consenso. La secuencia se analizé con herramientas inmunoin-
formaticas, para identificar epitopos. El epitopo identificado se
compard con proteinas de Homo sapiens. La secuencia nu-
cleotidica que codifica para el epitopo identificado se optimizé
para expresarse en la planta de tomate y se clond en el plasmi-
do pBI121 de Agrobacterium tumefaciens. Se identificé el epi-
topo TNLTQHPSAPT en la secuencia consenso de VPO de HPeV.
El analisis con Blastp mostré que la secuencia consenso no
posee similitud con proteinas humanas. Se obtuvo la secuen-
cia optimizada, que codifica para el epitopo identificado, para
su expresién en la planta de tomate. Se obtuvo la nueva cons-
truccién del plasmido llamada pBI121-evpO0. En este estudio se
disefid una vacuna oral para expresarse en la planta del toma-
te. Esta vacuna tiene el potencial para estimular una respuesta
inmunoldgica contra HPeV. No obstante, se requeriran de mas
estudios in vitro e in vivo para verificar su efectividad.

Palabras clave: In silico, vacuna, virus, epitopo.
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Abstract

Parechovirus (HPeV) is a genus of virus in the Picornaviridae
family that primarily infects children under two years of age,
causing mild gastrointestinal and respiratory illness, but in
severe cases, it can lead to myocarditis, encephalitis, and sep-
ticemia. Currently, there is no vaccine or specific medication
approved against this virus; therefore, developing an HPeV
vaccine is crucial. Reverse vaccinology allows for the in silico
prediction of epitopes and the rapid development of vaccines.
Furthermore, plants offer advantages for producing recombi-
nant vaccines. The purpose of this study was to design an in
silico oral vaccine against HPeV for expression in the tomato
plant. Amino acid sequences of the VPO protein from different
HPeV genotypes were obtained from the Uniprot database,
multiple sequence alignment was performed, and a consen-
sus sequence was calculated. This sequence was analyzed
using immunoinformatics tools to identify epitopes. The iden-
tified epitope was then compared with proteins from Homo
sapiens. The nucleotide sequence encoding the identified
epitope was optimized for expression in the tomato plant and
cloned into the Agrobacterium tumefaciens pBI121 plasmid.
The epitope TNLTQHPSAPT was identified in the HPeV VPO
consensus sequence. Analysis with BLASTp showed that the
consensus sequence has no similarity to human proteins. The
optimized sequence encoding the identified epitope was ob-
tained for expression in the tomato plant. The new plasmid
construct, named pBI121-vp0, was obtained. In this study, an
oral vaccine was designed for expression in the tomato plant.
This vaccine has the potential to stimulate an immune re-
sponse against HPeV. However, further in vitro and in vivo
studies will be required to verify its effectiveness.
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Introduccion

El HPeV es un género de virus que pertenece a la fa-
milia Picornaviridae. Este género se compone por las
especies A, B, Cy D. La especie A infecta al ser hu-
mano y esta conformado por 19 genotipos. Los HPeV
1-2 y 4-8 producen una leve enfermedad gastrointes-
tinal y respiratoria y ocasionalmente miocarditis, en-
cefalitis, neumonia, meningitis pardlisis flacida, sin-
drome de Reye e infeccion fatal neonatal. En contras-
te el HPeV-3 es el genotipo mds agresivo, ya que pro-
voca infeccién severa del sistema nervioso central y
sepsis. El HPeV infecta principalmente a menores de
dos afios y su ruta de trasmisidén es fecal oral. A la
fecha no se cuenta con una vacuna, ni tratamiento
especifico aprobado por la FDA contra ningln genoti-
po del HPeV'. Por tal motivo, es necesario desarro-
llar una vacuna. Las vacunas son de particular interés
para la prevencion de enfermedades infecciosas. Las
vacunas basadas en epitopo son un tipo de vacuna
mas segura, debido a que solo usan una parte del
virus. La vacunologia inversa es un enfoque que per-
mite predecir epitopos de microorganismos patége-
nos mediante bioinformatica, lo que permite desa-
rrollar vacunas mas rapido y a bajo costo®>. Asi mis-
mo, las plantas ofrecen ventajas para la produccion
de proteinas recombinantes, tales como seguridad,
modificaciones postraduccionales y bajo costo de
produccién. Adicionalmente, multiples estudios han
demostrado la viabilidad de S. lycopersicum para la

4,5,6 .
. En este estudio se

produccién de vacunas orales
predijo in silico un epitopo de la proteina VPO del
HPeV, para expresarse en S. lycopersicum como una
vacuna comestible contra los genotipos 1-8 del

HPeV.

Material y métodos
Obtencion de secuencias de la proteina VPO

Para este estudio se seleccionaron las proteinas VPO
de los genotipos 1-8 del HPeV. Estas secuencias ami-
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noacidicas se obtuvieron de la base de datos de Uni-
prot.

Determinacién de secuencia consenso de proteinas
VPO

Con el programa Bioedit se realizd6 un alineamiento
de las secuencias aminoacidicas de las proteinas VPO
de los genotipos 1-8 de HPeV y se calculé una se-
cuencia consenso.

Analisis inmunoinformatico de la secuencia consen-
so de proteinas VPO

La secuencia consenso se analizé con herramientas
inmunoinformdticas del Immune Epitope Database
and Analysis Resources (IEDB) para predecir epito-
pos.

Modelamiento molecular de la proteina VPO con-
senso y verificacidon de la accesibilidad del epitopo
identificado

La estructura tridimensional de la secuencia consen-
so de la VPO del HPeV se modeld con el programa
Phyre2. El modelo tedrico se visualizd con el progra-
ma Swiss-PDB Viewer y se verificd la accesibilidad del
epitopo.

Comparacion del epitopo identificado con proteinas
de humanas

La secuencia consenso se compard con proteinas de
Homo sapiens empleando el programa BlastP.

Optimizacion de la secuencia nucleotidica

La secuencia del epitopo identificado se tradujo in-
versamente en secuencia nucleotidica con los codo-
nes preferenciales de la planta de tomate. Ademas, a
su extremo 5’ se agregd el sitio de restriccion BamH],
el sitio de unién a ribosoma (secuencia Kozak) y el
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coddn de inicio. Asi mismo, al extremo 3’ se agregé la
secuencia que codifica para el péptido sefial del re-
ticulo endoplasmico, llamado SEKDEL, el codén de
paro y el sitio de restricciéon Sacl. La secuencia nu-
cleotidica optimizada se cloné in silico en el plasmido
binario pBI121 de 14,758 pares de bases (pb) de A.
tumefaciens.

Resultados y discusion

Seleccion y obtencion de la secuencia

Para este estudio se seleccionaron secuencias de la
proteina VPO de las cepas 1-8 del HPeV. Esta protei-
na se selecciond por estar en la superficie del virus,
porque permite la unién del virus a la célula huésped
y por ser antigenica7.

Analisis inmunoinformatico

Las herramientas de prediccién de epitopos de célu-
las B del IEDB predijeron el epitopo TNLTQHPSAPT de
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la posicion 78 a la 88 de la secuencia consenso de la
proteina VPO del HPeV. Este epitopo resultd ser acce-
sible, hidrofilico, flexible y estar en un giro beta, esto
sugiere que el epitopo se encuentra accesible a los
anticuerpos, en la superficie de la proteina. Asi mis-
mo, el programa Swiss-Pdb Viewer confirmd la acce-
sibilidad del epitopo. Esta caracteristica es importan-
te en el disefio de vacunas, ya que la unién antigeno-
anticuerpo permite desencadenar una respuesta in-
munoldgica. Adicionalmente, el epitopo resulto ser
inmunogénico (Figura 1), lo que permite estimular la
producciéon de anticuerpos®. Asi mismo, el epitopo
fue antigénico, lo que indica la habilidad del antigeno
para unirse al anticuerpo.

Anadlisis de Blastp

El andlisis con la herramienta Blastp, no mostrd simi-
litud significativa entre la secuencia consenso y pro-
teinas humanas. Lo anterior indica que es poco pro-
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Figura 1. Estructura tridimensional de la proteina VPO consenso del HpeV en formato de liston. El epitopo se muestra en
formato balls and sticks.
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bable que el epitopo identificado induzca

BamHT

kozak start T N L T Q H

ny: . . r . k )
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Optimizacién de la secuencia nucleotidi-
ca

Se obtuvo una secuencia nucleotidica op-
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stop Sac 1

timizada con codones preferenciales del

tomate, con una longitud de 99 pb, y un

"taa 1:gag cte 3

porcentaje de G+C y A+T del 39% y 61%,
respectivamente (Figura 2). En otro estu-
dio la optimizacién de la secuencia nu-
cleotidica con los codones preferenciales del tomate
permitio obtener altos niveles de expresion de la
proteina recombinante’. El nuevo plasmido, pPBI121
-vpO0, portador de la secuencia consenso optimizada,
mostré un tamano de 14, 857 pb.

Conclusiones

En este estudio se predijo in silico un epitopo conservado
en la proteina vp0O del HPeV, para expresarse en la planta
de tomate, como una vacuna comestible. Los resultados
mostraron que la vacuna posee el potencial para estimu-
lar una respuesta inmunoldgica contra los genotipos 1 al 8
del HPeV. No obstante, se requerirdan de mas estudios in
vitro e in vivo para verificar la eficacia de la vacuna.
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