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epitopos del antigeno ROP35 especificos para linfocitos B y T CD4* muridos

In silico design of a DNA vaccine against Toxoplasma gondiibased on ROP35 antigen epitopes specific for
murine B and CD4* T lymphocytes
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RESUMEN

La toxoplasmosis, causada por Toxoplasma gondii (T. gondii), es una zoonosis con una alta prevalencia mundial oscilando del 30 % al 70 %. Afecta
principalmente a individuos inmunocomprometidos y mujeres embarazadas, pudiendo generar complicaciones graves, incluso la muerte. Las
proteinas ROP, ubicadas en las roptrias de T. gondii son clave en la invasién y persistencia del pardsito, de ellas ROP35 ha sido identificada como un
antigeno relevante, por lo que fue elegida para el desarrollo in silico de una vacuna de ADN que prevenga la infeccién por T. gondii. Con la secuencia
de ROP35 se predijeron epitopos By T CD4* restringidos para H2-1A¢ de ratones BALB/c mediante los softwares MHC-II Binding y ElliPro, y se evaluaron
con VaxiJen 2.0 y MHCPred. Los epitopos MPEQDLASGFL y WDDAHLVQVSTSHPD mostraron las mejores propiedades antigénicas para linfocitos By
T CD4* respectivamente. Las secuencias génicas correspondientes fueron clonadas en el vector de expresion pVAX1, incorporando un codén de inicio
y la secuencia génica del espaciador GSGGSG para su 6ptima expresién. Esta construccién fue denominada pR35BT y permite la sintesis simultanea
de ambos epitopos, representando un avance hacia el desarrollo de una vacuna genética contra la toxoplasmosis, con potencial para su validacién in

vitro e in vivo en modelos muridos que contribuya a establecer las bases moleculares para la prevencién de toxoplasmosis en seres humanos.

Palabras clave: Toxoplasma gondii, ROP35, Vacuna genética, Prediccion in silico, Epitopos By T.

ABSTRACT

Toxoplasmosis is a globally prevalent zoonosis caused by Toxoplasma gondii (T. gondii), with an incidence ranging from 30 % to 70 %. It primarily
affects immunocompromised individuals and pregnant women, potentially leading to severe complications, including death. ROP proteins, which are
located in the T. gondii rhoptries, are crucial for parasite invasion and persistence. Among them, ROP35 has been identified as a relevant antigen,
making it a suitable target for the in silico development of a DNA vaccine to prevent T. gondii infection. Using the ROP35 sequence, B and T cell
epitopes restricted to H2-IA in BALB/c mice were predicted with MHC-II Binding and ElliPro software and further evaluated using VaxiJen 2.0 and
MHCPred. The epitopes MPEQDLASGFL and WDDAHLVQVSTSHPD exhibited the highest antigenic properties for B and T CD4* cells respectively. The
corresponding genetic sequences were cloned into the pVAX1 expression vector, incorporating a start codon and the GSGGSG spacer sequence to
ensure optimal expression. This construct, named pR35BT, enables the simultaneous synthesis of both epitopes, representing a significant step toward
the development of a genetic vaccine against toxoplasmosis. It holds potential for in vitro and in vivo validation in murine models, contributing to the

establishment of molecular foundations for toxoplasmosis prevention in humans.

Keywords: Toxoplasma gondii, ROP35, Genetic vaccine, In silico prediction, B and T epitopes.
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INTRODUCCION
Toxoplasma gondii es un protozoario pardsito intracelular obligado
causante de la enfermedad conocida como toxoplasmosis (Smith et al,
2021). Esta enfermedad puede manifestarse tanto como una infeccion
aguda como cronica debido a la formacion de quistes (Al-Malki, 2021;
Smith et al., 2021). La incidencia de la toxoplasmosis es mayor en
regiones con climas himedos o calidos, con una prevalencia mundial del
30 % (Molan et al., 2019). En México, la incidencia es mas alta en las
zonas costeras, con un 64 %, y en Yucatan, con un 70 % (Castillo-Morales
et al, 2012). Ademds, en 2024, Sinaloa reporté 132 casos de
toxoplasmosis, ubicandose en el séptimo lugar a nivel nacional (Boletin
Epidemioldgico, 2025). Estos registros de alta prevalencia mundial ponen
en evidencia la necesidad de implementar medidas mas efectivas para
su prevencion y control.

La toxoplasmosis puede afectar tanto a hospederos definitivos como
intermedios, siendo el gato doméstico (Felis catus) uno de los
hospederos definitivos y el principal reservorio de este parasito (Smith et
al., 2021). El ciclo de vida de Toxoplasma gondii inicia cuando los
hospederos intermediarios ingieren ooquistes presentes en agua,
alimentos o suelo contaminados, una vez dentro del organismo, los
ooquistes son degradados por enzimas digestivas en el estomago, lo que
permite la liberacion de esporozoitos que se diferencian en taquizoitos
(Al-Malki, 2021). Estas formas mdviles del parasito se diseminan a través
del torrente sanguineo y se alojan en diversos tejidos, especialmente en
el tejido nervioso y muscular (Al-Malki, 2021). En estas localizaciones,
los taquizoitos disminuyen su velocidad de replicacién y se diferencian
en bradizoitos, los cuales se agrupan formando quistes tisulares que
pueden persistir durante largos periodos (Al-Malki, 2021). La transmision
al hospedero definitivo, generalmente un felino, ocurre mediante la
ingestion de quistes presentes en la carne cruda de hospederos
intermediarios, o por contacto con agua o suelo contaminado (Castillo-
Morales et al., 2012; S. Al-Malki, 2021; Smith et al., 2021).

En el caso de los seres humanos, la toxoplasmosis puede adquirirse por
el consumo de carne cruda o mal cocida proveniente de animales
infectados, por la ingestion de agua o alimentos contaminados con
ooquistes, asi como por transfusiones sanguineas, trasplantes de
drganos o por transmision vertical durante la gestacion (Castillo-Morales
et al., 2012; Al-Malki, 2021; Smith et al., 2021). Las manifestaciones
clinicas de la enfermedad dependen del estado inmunolégico del
frecuentemente en individuos

paciente, inmunocompetentes, la

toxoplasmosis suele ser asintomdtica o manifestarse como
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toxoplasmosis ocular (Espinoza Rojas et al., 2022). Sin embargo, en
pacientes inmunocomprometidos puede causar lesiones cerebrales
como encefalitis, complicaciones oftalmoldgicas como retinocoroiditis,
dafio sistémico generalizado, trastornos de la consciencia o crisis
convulsivas y en mujeres embarazadas, puede afectar al feto
provocandole encefalitis, hidrocefalia, dafio cerebral y abortos
espontaneos (Castillo-Morales et al., 2012; Espinoza Rojas et al., 2022).
Para invadir al hospedero, T. gondii secreta proteinas denominadas ROP
(cinasas), localizadas en organulos llamados roptrias, que facilitan la
invasion y establecimiento de la infeccion (Gaji et al., 2021). Entre ellas
esta la proteina antigénica ROP35, un componente de la pared celular de
T. gondii, que contribuye a la persistencia del parasito y al desarrollo de
infecciones cronicas (Gaji et al., 2021; Mani et al., 2023). Su importancia
en el proceso de establecimiento de la enfermedad se puso de manifiesto
en el reporte de Mani et al. (2023) quienes demostraron que los niveles
de RNA de ROP35 aumentan en ratones con alta carga quistica (Mani et
al., 2023). Ademas, Fox et al. (2016) observaron que la inactivacion del
gen ROP35 reduce la carga de quistes en modelos muridos (Fox et al,
2016; Mani et al., 2023).

Histéricamente la vacunacion es la estrategia inmunitaria ctspide de la
prevencion y control de las enfermedades a nivel mundial, hecho que
quedé de manifiesto durante la pandemia de COVID-19 (Dey et al., 2021;
Lagos et al., 2020), la comunidad cientifica ain no ha logrado obtener
con éxito una vacuna que prevenga alguna enfermedad parasitaria en
seres humanos, como la toxoplasmosis. Adicionalmente, el disefio de
vacunas es complejo y puede demorar varios afios (Pollard & Bijker,
2021). Existen diversos formatos para el disefio de vacunas, como
atenuadas, inactivadas con vectores virales, de ADN y las mds exitosas
para prevenir la COVID-19, las de ARN mensajero modificado (Pollard &
Bijker, 2021; WHO, 2022).

Aunque las vacunas de ARN han mostrado porcentajes de proteccion que
superan el 90 %, tienen la desventaja de requerir ultracongelacién para
su mantenimiento, en cambio las vacunas de ADN son mas estables
requiriendo solo refrigeracion convencional, y por ello pueden estar al
alcance de la poblacion de paises en vias de desarrollo que ademas son
las comunidades mdas afectadas por las parasitosis, incluida la
toxoplasmosis, aunado a ello confieren buenos porcentajes de
proteccion, lo cual se confirmd con el éxito de la vacuna de ADN disefiada
por investigadores de la India, denominada ZyCov-D, empleada para
prevenir la COVID-19, confiriendo alrededor de un 66.6 % de proteccion
(Dey et al., 2021; Khobragade et al., 2022).
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Por otro lado, el empleo de herramientas bioinforméticas disefiadas para
el andlisis in silico de secuencias de proteinas antigénicas representan
la base para la seleccion de epitopos restringidos para linfocitos By T
basadas en algoritmos de prediccién, acelerando la identificacion de las
regiones mas inmunogénicas de una proteina y emplearlas como base
para el disefio y validacion de candidatos vacunales (Yurina &
Adianingsih, 2022). En este contexto, el objetivo del presente trabajo fue
predecir los epitopos de linfocitos B y T CD4* miridos derivados de la
proteina antigénica ROP35 de T. gondii para disefiar una construccion
genética vacunal que brinde proteccién contra la toxoplasmosis

experimental.

MATERIALES Y METODOS

ROP35 T. GONDII

La obtencién de la secuencia genética de la proteina Rop35 de T. gondii
se realizd por medio de la pagina bioinformatica NCBI (secuencia de
referencia XM_018782426.1) en el apartado de nucledtidos y el archivo
obtenido fue en formato FASTA con un total de 6009 bp. El modelado 3D
de la proteina ROP35 se llevé a cabo en la pagina bioinformatica I-
TASSER, la cual recaba conocimientos sobre la posible funcién del
objetivo mediante la reconstruccién de los modelos 3D de las proteinas
(zZhou et al., 2022). Los resultados se obtuvieron 3 dias después,
haciendo uso de la secuencia en formato FASTA para predecir tanto la
estructura como la anotacion de las funciones de la proteina ROP35
basadas en su estructura y haciendo uso de plantillas como referencia a
partir de la pagina bioinformatica Protein Data Bank (PDB), y en ella se

sefialaron las regiones correspondientes a los epitopos predichos.

PREDICCION DE EPiTOPOS B

Para la prediccion de epitopos de linfocitos B, se utilizé el programa
bioinformatico ElliPro (Ponomarenko et al., 2008), el cual identifica
epitopos antigénicos lineales y discontinuos basandose en la estructura
tridimensional de las proteinas en formato PDB. ElliPro asigna a cada
epitopo un puntaje basado en el Protrusion Index (Pl), que corresponde
al valor promedio calculado sobre los residuos del epitopo. Este indice
se define segun el centro de masa del residuo que se encuentra fuera del
elipsoide de mayor tamafio posible (Ponomarenko et al., 2008). La
prediccién de epitopos se realizé utilizando un umbral de 0.6 para
seleccionar aquellos con mayor antigenicidad (Ponomarenko et al,
2008).
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PREDICCION DE EPITOPOS T CD4*

Para la prediccion de epitopos restringidos para linfocitos T CD4*, se
empleé la herramienta bioinformatica MHC-Il Binding Predictions
(Reynisson et al., 2021). Se ingresé la secuencia de aminodacidos de la
proteina ROP35 en formato FASTA y se utilizo, por defecto, un umbral de
afinidad fuerte superior a 0.5 (Reynisson et al., 2021), y se selecciond el
alelo del complejo principal de clase-Il (MHC-II) H2-IAY, expresado en
ratones de la cepa BALB/c. La longitud elegida para del péptido analizado

fue de 15 residuos de aminoécidos.

ANTIGENICIDAD DE LOS EPITOPOS B

Para llevar a cabo la evaluacion de la antigenicidad de los epitopos
predichos para los linfocitos B se utiliz6 la pagina bioinformatica VaxiJen
2.0 (Doytchinova & Flower, 2008a), la cual permite evaluar a los péptidos
uno por uno y mide su antigenicidad con base en las propiedades
fisicoquimicas del péptido sin necesidad de ser sometido a un
alineamiento previo. Por otra parte, también permite seleccionar un
organismo a partir del cual predice la probabilidad de que el péptido sea
considerado un antigeno. En este caso, se selecciond el organismo
parasito debido a que la proteina de interés pertenece al pardsito T.
gondii'y los péptidos deben superar el valor umbral de 0.5 para poder ser
considerados como candidatos (Doytchinova & Flower, 2008a). Para la
evaluacién, se ingres6 la secuencia en formato FASTA de los epitopos
lineales y discontinuos de manera manual, se selecciond el organismo de
interés y, por Ultimo, se selecciond el archivo de salida al igual en formato
FASTA en conjunto con la prediccién y el valor del umbral obtenido para

cada secuencia.

ANTIGENICIDAD DE LOS EPITOPOS T CD4*

Para la evaluacion de la antigenicidad de los epitopos restringidos para
linfocitos T CD4* se utilizd la herramienta bioinformatica MHCpred (Guan
etal., 2003), la cual emplea un método aditivo para predecir si un péptido
tiene la capacidad de unién al MHC de clase I y clase Il, lo cual se mide a
través de un valor probable ICso, el cual oscila de 0.01 a 5000 nM y hace
referencia a la capacidad de union del péptido predicho a MHC. Se
selecciond la especie de raton para realizar la prediccién y se centrd en
el alelo (H2-1A%) debido a que se trabaj6 con ese alelo para la prediccién
de los epitopos T CD4* y por dltimo se cargd la secuencia en formato
FASTA de los epitopos predichos de ROP35 de T. gondii.
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CONSTRUCCION GENETICA VACUNAL

Para el disefio de la construccion genética vacunal las secuencias de
aminodcidos de los epitopos especificos para linfocitos B y T predichos
en las herramientas bioinformaticas MHC-II Binding Prediction y ElliPro, y
su antigenicidad validada con VaxiJen 2.0 y MHCpred como se describié
anteriormente, fueron ingresadas a la herramienta ReverseTranslate para
obtener la secuencia de nucleétidos codificante para cada uno. Se
adaptaron a formato FASTA para facilitar su incorporacion en el software
SnapGene y generar la construccién genética vacunal. La cual estd
integrada por un coddn de inicio (ATG) unido a la secuencia
correspondiente al epitopo lineal especifico para linfocitos B (R35B1-11),
la secuencia génica del espaciador (GSGGSG) (Wan et al., 2019), la
secuencia génica del epitopo para linfocitos T CD4* (R35T226-240), todo
ello flanqueado por los sitios de restriccion en 5°-EcoRl y en 3’-Xhol, para
facilitar su insercién en el sitio de clonacién mdltiple del vector pvVAX1
(disponible en nuestro grupo de investigacion por el donativo del MC.

Antonio Cruz, Tecnoldgico de Monterrey, México).

RESULTADOS Y DISCUSION

EPITOPO R35B1-11

A través del sitio bioinformatico Ellipro, se predijeron cuatro epitopos
lineales para la cadena A (tnica cadena de la proteina) de la proteina
ROP35 de T. gondii. Se identific el epitopo 1 con 170 aminoécidos (del
residuo 65 al 234) y un indice de protrusion (PI) de 0.817, el epitopo 2
con 54 aminodacidos (del residuo 240 al 293) y un Pl de 0.764, el epitopo
3 con 27 aminodcidos (del residuo 30 al 54) y un Pl de 0.716, y finalmente,
el epitopo 4 con 11 aminoéacidos (del residuo 1 al 11) y un Pl de 0.710. El
epitopo 1 presento el mayor Pl (0.817), lo que sugiere que podria ser el
mejor candidato debido a su mayor accesibilidad en la estructura
tridimensional de la proteina, permitiendo una mejor interaccion con los
receptores de linfocitos B y una mayor capacidad inmunogénica. Sin
embargo, esta prediccion fue posteriormente descartada mediante
ensayos de antigenicidad.

Se obtuvieron cuatro imégenes tridimensionales de los epitopos
predichos, donde se observa la distribucion de los residuos de
aminodcidos en la estructura de la proteina ROP35 (Figura 1). En el caso
de los epitopos 2, 3 y 4, su accesibilidad es menor debido a su ubicacién
en la estructura proteica, lo cual se correlaciona con los menores valores
de PI. Asimismo, se realiz6 la prediccion de cuatro epitopos
conformacionales o discontinuos. El epitopo 1 obtuvo el mayor valor de

Pl (0.814) con 172 residuos de aminodacidos, posicionandose como el
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mejor candidato. Por otro lado, los epitopos 2, 3 y 4 también fueron
considerados como potenciales candidatos: el epitopo 2 presenté un PI
de 0.764 con 54 residuos de aminodcidos, el epitopo 3 un Pl de 0.707 con
29 residuos, y el epitopo 4 un Pl de 0.700 con 12 residuos (Figura 1).
Aunque fue posible la predicciéon de epitopos tanto lineales como
discontinuos, en este estudio solo se seleccionaron los epitopos lineales
para linfocitos B (Tabla 1). Esto se debe a que, en la sintesis
recombinante in vitro, los epitopos lineales pueden obtenerse utilizando
sistemas de expresién procariontes, mientras que los epitopos
discontinuos requieren de conjugaciones con proteinas acarreadoras y el
uso de organismos eucariontes capaces de realizar el plegamiento
tridimensional a través de procesos postraduccionales, un ejemplo de
esto es la vacuna pUCP24-OmpH contra Pasteurella multocida
desarrollada por Yassein y colaboradores en el afio 2021, la cual fue
expresada en un sistema procarionte (Escherichia coli), obteniendo un 90
% de supervivencia en modelos mdridos y 3 veces mds anticuerpos en
comparacion con vacunas inactivadas (Yassein et al., 2021).

Los epitopos discontinuos no fueron descartados, ya que en futuras
investigaciones podrian sintetizarse en sistemas de expresion
eucarionte como en Drosophila o en células de mamifero para obtener
epitopos conformacionales dentro de proteinas acarreadoras,
reconocibles por linfocitos B. Por otro lado, los valores obtenidos para
los epitopos predichos en funcion de la accesibilidad al solvente y la
flexibilidad indicaron que el epitopo 1 es el mejor candidato. Sin
embargo, tras los andlisis de antigenicidad, el epitopo mas adecuado
para la construccion genética vacunal fue el epitopo 4, lo cual se detalla

en los resultados posteriores.

EPITOPO R35T226-240

Para la prediccion de epitopos de linfocitos T CD4*, se identificaron 626
péptidos, de los cuales solo dos presentaron una alta afinidad de unién,
todos predichos para el alelo H2-1A%. La afinidad de unidn se considera
fuerte cuando el porcentaje de clasificacién del péptido se aproxima a 1,
y débil cuando se acerca a 0. El péptido predicho 1 (EPPPASIVPVSSEAP)
presentd una afinidad de unién fuerte, con un valor de 0.7651, abarcando
la posicion 155-169 de la secuencia. Por otro lado, el péptido 2
(WDDAHLVQVSTSHPD) tuvo un valor de afinidad de 0.7545 y se ubicd
entre los residuos 226 y 240, ambos con una longitud de 15 aminodacidos
(Tabla 2). Posteriormente, los epitopos de linfocitos T CD4* fueron
evaluados mediante ensayos de antigenicidad. Aunque los resultados de

la prediccion inicial indicaban que ambos péptidos eran candidatos a ser
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Tabla 1. Prediccion de epitopos para linfocitos B derivados de ROP35 de T. gondii.
N° de Epitopo (Secuencia) Umbral de Antigenicidad
Epitopo 1:

(TVEAGATVAAPQVETGPLLSVRAPRSPLHLRDVDAPEVTHASSEGSPQFESSLSQQRLRRPADRGEAHNGEEPRKDAAT

0.6369

QTVRGYGGQSTEPPPASIVPVSSEAPQDGAEQRQASSAAESLAGLDPDAGDTGLRSQEMDEEGSGAAQDMERAHAAQPT
VSTWDDAHLVQV)

Epitopo 2: 0.6790
(DMFPVDGSFSKKQEGRRERRLAVRGDDSFARGHNRDRDASNGRSILRRAPGWAK) ’
Epitopo 4:

Piiop 0.8360
(MPEQDLASGFL)

Umbral de antigenicidad de epitopos para linfocitos B determinado utilizado el software ElliPro. Prediccion de epitopos para linfocitos B, empleando el software ElliPro.

La secuencia seleccionada fue MPEQDLASGFL designada como Epitopo R35B1.11.

epitopos restringidos para MHC-II, los analisis de antigenicidad revelaron
que el epitopo 2 presenté una mayor capacidad inmunogénica, aspecto

que se analiza con mayor detalle en los resultados posteriores.

ANTIGENICIDAD DE R35B1-11 Y R35T226-240

La antigenicidad de los epitopos de linfocitos B y T fue evaluada
mediante las herramientas bioinformaticas VaxiJen 2.0 y MHCpred
(Doytchinova & Flower, 2008b; Guan et al., 2003). Para la evaluacion de
los epitopos de linfocitos B, se utilizd la herramienta bioinformatica
VaxiJen 2.0 con un umbral de 0.6. Los péptidos con valores superiores
fueron catalogados como antigenos probables. El péptido lineal 1, con
170 residuos de aminodcidos, present6 un valor de 0.6369; el péptido
lineal 2, con 54 residuos, obtuvo un valor de 0.6790; y finalmente, el
péptido lineal 4, con 11 residuos, mostré el mayor valor con 0.8360,
indicando su alta probabilidad de ser un antigeno.

En cuanto a los epitopos discontinuos, el péptido 1 (172 residuos) obtuvo
un valor de 0.6354, el péptido 2 (54 residuos) presenté un valor de
0.6790, y el péptido 4 (MPEQDLASGFLL), con 12 residuos, alcanzd un
valor de 0.7735, confirmando su clasificacion como antigeno probable.
Para los linfocitos T CD4*, la herramienta MHCpred se utiliz para
analizar los péptidos predichos. El péptido 1 predicho para linfocitos T
CD4* (EPPPASIVPVSSEAP) fue analizado en dos secciones. La primera
seccion, compuesta por 9 aminoacidos (EPPPASIVP), obtuvo un valor de
ICso de 877.0 y un valor de confianza de prediccion de 1, el mas alto
posible. La segunda seccién (IVPVSSEAP), con la misma longitud,

presenté un ICso de 1710.02 y un valor de confianza de 1. De manera
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similar, el péptido 2 (WDDAHLVQVSTSHPD) fue analizado en dos partes:
la primera (WDDAHLVQV) obtuvo un ICso de 111.94 con un valor de
confianza de 1, mientras que la segunda (VQVSTSHPD) present6 un ICso
de 1073.99 con un valor de confianza de 1. Estos resultados indican que
los epitopos predichos para linfocitos T CD4* son candidatos para la
construccién de una vacuna ya que en el andlisis de antigenicidad
obtuvieron los valores en el rango de 0.01 a 5000 los cual indica una alta
antigenicidad y por lo tanto son en general, buenos candidatos vacunales
(Guan et al., 2003).

Tabla 2. Prediccion de epitopos para linfocitos T CD4* derivados de ROP35 de
T. gondii.

N° de Epitopo Afinidad 1C50 MHC-II (nM)
EPPPASIVPVSSEAP 0.7651 877.0
WDDAHLVQVSTSHPD 0.7545 111.94

Nota. Afinidad e ICso de epitopos para linfocitos T CD4'y MH-II, empleando el
software  MHC-Il Binding Predictions. La secuencia seleccionada fue
WDDAHLVQVSTSHPD designada como Epitopo R35T 6240

Con base en nuestros resultados, se determind que el péptido lineal 4 de
linfocitos B (R35B111) y el péptido lineal 2 restringido para H2-IAY
especifico para linfocitos T CD4* (R35T22240) son los mejores
candidatos para la construccién génica vacunal, con base en los

elevados valores de antigenicidad obtenidos en el umbral de prediccidn,
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Figura 1. Prediccion de epitopos lineales para linfocitos B derivados de ROP35. Cada epitopo se sefiala en color amarillo, y fueron predichos en ElliPro y su antigenicidad
analizada en Vaxigen 2.0. Epitopo 1: de 1- 170 aa; PI 0.817; Epitopo 2: de 2- 54 aa; Pl 0.764; Epitopo 3: de 3- 27 aa; P1 0.716; Epitopo 4: de 4- 11 aa; P1 0.710.

A

PRISBT
3071 bp

MPEQDLASGFL

Figura 2. Epitopos B y T CD4* de ROP35 y construccion genética vacunal pR35BT. (A) Estructura 3D de ROP35 donde se seifialan las regiones donde se localiza el
epitopo B (amarillo) y el epitopo T CD4* (azul). El modelado se realizé con el software I-TASSER y seleccion de los residuos de aminodcidos de los epitopos By T CD4*
con PyMol. (B) Construccion genética vacunal pR35BT, disefiada en SnapGene. La secuencia genética correspondiente a R35BT:
GAATTCATGATGCCGGAACAGGATCTGGCGAGCGGCTTTCTGGGCAGCGGCGGCAGCGGCTGGGATGATGCGCATCTGGTGCAGGTGAGCACCAGCCATCCGGATCTCGAG, — se

muestra en color rojo.
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lo que indica una mayor afinidad de unién y una mayor probabilidad de

inducir una respuesta inmune contra la infeccién preclinica por T. gondii

CONSTRUCCION GENETICA VACUNAL PR35BT

En el caso de los epitopos lineales de linfocitos B, se selecciond el
epitopo 4, compuesto por 11 residuos de aminoacidos (R35B1-11), que
presentd el mayor valor de antigenicidad, lo que lo convirtié en el mejor
candidato. Su secuencia de aminoacidos fue igualmente convertida a
nucledtidos, obteniendo un fragmento de 33 pares de bases (ph). El
epitopo 2 de linfocitos T CD4*, con 15 residuos de aminoacidos (R35T22-
240), fue elegido debido a su mayor valor en los ensayos de antigenicidad
en comparacién con el epitopo 1, lo que sugiere una mejor capacidad
para inducir una respuesta inmune contra T. gondii.

Para la construccion del vector de expresién, la secuencia de
aminodcidos fue convertida a nucleétidos, obteniendo un fragmento de
45 pb. Una vez seleccionados los epitopos 4 y 2 de linfocitos By T CD4*
respectivamente, se unieron mediante la secuencia genética del
espaciador universal GSGGSG (Wan et al., 2019). Se afiadié un cododn de
inicio ATG, seguido del espaciador, el epitopo R35B1-11, y posteriormente
el epitopo R35T226-240. Finalmente, se incluyeron en los flancos 5’y 3’ las
secuencias especificas para las enzimas de restriccion EcoRI y Xhol
respectivamente, con esta la secuencia completa, se procedié a su
insercion en el vector de vacunal pVAX1 dando lugar a la construccion
genética vacunal denominada aqui como pR35BT, con un tamafio de
3,071 pb (Figura 2) listo para su sintesis y evaluacion in vitro. Estos
resultados son consistentes con estudios previos sobre vacunas de ADN
y disefio de vacunas in silico basados también en la prediccion de
epitopos By T (Da'dara & Harn, 2005; Ojha et al., 2020; Zhu et al., 2021).
En 2020, Ojha y colaboradores realizaron la prediccion de epitopos
especificos para linfocitos B y T derivados de antigenos de Leishmania,
empleando herramientas bioinformaticas como RANKPEP, NetCTL 1.2y
ABCpred (Ojha et al., 2020). A pesar de utilizar metodologias diferentes
a las del presente estudio, en ambos casos el andlisis in silico permitié
la prediccién de epitopos especificos a partir de proteinas antigénicas
derivadas del parasito (Ojha et al., 2020). Por otro lado, en 2021, Zhu y
colaboradores disefiaron una vacuna de ADN contra T. gondii, basada en
la prediccion de epitopos lineales especificos de linfocitos B derivados
del antigeno GRA39 (Zhu et al., 2021). Evaluaron la antigenicidad y
sintetizaron la construccién genética para su evaluacién en modelos
murinos, observando una reduccién aproximada del 33% en la carga

quistica en los ratones (Zhu et al., 2021).

Revista online: https://revistas.uas.edu.mx/index.php/QBU/index

En comparacion con el presente estudio, estos hallazgos soportan la
validez de nuestros datos y que la estrategia empleada en el disefio de la
construccién genética vacunal pR35BT, cumple con las especificaciones
de antigenicidad y restriccién para utilizarla primero como inmunégeno
al inmunizar ratones BALB/c, analizando sus titulos de anticuerpos, asi
como el perfil de citocinas Th, y posteriormente, emplearla en ensayos
de proteccidn contra T. gondii en dicho modelo mdrido, que establezca
las bases celulares y moleculares para el disefio de una vacuna que

prevenga la toxoplasmosis humana.

LIMITACIONES DEL ESTUDIO

El presente estudio presenta como Unica limitante, que se trata de una
investigacion in silico, sin embargo, el resto cumple con todos los
criterios cientificos, uso de softwares y plataformas inmunoinformaticas
para trasladarlo al contexto in vitro e in vivo, tal como lo sustenta la

bibliografia citada aqui.

CONCLUSION

Nuestros resultados proporcionan la evidencia de que los epitopos
especificos R35B1-11 (MPEQDLASGFL) y R35T226-240
(WDDAHLVQVSTSHPD), predichos a partir de la proteina ROP35 sirvieron
de base para la obtencién de la construccion genética vacunal pR35BT,
especifica para linfocitos B y T CD4*. Ademas, se demostré que cumple
con los parametros de antigenicidad y restriccion al MHC-Il (H2-1A¢), para
su sintesis y evaluacion in vitro como nueva vacuna para prevenir la
Toxoplasmosis preclinica en el modelo mdrido de ratones BALB/c.
Hecho que contribuird al establecimiento de las bases celulares y
moleculares para el posterior disefio de una vacuna genética contra la
toxoplasmosis humana, enfermedad que afecta al 30 % de la poblacién

mundial.
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