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RESUMEN

Actualmente la identificacion de péptidos del SARS-CoV-2 gue sirvan como
blanco para el desarrollo de vacunas es de gran importancia; sin embargo, en
general, no se considera la variacion de la respuesta inmunolégica dependiente de
la presentacion antigénica y los alelos especificos del MHC expresados en una
poblacién determinada. Ademas, es importante considerar que los virus de ARN
(como el SARS-CoV-2) tienen una tasa de mutacion alta, por lo que existe la
posibilidad de que en algin momento las vacunas actuales contra el SARS-CoV-2,
disefiadas a partir de la cepa ancestral de Wuhan, pierdan su efectividad, por lo
cual, es necesario comenzar a pensar en el uso de herramientas que nos permitan
disefiar vacunas que ofrezcan proteccion contra las variantes circulantes en el
momento de la aplicacion.

En este proyecto se empled la base de datos “Allele Frecuency Net
Database” para determinar los alelos del MHC mas frecuentes en la poblacién
mexicana y el sitio web “GISAID” para recabar la informaciéon del virus y sus
variantes circulantes en México entre enero y junio de 2021. Posteriormente, se
usaron diversas herramientas informaticas del servidor “Immune Epitope Database
and Analysis Resource” para la determinacién de posibles epitopos para linfocitos
TyB.

Los alelos del MHC que mostraron la mayor frecuencia y se usaron en las
determinaciones in silico fueron: HLA-A*02, HLA-A*24, HLA-A*68, HLA-B*35,
HLAB*39, HLA-B*40:02, HLA-DQB1*03:01, HLA-DQB1*03:02, HLA-DRB1*04 y

HLADRB1*08. Se analizaron 997 genomas del SARS-CoV-2, que correspondian a



84 variantes diferentes, pertenecientes a los clados G, GH, GR y GRY; entre estas
variantes se encontraron variantes de preocupacion, interés o bajo vigilancia, tales
como: Alfa, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Lambda y Mu.

De las 84 variantes se obtuvo la secuencia de la proteina S para identificar
gué regiones del RBD se mantenian conservadas en todas ellas. En total se
encontraron 7 regiones conservadas y se realizaron ensayos in silico para
determinar la existencia de péptidos que pudieran ser producidos a través del
procesamiento antigénico y se asociaran a las moléculas del MHC mencionadas
anteriormente; se obtuvieron: 5 536 péptidos para las moléculas del HLA-A, 4 484
para las moléculas del HLA-B, 55 275 para moléculas del HLA-DQB1y 2 961 para
moléculas del HLA-DRB1. A todos ellos se les realizaron pruebas
inmunoinforméticas de prediccién de inmunogenicidad, determinando que 20 son
péptidos inmunogénicos que pueden ser presentados en moléculas del MHC de
mayor frecuencia en los mexicanos. De estos 20, 19 se asocian a moléculas del
MHC de clase | y 1 a moléculas del MHC de clase II.

Adicionalmente, se predijeron 28 epitopos para linfocitos B.

INTRODUCCION

La actual pandemia de la COVID-19 ha puesto en jaque al mundo entero,
pero en particular a la comunidad cientifica que se ha visto ante la titanica tarea de
desarrollar tratamientos y vacunas que ayuden a contrarrestar los efectos causados
por esta enfermedad. Ademas, sabiendo que, tanto los haplotipos del MHC como

las variantes circulantes del SARS-CoV-2 pueden influir en la eficiencia de la



respuesta inmune y por ende, en la efectividad de las vacunas, esta tesis esta
encaminada a buscar péptidos inmunogénicos del SARS-CoV-2 que puedan ser
presentados en las moléculas del MHC expresadas con mayor frecuencia en la
poblacién mexicana y que adicionalmente, estos péptidos se encuentren en las

diferentes variantes reportadas en el territorio nacional.

MARCO TEORICO
a) El complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

MHC (Mayor Histocompatibility Complex) es el nombre que se le da a una
regién genética con un alto polimorfismo en la que se encuentran codificadas, entre
otras cosas, proteinas involucradas en el procesamiento y la presentacion de
antigenos. En los humanos se localiza en el brazo corto del cromosoma 6 y sus
genes reciben también el nombre de Antigenos Leucocitarios Humanos o HLA (por
las siglas en inglés). [1][2]

Este complejo estd organizado en tres regiones: MHC de clase | (MHC-I),
MHC de clase Il (MHC-Il) y MHC de clase Ill (MHC-III). De estas, el MHC-III tiene
la mayor densidad de genes de todo el genoma humano y codifica para algunos
mediadores de la inmunidad humoral como factores del sistema del complemento,
factores de necrosis tumoral (TNF), entre otros, [3] pero para los fines de esta tesis,
a partir de este momento sélo se hablara del MHC-I y el MHC-II, puesto que son
los que estan directamente involucrados en el procesamiento y la presentacion

antigénica.



i) Nomenclatura de los alelos del HLA

Una de las principales caracteristicas del MHC es su alto polimorfismo, es
decir que, existen muchas versiones alternativas de un mismo gen, por ello, se
estima que en los humanos hay alrededor de 10 000 alelos de MHC-I y 3 000 de
MHC-II. [1][4]

Debido a esto, para identificar a los diferentes alelos del HLA es necesario
conocer su homenclatura estandarizada, misma que se escribe de la siguiente
forma:

1. Prefijo. “HLA”.

2. Locus especifico del alelo. A, B o C si se refiere a una molécula
clasica de clase | o DR, DQ o DP si se trata de una molécula clasica
de clase I, estos ultimos adicionalmente van acompafiados de una
“A” 0 una “B”, que indica si codifican para una cadena a o una y un
namero.

3. Tipo. En numeros indoardbigos. Generalmente corresponde al
antigeno serolégicamente identificado.

4. Subtipo. En numeros indo-ardbigos. Indica diferencias en la
secuencia de aminoacidos.

5. Un tercer set de digitos en caso de que se tenga conocimiento de
sustituciones silenciosas.

6. Un cuarto set de digitos si se conocen diferencias en las regiones no

codificantes del ADN.



7. En ocasiones también se afiade un sufijo con una letra mayuscula

gue indica expresion baja (L) o nula (N) o si las proteinas sintetizadas

son secretadas (S), citoplasmaticas (C), aberrantes (A) o
cuestionables (Q).

Entre estos elementos existen separadores que pueden ser guiones,

asteriscos o0 dos puntos como se muestra en la figura 1.

N0 N SElaaE &N B s

Prefijo Locus Tipo Subtipo

especifico Sustituciones Diferencias en el Estadode

sinonimas en el ADN en expresion
ADN en regiones no

regiones codificantes
codificantes

Figura 1. Nomenclatura de los alelos del HLA. NOTA: EIl alelo usado como
ejemplo se eligio arbitrariamente.

Esta nomenclatura es estandarizada y actualizada periddicamente por el
Comité de Nomenclatura para los Factores del Sistema HLA de la OMS, siendo su

ultima modificacion la del afio 2019. [5]

i) MHC-I

En su secuencia nucleotidica se encuentran codificadas las moléculas
clasicas HLA-A, HLA-B y HLA-C, que se expresan constitutivamente en la superficie
externa de la membrana citoplasmética de todas las células nucleadas. [3][6]

Estas moléculas son de naturaleza proteinica y tienen una estructura

formada por una cadena a asociada a una B2-microglobulina; a su vez, la cadena a

5



tiene tres dominios extracelulares de inmunoglobulina (a1, a2 y a3), un dominio
transmembranal hidrofébico y una regién citoplasmatica en el extremo carboxilo
terminal, mientras que la B2-microglobulina sélo cuenta con un dominio de
inmunoglobulina extracelular. [1][6]

Sus funciones estan relacionadas con el reconocimiento de péptidos, para
lo cual, entre los dominios a1y a2 se encuentra una hendidura que permite la union
de péptidos de entre 8 y 11 aminoacidos, aunque se sabe que en ocasiones estos
pueden llegar a ser mas grandes. Esta hendidura esta formada por una plataforma
de 8 hojas B plegadas antiparalelas y 2 hélices a que en conjunto tienen una

estructura tridimensional similar a una hamaca. [1]

Los péptidos presentados por estas moléculas son presentados a linfocitos
T CD8* y en la mayoria de las ocasiones son de origen citosélico, es decir que,

provienen de proteinas situadas en el interior de la célula. [7]

i) MHC-II

La region del MHC-II también contiene la informacion para sintetizar tres
tipos de moléculas clasicas (HLA-DR, HLA-DQ y HLA-DP) que comparten
caracteristicas estructurales con las moléculas de MHC-I, no obstante, no son del
todo iguales. [3]

Estas moléculas son expresadas de manera constitutiva sélo en la superficie
externa de la membrana citoplasmatica de las células dendriticas, los macréfagos
y los linfocitos B (células presentadoras de antigenos profesionales o APC), aunque
se sabe que, en condiciones inflamatorias, otras estirpes celulares también pueden

llegar a expresarlas de manera inducible. [1]



A diferencia de las moléculas del MHC-I, las del MHC-II estan constituidas
por una cadena a y una B (son heterodiméricas); cada una de ellas tiene dos
dominios extracelulares de inmunoglobulina (a1, a2, 1 y B2), un dominio
transmembranal hidrofébico y una regién citoplasmatica en el extremo carboxilo
terminal. [1]

Su sitio de unién al péptido se localiza entre los dominios a1y 31 y tal como
con las moléculas de clase |, este esta formado por una plataforma de 8 hojas
plegadas antiparalelas y 2 hélices a, aunque en este caso, se asocia a fragmentos
peptidicos de 12 a mas de 20 aminoacidos provenientes de proteinas degradadas
por la via endocitica de procesamiento antigénico. [1]

Finalmente, la dltima diferencia con las moléculas de clase | es que, las de

clase Il s6lo presentan péptidos a los linfocitos T CD4".

iv) MHC y las diferencias en la respuesta inmune segun los alelos

Una de las hipotesis mas aceptadas del porqué el MHC es tan polimoérfico,
sugiere gue tal diversidad de alelos funciona como un mecanismo de preservacion
a nivel poblacional, pues al estar involucrados en la presentacion antigénica, si ho
existiera esta variabilidad, un patégeno podria llegar a desarrollar moléculas cuyos
péptidos resultantes del procesamiento antigénico no se puedan ensamblar en las
moléculas clasicas o no sean inmunogénicos, con lo cual, la respuesta inmune
montada contra €l seria deficiente y, por ende, se podria dispersar entre los

individuos con facilidad, posiblemente orillando a la especie a la extincion. [3]



Es decir que, no todas las moléculas clasicas del MHC se van a unir de igual
forma a un mismo péptido, por lo cual, es de suponer que dos poblaciones de la
misma especie, pero que tienen diferentes alelos del MHC responden de manera
diferente a una infeccion por el mismo patégeno o a la administracién de una misma
vacuna.

De hecho, se sabe que virus como el VIH tienen variantes que pueden
escapar a la presentacion antigénica por ciertas moléculas particulares del MHC,
como las codificadas por los alelos HLA-B*57:03, HLA-B*57:02 y HLA-B*58:01. [8]

Por su parte, en lo que respecta a los coronavirus, los alelos HLA-B*07:03,
HLA-B*46:01, HLA-DRB1*12:02 y HLA-C*08 parecen aumentar la susceptibilidad a
la infeccién por SARS-CoV, mientras que HLA-DRB1*03, HLA-A*02 y HLA-C*15
mostraron un papel protector; de manera similar, se ha observado que los
individuos portadores de HLA-DRB1*11 y HLA-DQB1*02 tienen una mayor
vulnerabilidad frente al MERS-CoV. [9][10][11] En cuanto a COVID-19, en un
analisis in silico de 48 395 péptidos de diferentes proteinas del SARS-CoV-2
realizado por Nguyen y colaboradores, se identific6 que las moléculas de HLA-
B*46:01, HLA-A*25:01 y HLAC*01:02 tienen la menor capacidad de union a los
péptidos del virus, mientras que por el contrario, HLA-B*15:03, HLA-A*02:02 y HLA-
C*12:03 mostraron la mayor capacidad. [10][12] Asi mismo, Novelli y colaboradores
analizaron un grupo de 99 italianos con cuadros graves o muy graves de COVID-
19, encontrando una correlacion de este estado con la presencia de los alelos HLA-

DRB1*15:01, HLADQB1*06:02 y HLA-B*27:07. [13]



b) La presentacion antigénica

Para facilitar el estudio del sistema inmune se le suele dividir en innato y
adaptativo. El sistema innato representa la primera linea de defensa ante un agente
infeccioso o potencialmente lesivo, esta constituido por barreras fisicas y quimicas
y un conjunto de leucocitos y esta presente en todos los animales, mientras que, la
respuesta adaptativa es exclusiva de los vertebrados, se caracteriza principalmente
por tener especificidad de reconocimiento, generar memoria inmunoldgica y tener
como efectores celulares a los linfocitos By T. [14]

Los linfocitos T tienen como funcién el ayudar a eliminar patégenos, células
infectadas y/o cualquier otro estimulo que altere la homeostasis de los tejidos como
un trasplante o un proceso neoplasico. Ademas, cooperan con los linfocitos B para
gue se puedan producir anticuerpos que provean de proteccidén contra patégenos
extracelulares o toxinas. No obstante, los linfocitos T maduros no son capaces de
llevar a cabo estas funciones de manera independiente; primero necesitan que una
APC les presente un antigeno asociado a una molécula del MHC, s6lo entonces se

podran activar para adquirir un perfil efector. [4]



i) Procesamiento antigénico y presentacion a través de moléculas del
MHC-I

Como se menciond con anterioridad, las moléculas clasicas del MHC-I
presentan péptidos provenientes del interior de la célula a los linfocitos T CD8".
Estos fragmentos peptidicos provienen de la degradacion de una proteina que
puede pertenecer a un patdgeno intracelular o a la propia célula y necesitan de la
participacion de una serie de mediadores para poder ensamblarse en las moléculas
del MHC y formar complejos péptido-MHC (pMHC). [4]

El proceso comienza con la proteina marcada por varios monémeros de
ubiquitina, lo que le permite ser degradada por el proteasoma, un complejo
multienzimético con forma de cilindro. [4]

El proteasoma se expresa de manera constitutiva en todas las células
nucleadas y esta formado por un complejo 20S que contiene al centro proteolitico
y uno o dos complejos 19S situados a los extremos del 20S. Los complejos 19S se
pueden unir a proteinas poliubiquitinadas y gracias a sus isopeptidasas y ATPasas
eliminan las ubiquitinas y desnaturalizan la estructura secundaria de la cadena
polipeptidica para que pasen al complejo 20S, que a su vez esta integrado por dos
anillos de 7 subunidades a cada uno y otros dos anillos de heptameros 3 ubicados
entre los anillos a. [1]

Las subunidades (3 tienen actividades tipo caspasa, tripsina y quimotripsina,
por lo que pueden hidrolizar enlaces que se encuentren después de aminoacidos
con carga negativa, positiva 0 que sean hidrofébicos respectivamente. Como

resultado del paso de la proteina por este complejo se generan fragmentos de entre
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3 y hasta 25 aminoéacidos, no obstante, en la mayoria de los casos, estos no son
presentados a los linfocitos. [1] En los mamiferos existe un tipo de proteasoma
inducible por IFNy, el inmunoproteasoma, cuya unica diferencia radica en que las
subunidades 31, B2 y B5 del proteasoma constitutivo son sustituidas por 1i, B2i y
B5i, codificadas por los genes LMP2, LMP10 y LMP7, de los cuales, LMP2 y LMP7
se encuentran codificados en la regién del MHC-II, mientras que LMP10 se localiza
en el cromosoma 16; es bajo estas condiciones que se forman la mayoria de los
péptidos empleados en la presentacion antigénica. [1][2]

Una vez obtenidos los péptidos, tienen que ser trasladados al lumen del
reticulo endoplasmico (RE) donde se sintetizan las moléculas del MHC. Hay que
recordar que estas moléculas estan formadas por una cadena a y una 2-
microglobulina, no obstante, estas dos subunidades no se ensamblan
inmediatamente, sino que, una vez sintetizada la cadena a, se le va a asociar una
chaperona llamada calnexina, que promovera su correcto plegamiento y evitara que
se le una cualquier otra proteina que no sea la 2-microglobulina. [1][2][4]

Para llevar los péptidos hasta donde se encuentran las moléculas del MHC,
es necesario contar con la participacion del transportador TAP (un heterodimero de
TAP1 y TAP2) que permite el paso de los péptidos al RE mediante un proceso
dependiente de ATP. Como el objetivo es formar complejos pMHC-I, también se va
a requerir de la participaciéon de otras chaperonas como la tapasina (que vincula a
TAP con las moléculas de MHC-I), la calreticulina (que ayuda a estabilizar la

estructura tridimensional de la molécula del MHC-I) y ERp57 (una tiol
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oxidoreductasa que promueve la formacion de enlaces disulfuro indispensables
para el correcto plegamiento de la cadena a). [1][2][4]

Ya que todos los posibles péptidos estan en el RE, es posible que algunos
de ellos sean demasiado grandes como para unirse a una molécula del MHC-I, en
este caso, son sometidos a la accion de ERAP1, una aminopeptidasa encargada
de cortarlos para que adquieran el tamafio ideal (generalmente de 8 a 9
aminoacidos). Es entonces cuando las moléculas del MHC-I prueban la interaccion
con varios de estos péptidos hasta encontrar alguno por el que tengan una buena
afinidad, este se va a incorporar a su sitio de union y va desplazar a calreticulina y
ERp57. Los péptidos que no se asocian a ninguna molécula del MHC regresan al
citosol para ser degradados. [2][4]

Posteriormente, los complejos pMHC-I son transportados a la red trans-Golgi
para finalmente ser colocados a través de vesiculas exociticas en la cara externa
de la membrana citoplasmatica de la célula en la que ocurri6 todo este proceso. [1]
Los complejos pMHC-I de la superficie de la célula blanco interactian con el TCR
de los linfocitos T CD8* capaces de reconocer al péptido asociado a la molécula del
MHC-I.

Ahora bien, la interaccion entre el pMHC-I y el TCR puede ocurrir entre una
célula alterada (infectada, transformada o cancerigena) y un linfocito T CD8* o0 una
APC y un linfocito T CD8*. En el primer caso, el linfocito T matara a la célula que
esta expresando el complejo pMHC-I, mientras que, cuando esta implicada una
APC (el segundo caso) el objetivo es activar al linfocito para que adquiera un perfil

efector citotdxico, por lo que se necesita la existencia de tres sefiales: El
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reconocimiento del complejo pMHC-I a través del TCR, la interaccion de moléculas
de coestimulacién presentes en ambas células y la liberacién por parte de la APC
de citocinas que son captadas por el linfocito. En este proceso de activacién de
linfocitos T CD8* también pueden participar linfocitos T CD4* que cooperaran
haciendo sinergia con la APC para conseguir una activaciéon mas eficiente. [15]
Cabe mencionar que la interaccion del TCR con el complejo pMHC-I es
estabilizada por CD8 al asociarse al dominio a3 de la molécula del MHC-I, es por
esto que las moléculas del MHC-I s6lo permiten la activacion de linfocitos T CD8*.

[16]

i) Procesamiento antigénico y presentacién a través de
moléculas del MHC-I
En lo referente a la presentacién antigénica mediada por moléculas del
MHC-II, las proteinas de las que se obtienen los péptidos que formaran parte del
complejo pMHC provienen en su mayoria del exterior de la célula y son
internalizadas en endosomas. Estos se ven sometidos a un proceso de maduracion
en el cual, entre otras cosas, se va acidificando el medio para que las catepsinas
(cuya funcionalidad depende del pH) con actividad de tiol y aspartil proteasas
puedan comenzar a degradar a las proteinas endocitadas, generando asi los
péptidos que seran cargados en las moléculas del MHC-II. [16]
Las moléculas del MHC-II, son sintetizadas como proteinas de exportacion
en el RE y necesitan asociarse a una chaperona que las estabilice, tal es el caso

de la glicoproteina transmembranal denominada cadena invariante o cadena |
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(CD74) que impide que las moléculas se unan a péptidos endégenos durante su
formacion y paso por el citoplasma celular. [17]

Una vez formados los complejos cadena | / MHC-II, se exportan a los
endosomas maduros a traves de la red trans-Golgi o del reciclaje de la superficie
celular, formando compartimentos llamados MIIC (por las siglas en inglés de
compartimento de la clase Il del MHC). Es en estos endosomas acidos donde las
catepsinas L y S degradan a la cadena I, dejando tan sélo un fragmento de entre
20 y 24 aminoacidos que recibe el nombre de CLIP y que se encuentra unido al
sitio de union del péptido en la molécula del MHC. [4][16][17]

El CLIP es reemplazado por un péptido de mayor afinidad, para lo cual, la
glicoproteina HLA-DM lo elimina y facilita la asociacién de la molécula del MHC-II
con diferentes péptidos. Este proceso es regulado por la molécula HLA-DO, que se
une a HLA-DM inhibiendo su funcién. [4][17]

Finalmente, los complejos pMHC-II son expuestos y presentados en la
superficie externa de la membrana citoplasmatica por fusion de esta con el
endosoma.

Los linfocitos T CD4" interactian con el complejo pMHC-II a través de su TCR y
reconocen el dominio B2 del MHC-II por medio de la molécula CD4, interaccién

indispensable para estabilizar la unién. [16][17]

iii) Presentacion cruzada
Algunas células dendriticas tienen la capacidad de presentar antigenos

provenientes del exterior de la célula en moléculas del MHC-Il y en ocasiones en
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moléculas del MHC-I, esto ultimo se conoce como presentacion cruzada y existen
dos modelos para explicarla. El primero es el de la via vacuolar, el cual propone
gue, mediante el reciclaje de componentes de la membrana a través de vacuolas,
las moléculas del MHC-I se ponen en contacto con los péptidos contenidos en los
endosomas y fagosomas, asociandose con aquellos por los que tengan gran
afinidad. ElI segundo modelo conocido como el de la via vacuolar citosélica sugiere
gue antigenos exogenos parcialmente degradados pasan al citosol, donde son
poliubiquitinados para ser procesados por el proteasoma o inmunoproteasoma y
generar a los péptidos que van a pasar al interior del RE a través de TAP y se
ensamblaran en las moléculas del MHC-I. [1][16] Este proceso es importante para
generar respuestas de tipo T CD8* contra patdégenos que no infectan a las células

dendriticas. [16]

c) ElI SARS-CoV-2

La COVID-19 es una enfermedad respiratoria que surgio a finales del 2019
en un mercado de mariscos en Wuhan, una provincia de Hubei ubicada en el centro
de China, donde se registraron casos de heumonia con una marcada insuficiencia
respiratoria que podia progresar rapidamente, llevando a los pacientes a la muerte.
Los primeros afectados fueron personas en estrecho contacto con el mercado, sin
embargo, la propagacion entre individuos aumenté tan vertiginosamente que, para
el 26 de enero de 2020 en China se habia diagnosticado a 2 761 personas, de las
cuales, 80 habian muerto y se tenia el conocimiento de otros 33 casos en 10 paises

diferentes, siendo este el comienzo de la pandemia. [18]
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Debido a que existia el antecedente de dos grandes brotes epidémicos
relativamente recientes (SARS y MERS), que habian sido causados por virus de la
familia Coronaviridae, ante los primeros casos (diciembre de 2019) se sospechd
gue algun coronavirus estaba implicado en los casos de neumonia, razén por la
cual, se analizaron muestras de liquido de lavado bronquioalveolar en busca de
estos. Tales muestras provenian de pacientes con cuadros graves que fueron
ingresados en la unidad de cuidados intensivos del Hospital Wuhan Jin Yin-Tan y
efectivamente contenian genomas virales que compartian un 76.9 % de identidad
con la secuencia nucleotidica del SARS-CoV (coronavirus causante del SARS). [18]

Cabe sefalar que, el primer nombre tentativo de este nuevo coronavirus fue
2019-nCoV, pero en febrero del 2020 el Comité Internacional de Taxonomia de
Virus decidié nombrarlo oficialmente como SARS-CoV-2, debido a su relacion con
el SARS-CoV. [19] En ese mismo mes también se nombro a la enfermedad causada

por este virus como enfermedad por el coronavirus del 2019 (COVID-19). [20]

1) Los coronavirus y el SARS-CoV-2

Los coronavirus son virus envueltos con genomas grandes de ARN
monocatenario de sentido positivo, que segun el Comité Internacional de
Taxonomia de Virus pertenecen al orden de los Nidovirales, la familia Coronaviridae
y la subfamilia Coronavirinae (figura 2); ademas, se encuentran en el grupo IV de

la Clasificacion de Baltimore. [21][22]
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A su vez, los coronavirus se subdividen cuatro géneros: Alfacoronavirus,
Betacoronavirus, Gammacoronavirus y Deltacoronavirus. De estos, los dos
primeros infectan sélo a los mamiferos, mientras que, los gammacoronavirus y

deltacoronavirus pueden infectar a aves y mamiferos. [21]

Ol’den Nidovirales
l
Famllla Coronaviridae
[
Subfamilia Coronavirinae

[ I I 1
r Alfa- Beta- Gamma- Delta-
GENero  cov | | cov || Cov Cov
T

SARS-CoV-2

Figura 2. Panorama taxondmico del SARS-CoV-2.

Se sabe también que los alfacoronavirus y betacoronavirus causan
enfermedades respiratorias y gastrointestinales y en particular SARS-CoV, MERS-
CoV, SARS-CoV-2, HCoV-NL63, HCoV-229E, HCoV-OC43 y HCoV-HKU1 pueden
infectar a los humanos, siendo todos ellos resultado de procesos zoonoticos, lo que
significa que tuvieron su origen en un animal que los transmitié a los humanos con

o sin ayuda de otro animal intermediario, tal como se indica en la tabla 1.
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Exceptuando a SARS-CoV, MERS-CoV y SARS-CoV-2, todos los virus anteriores

son causantes de resfriado comuan. [21]

Tabla 1. Coronavirus humanos, sus hospederos naturales e
intermediarios. [21][23][24][25]

Virus Género Huésped natural Huésped intermediario
SARS-CoV Betacoronavirus Murciélagos Civetas
MERS-CoV Betacoronavirus Murciélagos Dromedarios
SARS-CoV-2 Betacoronavirus Murciélagos Pangolin
HCoV-NL63 Alfacoronavirus Murciélagos Desconocido
HCoV-229E Alfacoronavirus Murciélagos Camélidos
HCoV-0C43 Betacoronavirus Roedores Vacas
HCoV-HKU1 Betacoronavirus Roedores Desconocido

Ademas, tanto el SARS-CoV-2 como el resto de coronavirus comparten
similitudes en 16 proteinas no estructurales (nsp) codificadas en los marcos
abiertos de lectura (ORF) 1a/1b del extremo 5’ y cuatro proteinas estructurales (S,

E, My N) en otros ORF del extremo 3’ (Figura 3). [23]
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SARS-CoV-2
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Figura 3. Organizacion gendmica del SARS-CoV-2. El genoma del SARSCoV-2 codifica
para 16 proteinas no estructurales en los marcos abiertos de lectura (ORF) lay 1by cuatro proteinas
estructurales. En la imagen se indica con nameros la posicion que ocupan los nucleétidos de inicio
y fin de cada ORF. Se sefala ademas la interaccién entre el dominio de unién a receptor (RBD) de
la proteina Sy su receptor la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2). Adapted from “Genomic
Organization of SARS-CoV-2”, by BioRender.com (2022). Retrieved from
https://app.biorender.com/biorender-templates/figures/all/t-5e7006139f7b2400a6f00620-genomic-
organization-of-sars-cov-2

Hablando especificamente del SARS-CoV-2, se descubri6 que la ARN
polimerasa dependiente de ARN (nspl2) de este, es muy similar a la del
coronavirus RaTG13, que fue aislado de Rhinolophus affinis, un murciélago de la
provincia de Yunnan (China), por lo que se hizo el anélisis comparativo entre ambos
genomas virales, encontrandose una homologia del 96.2 % y destacando el 93.1 %

de identidad compartida por la proteina S de los dos virus. A partir de esta
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informacion se dedujo que el RaTG13 era el pariente conocido mas cercano del
nuevo coronavirus, aungque, también era filogenéticamente mas antiguo. [18]
Posteriormente, estudios comparativos entre el SARS-CoV-2 y el Pangolin-
CoV, un coronavirus aislado de Manis javanica (pangolin malayo) mostraron una
identidad en las secuencias de amino&cidos de las proteinas E, M, Ny S del 100
%, 98.6 %, 97.8 % y 90.7 % respectivamente, ademas de que, ambos tienen un
dominio de union a receptor (RBD) practicamente idéntico, lo que les permitia
reconocer a la enzima convertidora de angiotensina 2 (ECA2) de humanos y
pangolines y usarla como receptor de entrada a la célula. Con esto finalmente se
planted la hipétesis de que si bien, Rhinolophus affinis fue el hospedero con el que
comenzo6 el proceso zoondtico, fue Manis javanica la especie intermediaria que
consiguié que este coronavirus de origen animal pudiese llegar a infectar a

humanos. [26]

ii) La proteina Sy la entrada del SARS-CoV-2 ala célula

La proteina S del SARS-CoV-2 es una glicoproteina transmembranal
trimérica que media la entrada del virus a la célula diana. Cada trimero consta de
tres regiones: El ectodominio, la region transmembranal y el dominio intracelular. A
su vez, el ectodominio cuenta con las subunidades S1 y S2. La subunidad S1
presenta 4 subdominios: el dominio amino-terminal (NTD) del cual se desconoce si
participa activamente en la entrada viral, el RBD que ademas de reconocer a la
ECA2 es un importante antigeno de superficie, lo que lo vuelve un blanco

importante de anticuerpos neutralizantes y dos dominios carboxilo-terminal (CTD1
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y CTD2) que vuelve accesible el RBD a su receptor y contiene un sitio de escision
por furina respectivamente; mientras que, la subunidad S2 tiene subdominios
implicados directamente en la fusion de membranas para introducir el material
genético viral en la célula, por ejemplo, el péptido de fusion (FP), dos regiones
heptarepetidas (HR1 y HR2) y un segundo sitio de escision (S2’) diferente al sitio
de escision por furina (figura 4). [25]

Para que la proteina S desempefie su funcion y permita la entrada del SARS-
CoV-2 a una célula, es necesario que sufra dos procesos de escision, el primero
ocurre durante la maduracion del virus en una célula infectada, en este paso se
divide entre los dominios S1 y S2 en una region polibasica rica en argininas, esta
escision es dependiente de furina. El segundo proceso de escisién ocurre después
de la interaccion del RBD con la ECA2, pues se desencadena un cambio
conformacional que expone al dominio S2’; en este caso la proteasa encargada de
llevar a cabo la escision va a ser diferente dependiendo de la via de entrada a la
célula (por fusion con la membrana citoplasmaética o por endocitosis). [25]

Cuando en la superficie de la célula diana se encuentra expresada la
serinproteasa transmembranal 2 (TMPRSS2), esta va a escindir a S2’, promoviendo
la exposicion del FP que sera impulsado hacia la membrana objetivo (de la célula)
por los dominios heptarepetidos, iniciando la fusion de membranas para permitir
gue el material genético viral ingrese al citoplasma celular. Si la expresion de
TMPRSS2 sobre la superficie celular es muy baja o nula, el complejo virus-ECA2
se puede internalizar por endocitosis mediada por clatrinas; en este caso, las

catepsinas de los endolisosomas son las encargadas de escindir a S2,
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desencadenando la fusion de membranas (ahora con la membrana del

endolisosoma) necesaria para el paso del ARN del virus al citoplasma. [25]

Proteina S del SARS-CoV-2
(PDB ID: 6VXX-PDB)

Dominio de unién
a receptor (RBD)

Dominio
N-Terminal
(NDT)

Péptido de
fusion (FP)

Ancla
SARS-CoV2 transmembranal
(T.A) y cola
intracelular (1.T.)
Sitio de escision
s1 por furina $2
685

I
v
NDT ReD [JJF? HR1 HR2 TA T
A

A A
CTD1 CTD2 851,6

Figura 4. Estructura 'y dominios de la proteina S del SARS-CoV-2. En la parte
superior se puede ver la estructura tridimensional de la proteina S y cada uno de sus
dominios sefialados en diferentes colores. En la parte inferior se encuentra de manera
esquematica el orden en el que se encuentran los dominios de la proteina S en su estructura
primaria. Se indican los dos sitios de escision en color negro. Adapted from “An In-depth
Look into the Structure of the SARS-CoV2 Spike Glycoprotein”, by BioRender.com (2022).
Retrieved from:
https://app.biorender.com/biorender-templates/figures/all/t-5f1754e62baea000aece86904-
an-in-depth-look-into-the-structure-of-the-sars-cov2-spike-g

iii) Las variantes del SARS-CoV-2
Los virus de ARN tienen tasas de mutacion altas debido a errores en la

replicacion. Estas mutaciones pueden generar variantes que le confieran mayor
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infectividad, transmisibilidad, severidad de la enfermedad asociada y/o escape a la
respuesta inmune. [25][27][28]

No obstante, el SARS-CoV-2 al ser un coronavirus, posee una proteina con
actividad de exonucleasa (la nsp14), misma que le permite corregir la mayor parte
de los errores cometidos por la ARN polimerasa dependiente de ARN, por lo que,
si bien surgen variantes, estas no aparecen con la misma velocidad que lo harian
si no existiera esta enzima. [25][29]

Ante la aparicion de variantes, se ha tenido que recurrir a sistemas de
nomenclatura para clasificarlas. Con este fin, el Grupo Consultivo Técnico sobre la
Evolucion de los Virus y la Red de Laboratorios de Referencia de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) para la COVID-19, en colaboracién con diversos
expertos en nomenclatura virica y microbiana de diferentes paises, dieron una
denominacion a las variantes, siendo posible considerarlas como de preocupacion,
interés o bajo vigilancia y nombrandolas con una letra del alfabeto griego
correspondiente al orden en el que fueron descubiertas. [28]

Referente a esto, se entiende como variantes de preocupacion (las variantes
de SARS-CoV-2 Alfa, Beta, Gamma, Delta y Omicron) a aquellas que presentan al
menos una de las siguientes caracteristicas:

e “Aumento de la transmisibilidad o cambio perjudicial en la epidemiologia de

la COVID-19; o

e Aumento de la virulencia o cambio en la presentacion clinica de la

enfermedad; o
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e Disminucion de la eficacia de las medidas sociales y de salud publica o de
los medios de diagndstico, las vacunas y los tratamientos disponibles.”

(OMS, 2021)[28]

Por otra parte, las variantes de interés (Lambda y Mu): “Presentan cambios
en el genoma que, segun se ha demostrado o se prevé, afectan a caracteristicas
del virus como su transmisibilidad, la gravedad de la enfermedad que causa y su
capacidad para escapar a la accién del sistema inmunitario, ser detectado por
medios diagndsticos o ser atacado por medicamentos; y segun se ha comprobado,
dan lugar a una transmision significativa en medio extrahospitalario o causan varios
conglomerados de COVID-19 en distintos paises, con una prevalencia relativa
creciente y ocasionando nimeros cada vez mayores de casos con el tiempo, o bien
gue presentan, aparentemente, otras caracteristicas que indiquen que pueden
entrafiar un nuevo riesgo para la salud publica mundial.” (OMS, 2021)[28]

Y finalmente, las variantes bajo vigilancia (Kappa, lota, Eta, AZ.5, B.1.630,
C.1.2 y B.1640) presentan “modificaciones en el genoma que, segun se sospeche,
puedan afectar a las caracteristicas del virus y parezcan indicar que la variante
puede entrafiar riesgos en el futuro, a pesar de que no se disponga de pruebas
claras de los cambios que pueda causar en el fenotipo o en las caracteristicas
epidemioldgicas del virus y sea necesario mantener el seguimiento y continuar
estudiandola hasta que no se disponga de mas informacioén.” (OMS, 2021)[28]

También hay que decir que esta clasificacion se encuentra en constante

actualizacion, por ello, las variantes Epsilon, Zeta y Theta que anteriormente eran
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consideradas como de interés, ya no entran en ninguna de estas clasificaciones.
[28]

Otro de los sistemas de clasificacion de variantes mas importantes,
principalmente entre la comunidad cientifica y las agencias de salud publica del
mundo, es el de los linajes Pango, que permiten rastrear filogenéticamente las
mutaciones asociadas a eventos biologicos y epidemiolégicos importantes,
reflejando la historia evolutiva del virus. [30][31]

En esta clasificacién los linajes se nhombran comenzando con una letra
seguida por uno o hasta tres niumeros indo-arabigos, de manera que se pueda
hacer un seguimiento de la descendencia de los linajes. Asi es posible saber que
el linaje A.1.1 es descendiente del A.1, lo mismo que A.1.2; y se usa hasta tres
nameros, porque de existir una cuarta generacion de linajes, se cambia de letra
siguiendo la secuencia del alfabeto inglés, lo que significa que el linaje A.1.1.1.1 no
se nombra asi, sino como B.1, de igual forma A.1.1.1.2 serd B.2 y asi
sucesivamente. [31]

Finalmente, existe otro sistema de nomenclatura utilizado por la base de
datos de GISAID que agrupa a las variantes del virus en clados, que se basan en
mutaciones puntuales especificas. Estos clados son: S, V, G, GK, GH, GR, GV y

GRY. [32][33]
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iv) Mutaciones en el dominio de union a receptor de la proteina S

A pesar de poder corregir sus errores en la replicacion, el SARS-CoV-2 ha
infectado a tantas personas que, para principios de 2021 ya se habian reportado
mas de 2 500 variantes distintas y el nUmero continda en ascenso, tal como lo deja
ver el reciente descubrimiento de la variante Omicron, que fue identificada y
posteriormente dada a conocer por la OMS el pasado 26 de noviembre de 2021.
[34][35]

Esto genera interés porque, como ya se dijo, el surgimiento de variantes
puede implicar cambios en la infectividad, transmisibilidad, severidad de la
enfermedad asociada y/o escape a la respuesta inmune (0 a las vacunas).
[25][27][28] Por poner un ejemplo, en enero del 2020 aparecié la mutaciéon D614G,
gue sustituia el acido aspartico por una glicina en el residuo 614 de la proteina S
(véase la tabla 2 con las abreviaturas de una letra de los aminoacidos), lo que
permitia que se formara un puente de hidrégeno que involucra a la treonina de la
posicion 859; este simple cambio se correlaciondé con una mayor capacidad de
replicacion del virus en la traquea y la nasofaringe y aumento en la formacion de
sincitios, es decir, se incrementd la infectividad. [34] Paradojicamente, esta
mutacion también trajo consigo una mayor exposicion de epitopos en el RBD, con

lo cual, el virus se volvié mas susceptible a la neutralizacion por anticuerpos. [36]
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Tabla 2. Aminoacidos y su simbolo en la nomenclatura de una letra.

Aminoacido Simbolo

Glicina

Alanina

Valina

Leucina

Isoleucina

Serina

Treonina

Tirosina

Cisteina

Metionina

Acido aspartico

Asparagina

Acido glutamico

Glutamina

Arginina

Lisina
Histidina
Fenilalanina

Triptéfano

UE""IX”O”"ZO§O<—|V’_T_<>O

Prolina

El RBD es una region de 223 residuos localizados entre los aminoacidos 319
y 541 de la subunidad S1 de la proteina S. Es a través de esta region que el virus
reconoce de manera especifica a las células permisivas, mediante la interaccion de
alta afinidad del receptor para ECA2 humana, lo que lo vuelve un blanco ideal para
el desarrollo de vacunas y/o anticuerpos neutralizantes o alguna otra molécula
capaz de inhibir la entrada viral. [37]

En cuanto a las mutaciones de esta region, un estudio realizado por Yi
Chunyan y colaboradores en 2020, develé que los aminoacidos que aumentaban

en mayor medida la afinidad del RBD por la ECA2 humana son P499, Q493, F486,
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A475y L455, mientras que, N501, Q498, E484, T470, K452 y R439 tenian el efecto
contrario, disminuyendo la unién de la proteina S con su receptor; ademas, también
se determind que V483 y S494, pero especialmente A475 y F486 eran criticos para
el reconocimiento por el anticuerpo neutralizante HAO001 (proporcionado por
Shanghai Sanyou Biopharma), que tiene una afinidad alta por el RBD del SARS-
CoV-2. [38]

Resultados similares fueron publicados por Khan y colaboradores en 2021,
quienes usando aproximaciones biofisicas y estructurales determinaron que las
mutaciones K417T, E484K y N501Y incrementan la union del RBD con la ECA2
humana, sugiriendo ademas que, la aparicion de estos cambios es consecuencia
de la evolucion Darwiniana, misma que puede representar una amenaza para la
eficacia de las vacunas ya desarrolladas. [39] Adicionalmente, ensayos in silico
predijeron que aquellos péptidos del SARS-CoV-2 que presentaban la mutacion
N501Y tenian una baja afinidad de uniébn o directamente no se unian a las
moléculas del MHC-II, por lo que escapan a la presentacién antigénica y, por lo
tanto, se inhibe la activacion de linfocitos T CD4* y la consecuente produccion de
anticuerpos mediada por la cooperacion T-B. [40]

Otra mutacién importante en la posicion 439 es N439K, que aumenta la
afinidad del RBD por la ECA2 humana debido a la formacion de un puente salino
entre la lisina y el aminoacido E329 de la ECA2. N439K también mostr6 capacidad
para evadir la respuesta inmune mediada por anticuerpos; esto se evalué usando
sueros policlonales de 442 individuos recuperados de la enfermedad, 140

anticuerpos neutralizantes aislados de pacientes recuperados y los anticuerpos
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neutralizantes REGN10933, REGN10987, LY-CoV555 y S309, que se encuentran
aprobados o en etapas clinicas para su uso en Estados Unidos. Un efecto similar,
aunque en menor medida se encontrd para la mutacion K417V. [41]

Otro estudio publicado en 2021 por Wang y su equipo muestra que las
mutaciones K417N, E484K y N501Y expresadas de manera individual o en
combinacion, pueden reducir o abolir la actividad neutralizante de los anticuerpos
producidos por las vacunas Pfizer-BioNTech (BNT162b2) y Moderna (ARNm-1273),
a pesar de que ambas producian células B de memoria especificas para el RBD en
cantidades similares a las de los pacientes recuperados de la infeccion natural. Los
autores concluyen ademas que, el surgimiento de estas mutaciones y las que estan
por aparecer puede erosionar la eficacia de la respuesta inmune natural y la
inducida por las vacunas, lo que podria llevarnos a realizar un constante monitoreo
de la evolucién del virus para mantener actualizadas tanto las vacunas como las
posibles terapias basadas en el uso de anticuerpos monoclonales. [42]

Con estos ejemplos se puede ver que, no sélo el haplotipo de MHC de un
individuo va a afectar a su respuesta inmune frente a la infeccion por el
SARS-CoV-2, sino que también la variante que lo infecte y sus mutaciones

especificas son puntos para tener en consideracion.
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

Actualmente la identificacién de péptidos del SARS-CoV-2 que sirvan como
blanco para el desarrollo de vacunas es de gran importancia; sin embargo, no se
considera la variacibn de la respuesta inmunoldgica asociada a los alelos
especificos del MHC expresados en una poblacion determinada. Estas moléculas
tienen un papel central en la presentacion antigénica necesaria para que se monte
un proceso inmune adaptativo y, por ende, se generen anticuerpos y linfocitos T y

B efectores y de memoria.

Sabiendo ademas que los virus de ARN (como el SARS-CoV-2) tienen una
tasa de mutacion alta y dado que todo parece indicar que este nuevo coronavirus
llegd para nunca irse, existe la posibilidad de que en algiin momento las vacunas
actuales, disefiadas a partir de la cepa ancestral de Wuhan, pierdan su efectividad,
por lo cual, es necesario comenzar a pensar en el uso de herramientas que nos
permitan disefiar vacunas que ofrezcan proteccion contra las variantes circulantes

en el momento de su aplicacion.

Es por estas razones que este proyecto esta encaminado a la busqueda de
péptidos inmunogénicos del virus SARS-CoV-2 que se encuentren en las variantes
circulantes en México y que interactiien con las moléculas del MHC de clase | y |l
expresadas con mayor frecuencia en los mexicanos, de manera que puedan llegar
a tener un uso potencial en el desarrollo de una vacuna de mayor efectividad para

la poblacion mexicana.

30



HIPOTESIS

Si se conocen las mutaciones especificas presentes en el dominio de union
a receptor de la proteina S de las variantes del virus SARS-CoV-2 circulantes en
México, entonces es posible predecir in silico secuencias peptidicas inmunogénicas
gue puedan ser presentadas por las moléculas del MHC de mayor frecuencia en la

poblacién mexicana.
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OBJETIVO GENERAL

Identificar in silico péptidos inmunogénicos del dominio de unién a receptor
de la proteina S de las variantes circulantes en México del virus SARS-CoV-2 que
puedan tener un uso potencial en el desarrollo de una vacuna para poblacion

mexicana.

OBJETIVOS PARTICULARES

e Identificar los alelos del MHC de clase | y Il de mayor frecuencia en los
mexicanos mestizos.

e |dentificar las variantes del virus SARS-CoV-2 que circularon en México
entre enero y junio de 2021.

e Conocer las mutaciones especificas en el dominio de union a receptor de la
proteina S de cada variante.

e Identificar las regiones conservadas en la secuencia peptidica del dominio
de unién a receptor de la proteina S de las variantes.

e Predecir in silico péptidos inmunogénicos provenientes de las regiones
conservadas que puedan ser presentados por las moléculas del MHC de
clase | de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos.

e Predecir in silico péptidos inmunogénicos provenientes de las regiones
conservadas que puedan ser presentados por las moléculas del MHC de
clase Il de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos.

e Predecir in silico epitopos para células B en las regiones conservadas.
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METODOLOGIA
a) Identificacion de los alelos del MHC de mayor frecuencia en la poblacion
mexicana

Se utilizé la base de datos “Allele Frequency Net Database (AFND)”, que
funciona bajo la supervision de investigadores del Hospital Universitario Real de
Liverpool y la Universidad de Liverpool; fue actualizada por dltima vez en el 2020 y
se encuentra depositada en el sitio web: http://www.allelefrequencies.net [43]

AFND proporciona informacion gratuita de la frecuencia de los polimorfismos
de genes relacionados con el sistema inmune en diferentes poblaciones del mundo,
pero para los fines de esta tesis, s6lo se considerara la informacion referente a los
alelos del MHC o HLA de la poblacion de los distintos estados de la Republica
Mexicana.

Cabe mencionar que en el sitio web de AFND se encuentran dos tipos de
poblaciones mexicanas, la de los amerindios (provenientes de comunidades
indigenas) y la de los mexicanos mestizos, sin embargo, a pesar de existir muchos
estudios realizados en amerindios, los datos reportados no incluyen informacion
suficiente para poder compararse entre si, ni con los mexicanos mestizos. Por esta
razon y porque la cantidad de mexicanos mestizos supera con creces el numero de
amerindios en el pais, se decidié trabajar Unicamente con los primeros.

Ademas, es importante sefialar que la informacion presentada por AFND
esta organizada como frecuencias por alelo de diferentes subpoblaciones de cada
estado del pais, por lo cual, para conocer la frecuencia de cada alelo en cada uno

de los estados, es necesario calcular el nimero de portadores de cada alelo por
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subpoblacion, sumar los portadores de alelos idénticos y finalmente dividir el
resultado de la adicion entre el nimero total de individuos estudiados en cada
estado.
Estos calculos se realizan de la siguiente forma:

e Portadores del alelo X en la subpoblacion i = (Frecuencia de X en i)*(n;)
donde
X: Alelo que se esta analizando
i: Subpoblacion que se esté analizando

ni: Tamafio de la subpoblacion i

e Numero total de portadores del alelo X en el estado Y = Yi=1Pxi donde
X: Alelo que se esta analizando
Y: Estado que se esta analizando
n: Numero total de subpoblaciones en el estado Y

Px;: Portadores del alelo X en la subpoblacion i

e Numero total de individuos estudiados en el estado Y = Zi=1 Vi donde
Y: Estado que se esta analizando
n: Namero total de subpoblaciones en el estado Y

nyi: Tamafio de la subpoblacion i del estado Y
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e Frecuencia total del alelo X en el estado Y = (Nxy) / (Ny) donde

X: Alelo que se esta analizando
Y: Estado que se esté analizando
Nxy: NUmero total de portadores del alelo X en el estado Y

Ny: Numero total de individuos estudiados en el estado Y

Una vez hechos estos célculos para cada estado y cada alelo, es necesario
volver a ejecutar una serie de operaciones algebraicas para conocer la frecuencia
con la que se presenta cada alelo en el pais. Hay que recordar que ya se conocen
los portadores de cada alelo en cada estado, por lo que, los célculos a realizar son

los siguientes:

30
e Numero total de portadores del alelo X en el pais = 2i=1Px; donde
X: Alelo que se esté analizando

Pxi: Portadores del alelo X en el estado i

L . . 30
e Numero total de individuos estudiados en el pais = 2i=1MPi donde npi:

NUmero total de individuos estudiados en el estado i

e Frecuencia total del alelo X en el pais = (Nx) / (Np) donde
X: Alelo que se esta analizando
Nx: Numero total de portadores del alelo X en el pais

Np: Numero total de individuos estudiados en el pais
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Notese que en estos ultimos calculos se consideré como 30 el nimero total
de estados de la Republica Mexicana, esto se debe a que AFND presenta los datos
de Baja California Norte y Baja California Sur como si fuesen un solo estado; lo

mismo ocurre con la Ciudad de México y el Estado de México.

b) Identificacion de las variantes del virus SARS-CoV-2

Se consulté el repositorio GISAID (https://www.gisaid.org/), que surgié en
2008 con motivo de la sexagésima primera Asamblea Mundial de la Salud; su
objetivo fue promover el intercambio rapido de informacion de secuencias genéticas
y datos clinicos, epidemiolégicos y geogréaficos de los virus de la influenza para
ayudar a los investigadores a comprender cOmo evolucionan y se propagan durante
las epidemias y pandemias. [44][45][46] Posteriormente, el 10 de enero de 2020 se
abri6 la plataforma EpiCoV™, cuyo fin es continuar con el objetivo original de
GISAID, pero enfocandose solo en el emergente coronavirus SARS-CoV-2. [47]

Es en esta ultima plataforma donde se encuentra el sitio “Emerging
Variants”, en el que se recopilan todas las variantes del SARS-CoV-2 reportadas
desde julio del 2020, de ahi se obtuvieron los datos necesarios para la realizacion
de esta tesis. La informacién del sitio fue analizada para eliminar aquellas variantes
encontradas fuera del territorio mexicano o que no se hayan reportado durante los
primeros 6 meses del 2021.

Ademas, es necesario mencionar que, entre la informacién brindada por el

sitio se encuentran los “cambios co-ocurridos”, que son las mutaciones en la
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secuencia de aminoacidos de todas las proteinas del virus, por lo que se depuraron

para conservar solo aquellas correspondientes a la proteina S.

C) Obtencidn de secuencias peptidicas de laproteina S de las variantes
del SARS-CoV-2

Para poder determinar cuéles aminoacidos estaban conservados en todas
las variantes seleccionadas, primero fue necesario conocer la secuencia peptidica
de la proteina S de cada una de ellas.

Esta informacién también se obtuvo de EpiCoV™ vy se contrasté con las
mutaciones que ya se conocian.

Ademas, de “Official GISAID reference sequence” (también en EpiCoV™) se
extrajo la secuencia de referencia oficial (hCoV-19/Wuhan/WIV04/2019), que es
idéntica a las secuencias de los virus causantes de los primeros brotes y fue aislada
el 30 de diciembre de 2019 por el Instituto de Virologia de Wuhan a partir de una
muestra de liquido de lavado bronquioalveolar recolectado en el Hospital Wuhan

Jin Yin-Tan. [18][48]

d) Determinacion de las regiones conservadas en la secuencia
peptidica de la proteina S

Una vez conocidas las secuencias peptidicas de todas las variantes se

realizd con ellas un alineamiento multiple, para ello se utilizo el algoritmo

‘“MUSCLE”, que se encuentra integrado en el Software “Molecular Evolutionary

Genetics Analysis (MEGA-X)”, que implementa diversos métodos y herramientas

analiticas de filogendmica y filomedicina. [49] [50]
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Gracias a este alineamiento se puede visualizar cuales son los aminoacidos
gue se encuentran conservados en todas las variantes.

Hay que mencionar que la secuencia de referencia oficial de la proteina S del
SARS-CoV-2 obtenida previamente de GISAID, se encontraba reportada en
nucledtidos y el alineamiento se realiz6 en secuencias peptidicas, por lo que
primero se tuvo que reescribir en aminoacidos con la herramienta “Translate DNA

to protein and vice versa” de MEGA-X.

e) Prediccion in silico de péptidos de las regiones conservadas del RDB
de la proteina S

Para estas predicciones se utilizé el sitio web “Immune Epitope Database
and Analysis Resource (IEDB)” (http://www.iedb.org/), que es financiado por el
National Institute of Allergy and Infectious Disease y tiene como objetivo brindar un
catalogo de datos experimentales de epitopos para células By T, asi como albergar
herramientas para el andlisis y prediccién de posibles epitopos. [51]

En particular se utilizd la herramienta “Proteasomal cleavage/TAP
transport/MHC class | combined predictor”, que permite predecir la factibilidad del
procesamiento por el proteasoma, el transporte de los fragmentos peptidicos a
través de los poros TAP y la asociacién a una molécula de MHC-I. A cada uno de
estos andlisis se le asigna un valor numeérico que permite calcular una puntuacion
final; ademas, se predice una concentracion inhibitoria 50 (C150) para la interaccion

de las moléculas del MHC-I con los péptidos predichos. Ambas determinaciones
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seran necesarias para identificar a los mejores péptidos, siendo estos los que
tengan la puntuacién final mas grande y la CI150 mas pequefia.

Para realizar esta prediccion se introdujo la secuencia peptidica de las
regiones conservadas del RDB, se seleccionaron los alelos del HLA-A y HLA-B
identificados como los mas frecuentes, se especifico que el tipo de proteasoma
debia ser inmunoproteasoma y se usé la herramienta de consenso, [52] que
combina las predicciones de ANN también conocido como NetMHC (4.0) [53] [54]
[55], SMM [56] y Comblib [57].

Es necesario aclarar que los alelos presentados por AFND estan escritos en
su mayoria hasta el grupo serol6gicamente identificado (primeros digitos), pero
IEDB solicita que se ingresen hasta el subtipo (los segundos digitos), para
solucionar esto se decidi6 emplear los subtipos correspondientes que IEDB

identifica y sugiere como de mayor frecuencia.

f) Prediccion in silico de la inmunogenicidad de los complejos
pMHC-I

Una vez que se sabe cudles son los mejores fragmentos peptidicos
provenientes del procesamiento antigénico del RBD, se realiza un ensayo de
prediccion de inmunogenicidad con la herramienta “T cell class | pMHC
immunogenicity predictor” de I|EDB. Esta herramienta entiende como
inmunogenicidad a la capacidad que tienen los complejos pMHC-I de ser
reconocidos por los linfocitos T CD8*, induciendo, ademas, la activacion de estos.

Para ello el algoritmo analiza la secuencia de aminoéacidos del péptido, buscando
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principalmente residuos grandes y aromaticos, preferentemente entre las
posiciones 4y 6. [58]

En este caso, los péptidos inmunogénicos seran aquellos que tengan una
puntuacion positiva, siendo mayor su inmunogenicidad, mientras mas alta sea su

puntuacion.

g) Prediccidn in silico de péptidos de las regiones conservadas del
RDB de la proteina Sy su asociacion a las moléculas del MHC-II

A diferencia de lo que ocurri6 con los alelos del MHC-I, el analisis para los
alelos del MHC-II se hizo en dos etapas, una que permitio predecir la posibilidad de
union de péptidos con las moléculas de histocompatibilidad y otra que permitio
predecir cuales péptidos van a ser resultado de un procesamiento natural. Esto
debido a que las herramientas de prediccion no funcionan de la misma forma.

Para la primera etapa se uso la herramienta “Peptide binding to MHC class
II molecules”, acoplada al método de prediccién de consenso, que combina los
métodos NN-align, SMM-align, CombLib y Sturniolo. [53][54][55][57][59][60][61]

La herramienta esta disefiada a partir de redes neuronales entrenadas con
bibliotecas de 10 000 y 40 000 afinidades de interacciones péptido-moléculas del
MHC-II. [59][60]

Cabe sefalar que, en el caso de las moléculas de HLA-DQ, es necesario
especificar las dos cadenas y puesto que AFND s6lo nos proporciona la frecuencia
de la cadena beta (HLA-DQB1), se decidié probar con todas las cadenas alfa

(HLADQAZ1) que IEDB ofrece. Tal cosa no fue necesaria para HLA-DR, pues en
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este caso solo se solicita la cadena beta. Esto se puede deber a que la mayoria de
los datos usados por la herramienta para realizar las predicciones fueron reportados
para moléculas de HLA-DR. [59]

También es necesario mencionar que, se decidié no trabajar con los alelos
HLA-DRB1*14 y HLA-DQB1*04, porque de ambos hay 99 subtipos diferentes en

IEDB y no se sabe cuales son los mas frecuentes.

h) Prediccién in silico de péptidos resultantes del procesamiento
antigénico de las regiones conservadas del RDB de la proteina S
Esta es la segunda parte del andlisis y se realizé con la herramienta
“‘MHCIINP” de IEDB, que funciona con una red neuronal entrenada con bases de
datos de complejos pMHC-II conocidos, en los que los péptidos fueron procesados
de manera natural por células presentadoras de antigenos profesionales. [62]
En este caso no se seleccionan los alelos especificos, pero la informacion
gue se proporciona es de gran utilidad en combinacion con el ensayo anterior, en

el cual si era posible.

i) Prediccién in silico de lainmunogenicidad de péptidos que pueden ser
presentados en moléculas del MHC-II

Para realizar esta prediccion se empled la herramienta “CD4 T cell

immunogenicity prediction” de IEDB, que funciona con una red neuronal entrenada

con conjuntos bien caracterizados de epitopos inmunogénicos dominantes en

poblaciones humanas de todo el mundo. Esta herramienta ademas distingue
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secuencias de péptidos potencialmente inmunogénicos, independientemente de la
molécula de MHC de clase Il a la que estén asociados. [63]

Adicionalmente, se compararon los resultados con los de otro ensayo
realizado en VaxiJen v2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/vaxijen), un servidor de
prediccién de antigenos protectores, que se basa Unicamente en las propiedades
fisicoquimicas. Este servidor fue modelado a partir de sets de 100 antigenos

conocidos y 100 moléculas no antigénicas. [64][65]

j) Prediccién in silico de epitopos lineales para células B en las regiones
conservadas del RDB de la proteina S

Para la prediccién de posibles epitopos lineales de células B se utilizé la

herramienta “Prediction of linear epitopes from protein sequence”, que contiene

diversas metodologias, de las cuales se usaron 3: Bepipred Linear Epitope

Prediction 2.0, Emini Surface Accessibility Prediction y Kolaskar & Tongaonkar

Antigenicity.

Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0 funciona con un algoritmo entrenado
con datos de epitopos derivados de estructuras cristalinas. Es presumiblemente el
método de prediccibn mas completo de entre todos los que ofrece Prediction of
linear epitopes from protein sequence, ya que considera volumen, hidrofobicidad,
polaridad, accesibilidad superficial relativa y estructura secundaria. [66]

Emini Surface Accessibility Prediction por su parte, usa una metodologia
descrita en 1985 para la prediccion de aminodacidos presentes en la superficie de
una proteina. [67]
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Mientras que, Kolaskar & Tongaonkar Antigenicity predice la existencia de
determinantes antigénicos usando informacién de las propiedades fisicoquimicas
de sus aminoacidos y la frecuencia con que estos se presentan en epitopos
conocidos. [68]

Para las tres metodologias se introdujo la secuencia de referencia oficial de
la proteina S completa, esto debido a que en las tres se requiere primero predecir
la estructura tridimensional.

Ademas, también se predijeron posibles epitopos lineales con la herramienta
“ElliPro”, que se utiliza en la prediccion de epitopos a partir de la estructura
tridimensional de las proteinas [69], por ello, a diferencia de la herramienta anterior
(Prediction of linear epitopes from protein sequence) no funciona con la secuencia
peptidica, sino que hay que ingresar un ID de Protein Data Bank (PDB). En este
caso la proteina seleccionada fue la especificada como 7BNN. Se escogi6 esta
proteina porque tenia la mejor resolucién y al realizar el alineamiento en MEGA-X
de su secuencia peptidica con la secuencia de referencia de la proteina S, se
encontré que excepto por la mutacion D614G, todos los aminoacidos de 7BNN eran
idénticos a los de la secuencia de referencia y el RBD estaba integro.

ElliPro obtuvo el mejor desempefio al ser comparada con otros seis métodos
basados en la estructura tridimensional que pueden ser usados para la prediccion
de epitopos. [69]

Hay que mencionar que como se introdujeron la secuencia y la estructura de
la proteina completa, después se tuvo que buscar cuales de los epitopos predichos

se encontraban en las regiones conservadas.
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k) Prediccion in silico de epitopos conformacionales para células B en las

regiones conservadas del RDB de la proteina S

Nuevamente se hizo la prediccion con ElliPro y la proteina 7BNN del PDB.
Esto se debe a que la herramienta esta disefiada para predecir tanto epitopos
lineales como conformacionales.

Ademas, también se uso el servidor “CBTOPE” encontrado en el sitio web:
http://crdd.osdd.net/raghava/cbtope/

CBTOPE predice epitopos conformacionales a partir de la secuencia
peptidica de una proteina sin necesidad de conocer su estructura tridimensional.
Puede hacer tal cosa gracias a que fue disefiado a partir de perfiles de composicion
de patrones y perfiles fisicoquimicos de patrones, lo que le ha permitido alcanzar
una precision del 86.59 %, que es comparable a la de los métodos de prediccion
basados en estructuras tridimensionales. [70]

La secuencia introducida en CBTOPE fue la secuencia de referencia oficial

de la proteina S.
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RESULTADOS
a) Alelos del MHC-1 de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos
Para facilitar el trabajo con los datos de AFND se us6 un codigo de colores
para definir rangos de frecuencias (tabla 3) y se dividio al territorio mexicano en

cinco regiones geograficas: Noreste, Noroeste, Occidente, Centro y Sureste.

Tabla 3. Cddigo de colores usado para todas las tablas de frecuencias
de alelos del MHC.

<0.1000

20.1000, <0.2000
20.2000, <0.3000
20.3000, <0.4000
20.4000, <0.5000
20.5000, <0.6000
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i) Alelos del HLA-A de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos

Tabla 4. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-A en mexicanos

mestizos residentes en la region Noreste de la Republica Mexicana.

Noreste
Alelo Aguascalientes| Coahuila | Nuevo Ledn San Luis Tamaulipas
Potosi

A*01 0.0900 0.0700 0.0352 0.0432 0.0903
A*02

A*03 0.0370 0.0614 0.0704 0.0343 0.0236
A*11 0.0420 0.0298 0.0510 0.0559 0.0473
A*23 0.0160 0.0253 0.0206 0.0557 0.0372
A*24 0.1530 0.1593 0.1750 0.1240 0.1841
A*25 0.0053 0.0183 0.0088 0.0044 0.0236
A*26 0.0053 0.0275 0.0090 0.0260 0.0237
A*29 0.0053 0.0421 0.0261 0.0388 0.0101
A*30 0.0320 0.0317 0.0299 0.0215 0.0372
A*31 0.0530 0.0485 0.0820 0.0725 0.0439
A*32 0.0210 0.0148 0.0098 0.0089 0.0135
A*33 0.0370 0.0284 0.0176 0.0213 0.0101
A*34 0.0053 0.0051 0.0000 0.0000 0.0000
A*36 0.0053 0.0029 0.0000 0.0000 0.0000
A*43 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
A*66 0.0053 0.0036 0.0007 0.0215 0.0000
A*68 0.0840 0.0986 0.1101 0.1493 0.1208
A*69 0.0053 0.0029 0.0000 0.0000 0.0000
A*74 0.0000 0.0065 0.0015 0.0044 0.0169
A*80 0.0000 0.0037 0.0066 0.0000 0.0000
N 95 684 665 117 148

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 5. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-A en mexicanos mestizos
residentes en laregion Noroeste de la Republica Mexicana.

Noroeste
Alelo Baja California Chihuahua Durango Sinaloa Sonora Zacatecas
Norte/Sur
A*01 0.0681
A*02
A*03
A*11 ).04
A*23 j ).018¢ | 00205 | 00221 | 00074 | 090 | 00285 |
A*24
A*25 | 00111 | 00052 | 00083 | 00030 | 00109 |
A*29
A*30
A*31
A*32 _ i
A*33 ( ) ).0513 :
A*34 ).006( | 00027 | 00031 | 00029 | 00000 | 0.00:
A*36 0.0000 | 00037 | 00000 | 00059 | 0.0000 | 0.0033
A*43 0.0000 | 00000 | 00010 | 00000 | 0.0000 | 0.0000 |
A*66 ).01C | 00056 | 00095 | 00059 | 0044 | 0.0054
A*68 | 01421 | 00892 | 00994 | 00820 [ 00951 | 01110 |
A*69 | ).0040 0.0027 | 00031 | 00029 | 00029 | 00044 |
A*74 ' | o | 00010 | )¢ 0.0061 | ;
A*80 0.0000 047 J)010 | 0.0000 0.0000 0.0000
N 250 549 479 342 340 453

N: NUumero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 6. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-A en mexicanos mestizos

residentes en la region Occidente de la Republica Mexicana.

Occidente
Alelo Colima Guanajuato Jalisco Michoacan Nayarit Querétaro

A*01 0.0482 0.0663 0.0648 0.0677 0.0404 0.0342
A*02 0.2831 0.2981 0.2572

A*03 0.0477 0.0381 0.0551 0.0427 0.0368 0.0452
A*11 0.0334 0.0421 0.0514 0.0486 0.0557 0.0457
A*23 0.0140 0.0269 0.0251 0.0242 0.0190 0.0059
A*24 0.1568 0.1556 0.1577 0.1651 0.1739 0.2103
A*25 0.0000 0.0170 0.0097 0.0060 0.0031 0.0115
A*26 0.0143 0.0271 0.0288 0.0253 0.0341 0.0281
A*29 0.0333 0.0455 0.0383 0.0297 0.0188 0.0626
A*30 0.0618 0.0400 0.0371 0.0409 0.0405 0.0452
A*31 0.0571 0.0665 0.0582 0.0630 0.0777 0.0511
A*32 0.0045 0.0113 0.0210 0.0223 0.0220 0.0059
A*33 0.0094 0.0211 0.0272 0.0228 0.0248 0.0169
A*34 0.0000 0.0019 0.0032 0.0000 0.0000 0.0000
A*36 0.0048 0.0000 0.0010 0.0000 0.0031 0.0000
A*43 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
A*66 0.0000 0.0019 0.0051 0.0080 0.0060 0.0000
A*68 0.1910 0.1234 0.1246 0.1224 0.1677 0.1137
A*69 0.0000 0.0096 0.0029 0.0010 0.0096 0.0000
A*74 0.0000 0.0019 0.0032 0.0121 0.0095 0.0000
A*80 0.0140 0.0000 0.0024 0.0000 0.0000 0.0000
N 104 262 2046 498 161 88

N: Nimero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 7. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-A en mexicanos mestizos

residentes en la region Centro de la Republica Mexicana.

Centro
Alelo CDMX/Estado de Hidalgo Morelos Puebla Tlaxcala
México

A*01 0.0444 0.0615 0.0625 0.0322 0.0402
A*02
A*03 0.0373 0.0326 0.0266 0.0282 0.0215
A*11 0.0295 0.0325 0.0403 0.0212 0.0089
A*23 0.0149 0.0291 0.0267 0.0136 0.0059
A*24 0.1685 0.1516 0.1606 0.1961 0.1938
A*25 0.0066 0.0041 0.0000 0.0087 0.0059
A*26 0.0169 0.0041 0.0045 0.0148 0.0121
A*29 0.0224 0.0207 0.0221 0.0193 0.0187
A*30 0.0306 0.0206 0.0581 0.0273 0.0202
A*31 0.0601 0.0492 0.0936 0.0682 0.0533
A*32 0.0074 0.0120 0.0088 0.0147 0.0097
A*33 0.0150 0.0325 0.0088 0.0168 0.0099
A*34 0.0027 0.0000 0.0046 0.0031 0.0025
A*36 0.0039 0.0000 0.0088 0.0005 0.0005
A*43 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
A*66 0.0042 0.0000 0.0000 0.0029 0.0010
A*68 0.1509 0.1438 0.1076 0.1711 0.1858
A*69 0.0005 0.0000 0.0134 0.0007 0.0010
A*74 0.0017 0.0000 0.0000 0.0017 0.0005
A*80 0.0007 0.0041 0.0000 0.0007 0.0000
N 2045 122 112 2926 1011

N: NUumero total de individuos estudiados en el estado.

49



Tabla 8. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-A en mexicanos mestizos
residentes en la region Sureste de la Republica Mexicana.

Sureste
Alelo Campeche| Chiapas | Guerrero | QOaxaca | Quintana | Tabasco | Veracruz | Yucatdn
Roo

A*01 0,0865 0,0346 0,0210 0,0331 0,0356 0,0536 0,0532 0,0456
A*02 0,2466 0,2300 0,2077
A*03 0,0492 0,0486 0,0350 0,0239 0,0356 0,0354 0,0328 0,0317
A*11 0,0122 0,0231 0,0210 0,0122 0,0051 0,0224 0,0150 0,0302
A*23 0,0000 0,0147 0,0100 0,0099 0,0356 0,0315 0,0225 0,0170
A*24 0,1726 0,1949 0,1840 0,1892 0,1791 0,1606 0,1566 0,1801
A*25 0,0000 0,0147 0,0210 0,0047 0,0151 0,0067 0,0058 0,0015
A*26 0,0064 0,0203 0,0210 0,0191 0,0000 0,0249 0,0179 0,0290
A*29 0,0434 0,0286 0,0420 0,0237 0,0458 0,0401 0,0266 0,0152
A*30 0,0307 0,0232 0,0380 0,0229 0,0100 0,0202 0,0363 0,0167
A*31 0,0620 0,0519 0,0630 0,0628 0,1022 0,0846 0,0734 0,1022
A*32 0,0307 0,0112 0,0069 0,0031 0,0408 0,0227 0,0167 0,0152
A*33 0,0063 0,0232 0,0170 0,0198 0,0100 0,0044 0,0168 0,0182
A*34 0,0000 0,0029 0,0035 0,0039 0,0051 0,0000 0,0041 0,0000
A*36 0,0064 0,0000 0,0000 0,0016 0,0000 0,0000 0,0033 0,0031
A*43 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000
A*66 0,0000 0,0119 0,0035 0,0016 0,0000 0,0070 0,0046 0,0015
A*68 0,2163 0,1752 0,1420 0,1744 0,2451 0,1761 0,1489 0,2791
A*69 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0000 0,0004 0,0031
A*74 0,0307 0,0000 0,0035 0,0032 0,0049 0,0088 0,0083 0,0031
A*80 0,0000 0,0000 0,0000 0,0008 0,0000 0,0000 0,0004 0,0000
N 81 173 144 636 98 224 1197 324

: NUmero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 9. Frecuencia calculada de alelos de HLA-A en mexicanos mestizos

en la Republica Mexicana.

Alelo Frecuencia
A*01 0,0507
At02  [N0,33600
A*03 0,0422
A*11 0,0322
A*23 0,0187
A*24 0,1715
A*25 0,0082
A*26 0,0208
A*29 0,0283
A*30 0,0323
A*31 0,0648
A*32 0,0146
A*33 0,0199
A*34 0,0027
A*36 0,0017
A*43 0,0000
A*66 0,0041
A*68 0,1447
A*69 0,0017
A*74 0,0036
A*80 0,0013
N 16 343

En negritas se encuentran los tres alelos mas frecuentes. N: Namero total de

individuos estudiados en el pais.
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ii) Alelos del HLA-B de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos

Tabla 10. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-B en mexicanos

mestizos residentes en la region Noreste de la Republica Mexicana.

81

00000

00000

00000

850t8 |

9708
ET0F.8
80:0%.8 |

ugajonany | ejyeo) |sayualjeasensy

sedinewe|

S0-0v-8

€0:0%.8
0098
10:0v-8

6€:8
8¢.89
Le.8
SE«8
7.8
81.8
0ESI-8
L[1-ST.8
91-61.8
S161.8
OT-51.48

simues | upajoslnp | ejnyeo) | s3jusseasendy

00000 00000
00000 00000
0000°0 0000°0
150104
sedynewsey | sijues
asaleN

315310N

60°5T.8
SOST.8
€0°ST.8
0sL.8
T0°SI=8
W0vial
T0:7T.8
£1.8
10.8

opaly

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.

52



Tabla 11. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-B en mexicanos

mestizos residentes en la region Noroeste de la Republica Mexicana.
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Tabla 12. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-B en mexicanos

mestizos residentes en la region Occidente de la Republica Mexicana.
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Tabla 13. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-B en mexicanos

mestizos residentes en la region Centro de la Republica Mexicana.
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Tabla 14. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-B en mexicanos

mestizos residentes en laregion Sureste de la Republica Mexicana.
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N: Nimero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 15. Frecuencia calculada de alelos de HLA-B en mexicanos
mestizos en la Republica Mexicana.

Alelo Frecuencia Alelo Frecuencia
B*07 0.0425 | B*40:05 0.0102
B*08 0.0263 B*40:07 0.0001
B*13 0.0105 B*40:08 0.0023
B*14:01 0.0062 B*40:09 0.0001
B*14:02 0.0310 B*40:10 0.0001
B*15:01 0.0456 B*40:11 0.0001
B*15:02 0.0014 B*40:14 0.0001
B*15:03 0.0073 B*40:20 0.0001
B*15:05 0.0033 B*40:26 0.0001
B*15:07 0.0001 B*40:27 0.0002
B*15:08 0.0001 B*40:71 0.0001
B*15:09 0.0013 B*41 0.0133
B*15:10 0.0023 B*42 0.0049
B*15:13 0.0002 |B*44 0.0547
B*15:15 0.0078 B*45 0.0127
B*15:16 0.0018 B*46 0.0004
B*15:17 0.0020 B*47 0.0015
B*15:18 0.0001 B*48 0.0370
B*15:24 0.0001 ([B*49 0.0179
B*15:29 0.0001 B*50 0.0095
B*15:30 0.0008 B*51 0.0554
B*15:31 0.0003 B*52 0.0296
B*15:39 0.0001 B*53 0.0122
B*15:48 0.0001 B*54 0.0002
B*15:56 0.0001 B*55 0.0065
B*18 0.0284 B*56 0.0017
B*27 0.0153 | B*57 0.0115
B*35 0.2058 |B*58 0.0075
B*37 0.0047 B*59 0.0001
B*38 0.0134 (B*67 0.0001
B*39 0.1630 B*73 0.0006
B*40:01 0.0079 B*78 0.0008
B*40:02 0.0769 B*81 0.0008
B*40:03 0.0002 B*82 0.0001
B*40:04 0.0001 N 16374

En negritas se encuentran los tres alelos mas frecuentes. N: Numero total de

individuos estudiados en el pais.
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b) Alelos del MHC-Il de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos

Para facilitar el trabajo con los datos de AFND se usé el mismo cédigo de

colores de la tabla 3 y se dividi6 al territorio mexicano en las regiones geograficas:

Noreste, Noroeste, Occidente, Centro y Sureste.

i) Alelos del HLA-DQB1 de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos

Tabla 16. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DQB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Noreste de la Republica Mexicana.

Noreste
Alelo Aguascalientes| Coahuila | Nuevo Ledn San Luis Tamaulipas
Potosi

DQB1*02 0.1740 0.1341 0.1131 0.1194 0.0811
DQB1*03:01 0.2110 0.2035 0.2477 0.2053 0.2246
DQB1*03:02 0.2370 0.2481 0.2361 0.2262 0.2653
DQB1*03:03 0.0053 0.0266 0.0091 0.0133 0.0101
DQB1*03:04 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DQOB1*04 0.1680 0.1685 0.1836 0.2349 0.1748
DQB1*05 0.1000 0.1049 0.0997 0.1322 0.1039
DQB1*06 0.1050 0.1143 0.1108 0.0687 0.1411
N 95 684 665 117 148

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.

Tabla 17. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DQB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Noroeste de la Republica Mexicana.

Noroeste
Alelo Baja California Chihuahua Durango Sinaloa Sonora Zacatecas
Norte/Sur
DQB1*02 0.1300 0.1752 0.1421 0.1801 0.1368 0.1419
DQB1*03:01 0.1780 0.2112 0.2292 0.1767 0.1630 0.2051
DQB1*03:02 0.2720 0.2326 0.2849 0.2569 0.2662 0.2403
DQB1*03:03 0.0160 0.0154 0.0126 0.0178 0.0134 0.0165
DQB1*03:04 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DQB1*04 0.1340 0.1190 0.1099 0.0672 0.1166 0.1542
DQB1*05 0.1161 0.0932 0.0995 0.1378 0.1558 0.1253
DQB1*06 0.1539 0.1534 0.1217 0.1635 0.1482 0.1168
N 250 549 479 342 340 453

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 18. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DQB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Occidente de la Republica Mexicana.

Occidente
Alelo Colima Guanajuato Jalisco Michoacan Nayarit Querétaro
DQOB1*02 0.1281 0.1465 0.1502 0.1259 0.1181 0.1650
DQB1*03:01| 0.2284 0.1957 0.2030 0.1841 0.2173 0.1421
DaB1*03:02 [IN0SS30NN| 02700 | 02421 | 02623 | 0.2919
DQB1*03:03 0.0000 0.0113 0.0155 0.0130 0.0160 0.0000
DQB1*03:04 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DQB1*04 0.0525 0.1617 0.1388 0.1601 0.1085 0.1193
DQB1*05 0.1761 0.1160 0.1217 0.1398 0.1426 0.1193
DQB1*06 0.0810 0.0987 0.1286 0.1148 0.1056 0.0910
N 104 262 2046 498 161 88

N: NUumero total de individuos estudiados en el estado.

Tabla 19. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DQB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Centro de la Republica Mexicana.

Centro
Alelo CDMX/Estado de Hidalgo Morelos Puebla Tlaxcala
Meéxico

DQB1*02 0.1022 0.1270 0.1741 0.0832 0.0596
DQB1*03:01 0.2281 0.2172 0.1871 0.2764 0.2558
DQB1*03:02 0.2947 0.2787
DQB1*03:03 0.0097 0.0081 0.0045 0.0148 0.0102
DQB1*03:04 0.0015 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DQB1*04 0.1836 0.2132 ‘ 0.1606 0.1988 0.2277
DQB1*05 0.0826 0.0657 0.0759 0.0784 0.0647
DQB1*06 0.0833 0.0741 0.0227 0.0697 0.0654
N 2045 122 112 2926 1011

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 20. Frecuencias calculadas de alelos de HLA DQB1 en mexicanos
mestizos residentes en laregion Sureste de la Republica Mexicana.

Sureste
Alelo Campeche Chiapas Guerrero Oaxaca Quintana Tabasco Veracruz Yucatan
Roo

DQB1*02 0.0867 0.0780 0.1080 0.0952 0.1328 0.0960 0.0865 0.0746
DQB1*03:01| 0.2220 0.1979 0.2500 0.2741 0.1682 0.1786 0.2223 0.2007
DQB1*03:02 0.2992
DQB1*03:03 0.0371 0.0147 0.0100 0.0092 0.0000 0.0092 0.0116 0.0123
DQB1*03:04 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0022 0.0008 0.0000
DQB1*04 0.0620 0.1122 0.1290 0.1758 0.1837 0.1074 0.1507 0.1168
DQB1*05 0.0801 0.1095 0.0830 0.0833 0.1021 0.0779 0.1014 0.0773
DQB1*06 0.0984 0.0914 0.0900 0.0632 0.0356 0.1161 0.0946 0.0792
N 81 173 144 636 98 224 1197 324

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.

Tabla 21. Frecuencia calculada de alelos de HLA-DQB1 en mexicanos
mestizos en la Republica Mexicana.

Alelo Frecuencia
DQB1*02 0.1124
DQB1*03:01| 0.2273
DQB1*03:02| 0.2870
DQB1*03:03 0.0132
DQB1*03:04 0.0003
DQB1*04 0.1635
DQB1*05 0.0982
DQB1*06 0.0982
N 16374

En negritas se encuentran los tres alelos méas frecuentes. N: Namero total de

individuos estudiados en el pais.
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ii) Alelos del HLA-DRB1 de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos

Tabla 22. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DRB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Noreste de la Republica Mexicana.

Noreste
Alelo Aguascalientes| Coahuila | Nuevo Ledn San Luis Tamaulipas
Potosi
DRB1*01 0.0470 0.0573 0.0442 0.0986 0.0473
DRB1*01:03 0.0160 0.0044 0.0115 0.0086 0.0101
DRB1*03:01 0.0790 0.0668 0.0449 0.0725 0.0203
DRB1*03:02 0.0053 0.0022 0.0087 0.0044 0.0270
DRB1*03:07 0.0000 0.0008 0.0000 0.0000 0.0000
DRB1*04 0.2740 0.2551 0.2514 0.2306 0.2956
DRB1*07 0.0950 0.0724 0.0733 0.0470 0.0575
DRB1*08 0.1680 0.1708 0.1755 0.2349 0.1343
DRB1*09 0.0000 0.0132 0.0007 0.0044 0.0034
DRB1*10 0.0000 0.0109 0.0139 0.0211 0.0338
DRB1*11 0.0370 0.0825 0.0685 0.0901 0.0735
DRB1*12 0.0160 0.0116 0.0091 0.0000 0.0034
DRB1*13 0.0740 0.0651 0.0552 0.0475 0.0734
DRB1*14 0.0950 0.0971 0.1190 0.0515 0.0870
DRB1*15 0.0470 0.0611 0.0738 0.0259 0.0735
DRB1*16 0.0470 0.0306 0.0521 0.0641 0.0608
N 95 684 665 117 148

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 23. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DRB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Noroeste de la Republica Mexicana.

Noroeste
Alelo Baja California Chihuahua Durango Sinaloa Sonora Zacatecas
Norte/Sur
DRB1*01 0.0781 0.0568 0.0540 0.0817 0.0794 0.0755
DRB1*01:03 0.0039 0.0054 0.0072 0.0029 0.0122 0.0011
DRB1*03:01 0.0639 0.0760 0.0760 0.0632 0.0410 0.0558
DRB1*03:02 0.0141 0.0054 0.0020 0.0000 0.0059 0.0110
DRB1*03:07 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DRB1*04 0.2759 0.2460 0.2600 0.2823 0.2455
DRB1*07 0.0760 0.0938 0.0654 0.1053 0.1011 0.0904
DRB1*08 0.1280 0.1215 0.1025 0.0777 0.1161 0.1539
DRB1*09 0.0020 0.0128 0.0093 0.0176 0.0044 0.0088
DRB1*10 0.0020 0.0100 0.0116 0.0203 0.0163 0.0165
DRB1*11 0.0741 0.0671 0.0972 0.0920 0.0707 0.0796
DRB1*12 0.0080 0.0109 0.0062 0.0029 0.0014 0.0033
DRB1*13 0.0761 0.0776 0.0791 0.0951 0.0663 0.0754
DRB1*14 0.0801 0.1022 0.0925 0.0689 0.1010 0.1029
DRB1*15 0.0879 0.0874 0.0531 0.0933 0.0839 0.0451
DRB1*16 0.0301 0.0272 0.0424 0.0191 0.0180 0.0351
N 250 549 479 342 340 453

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.

Tabla 24. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DRB1 en mexicanos

mestizos residentes en la region Occidente de la Republica Mexicana.

Occidente

Alelo Colima Guanajuato Jalisco Michoacan Nayarit Querétaro
DRB1*01 0.1283 0.0530 0.0771 0.0791 0.0838 0.0620
DRB1*01:03| 0.0000 0.0116 0.0059 0.0050 0.0060 0.0000
DRB1*03:01| 0.0661 0.0609 0.0632 0.0543 0.0620 0.0909
DRB1*03:02| 0.0048 0.0112 0.0071 0.0060 0.0062 0.0000
DRB1*03:07| 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DRB1*04 0.2909 0.2554 0.2796
DRB1*07 0.0477 0.0741 0.0852 0.0770 0.0495 0.0682
DRB1*08 0.0477 0.1481 0.1336 0.1531 0.1054 0.1134
DRB1*09 0.0000 0.0096 0.0125 0.0050 0.0031 0.0059
DRB1*10 0.0192 0.0192 0.0119 0.0232 0.0152 0.0227
DRB1*11 0.0336 0.0914 0.0691 0.0670 0.0718 0.0569
DRB1*12 0.0287 0.0076 0.0081 0.0090 0.0160 0.0000
DRB1*13 0.1048 0.0456 0.0810 0.0689 0.0963 0.0454
DRB1*14 0.1144 0.0874 0.0777 0.0788 0.0810 0.0628
DRB1*15 0.0146 0.0570 0.0693 0.0677 0.0465 0.0626
DRB1*16 0.0475 0.0325 0.0430 0.0262 0.0530 0.0401
N 104 262 2046 498 161 88

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 25. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DRB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Centro de la Republica Mexicana.

Centro
Alelo CDMX/Estado de Hidalgo Morelos Puebla Tlaxcala
México

DRB1*01 0.0487 0.0491 0.0494 0.0459 0.0289
DRB1*01:03 0.0054 0.0000 0.0000 0.0005 0.0000
DRB1*03:01 0.0470 0.0291 0.0671 0.0275 0.0276
DRB1*03:02 0.0005 0.0000 0.0000 0.0016 0.0034
DRB1*03:07 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DRB1*04 0.2987
DRB1*07 0.0575 0.0900 0.1070 0.0567 0.0340
DRB1*08 0.1800 0.2009 0.1739 0.1852 0.2170
DRB1*09 0.0044 0.0160 0.0000 0.0121 0.0064
DRB1*10 0.0081 0.0082 0.0090 0.0097 0.0100
DRB1*11 0.0409 0.0371 0.0450 0.0420 0.0359
DRB1*12 0.0102 0.0166 0.0000 0.0038 0.0044
DRB1*13 0.0474 0.0577 0.0579 0.0359 0.0401
DRB1*14 0.1149 0.1187 0.0667 0.1420 0.1451
DRB1*15 0.0525 0.0532 0.0132 0.0487 0.0427
DRB1*16 0.0606 0.0160 0.0315 0.0895 0.0774
N 2045 122 112 2926 1011

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.

Tabla 26. Frecuencias calculadas de alelos de HLA-DRB1 en mexicanos
mestizos residentes en la region Sureste de la Republica Mexicana.

Sureste
Alelo Campeche Chiapas Guerrero Oaxaca Quintana Tabasco Veracruz Yucatén
Roo

DRB1*01 0.0557 0.0542 0.0350 0.0330 0.0407 0.0316 0.0536 0.0381
DRB1*01:03| 0.0064 0.0000 0.0035 0.0008 0.0103 0.0044 0.0384 0.0015
DRB1*03:01| 0.0491 0.0343 0.0310 0.0345 0.0357 0.0382 0.0818 0.0303
DRB1*03:02 0.0000 0.0000 0.0000 0.0015 0.0100 0.0136 0.0066 0.0000
DRB1*03:07 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000 0.0000
DRB1*04
DRB1*07 0.0799 0.0577 0.0800 0.0468 0.0715 0.0603 0.0553 0.0505
DRB1*08 0.0741 0.1037 0.1290 0.1472 0.1276 0.0916 0.1371 0.0986
DRB1*09 0.0122 0.0000 0.0035 0.0193 0.0102 0.0022 0.0059 0.0031
DRB1*10 0.0064 0.0287 0.0140 0.0176 0.0152 0.0111 0.0151 0.0108
DRB1*11 0.0617 0.0491 0.0490 0.0444 0.0611 0.0445 0.0489 0.0669
DRB1*12 0.0371 0.0115 0.0140 0.0047 0.0051 0.0088 0.0054 0.0061
DRB1*13 0.0307 0.0486 0.0590 0.0546 0.0256 0.0622 0.0457 0.0441
DRB1*14 0.0988 0.1006 0.0800 0.1166 0.0920 0.1115 0.0809 0.1061
DRB1*15 0.0682 0.0492 0.0730 0.0446 0.0358 0.0647 0.0479 0.0578
DRB1*16 0.0249 0.0407 0.0900 0.1077 0.0205 0.0404 0.0556 0.0230
N 81 173 144 636 98 224 1197 324

N: Numero total de individuos estudiados en el estado.
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Tabla 27. Frecuencia calculada de alelos de HLA-DRB1 en mexicanos
mestizos en la Republica Mexicana.

Alelo Frecuencia
DRB1*01 0.0551
DRB1*01:03 0.0066
DRB1*03:01 0.0500
DRB1*03:02 0.0043
DRB1*03:07 0.0000
DRB1*04
DRB1*07 0.0664
DRB1*08 0.1551
DRB1*09 0.0086
DRB1*10 0.0125
DRB1*11 0.0572
DRB1*12 0.0072
DRB1*13 0.0569
DRB1*14 0.1066
DRB1*15 0.0573
DRB1*16 0.0562
N 16374

En negritas se encuentran los tres alelos mas frecuentes. N: Numero total de

individuos estudiados en el pais.
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c) Variantes del virus SARS-CoV-2

Tabla 28. Resumen de las variantes del virus SARS-CoV-2 depositadas en
GISAID y reportadas en México entre enero y junio del 2021.

Clado| Linaje | Nombre OMS | # de genomas | # de variantes
G B.1 - 183 10
B.1.551 - 6 1
B.1.243 - 10 2
B.1.617.2 | Delta 3 1
B.1.525 Eta 56 1

GH |B.1.429 |Epsilon 37 4
B.1.2 - 2 1
B.1.351 Beta 43 5
B.1.621 Mu 14 3

GR B.1.1.519 | - 527 47
B.1.1.222 | - 10 3
B.1.596 - 5 1
B.1.177.51 - 8 1

C.37 Lambda 88 1
B.1.1.318 | - 1 1

GRY |B.1.1.7 Alfa 4 2
997 84

Se analizaron 997 genomas y 84 variantes diferentes. La
variantes no tienen un nombre asignado por la OMS debido a que no cubren los
criterios para su clasificacion. En la dltima columna se observa que en algunos casos
existe mas de una variante con el mismo nombre, esto ocurre porque los genomas

reportados

tienen mutaciones adicionales a

las caracteristicas del

mayoria de estas

linaje

correspondiente que no son suficientes para ser clasificadas en un linaje diferente.

d) Regiones constantes en el RBD de la proteina S de las variantes

Tabla 29. Regiones constantes en el RBD de la proteina S de las variantes
del virus SARS-CoV-2 reportadas en México entre enero y junio de 2021.

Region Posicién Posicién Secuencia Nimero de

constante | de inicio | de término aminoacidos

1 319 402 | RVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVADY 84
SVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVI

2 404 480 | GDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGN 77

YNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPC

3 482 484 | GVE 3

4 486 489 | FNCY 4

5 491 502 | PLQSYGFQPTNG 12

6 504 518 | GYQPYRVVVLSFELL 15

7 520 541 | APATVCGPKKSTNLVKNKCVNF 22

Estas regiones fueron obtenidas a partir de un alineamiento multiple entre todas
las secuencias peptidicas de la proteina S de las variantes y la cepa ancestral de

referencia.

65



e) Péptidos de las regiones conservadas del RBD procesados y presentados

en moléculas del MHC-l de mexicanos mestizos

i) Péptidos presentados en moléculas del HLA-A de mexicanos
mestizos

Se obtuvo un total de 5 536 péptidos diferentes, no obstante, a continuacion,
sélo se muestran aquellos que tuvieron una puntuacion total positiva y que, por ende,
pueden ser resultado del procesamiento antigénico de las regiones constantes
conocidas y tienen cierta afinidad por las moléculas del HLA-A de mayor frecuencia

en los mexicanos mestizos.
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Tabla 30. Péptidos resultantes del procesamiento antigénico de las
regiones constantes con afinidad por las moléculas del HLA-A de mayor
frecuencia en mexicanos mestizos.

Alelo de MHC-I Péptido Region constante | Longitud del | Puntuacién | MHC MHC
de la que péptido Total CI50 CI50/Puntuacién
proviene Total

HLA-A*24:02 LYNSASFSTF 1 10 1.53 9.8 6.41
HLA-A*24:02 VLYNSASFSTF 1 11 0.48| 121.5 253.13
HLA-A*24:02 CFTNVYADSF 1 10 0.28 178 635.71
HLA-A*24:02 SVLYNSASFSTF 1 12 0.22| 186.8 849.09
HLA-A*24:02 RFPNITNLCPF 1 11 0.17 138.6 815.29
HLA-A*24:02 DYSVLYNSASFSTF 1 14 0.08 247 3087.50
HLA-A*24:02 YSVLYNSASFSTF 1 13 0.04| 233.3 5832.50
HLA-A*02:02 KLNDLCFTNVY 1 11 0.39| 449.6 1152.82
HLA-A*02:02 KLNDLCFTNV 1 10 0.32 8.9 27.81
HLA-A*02:01 KLNDLCFTNVY 1 11 0.2| 6934 3467.00
HLA-A*02:01 KLNDLCFTNV 1 10 0.13 13.9 106.92
HLA-A*68:01 CVADYSVLY 1 9 0.95 87.3 91.89
HLA-A*68:01 FASVYAWNR 1 9 0.72 8.3 11.53
HLA-A*68:01 SVYAWNRKR 1 9 0.65 14.3 22.00
HLA-A*68:01 NSASFSTFK 1 9 0.54 3.9 7.22
HLA-A*68:01 NCVADYSVLY 1 10 0.51| 226.3 443.73
HLA-A*68:02 EVFNATRFASVY 1 12 0.23| 394.1 1713.48
HLA-A*68:01 YNSASFSTFK 1 10 0.16 7.8 48.75
HLA-A*68:02 NVYADSFVI 1 9 0.07 34.9 498.57
HLA-A*68:02 EVFNATRFA 1E 9 0.03 9.7 323.33
HLA-A*02:02 KIADYNYKL 2 9 1.41 6.1 4.33
HLA-A*02:01 KIADYNYKL 2 9 0.99 15.9 16.06
HLA-A*02:02 GKIADYNYKL 2 10 0.44 43 97.73
HLA-A*24:02 NYNYLYRLF 2 9 1.01 23.4 23.17
HLA-A*24:02 GNYNYLYRLF 2 10 0.21 103.9 494.76
HLA-A*24:02 KVGGNYNYLYRLF 2 13 0.03 215 7166.67
HLA-A*68:01 YNYLYRLFR 2 9 0.59 19 32.20
HLA-A*24:02 GYQPYRVVVLSF 6 12 0.28| 164.7 588.21
HLA-A*24:02 PYRVVVLSF 6 9 0.19 166.4 875.79

La tabla muestra la puntuacion total relacionada al procesamiento antigénico y
el MHC CI50 usado como medida de la afinidad de interaccién de un péptido con una
molécula del MHC. Los mejores péptidos son aquellos con la puntuacion total mas
alta y la MHC CI50 més baja, por ello se establecio el cociente MHC CI50/Puntuacion
total que indica que los péptidos con los valores mas bajos son los mejores.
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ii) Péptidos presentados en moléculas del HLA-B de mexicanos

mestizos

Se obtuvieron 4 484 péptidos y se realizé su analisis para identificar a aquellos

gue pueden ser resultado del procesamiento antigénico de las regiones constantes

conocidas del RBD de la proteina S y tienen afinidad por las moléculas del HLA-B de

mayor frecuencia en los mexicanos mestizos, mismos que se presentan en la

siguiente tabla.

Tabla 31. Péptidos resultantes del procesamiento antigénico de las
regiones constantes con afinidad por las moléculas del HLA-B de mayor

frecuencia en los mexicanos mestizos.

Alelo de MHC-I Péptido Regidn Longitud del Puntuacién | MHC MHC
constante de la péptido Total IC50 1C50/Puntuacién
que proviene Total

HLA-B*35:01 NATRFASVY 1 9 1.58 16.7 10.57
HLA-B*35:01 CVADYSVLY 1 9 145 24.4 16.27
HLA-B*35:01 FPNITNLCPF 1 10 1.38 3.9 2.83
HLA-B*35:01 FNATRFASVY 1 10 0.9 69 76.67
HLA-B*35:01 FPNITNLCPFGEVF 1 14 0.87 48.3 55.52
HLA-B*35:01 RFPNITNLCPF 1 11 0.66 45.1 68.33
HLA-B*35:01 SVLYNSASF 1 9 0.63 85.5 135.71
HLA-B*35:01 FTNVYADSF 1 9 0.61 59.5 97.54
HLA-B*35:01 QPTESIVRF 1 9 0.5 68.4 136.80
HLA-B*35:01 VRFPNITNLCPF 1 12 0.4 78.3 195.75
HLA-B*35:01 SPTKLNDLCFTNVY 1 14 0.33 388 1175.76
HLA-B*35:01 SASFSTFKCY 1 10 0.22| 419.7 1907.73
HLA-B*35:01 IVRFPNITNLCPF 1 13 0.22 105 477.27
HLA-B*35:01 NCVADYSVLY 1 10 0.19 468 2463.16
HLA-B*35:01 YSVLYNSASF 1 10 0.14| 217.1 1550.71
HLA-B*35:01 SIVRFPNITNLCPF 1 14 0.06| 125.6 2093.33
HLA-B*35:03 FPNITNLCPF 1, 10 0.05 82.1 1642.00
HLA-B*39:01 YQPYRVVVL 6 9 0.12| 125.7 1047.50

La tabla muestra la puntuacion total relacionada al procesamiento antigénico y
el MHC CI50 usado como medida de la afinidad de interaccién de un péptido con una
molécula del MHC. Los mejores péptidos son aquellos con la puntuacion total mas
altay la MHC CI50 més baja, por ello se establecié el cociente MHC CI50/Puntuacion
total que indica que los péptidos con los valores mas bajos son los mejores.
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f) Inmunogenicidad de los complejos pMHC-I

A todos los péptidos asociados a su correspondiente molécula de MHC de

clase | se les determind su inmunogenicidad en ensayos in silico. A continuacion, se

presentan solo aquellos que tuvieron puntuaciones positivas.

Tabla 32. Prediccion de péptidos inmunogénicos con afinidad por
moléculas del HLA-A y HLA-B de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos.

Alelo de MHC-I Péptido Regién C1(MHCIC50 /| Puntuacién de c1/
constantede la| Puntuacién |Inmunogenicidad | Inmunogenicidad
que proviene Total)
HLA-B*35:01 FPNITNLCPF 1 2.83 0.10738 26.32
HLA-A*68:01 FASVYAWNR 1 11.53 0.20423 56.45
HLA-B*35:01 NATRFASVY 1 10.57 0.10001 105.69
HLA-A*68:01 SVYAWNRKR 1 22.00 0.16546 132.96
HLA-B*35:01 FPNITNLCPFGEVF 1 55.52 0.35454 156.59
HLA-A*02:02 KLNDLCFTNV 1 27.81 0.09988 278.46
HLA-A*68:01 YNYLYRLFR 2 32.20 0.0918 350.80
HLA-B*35:01 RFPNITNLCPF 1 68.33 0.13407 509.68
HLA-A*02:02 GKIADYNYKL 2 97.73 0.09136 1069.69
HLA-A*02:01 KLNDLCFTNV 1 106.92 0.09988 1070.52
HLA-A*24:02 RFPNITNLCPF 1 815.29 0.14037 5808.18
HLA-B*39:01 YQPYRVVVL 6 1047.50 0.1409 7434.35
HLA-A*02:02 KLNDLCFTNVY 1 1152.82 0.13158 8761.37
HLA-A*24:02 CFTNVYADSF 1 635.71 0.06141 10351.97
HLA-A*24:02 PYRVVVLSF 6 875.79 0.04074 21497.04
HLA-A*24:02 GNYNYLYRLF 2 494,76 0.02157 22937.50
HLA-A*02:01 KLNDLCFTNVY 1 3467.00 0.13158 26348.99
HLA-A*24:02 KVGGNYNYLYRLF 2 7166.67 0.06532 109716.27
HLA-A*24:02 VLYNSASFSTF 1 253.13 0.00217 116647.47

La tabla muestra la puntuacion total relacionada al procesamiento antigénico y

el MHC CI50 usado como medida de la afinidad de interaccion de un péptido con una
molécula del MHC. Los mejores péptidos son aquellos con la puntuacion total mas
alta 'y la MHC CI50 més baja, por ello se establecio el cociente MHC CI50/Puntuacion
total que indica que los péptidos con los valores mas bajos son los mejores.
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g) Péptidos de las regiones conservadas del RDB de la proteina S que
pueden ser procesados y presentados en moléculas del MHC-II de los

mexicanos mestizos

i) Péptidos presentados en las moléculas del HLA-DQB1 de los
mexicanos mestizos

Se obtuvieron 55 275 péptidos provenientes de las regiones constantes del

RBD de la proteina S que tiene afinidad por moléculas del HLA-DQB1 de mayor

frecuencia en los mexicanos mestizos. Tras realizar los ensayos in silico de prediccion

de procesamiento natural se obtuvieron 208 péptidos provenientes de las regiones

constantes 1, 2 y 7 que pueden ser procesados y presentados naturalmente por estas

moléculas. (Tablas 33-35).
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Tabla 33. Prediccién de péptidos de laregion conservada 1 del RDB de
la proteina S que pueden ser presentados por moléculas HLA-DQB1 de mayor
frecuencia en los mexicanos mestizos.

Alelo de MHC-I Péptido Rango ajustado Alelo de MHC-I Péptido Rango ajustado
HLA-DQA1*04:01/DQB1*03:01 | FPNITNLCPFGEVFN 47| HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 46
HLA-DQA1*04:02/DQB1*03:01 | FPNITNLCPFGEVFN 47 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 46
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:01 | FPNITNLCPFGEVFN 47 | HLA-DOAT1*05:04/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 46
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:01 | FPNITNLCPFGEVFN 47 | HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 46
HLA-DQA1*06:01/DQB1*03:01 | FPNITNLCPFGEVFN 56 | HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 46
HLA-DQA1*06:02/DQB1*03:01 | FPNITNLCPFGEVFN 56 | HLA-DQA1*05:07/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 16
HLA-DQA1*04:01/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 76.18 | HLA-DQA1*05:08/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 16
HLA-DQA1*04:02/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 76.18 | HLA-DQA1*05:09/DQB1*03:02 | ASFSTFKCYGVSPTK 16
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 76.18 | HLA-DOQA1%01:01/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVY 60.3
HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 77.34 | HLA-DOA1*01:04/DOB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVY 60.3
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 77.34 | HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVY 60.3
HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 77.34 | HLA-DQA1#01:07/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVY 60.3
HLA-DQA1*01:07/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 77.34 | HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*01:02/DQB1*03:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 83.11 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 | ASFSTFKCYGVSPTK 33 | HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*04:01/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 34 | HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*04:02/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 34 | HLA-DOAT1*05:06/DOB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 34 | HLA-DOAT1*05:07/DQB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*06:01/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 35 | HLA-DQA1*05:08/DQB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*06:02/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 35| HLA-DOA1*05:09/DQB1*03:02 | SFSTFKCYGVSPTK 49.53
HLA-DQA1*03:02/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 36 | HLA-DQA1*01:02/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 38.09
HLA-DQA1*03:03/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 36 | HLA-DQA1*01:06/DOB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 38.09
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 37 | HLA-DQA1*01:08/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 38.09
HLA-DQA1*03:02/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 35.78 | HLA-DQA1#01:09/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 38.09
HLA-DQA1*03:03/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 35.78 | HLA-DOA1*01:01/DOB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 40.4
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 40.4

La tabla muestra los péptidos predichos que mejor interactian con las
moléculas HLA-DQB1.
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Tabla 34. Prediccion de péptidos de laregion conservada 2 del RDB de la
proteina S que pueden ser presentados por moléculas HLA-DQB1 de mayor
frecuencia en los mexicanos mestizos.

Alelo de MHC-I Péptido Rango ajustado Alelo de MHC-I Péptido Rango ajustado
HLA-DQA1*04:02/DQB1*03:01 | KPFERDISTEIYQAG 40 | HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 12
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:01 | KPFERDISTEIYQAG 40 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 12
HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:01 | KPFERDISTEIYQAG 43 | HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 12
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:01 | KPFERDISTEIYQAG 43 | HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 12
HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:01 | KPFERDISTEIYQAG 43 | HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 12
HLA-DQA1*01:07/DQB1*03:01 | KPFERDISTEIYQAG 43 | HLA-DQA1*05:07/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 12
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 | DSKVGGNYNYLYRLFR 71.57 | HLA-DQA1*05:08/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 12
HLA-DQAL1*01:01/DQB1*03:01 | DSKVGGMNYNYLYRLFR 72.72 | HLA-DQA1*05:09/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMN 12
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:01 | DSKVGGNYNYLYRLFR 72.72 | HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 78.49
HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:01 | DSKVGGNYNYLYRLFR 72.72 | HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 78.45
HLA-DQA1*01:07/DQB1*03:01 | DSKWVGGNYNYLYRLFR 72.72 | HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 73.45
HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:01 | DSKWVGGNYNYLYRLFR 72.72 | HLA-DQA1*01:07/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 78.49
HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:01 | DSKVGGMNYNYLYRLFR 72.72 | HLA-DQA1*01:03/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 84.26
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGQTGKIA 15 | HLA-DOQA1*01:02/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 86.57
HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGQTGKIA 17 | HLA-DQA1*01:06/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 86.57
HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGQTGKIA 17 | HLA-DOA1*01:08/DQB1*03:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 86.57
HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGQTGKIA 17 | HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGOTGKIA 52
HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGATGKIA 17 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGQTGKIA 52
HLA-DQA1*05:07/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGQTGKIA 17 | HLA-DQA1*05:04,/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGQTGKIA 52
HLA-DQA1*05:08/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGQTGKIA 17 | HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGQTGKIA 52
HLA-DQA1*05:09/DQB1*03:01 | DEVRQIAPGQTGKIA 17 | HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGQTGKIA 52
HLA-DQA1*04:01/DOB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 17.31| HLA-DQA1*05:07/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGQTGKIA 52
HLA-DQA1*04:02/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 17.31 | HLA-DQA1*05:08/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGQTGKIA 52
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 17.31| HLA-DQA1*05:09/DQB1*03:02 | DEVRQIAPGQTGKIA 52
HLA-DQA1*06:01/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 19.62 | HLA-DQA1*04:01/DQB1*03:01 | KPFERDISTEIYQAG 40
HLA-DQA1*06:02/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 19.62 | HLA-DQA1*03:02/DQB1*03:02 | KPFERDISTEIYQAG 14
HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 21.93 | HLA-DQA1*03:03/DQB1*03:02 | KPFERDISTEIYQAG 14
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 21.93 | HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:02 | KPFERDISTEIYQAG 17
HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 21.93 | HLA-DOA1*01:04/DQB1*03:02 | KPFERDISTEIYQAG 17
HLA-DQA1*04:01/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 13 | HLA-DOA1*01:05/DQB1*03:02 | KPFERDISTEIYQAG 17
HLA-DQA1*04:02/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 13 | HLA-DQA1*01:07/DQB1*03:02 | KPFERDISTEIYQAG 17
HLA-DQA1*06:01/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 14 | HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMNN 17.31
HLA-DQA1*06:02/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 14 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMNN 17.31
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 16 | HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMNN 17.31
HLA-DQA1*03:02/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 16 | HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMHN 17.31
HLA-DQA1*03:03/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 16 | HLA-DOA1*05:06/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMNN 17.31
HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 17 | HLA-DQA1*05:07/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMNN 17.31
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02 | KPFERDISTEIYQAG 12 | HLA-DQA1*05:08/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSMNN 17.31
HLA-DQA1*05:09/DQB1*03:02 | LPDDFTGCVIAWNSNN 17.31

La tabla muestra los péptidos predichos que mejor interactian con las
moléculas HLA-DQB1.
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Tabla 35. Predicciéon de péptidos de laregion conservada 7 del RDB de la
proteina S que pueden ser presentados por moléculas HLA-DQB1 de mayor
frecuencia en los mexicanos mestizos.

Alelo de MHC-1 Péptido Rango ajustado Alelo de MHC-1 Péptido Rango ajustado
HLA-DOAL*05:08/D0QB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVEN 67 | HLA-DOQA1*01:03/DQB1*03:01 | GPKKSTNLVKNKCWYN 72
HLA-DQA1*05:09/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKN 67 | HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 | GPKKSTNLVKNKCYN 80
HLA-DQA1*05:10/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKN 67 | HLA-DQA1*02:01/DQB1*03:01 | GPKKSTNLVKNKCVYN 81
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 45,23 | HLA-DOA1*01:03/DQB1*03:01 | GPKKSTNLVKNKCVNF 83.11
HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 66.76 | HLA-DQA1*06:01/DQB1*03:01 | GPKKSTNLVKNKCVN 84
HLA-DQAL1*05:04/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 66,76 | HLA-DOA1*06:02/DQB1*03:01| GPKKSTNLVKNKCVN 84
HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 66.76 | HLA-DQA1*01:02/DQB1*03:01| GPKKSTNLVKNKCVN 85
HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 66.76 | HLA-DQA1*01:06/DQB1*03:01| GPKKSTNLVKNKCVN 85
HLA-DOAL*05:07/D0OB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVE 66.76 | HLA-DQA1*05:01/DOB1*03:01 | TVCGPKKSTNLVKNK 56
HLA-DOA1*05:08/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 66.76 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:01 | TWCGPKKSTNLVKNK 82
HLA-DQA1*05:09/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 66.76 | HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:01 | TVCGPKKSTNLVKNK 82
HLA-DQA1*05:10/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVK 66.76 | HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:01 | TWCGPKKSTNLVKNK 82
HLA-DQA1*01:03/DQB1*03:02 | GPKKSTNLVKNKCYN 85 | HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:01| TVCGPKKSTNLVKNK 82
HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:02 | GPKKSTNLVKNKCVN 94 | HLA-DQA1*05:07/DQB1*03:01 | TVCGPKKSTNLVKNK 82
HLA-DQA1*01:02/DQB1*03:02 | GPKKSTNLVKNKCYN 94 | HLA-DQA1*05:08/DQB1*03:01 | TVCGPKKSTNLVKNK 82
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:02 | GPKKSTNLVKNKCVN 94 | HLA-DOA1*05:01/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKNK 55.41
HLA-DQAL1*01:05/DQB1*03:02 | GPKKSTNLVKNKCVN 94 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKNK 83.11
HLA-DQA1*01:06/DQB1*03:02 | GPKKSTNLWVKNKCYN 94 | HLA-DOA1*05:03/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLYKNK 83.11
HLA-DQA1*01:07/DQB1*03:02 | GPKKSTNLVKNKCYN 94 | HLA-DOA1*05:03/DQB1*03:03 | ATVCGPKKSTNLVKNK 83.11
HLA-DQA1*01:08/DQB1*03:02 | GPKKSTNLVKNKCYN 94 | HLA-DOA1*05:03/DQB1*03:04 | ATVCGPKKSTNLVKNK 83.11
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKNK 106.2 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:05 | ATVCGPKKSTNLVKNK 83.11
HLA-DQA1*01:03/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLYKNK 109.66 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:06 | ATVCGPKKSTNLVKNK 83.11
HLA-DQA1*02:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLYVKNK 111.97 | HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTMLVKN a7
HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKNK 113.12 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKN 67
HLA-DQA1*01:02/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKNK 113.12 | HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKN 67
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLYKNK 113.12 | HLA-DQA1*05:05/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTMLVKN 67
HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKNK 113.12 | HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKN 67
HLA-DOAL*01:06/D0OB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLYENK 113.12 | HLA-DQA1*05:07/DQB1*03:01 | ATVCGPKKSTNLVKN 67
HLA-DOA1*01:03/DOB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 94 | HLA-DOA1*01:01/DQB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 97
HLA-DQA1*02:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 96 | HLA-DOA1*01:02/DQB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 97
HLA-DQA1*01:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 97 | HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 97
HLA-DQA1*01:04/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 97 | HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 97
HLA-DQA1*01:05/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 97 | HLA-DQA1*01:06/DQB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 97
HLA-DOQA1*01:07/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 97 | HLA-DQA1*01:07/DQB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 97
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 97 | HLA-DQA1*01:08/DQB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 97
HLA-DQAL1*05:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVKN 97 | HLA-DQA1*01:03/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVK 103.37
HLA-DOQA1*01:03/DOB1*03:02 | TVCGPKKSTNLVKNK 94 | HLA-DOA1*03:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVK 103.37
HLA-DQA1*05:04/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVK 104.45 | HLA-DQA1*02:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVK 104.45
HLA-DOAL*05:05/D0OB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVE 104.45 | HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVEK 104.45
HLA-DQA1*05:06/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTNLVK 104.45 | HLA-DQA1*05:03/DQB1*03:02 | ATVCGPKKSTMLVK 104.45

La tabla muestra los péptidos predichos que mejor interactian con las
moléculas HLA-DQB1.

ii) Péptidos presentados en las moléculas del HLA-DRB1 de los
mexicanos mestizos

El primer ensayo con “Peptide binding to MHC class Il molecules” predijé 2 961

péptidos diferentes, que se sometieron al ensayo de prediccion de procesamiento

natural. Se obtuvieron 45 péptidos que pueden ser procesados y presentados
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naturalmente por las moléculas del HLA-DRB1 de mayor frecuencia en los mexicanos
mestizos. (Tabla 36)
Tabla 36. Prediccidon de péptidos de las regiones conservadas del RDB de

la proteina S presentados por moléculas del HLA-DRB1 de mayor frecuencia en
los mexicanos mestizos.

Alelo de MHC-1 Péptido Region constante de la que proviene | Rango ajustado
HLA-DRE1*04:05 | FPNITMLCPFGEVFN 1 34
HLA-DRE1*04:01 | FPNITMLCPFGEVFM 1 48
HLA-DRE1¥04:05 | SPTKLNDLCFTNVYAD 1 53.1
HLA-DRE1*04:01 | SPTKLNDLCFTNVYAD 1 76.18
HLA-DRE1*04:05 | ASFSTFKCYGVSPTE 1 i7
HLA-DRB1*04:01 | ASFSTFKCYGVSPTE 1 28
HLA-DRE1*04:05 | SPTKLNDLCFTNVY 1 63.53
HLA-DRE1*04:01 | SPTKLNDLCFTNVY 1 74.3
HLA-DRE1*04:05 | SFSTFKCYGWVSPTK 1 15.38
HLA-DRE1*04:01 | SFSTFKCYGVSPTK 1 25.84
HLA-DRE1*08:02 | FPNITMLCPFGEVFN 1 72
HLA-DRE1*08:02 | SPTKLNDLCFTNVYAD 1 96.96
HLA-DRE1*08:02 | ASFSTFRKCYGVSPTE 1 37
HLA-DRE1*08:02 | SPTKLNDLCFTNVY 1 93.58
HLA-DRE1*08:02 | SFSTFKCYGVSPTK 1 35.53
HLA-DRE1*04:01 | KPFERDISTEIYQAG 2 10
HLA-DRE1*04:05 | KPFERDISTEIYQAG 2 26
HLA-DRE1*04:05 | LPDDFTGCVIAWNSN 2 38
HLA-DRE1¥04:01 | LPDDFTGCVIAWNSN 2 59
HLA-DRE1*04:05 | DSKVGGNYNYLYRLFR 2 47.33
HLA-DRE1*04:01 | DSKVGGNYNYLYRLFR 2 62.33
HLA-DRE1*04:05 | LPDDFTGCVIAWNSNN 2 47.33
HLA-DRE1*04:01 | LPDDFTGCVIAWNSNN 2 70.41
HLA-DRE1*04:01 | DEWRQIAPGQTGKIA 2 70
HLA-DRE1*04:05 | DEWRQIAPGOQTGKIA 2 75
HLA-DRB1*08:02 | KPFERDISTEIYQAG 2 a7
HLA-DRE1¥08:02 | LPDDFTGCVIAWNSN 2 58
HLA-DRE1*08:02 | DSKVGGNYNYLYRLFR 2 90.04
HLA-DRE1*08:02 | LPDDFTGCVIAWNSNN 2 71.57
HLA-DRE1*08:02 | DEWRQIAPGQTGKIA 2 5.9
HLA-DRE1*04:05 | GPKKSTNLVENKCVM 7 79
HLA-DRE1*¥04:01 | GPKKSTNLVENKCVN 7 86
HLA-DRE1¥04:05 | ATVCGPKKSTNLYE 7 90.45
HLA-DRE1¥04:01 | ATVCGPKKESTNLYE 7 95.84
HLA-DRE1*04:01 | TVCGPKKSTNLVEKMNK 7 81
HLA-DRE1*04:05 | TVCGPKKSTMLVEMK 7 82
HLA-DRE1*¥04:01 | ATVCGPKESTNLYVKNE 7 101.58
HLA-DRE1*04:05 | ATVCGPKESTNLYKNE 7 102.73
HLA-DRE1*04:05 | ATVCGPKKESTNLVEN 7 86
HLA-DRE1¥04:01 | ATVCGPKKESTNLVEN 7 87
HLA-DRE1*08:02 | GPKKSTNLVENKCVM 7 80
HLA-DRE1*08:02 | ATVCGPKKSTNLYE 7 85.07
HLA-DRE1*08:02 | TVCGPKKSTNLVEKNK 7 79
HLA-DRE1*08:02 | ATVCGPKESTNLYKNE 7 96.96
HLA-DRE1*08:02 | ATVCGPKKESTNLYEKN 7 83

La tabla muestra los péptidos predichos que mejor interactian con las
moléculas HLA-DQB1. El “Rango ajustado” es un valor numérico calculado por
“Peptide binding to MHC class Il molecules” de IEDB y permite determinar los péptidos
gue se asocian de mejor manera a moléculas del MHC-II. Mientras menor sea el rango
ajustado, mejor serd la interaccion del péptido con la molécula del HLA-DRB1.

h) Inmunogenicidad de péptidos que pueden formar complejos pMHC-II

Usando “CD4 T cell immunogenicity prediction” de IEDB se identificaron

posibles péptidos inmunogénicos en las regiones constantes del RBD de la proteina
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S que podrian asociarse a moléculas del MHC-II. Los péptidos predichos se presentan

en la tabla 37.

Tabla 37. Prediccién de péptidos inmunogénicos de las regiones

constantes del RBD de la proteina S que se asocian a moléculas del MHC-II.

Péptido Regidn constante Puntuacion de

de la que proviene | inmunogenicidad
SVYAWNRKRISNCVA 1 80.3539
DYSVLYNSASFSTFK 1 84.9558
ATRFASVYAWNRKRI 1 85.3004
NRKRISNCVADYSVL 1 91.9235
YNSASFSTFKCYGVS 1 93.5069
RVQPTESIVRFPNIT 1 04.0946
SNCVADYSVLYNSAS 1 04.2793
ESIVRFPNITNLCPF 1 94.2975
NDLCFTNVYADSFVI 1 94.7285
FSTFKCYGVSPTKLN 1 05.126
NLCPFGEVFNATRFA 1 95.5438
GEVFNATRFASVYAW 1 96.1452
PTKLNDLCFTNVYAD 1 97.4162
FPNITNLCPFGEVFN 1 08.5728
CYGVSPTKLNDLCFT 1 99.2078
YNYLYRLFRKSNLKP 2 67.7729
SNLKPFERDISTEIY 2 82.7824
KVGGNYNYLYRLFRK 2 90.3274
RLFRKSNLKPFERDI 2 01.9313
FERDISTEIYQAGST 2 92.0997
FTGCVIAWNSNNLDS 2 92.6739
RDISTEIYOQAGSTPC 2 93.6146
NNLDSKVGGNYNYLY 2 95.5707
IAWNSNNLDSKVGGN 2 06.2653
ADYNYKLPDDFTGCV 2 96.9389
GDEVRQIAPGQTGKI 2 97.2505
QTGKIADYNYKLPDD 2 08.4382
KLPDDFTGCVIAWNS 2 08.7566
QIAPGQTGKIADYNY 2 08.9678
PKKSTNLVKNKCVNF 7 92.0234
CGPKKSTNLVENKCY 7 96.5435
APATVCGPKKSTNLY 7 97.7572

La puntuacion de Inmunogenicidad es la proporcionada por la herramienta
“CD4 T cell immunogenicity prediction” de IEDB; mientras mayor sea esta, mas
inmunogénico sera el complejo pMHC.
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Conociendo los posibles péptidos inmunogénicos, se busco cuales de estos se
encontraban entre los que podian ser el resultado del procesamiento antigénico y
ademas se podian asociar a moléculas del MHC de clase de Il de mayor frecuencia
en los mexicanos mestizos.

Se identific6 un péptido de 15 aminodcidos proveniente de la region
conservada 1 que adicionalmente también mostré una puntuacion de antigenicidad

protectora positiva.

Tabla 38. Prediccion del péptido inmunogénico y su interaccion con
diferentes moléculas del MHC-II de mayor frecuencia en los mexicanos
mestizos.

Alelo de MHC-II Péptido Rango Puntuacién de Antigenicidad protectora
ajustado | inmunogenicidad (Vaxilen v.2.0)

HLA-DRB1*04:05 FPNITNLCPFGEVFN 34 08.5728 0.6487
HLA-DQA1*04:01/DQB1*03:02 | FPNITNLCPFGEVFN 34 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*04:02/DQB1*%03:02 FPNITNLCPFGEVFN 34 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:02 FPNITNLCPFGEVFN 34 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*06:01/DQB1*03:02 FPNITNLCPFGEVFN 35 08.5728 0.6487
HLA-DQA1*06:02/DQB1*#03:02 FPNITNLCPFGEVFN 35 08.5728 0.6487
HLA-DQA1*03:02/DQB1*%03:02 FPNITNLCPFGEVFN 36 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*03:03/DQB1*03:02 FPNITNLCPFGEVFN 36 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:02 FPNITNLCPFGEVFN 37 08.5728 0.6487
HLA-DQA1*04:01/DQB1*03:01 FPNITNLCPFGEVFN A7 08.5728 0.6487
HLA-DQA1*04:02/DQB1*03:01 FPNITNLCPFGEVFN a7 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:01 FPNITNLCPFGEVFN a7 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*04:04/DQB1*03:01 FPNITNLCPFGEVFN A7 08.5728 0.6487
HLA-DRB1*04:01 FPNITNLCPFGEVFN 48 08.5728 0.6487
HLA-DQA1*06:01/DQB1*03:01 FPNITNLCPFGEVFN 56 98.5728 0.6487
HLA-DQA1*06:02/DQB1*03:01 FPNITNLCPFGEVFN 56 98.5728 0.6487
HLA-DRB1*08:02 FPNITNLCPFGEVFN 72 08.5728 0.6487

La puntuacién de inmunogenicidad es la proporcionada por la herramienta “T

cell class | pMHC immunogenicity predictor” de IEDB; mientras que la puntuacién de
antigenicidad protectora es proporcionada por VaxiJen v.2.0.
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i) Epitopos para células B

Tabla 39. Epitopos lineales y conformacionales predichos en las regiones
constantes del RBD de la proteina S del virus SARS-CoV-2.

Prediccién Tipo de epitopo | Regién constante en | Inicio| Fin Residuos
realizada con la que se encuentra
ElliPro Lineal 1| 327| 364 | VRFPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVAD
BLEP 2.0 Lineal 1| 329 363 | FPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVA
ElliPro Lineal 1| 329 364 | FPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRKRISNCVAD
ElliPro Lineal 1| 329 356 FPNITNLCPFGEVFNATRFASVYAWNRK
KTA Lineal 1| 333| 339 TNLCPFG
ESAP Lineal 1| 352| 357 | AWNRKR
CBTOPE Conformacional 1] 352| 356 AWNRK
KTA Lineal 1| 359 371| SNCVADYSVLYNS
CBTOPE Conformacional 1| 363| 368| TRFASV
ElliPro Lineal 1| 366| 376 SVLYNSASFST
BLEP 2.0 Lineal 1| 369 393 | YNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFT
ElliPro Lineal 1| 370| 373| NSAS
ElliPro Lineal 1| 370| 376| NSASFST
ElliPro Conformacional 1| 370| 372| NSA
KTA Lineal 1| 376 385| TFKCYGVSPT
CBTOPE Conformacional 1| 376| 389 | TFKCYGVSPTKLND
BLEP 2.0 Lineal 2| 404| 426| GDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLP
CBTOPE Conformacional 2| 408| 415| RQIAPGQT
ESAP Lineal 2| 419| 428| ADYNYKLPDD
CBTOPE Conformacional 2| 428| 443 | DFTGCVIAWNSNNLDS
KTA Lineal 2| 430| 435| TGCVIA
ESAP Lineal 2| 437| 442| NSNNLD
ElliPro Lineal 2| 437| 452 | NSNNLDSKVGGNYNYL
CBTOPE Conformacional 2| 449 452| YNYL
ESAP Lineal 2| 455| 468 | LFRKSNLKPFERDI
CBTOPE Conformacional 2| 474| 480| QAGSTPC
ESAP Lineal 5| 495| 500| YGFQPT
CBTOPE Conformacional 7| 520| 524| APATV

BLEP 2.0: Bepipred Linear Epitope Prediction 2.0. KTA: Kolaskar &
Tongaonkar Antigenicity. ESAP: Emini Surface Accessibility Prediction.
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DISCUSION
Las investigaciones realizadas indican que las variantes del SARS-CoV-2

pueden presentar mutaciones que le permitan, entre otras cosas, evadir la respuesta
inmune vy alterar por lo tanto la efectividad de las vacunas, es por ello que con el fin
de mitigar este efecto se decididé considerar solo aquellas regiones del RBD que
permanecian inalteradas en las 84 variantes reportadas en México entre enero y junio
de 2021 (tabla 28), con la finalidad de tener cierta garantia de que los péptidos
inmunogénicos y epitopos para células B encontrados mantuvieran su efectividad sin
importar cual de estas variantes esté causando la infeccion.

También es importante recordar que el haplotipo del MHC de un individuo
contribuye en la respuesta inmune y por ende, en la efectividad de las vacunas, por
ello, lo ideal seria disefiar vacunas personalizadas que garanticen el 100 % de
efectividad (a nivel individuo), sin embargo, esto es sumamente complicado de
conseguir, por lo que, resulta mas sencillo trabajar con poblaciones emparentadas;
por esta razén, el eje central de esta tesis fue la busqueda alelos del MHC de clase |
y Il que se encuentran con mayor frecuencia entre los mexicanos mestizos, dichos
alelos son: HLA-A*02, HLA-A*24, HLA-A*68, HLA-B*35, HLA-B*39, HLA-B*40:02,
HLADQB1*03:01, HLA-DQB1*03:02, HLA-DRB1*04 y HLA-DRB1*08 (tablas 9, 15, 21
y 27).

Analizando los resultados (tablas 4-8, 10-14, 16-20 y 22-26) se observa que, Si
bien existen diferencias en las frecuencias alélicas entre estados, de manera general,
los alelos presentados como de mayor frecuencia en el pais, son también los que
tienen las mayores frecuencias en cada uno de los estados (HLA-A*02, HLA-A*24,
HLA-A*68, HLA-B*35, HLA-B*39, HLA-B*40:02, HLA-DQB1*03:01, HLADQB1*03:02,

HLA-DRB1*04 y HLA-DRB1*08), por lo que, el usar especificamente a esos alelos
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para los ensayos in silico permite tener cobertura sobre la mayor parte de la poblacion
mexicana.

Ademas, se consider6 la identificacion de péptidos inmunogénicos que puedan
ser el resultado del procesamiento antigénico de secuencias peptidicas
correspondientes a las regiones constantes identificadas en las 84 variantes del virus
(tabla 29) y que, se ensamblen en las moléculas del MHC de clase | y Il de mayor
frecuencia en los mexicanos mestizos, obteniéndose complejos pMHC que pueden
ser reconocidos por el TCR de linfocitos T e inducir su activacion. Lo que garantizaria
la activacion de linfocitos T y mas tarde, la produccién de anticuerpos.

De hecho, son los linfocitos Tc los que se encargan de eliminar a las células
infectadas por el virus, para lo cual necesitan de las instrucciones en forma de
citocinas secretadas por los linfocitos Thl. Con la participacibn de estas dos
poblaciones celulares se consigue mantener a raya la infeccién y en muchos casos,
es posible que para el momento en el que se sinteticen los anticuerpos ya se haya
erradicado por completo al virus.

Ademas, la misma produccion de anticuerpos requiere de un proceso conocido
como cooperacion T-B en el que participan tanto los linfocitos B como los Tfh, porque,
aunque es cierto que los anticuerpos se pueden producir sin la intervencion de los
linfocitos T, las células que los producen no desarrollan memoria inmunolégica y
tienen una esperanza de vida media relativamente corta.

Al asegurar la activacion de linfocitos T, estos ayudaran a controlar o erradicar
la infeccidn viral y permitirdn generar respuestas de anticuerpos duraderas, lo que se
traduce en una adecuada respuesta inmune adaptativa inducida por la vacuna.

Para que se consiga esta activacién de linfocitos T se requiere que primero los

complejos pMHC que le son presentados sean inmunogénicos. Tras realizar los
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ensayos in silico se identificaron 19 péptidos inmunogénicos que se asocian a
moléculas del MHC-I de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos (tabla 32) y 1
péptido inmunogénico con afinidad por diversas moléculas del MHC-II de mayor
frecuencia en los mexicanos mestizos (tabla 38).

Ahora bien, como se menciond en la metodologia, se desea que la IC50 sea lo
mas pequefia posible, mientras que, la puntuacion total y la puntuacion de
inmunogenicidad deben ser lo mas grandes posibles, por ello, para buscar a los
péptidos que mejor se ajusten a estas caracteristicas se establecieron dos valores
arbitrarios.

El primer valor arbitrario llamado C1 permite relacionar IC50 y la puntuacion
total a través de una division y cuyo valor indica (mientras mas pequefio sea) que el
péptido tiene una mayor probabilidad de ser generado por el procesamiento
antigénico natural y se une con buena afinidad a la molécula del MHC-I
correspondiente. El segundo valor, es resultado de una segunda division, pero entre
C1 y la puntuacion de inmunogenicidad, siendo nuevamente los mejores péptidos
aguellos que tengan el resultado mas pequefio, que nos indica que ademas de ser
altamente probables de ser generados naturalmente y ensamblados en moléculas del
MHC-I, produciran complejos pMHC con inmunogenicidades relativas altas.

Tomando en cuenta estos dos calculos, en la tabla 32 se encuentran ordenados
de manera descendente los péptidos inmunogénicos predichos para las moléculas del
MHC-I de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos, comenzando con el que mejor
se ajusta a las caracteristicas descritas.

En cuanto al péptido para moléculas del MHC-II (tabla 38), se corrobor6 su
inmunogenicidad mediante la plataforma bioinformatica VaxiJen v.2.0., que predice

inmunogenicidades bajo el nombre de “antigenicidad protectora”, observandose que
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efectivamente, el péptido es inmunogénico. En la tabla 38 se presentan las moléculas
del MHC-II con las que se predice que puede formar complejos pMHC, siendo la
asociaciéon mas probable, mientras menor sea el valor del rango ajustado.

Si bien la prediccion in silico establece que el péptido FPNITNLCPFGEVFN es
el Unico inmunogénico, es factible suponer que in vivo se generen mas péptidos
inmunogénicos.

También hay que sefalar que, los analisis realizados permitieron identificar un
mayor numero de epitopos y péptidos inmunogénicos en la region constante 1 del
RBD (aminoacidos 319-402) en comparacion con las otras regiones estudiadas. Mas
aun, el fragmento localizado entre las posiciones 327 y 364 presenta 6 epitopos
lineales y 1 epitopo conformacional para células B, 8 péptidos inmunogénicos que se
asocian con moléculas del MHC-I y 1 péptido inmunogénico que se une a moléculas
del MHC-II, siendo esta la porcidbn mas rica en epitopos para células B y péptidos
inmunogénicos, por lo que, esta regidén es de gran importancia para la realizacion de

una posible vacuna (tablas 40 y 41).

Tabla 40. Posibles péptidos inmunogénicos y epitopos para células B
predichos para las regiones constantes del RBD.

Fragmento | Region constante | Epitopos lineales | Epitopos conformacionales | Péptidos inmunogénicos | Péptidos inmunogénicos
del RBD | dela que proviene | de célulasB de células B de clase | declasell
327-364 1 b 1 8 1
366-396 1 5 2 4 0
404-428 2 2 1 1 0
416-428 2 1 0 1 0
449-474 2 2 1 2 0
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Tabla 41. Fragmentos de las regiones constantes del RBD con mayor
numero de péptidos inmunogénicos y epitopos para células B predichos.

Region | Epitopos lineales | Epitopos conformacionales | Péptidos inmunogénicos | Péptidos inmunogénicos
constante de células B de células B de clase | de clase I
1 12 4 11 1
2 6 4 4 0
3 0 0 0 0]
4 0 0 0 0
5 1 0 0 0
6 0 0 2 0
7 0 1 0 0

Finalmente, en el presente proyecto se consideraron los tres genomas
reportados de la variante Delta entre enero y junio de 2021 (tabla 28), pero no se
trabaj6 con la variante Omicron pues su aparicion fue posterior al periodo de tiempo
analizado, no obstante, conociendo las mutaciones que tiene esta variante en el RBD,
es posible identificar si estas modifican alguno de los péptidos o epitopos aqui
presentados.

Las mutaciones en el RBD de la variante Omicron son 15 y corresponden a
G339D, S371L, S373P, S375F, K417N, N440K, G446S, S477N, T478K, E484A,
Q493R, G496S, Q498R, N501Y y Y505H. [71] Tras comparar estas mutaciones con
la informacion de las tablas 32, 38 y 39 se encontrd que, la mayoria de los péptidos
inmunogénicos y casi la mitad de los epitopos para las células B no presentan ninguna
de las mutaciones de esta variante y sélo 5 péptidos inmunogénicos con afinidad por
moléculas del MHC-I, 1 péptido inmunogénico con afinidad por moléculas del MHC-II
y 16 epitopos para células B presentan alguna de las mutaciones, pero se desconoce
si estos cambios pueden afectar o no la inmunogenicidad de los péptidos, habria que
continuar con los ensayos in silico. A continuacion, se muestran los péptidos y
epitopos predichos en el presente trabajo que no se ven afectados por las mutaciones

de Omicron (tablas 42 y 43).
82




Tabla 42. Péptidos inmunogénicos predichos in silico que no se ven

afectados por las mutaciones de la variante Omicron.

Alelo de Péptido Regién constante | Inicio| Fin
MHC-I de la que proviene
HLA-B*35:01 | RFPNITNLCPF 1| 328 338
HLA-A*24:02 | RFPNITNLCPF 1 328| 338
HLA-B*35:01 | FPNITNLCPF 1( 329| 338
HLA-B*35:01 | NATRFASVY 1| 343| 351
HLA-A*68:01 | FASVYAWNR 1| 347 355
HLA-A*68:01 | SVYAWNRKR 1| 349| 357
HLA-A*02:02 | KLNDLCFTNV 1| 386| 395
HLA-A*02:01 | KLNDLCFTNV 1| 386| 395
HLA-A*02:02 | KLNDLCFTNVY 1| 386| 396
HLA-A*02:01 | KLNDLCFTNVY 1 386 396
HLA-A*24:02 | CFTNVYADSF 1( 391| 400
HLA-A*24:02 | GNYNYLYRLF 2| 447 456
HLA-A*68:01 | YNYLYRLFR 2| 449 457
HLA-A*24:02 | PYRVVVLSF 6| 507 515

Tabla 43. Epitopos para células B predichos in silico que no se ven

afectados por las mutaciones de la variante Omicron.

Prediccién Tipo de epitopo | Regién constante en | Inicio | Fin Residuos
realizada con la que se encuentra

ESAP Lineal 1 352| 357 AWNRKR
CBTOPE Conformacional ) 352 | 356| AWNRK

CBTOPE Conformacional A: 363 | 368| TRFASV

KTA Lineal 1 376| 385| TFKCYGVSPT
CBTOPE Conformacional 1 376| 389| TFKCYGVSPTKLND
CBTOPE Conformacional 2 408 | 415| RQIAPGQT

ESAP Lineal 2 419| 428 ADYNYKLPDD
KTA Lineal 2 430| 435| TGCVIA

ElliPro Lineal 2 437 | 452| NSNNLDSKVGGNYNYL
CBTOPE Conformacional 2 449| 452 | YNYL

ESAP Lineal 2 455| 468 | LFRKSNLKPFERDI
CBTOPE Conformacional 7 520| 524| APATV

83



CONCLUSIONES

Mediante diversos ensayos in silico se encontraron: 19 péptidos
inmunogénicos de clase | y 1 de clase Il, que pueden ser presentados en las
moléculas clasicas del MHC de mayor frecuencia en los mexicanos mestizos y 28
posibles epitopos para células B, 19 lineales y 9 conformacionales. Todos estos
péptidos inmunogénicos y epitopos para células B se hallaron en 5 regiones del RBD
de la proteina S del SARS-CoV-2 que permanecieron idénticas en las 84 variantes
reportadas en Meéxico entre enero y junio de 2021; estas mismas regiones
permanecen casi idénticas en las variantes que aparecieron a partir de julio de 2021
y hasta la fecha, por lo que, tras evaluar la secuencia peptidica de la variante BA.1
(Omicron), se encontrd que 14 de los péptidos inmunogénicos y 12 de los epitopos
para células B reportados en el presente trabajo aun se encontraban en el RBD de la
proteina S de esta variante. Por ende, es factible continuar con el desarrollo de una
vacuna contra el SARS-CoV-2 basada en las 5 regiones conservadas halladas, que
sea especifica para la poblacion mexicana y que brinde proteccion contra las 84
variantes del virus citadas y contra las nuevas variantes que han surgido,
disminuyendo la evasion inmune del virus y optimizando la respuesta celular y
humoral montada contra él.

Finalmente, cabe sefalar que, si llega a ser necesario actualizar las vacunas,
se puede emplear esta misma metodologia, pero con las variantes circulantes en el

momento.
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ANEXOS
Instituciones encargadas de recibir, procesar y/o depositar en GISAID la
informacion de las variantes consultadas:
e Arion Genética en colaboracion con el Instituto Nacional de Medicina
Gendmica
e El Centro de Investigacién Biomédica del Noreste (CIBIN) en colaboracién con
el Consorcio Mexicano de Vigilancia Genomica (CoViGen-Mex)
e La Unidad de Investigacién Médica de Yucatan (UIMY) en colaboracién con el
Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendémica (CoViGen-Mex)
e La Unidad de Investigacion Biomédica de Zacatecas (UIBZ) en colaboracion
con el Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendémica (CoViGen-Mex)
e EIl Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) en colaboracién
con el Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendmica (CoViGen-Mex)
e EI Laboratorio Central de Epidemiologia (LCE) en colaboracién con el
Consorcio Mexicano de Vigilancia Genomica (CoViGen-Mex)
e El Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias (INER) en colaboracion
con el Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendémica (CoViGen-Mex)
e Biomédicos de Mérida
e EIl Laboratorio de Infectologia del Hospital Universitario “Dr. José Eleuterio
Gonzéalez” en colaboracién con el Centro de Investigacion e Innovacién en
Virologia Médica de la Facultad de Medicina de la Universidad Autbnoma de
Nuevo Ledn

El Laboratorio de Biologia Molecular del Centro Médico Naval SEMAR
El Laboratorio de Inmunologia del Centro de Investigacion en Alimentacion y
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Desarrollo (CIAD), perteneciente al Consorcio Mexicano de Vigilancia
Gendmica (CoViGen-Mex)

El Centro de Investigacion Cientifica y de Educacion Superior de Ensenada
(CICESE)

El Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina (CICSaB) de
la Universidad Autébnoma de San Luis Potosi en colaboracién con el Instituto
de Diagnostico y Referencia Epidemiolégicos (INDRE)

El laboratorio Central ADN de la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva
y Bioinformatica

El Centro Médico ABC

El Centro de Diagnostico “COVID-19-UABC-Tijuana”

El Centro de Investigacion en Ciencias de la Salud y Biomedicina

El Laboratorio de Secuenciacién-Centro de Instrumentos perteneciente a la
Unidad de Investigacion Médica en Inmunoquimica del Hospital de
Especialidades “Bernardo Sepulveda Gutiérrez” del Centro Médico Nacional
Siglo XXI, Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS)

Genolife

Genomica Lab Molecular, Mexico

El Hospital Fatima S.A. de C.V. en colaboracion con el Consorcio Mexicano de
Vigilancia Genémica (CoViGen-Mex)

La Unidad de Medicina Gendmica del Hospital General de México

El Hospital Margarita Maza de Juarez

El Hospital Sharp en colaboracion con Microbial Genomics Laboratory y el

Consorcio Mexicano de Vigilancia Gendémica (CoViGen-Mex)
El Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricién "Salvador Zubirdn" en
colaboracion con el Instituto Nacional de Medicina Gendmica
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El Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemiologicos (INDRE)

El laboratorio “Imagenes Diagnosticas de Mazatlan” en colaboracion con

Microbial Genomics Laboratory

El Instituto Nacional de Cancerologia en colaboracién con el Centro de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias (INER)

Instituto Nacional de Cardiologia (INC) en colaboracion con el Centro de
Investigacion en Enfermedades Infecciosas (CIENI) del Instituto Nacional de

Enfermedades Respiratorias (INER)

El Instituto de Biotecnologia de la UNAM

Salud Digna
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