
 
 
 

UNIVERSIDAD REGIONAL AMAZÓNICA IKIAM 
Facultad de Ciencias de la Vida 

Ingeniería en Biotecnología 

 
 
 
 
 
 

 

Diseño de una vacuna candidata de múltiples epítopos 

contra la leishmaniasis cutánea mediante herramientas 

inmunoinformáticas 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Andrea Lisseth Soria Merchán 
24 de febrero de 2021, ciudad de Tena, Napo, Ecuador 

 
 
 
 



 
 

 

 
 

Declaración de derecho de autor, autenticidad y responsabilidad 
 
 

Tena, 24 de febrero de 2021 
 
 
Yo, Andrea Lisseth Soria Merchán con documento de identidad N° 1725090276, declaro 
que los resultados obtenidos en la investigación que presento en este documento final, 
previo a la obtención del título Ingeniera en Biotecnología son absolutamente inéditos, 
originales, auténticos y personales. 
 
 
En virtud de lo cual, el contenido, criterios, opiniones, resultados, análisis, interpretaciones, 
conclusiones, recomendaciones y todos los demás aspectos vertidos en la presente 
investigación son de mi autoría y de mi absoluta responsabilidad. 
 
 
Por la favorable atención a la presente, suscribo de usted, 
 
Atentamente, 
 
 

 
 
 

Firma: 
 

 
 
 
 

 
__________________________________________ 

Andrea Lisseth Soria Merchán 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

ii 



 
 

 
 

   

 
Certificado de dirección de trabajo de integración curricular  

  

Certifico que el trabajo de integración curricular titulado: “Diseño de una vacuna 

candidata de múltiples epítopos contra la leishmaniasis cutánea mediante 

herramientas inmunoinformáticas”, en la modalidad de: proyecto de investigación 

en formato tesis, fue realizado por: Andrea Lisseth Soria Merchán, bajo mi dirección.   

 

El mismo ha sido revisado en su totalidad y analizado por la herramienta de 

verificación de similitud de contenido; por lo tanto, cumple con los requisitos 

teóricos, científicos, técnicos, metodológicos y legales establecidos por la 

Universidad Regional Amazónica Ikiam, para su entrega y defensa.  

    

Tena, 24 de febrero de 2021  

  
Firma:  

  
  
  

  
 

……………………………  
  

José Rafael De Almeida, PhD.  
                                        C.I: 1757448954  

  

Firma:  
  
  
  
  

……………………………  
                                                   Yeimy Marlene Rojas De Hidalgo, MSc.  

                                             C.I: 1757847783  

  

   
    

iii 

 



 
 

  

TABLA DE CONTENIDO  
 

CARÁTULA 

DERECHO DE AUTOR ............................................................................................................. ii 

CERTIFICADO DE LOS DIRECTORES ....................................................................................... iii 

TABLA DE CONTENIDO.......................................................................................................... iv 

ÍNDICE GENERAL .................................................................................................................... v 

ÍNDICE FIGURAS .................................................................................................................... vi 

ÍNDICE TABLAS ...................................................................................................................... vi 

ÍNDICE ANEXOS .....................................................................................................................vii 

RESUMEN ............................................................................................................................. viii 

ABSTRACT ..............................................................................................................................ix 

CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN .................................. 10 

1.1 Antecedentes ........................................................................................................ 10 

1.2 Planteamiento del problema ................................................................................ 14 

1.3 Justificación de la investigación ............................................................................ 15 

1.4 Objetivos de la investigación ................................................................................ 16 

CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO ............................................................................... 16 

CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS ................................................... 24 

CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN ......................................... 40 

CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ........................................................ 46 

REFERENCIAS ....................................................................................................................... 47 

ANEXOS ................................................................................................................................ 55 

 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

iv 



 
 

 
 

ÍNDICE GENERAL  
 
RESUMEN ............................................................................................................................... 7 

CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN .................................. 10 

1.1 Antecedentes ........................................................................................................ 10 

1.2 Planteamiento del problema ................................................................................ 14 

1.3 Justificación de la investigación ............................................................................ 15 

1.4 Objetivos de la investigación ................................................................................ 16 

CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO ............................................................................... 16 

2.1 Selección de epítopos conservados ...................................................................... 16 

2.2 Predicción de epítopos de antígenos potenciales altamente conservados en   
Leishmania ....................................................................................................................... 18 

2.3 Cálculo de cobertura poblacional, toxicidad y conservación por epítopo ........... 19 

2.4 Construcción de secuencia de vacuna multi-epítopo ........................................... 19 

2.5 Predicción de propiedades de la construcción multi-epítopo .............................. 20 

2.6 Predicción de estructura de construcción multi-epítopo ..................................... 21 

2.7 Acoplamiento de multi-epítopo con receptores TLR ............................................ 22 

CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS ................................................... 24 

3.1 Análisis de epítopos conservados ......................................................................... 24 

3.2 Análisis de antígenos candidatos para la predicción de epítopos ........................ 29 

3.3 Cálculo de cobertura poblacional, toxicidad y conservación por epítopo ........... 31 

3.4 Construcción de secuencia de vacuna multi-epítopo ........................................... 31 

3.5 Evaluación de vacuna multi-epítopo .................................................................... 33 

3.6 Predicción de estructura de construcción multi-epítopo ..................................... 33 

3.7  Acoplamiento de multi-epìtopo con el receptor TLR-4 ....................................... 35 

3.8  Simulación de dinámica molecular ....................................................................... 37 

CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN ......................................... 40 

CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES ........................................................ 46 

REFERENCIAS ....................................................................................................................... 47 

ANEXOS ................................................................................................................................ 55 

 

 
 
 

v 



 
 

ÍNDICE DE FIGURAS 

 
Figura 1. Reconocimiento general del patógeno y descripción de la respuesta        

inmunitaria. .................................................................................................................... 12 

Figura 2. Diagrama de flujo del estudio inmunoinformático diseñado. ........................ 23 

Figura 3. Número de epítopos reportados para antígenos de Leishmania en IEDB. ..... 24 

Figura 4. Diagrama del diseño multi-epítopo. ................................................................ 32 

Figura 5. Simulación inmunológica in silico del péptido multi-epítopo ......................... 34 

Figura 6. Estructura y validación de la vacuna multi-epìtopo. ....................................... 36 

Figura 7. Interacción molecular de la vacuna candidata con los receptores ................. 37 

Figura 8. Simulación de dinámica molecular del complejo acoplado TLR2 y vacuna .... 38 

Figura 9. Simulación de dinámica molecular del complejo acoplado TLR4 y vacuna .... 39 

ÍNDICE DE TABLAS 

 
Tabla 1. Proteínas de Leishmania utilizadas como antígenos candidatos para el cribado de     

epítopos .......................................................................................................................... 25 

Tabla 2. Epítopos conservados obtenidos por la superposición de los epítopos colectados 

respecto a los fragmentos conservados ......................................................................... 26 

Tabla 3. Afinidad de unión a HLA-I para epítopos conservados de T CD8+ de Leishmania  

 ........................................................................................................................................ 27 

Tabla 4. Afinidad de unión a HLA II y puntuación de IFN-γ de epítopos conservados de T CD4 

+ de Leishmania .............................................................................................................. 28 

Tabla 5. Proteínas de Leishmania utilizadas como antígenos candidatos para la predicción 

de epítopos. .................................................................................................................... 29 

Tabla 6. Afinidad de unión a HLA I, puntuación total y puntuación de inmunogenicidad de 

epítopos predichos de Leishmania ................................................................................. 30 

Tabla 7. Afinidad de unión a HLA II, puntuación total y puntuación de inmunogenicidad de 

epítopos predichos de Leishmania. ................................................................................ 30 

vi 



 
 

ÍNDICE DE ANEXOS 

 

Anexo 1. Cantidad de epítopos por especie de Leishmania recuperados de IEDB. ....... 55 

Anexo 2. Fragmentos conservados obtenidos por el análisis de variabilidad de secuencia de 

los MSA de los antígenos GP63, KMP11 3'NT/UN .......................................................... 55 

Anexo 3. Fragmentos conservados obtenidos por el análisis de variabilidad de secuencia de 

los MSA de los antígenos H2B, PSA, LmlRAB. ................................................................. 56 

Anexo 4.  Epítopos afines a HLA-I utilizados para diseñar la construcción de vacuna basada 

en múltiples epítopos ..................................................................................................... 56 

Anexo 5. Epítopos HLA-II utilizados para diseñar la construcción de vacuna basada en 

múltiples epítopos .......................................................................................................... 57 

Anexo 6. Búsqueda de la distribución de haplotipos HLA en Allele Frequency Net para los 

cuales varios epítopos estudiados mostraron afinidad ................................................. 58 

Anexo 7. Propuestas para el diseño final de la vacuna de múltiples epítopos .............. 59 

Anexo 8.  Análisis en BLAST de homología de la secuencia multiepítope con proteínas 

humanas. ........................................................................................................................ 60 

Anexo 9. Representación de la estructura secundaria de la secuencia de múltiples epítopos.

 ........................................................................................................................................ 60 

Anexo 10. Puntuación GalaxyRefine de todos los modelos refinados previstos. .......... 61 

Anexo 11. Clasificación de los 10 mejores modelos de acoplamiento multiepítope-TLR2 

refinados por FireDock. .................................................................................................. 61 

Anexo 12. Clasificación de los 10 mejores modelos de acoplamiento multiepítope-TLR4 

refinados por FireDock ................................................................................................... 61 

 
 
 
 
 
 
 
 

vii 



 
 

RESUMEN 

 

 

La leishmaniasis es una de las principales enfermedades desatendidas del mundo. 

De las manifestaciones clínicas de la enfermedad, la leishmaniasis cutánea tiene la 

prevalencia más alta, especialmente en Latinoamérica. El tratamiento actual se basa en la 

quimioterapia, que es difícil de administrar, costosa e ineficaz por la aparición de 

farmacorresistencia. El desarrollo y la administración de una vacuna podría representar 

uno de los medios más rentables para controlar esta enfermedad. Sin embargo, hasta la 

fecha no se dispone de una vacuna. Los avances recientes en inmunoinformática podrían 

ser un enfoque prometedor para identificar candidatos a vacunas debido a que son una 

alternativa menos costosa y más óptima respecto a los esfuerzos experimentales.  

Se diseñó un péptido de vacuna de múltiples epítopos que consta de epítopos 

lineales afines a HLA-I y HLA-II de antígenos y epítopos reportados con potencial 

inmunogénico. Los epítopos empleados para el diseño mostraron inmunogenicidad, alta 

conservación, no toxicidad y la combinación de estos logró el 93.61% de cobertura 

poblacional a nivel mundial. La calidad general de la vacuna se validó por las evaluaciones 

de alergenicidad, antigenicidad y parámetros fisicoquímicos.  El acoplamiento y simulación 

de dinámica molecular del multi-epítope con los receptores TLR y HLA demostraron una 

posible interacción y estabilidad de los complejos. Además, la simulación inmune predijo 

niveles significativamente altos de INF-γ e IL-2 y poblaciones de células T-helper, T-

citotóxicos. Aunque los resultados sugieren que el diseño propuesto es comparable a otras 

investigaciones in silico, se requiere de evaluaciones in vitro.  

 

Palabras claves: vacuna multiepítopo, inmunoinformática, leishmaniasis cutánea 
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ABSTRACT 

 

 

Leishmaniasis is one of the world’s most neglected diseases. Among the clinical 

manifestations of this disease, cutaneous leishmaniasis has the highest prevalence, 

especially in Latin America. Current treatment is based on chemotherapy, which is difficult 

to administer, expensive and becoming ineffective due to drug resistance. The 

development and administration of a vaccine could represent one of the most cost-

effective means of controlling this disease. However, to date no vaccine is available. Recent 

advances in immunoinformatics could be a promising approach to identifying vaccine 

candidates because these are a less expensive and optimal alternative compared to 

experimental efforts.  

A multiple epitope vaccine peptide was designed, consisting of linear epitopes 

binding HLA-I and HLA-II molecules of reported antigens and epitopes with immunogenic 

potential. Epitopes used for the design showed immunogenicity, high conservation, non-

toxicity and the combination of these achieved 93.61% population coverage worldwide. 

Overall quality of the vaccine was validated by evaluations of allergenicity, antigenicity, and 

physicochemical parameters. Docking and simulation of molecular dynamics of the multi-

epitope with the TLR and HLA receptors demonstrated a possible interaction and stability 

of the complexes. Furthermore, immune simulation predicted significantly high levels of 

INF-γ and IL-2 and populations of T-helper, T-cytotoxic cells. Although the results suggest 

that the proposed design is comparable to other in silico investigations, in vitro evaluations 

are required. 

 

 

Keywords: multi-epitope vaccine, immunoinformatics, cutaneous leishmaniasis
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CAPÍTULO I: PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA DE INVESTIGACIÓN 
 

1.1 Antecedentes 
 

La leishmaniasis es una enfermedad tropical desatendida para la cual se ha generado 

una necesidad imperante de desarrollar estrategias preventivas. Esta engloba a un 

conjunto de enfermedades causadas por protozoos del género Leishmania y transmitidas 

por la picadura de la mosca de arena hembra de los géneros Lutzomyia y Phlebotomus [1]. 

Estos vectores, al alimentarse de la sangre del hospedador inoculan el estadio infeccioso 

del patógeno, promastigotes, que serán fagocitados principalmente por los macrófagos. En 

estas células, los promastigotes se transforman en amastigotes, se multiplican por división 

simple y se extiende la infección a otras células fagocíticas. El vector al ingerir las células 

infectadas durante su alimentación continúa con el ciclo de infección; las formas 

amastigotes se convierten en promastigotes dentro del intestino para luego migrar a las 

células salivales [2,3]. El parásito, la biología del vector y otros factores de riesgo para los 

humanos relacionados con su estado inmunológico definen si la infección se mantiene en 

estado asintomático o desarrolla alguna manifestación clínica [4]. 

Distintas especies de Leishmania causan una diversidad de manifestaciones clínicas, 

que varían en severidad desde lesiones cutáneas autocurativas a enfermedad visceral 

potencialmente mortal. Aunque la leishmaniasis visceral (LV) esté asociada a una mayor 

letalidad, la leishmaniasis cutánea (LC) es la forma más común [5]. En América Latina las 

especies más relevantes son: L. braziliensis, L. guyanensis, L. panamensis (subgénero 

Viannia); L. amazonensis y L. mexicana (subgénero Leishmania) [6,7]. A diferencia de LC del 

Viejo Mundo, en la región se producen manifestaciones graves de LC como mucocutánea, 

cutánea difusa y cutánea diseminada [7]. 

Las estrategias de vacunación contra la leishmaniasis incluyen la atenuación de 

parásitos, las vacunas de subunidades basadas en proteínas nativas o recombinantes, y las 

vacunas de ADN. A pesar del importante avance de estos enfoques aún no hay una vacuna 

autorizada para humanos [8,9]. Las vacunas diseñadas por métodos convencionales que 

involucran organismos enteros o proteínas grandes, se ven limitadas debido a la carga 

antigénica innecesaria y la alta posibilidad de respuestas alergénicas [10].  A principios del 

siglo XX, en Latinoamérica se realizaron varios ensayos clínicos de Fase I y II, para evaluar 
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la inmunogenicidad de vacunas basadas en promastigotes muertos. Se observó que la 

eficacia de estas vacunas está limitada a una baja capacidad de generar inmunidad 

duradera en los pacientes, y desde el punto de vista económico no son rentables [8,11]. 

Por otra parte, la vacuna LEISH-F2 [12] basada en una proteína recombinante de tres 

antígenos y formulada con adyuvante MPL-SE mostró seguridad e inmunogenicidad en los 

ensayos de Fase II para el tratamiento de LC [8,11]. Aunque estas propuestas son 

alentadoras aún no se logra una vacuna segura, efectiva, duradera, y de bajo 

costo, para cualquier forma de leishmaniasis humana [13]. 

En los últimos años, el uso de epítopos que inducen una respuesta inmune específica, 

se ha convertido en una estrategia prometedora en el diseño de vacunas contra diferentes 

microorganismos y protozoarios [14]. El desarrollo de herramientas inmunoinformáticas ha 

facilitado la identificación de potenciales epítopos a través del análisis de secuencias 

antigénicas, unión a supertipos de moléculas del complejo de histocompatibilidad (MHC)/ 

antígenos leucocitarios humanos (HLA) [15-17] y formulaciones que incluyan una 

combinación de múltiples epítopos y adyuvantes para mejorar el potencial inmunogénico 

[9, 14]. 

La aplicación de la inmunoinformática en el diseño de vacunas requiere de la 

comprensión del desarrollo de la memoria inmune [17]. Se espera que las vacunas basadas 

en péptidos o múltiples epítopos sean reconocidas y procesadas como ocurre durante el 

reconocimiento general de patógenos (Figura 1). Las células presentadoras de antígenos 

(APC) toman muestras de su entorno a través de endocitosis mediada por receptores tipo 

Toll (TLR) cuando el antígeno o vacuna presenta patrones moleculares asociados a 

patógenos [18,19].  

 Dependiendo de las características del antígeno, las APC lo procesará a través de la vía 

de MHC clase II o la vía MHC-I. Los péptidos antigénicos fagocitados y degradados en los 

compartimentos endosomales son presentados por moléculas de MHC de clase II.    

Mientras las moléculas MHC-I, presentan péptidos antigénicos degradados en el citosol por 

escisión proteosomal y llevados al retículo endoplasmático por el transportador TAP para 

su unión a la molécula MHC [16,19]. Sin embargo, también hay diferencias clave entre los 

surcos de unión de las moléculas MHC que determinan la predicción in silico de epítopos. 

MHC-I sólo puede unirse a péptidos cortos (9-11 aminoácidos) mientras que los péptidos 

unidos a MHC-II varían ampliamente en longitud (9-22 residuos). Los péptidos antigénicos 
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mostrados por MHC-II son reconocidos por las células T CD4, mientras que las células T CD8 

se unen a MHC-I [16]. Las células T CD4 activadas estimulan la producción de anticuerpos 

por parte de las células B y secretan linfocinas que interactúan con otras células efectoras. 

Por otra parte, las células T CD8+ presentan actividad citotóxica y producen varias linfocinas 

[20].  

 

Figura 1. Reconocimiento general del patógeno y descripción de la respuesta inmunitaria. El reconocimiento 

de una vacuna multi-epítopo a través de los receptor MHC-I estimula el desarrollo de células T citotóxicas 

(CD8+) que desencadena la producción de linfocinas para atacar células infectadas. Por otra parte, el 

reconocimiento por MHC-II activa células T colaboradoras (CD4+) que secretan linfocinas que reclutan otras 

células efectoras. Esquema basado en Kar et al. 2020 [18]. Realizado en Biorender. 

 

Diferentes subconjuntos de células y moléculas median la respuesta inmune contra la 

infección por Leishmania; sobre todo esta defensa se atribuye a la activación y 

diferenciación de linfocitos T que inducen la activación de fagocitos mononucleares 

infectados y la eliminación de parásitos por la producción de citocinas [21]. Las principales 

células inmunitarias innatas que responden a la infección son los macrófagos, los 

neutrófilos y las células dendríticas (DC) que son reclutadas para la eliminación del parásito 

[22]. Los TLR presentes en estas células son reguladores importantes en la respuesta innata. 

La señalización TLR está involucrada en la fagocitosis, la maduración, la actividad 

microbicida y la producción de citocinas proinflamatorias y antiinflamatorias [23]. 
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 La respuesta inmune específica comienza con la activación de linfocitos T tras el 

reconocimiento del antígeno en el MHC/HLA presentado por las DC que son reclutadas en 

la lesión cutánea [24]. Las células Th1 CD4+ producen IFN-γ, TNF-α e IL2 relacionadas a la 

inmunoprotección al activar los macrófagos. Adicionalmente, los macrófagos secretan IL-

10 que puede desempeñar un rol en el control de la respuesta inflamatoria excesiva [25].   

Las células T CD8+ también producen IFN-γ como estimulador de respuesta [26] y la 

Granzima B se asocia a la eliminación de las células infectadas [27].  Los parásitos mueren 

por los macrófagos activados, al no ser una respuesta neutralizada por anticuerpos, la 

respuesta humoral es incapaz de controlar la carga parasitaria [23]. De manera que la 

activación de las células T CD4+ y T CD8+ en la respuesta inmune contra Leishmania 

representa una estrategia interesante como posibles candidatos a una vacuna. 

Los epítopos potenciales se pueden identificar a partir de proteínas que se han descrito 

como antigénicas y como candidatos para vacunas. Hamrouni et al.  identificaron in vitro 

potenciales multi-epítopos de las proteínas H2B, PSA y LmlRAB capaces de estimular células 

T en individuos curados de LC causada por L. mayor. H2B, PSA y LmlRAB indican ser 

candidatos adecuados debido a que están conservados entre las especies de Leishmania, 

presentes en las etapas amastigote y promastigote y, confieren una protección significativa 

en modelos animales [28]. Por otra parte, Llanes et al.  han diseñado una base de datos de 

epítopos predichos para L. (Vianna)sp., debido a que se ha informado que varias proteínas 

entre las especies de los subgéneros Leishmania y Vianna, muestran una divergencia de 

secuencia alta [24]. 

Las propuestas de vacunas contra leishmaniasis formuladas a través de enfoques 

inmunoinformáticos se han basado en la predicción de epítopos a partir de proteínas 

secretoras de L. donovani [29, 30], proteínas de membrana de L. major [31], proteínas de 

histona, metiltransferasa y antígeno específicas de L. infantum [32], y proteomas de L. 

braziliensis, L. major y L. infantum [33]. Además, en una investigación reciente de Vakili et 

al. [34] evaluaron con éxito el potencial de la vacuna multi-epítopo diseñada in silico al 

administrarla en ratones con leishmaniasis visceral. Esto sugiere que las vacunas 

diseñadas in silico con epítopos derivados de proteínas de interés, tienen el potencial de 

progresar hacia fases avanzadas en el desarrollo de vacunas para la leishmaniasis. 

 El enfoque de diseño de vacunas basado en la selección de epítopos validados y 

conservados se ha utilizado para enfermedades como mal de Chagas [35], dengue [36], 
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malaria [37] e influenza [38]. Según lo revisado en literatura, esta estrategia 

inmunoinformática aún no ha sido explorada para la búsqueda de epítopos contra LC. 

 

1.2 Planteamiento del problema 
 

A nivel mundial, 12 millones de personas están infectadas por alguna especie de 

Leishmania y 350 millones están en riesgo de infección [39].  La enfermedad es endémica 

en 98 países y afecta principalmente a las regiones pobres en África, Asia y América Latina 

[40]. Además, factores como la desnutrición, el desplazamiento de la población, las 

viviendas deficientes, el sistema inmunitario débil y la falta de recursos contribuyen al 

riesgo de esta enfermedad [41,42]. En las últimas décadas, se han reportado cada vez más 

casos de leishmaniasis en zonas no endémicas relacionado al creciente número de viajeros 

a países endémicos; observándose casos en Estados Unidos, Canadá y Alemania [43]. 

  Según estimaciones recientes, anualmente se producen 30 000 y más de 1 millón 

de nuevos casos de leishmaniasis visceral (LV) y cutánea (LC), respectivamente [44].  Pese 

a que LV sea la manifestación clínica de potencial mortalidad, en América el 75% de los 

casos corresponden a LC, destacando así la relevancia epidemiológica de esta en el 

continente [45].  En el Ecuador, la mayoría de casos corresponden a LC con un promedio 

de 1375 casos anuales en 22 de las 24 provincias del país (en el período del 2015 al 2019); 

con especial localización en la región amazónica [46]. 

Las úlceras provocadas por LC provocan lesiones permanentes y desfiguración que 

conduce al estigma, el aislamiento social y la disminución de la autoestima en los pacientes 

[47]. Además, LC representa una carga para la economía de las personas afectadas debido 

al alto costo de tratamiento. Por lo tanto, la leishmaniasis se ha convertido en una 

enfermedad que además afecta negativamente el estado psicológico y el desarrollo 

socioeconómico [42,48]. 

Desafortunadamente, no hay vacunas aprobadas para uso humano contra la 

leishmaniasis y los medicamentos disponibles para el tratamiento presentan limitaciones 

respecto a la toxicidad y la creciente resistencia de los parásitos [11,43,49].  Las estrategias 

empleadas para la prevención se han basado en el control de vectores con uso de 

insecticidas, control de reservorios animales y manejo ambiental [14]. Sin embargo, estas 

no han sido suficientes para la disminución de nuevos casos debido a la dificultad de 
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operación y falta de compromiso de los tomadores de decisiones [50]. Este contexto resalta 

la necesidad de explorar alternativas que reduzcan el tiempo y el costo de posibles 

candidatos para el diseño de vacunas. 

1.3 Justificación de la investigación 
 

El enfoque convencional para el desarrollo de vacunas basado en agentes atenuados o 

muertos ha presentado una serie de éxitos a lo largo de la historia de la vacunación. Sin 

embargo, este enfoque está asociado a preocupaciones de seguridad, problemas de 

producción y un largo tiempo de desarrollo y validación [51,52]. El avance de métodos 

bioinformáticos en inmunología es una de las estrategias más prometedoras para el diseño 

de vacunas más eficientes y seguras basándose en la detección de epítopos potenciales 

[19,21]. Además, el diseño in silico representa una alternativa menos costosa y más óptima 

respecto a los esfuerzos experimentales para identificar posibles candidatos de vacunas 

[53,54]. 

Las vacunas de múltiples epítopos basadas en péptidos permiten que la respuesta se 

centre en epítopos relevantes, evitando aquellos que conducen a respuestas no 

protectoras o efectos secundarios no deseados como la autoinmunidad o alergenicidad 

[55,20].  La combinación del mapeo de epítopos y la evaluación experimental posterior 

permiten la generación de candidatos apropiados para el diseño de vacunas [56]. 

En los últimos años, se ha avanzado enormemente en el diseño de vacunas contra la 

leishmaniasis. Se han obtenido resultados alentadores para vacunas de primera y segunda 

generación en los ensayos clínicos de Fase I y II [31]. Sin embargo, como se mencionó 

anteriormente, aún no se ha logrado vacunas autorizadas para humanos contra cualquier 

forma de leishmaniasis. Las vacunas basadas en epítopos son una prometedora estrategia 

para la protección contra esta enfermedad, ya que se enfocan en generar respuestas 

específicas, y su diseño permite la combinación de epítopos y adyuvantes para optimizar la 

respuesta inmune [18]. 

A pesar de las recientes propuestas de vacunas multi-epítopos y los ensayos en ratones 

evaluando su capacidad de respuesta inmunológica en LC [29,55], las contribuciones a 

candidatos aún es una necesidad; pues se necesita de una vacuna profiláctica o terapéutica 

que interactúe con las principales formas del parásito y que tenga un alcance hacía más de 

una especie de leishmaniasis.  El diseño de candidatos a vacunas in silico tiene un gran 
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potencial debido al conocimiento de antígenos candidatos, acceso público a bases de datos 

y herramientas inmunoinformáticas.  

1.4 Objetivos de la investigación 
 

1.4.1 Objetivo general 

Diseñar una vacuna de múltiples epítopos basada en proteínas antigénicas y 

epítopos reportados de Leishmania a partir de enfoques inmunoinformáticos. 

1.4.2  Objetivos específicos 

- Identificar los epítopos que son altamente conservados entre las especies de 

Leishmania con importancia epidemiológica. 

- Evaluar el carácter inmunogénico y cobertura poblacional de los epítopos 

identificados. 

- Construir la secuencia multi-epítopo y evaluar sus propiedades fisicoquímicas, 

estructuras secundarias y terciarias. 

- Simular la inducción de respuesta inmune e interacción con los receptores HLA y 

TLR de la secuencia multi-epítopo. 

CAPÍTULO II: MARCO METODOLÓGICO 
 

Se ha ilustrado en un diagrama de flujo en la Figura 2, el procedimiento de trabajo de 

la identificación de epítopos y el diseño de la construcción multi-epítopo contra 

leishmaniasis. 

 

2.1 Selección de epítopos conservados 

 
2.1.1 Colección de epítopos específicos de Leishmania 

La base de datos de Immune Epitope Database and Analysis Resource (IEDB) 

(https://www.iedb.org/) se utilizó para recolectar los epítopos verificados 

experimentalmente para Leishmania. Siguiendo los términos de búsqueda: epítopos 

lineales, Leishmania (ID:5658), ensayos de células T, ensayos positivos, hospedador 

humano y cualquier enfermedad. Los datos de MHC Clase I (CD8+) y II (CD4+) se recopilaron 

por separado el 10 de agosto del 2020.  

 

https://www.iedb.org/
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2.1.2 Recuperación y generación de alineación de secuencias múltiples para antígenos de 

Leishmania  

La secuencia completa de los antígenos que contienen la mayor cantidad de 

epítopos reportados de IEDB se recuperaron del National Centre for Biotechnology 

Information (NCBI) (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/). Para cada antígeno 

recuperado se realizó un BLASTp (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins) 

automatizado contra la base de datos de secuencias de proteínas no redundantes (NR) en 

el NCBI, con el fin de obtener secuencias de alto puntaje para cada una de las especies de 

Leishmania. Seguido, se generaron alineamientos de secuencia múltiple (MSA) para cada 

uno de los antígenos utilizando el servidor MUSCLE [57] 

(https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/).  Se utilizó el servidor Sequence Identity And 

Similarity (SIAS) [58] (http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html) para conocer el porcentaje 

de identidad en cada MSA.  

 
2.1.3    Análisis de la variabilidad de secuencia y epítopos conservados 

 Se analizó cada MSA usando el Protein Variability Server (PVS) [59] 

(http://imed.med.ucm.es/PVS/) para obtener regiones conservadas dentro de estas 

secuencias bajo la métrica de variabilidad de la entropía de Shannon con un umbral de 0.5 

[36]. Se enmascaró la variabilidad de la secuencia y solo se seleccionaron los fragmentos 

con una longitud mayor o igual a 9. Para identificar los epítopos conservados, se solapó 

manualmente las secuencias de fragmentos conservados y los epítopos colectados. 

Siguiendo a Waller et al. [55] aquellos epítopos CD8 + y CD4 + con una similaridad de al 

menos un 50% se consideraron como epítopos conservados y se utilizaron para análisis 

posteriores. 

 
2.1.4.   Estimación de la unión de HLA para epítopos conservados 

Las afinidades de los epítopos conservados se predijeron usando las herramientas 

disponibles en IEDB.  La afinidad de unión de los epítopos conservados CD8 + se predijeron 

utilizando la herramienta de predicción IEDB MHCI (http://tools.iedb.org/mhci/) con el 

método predeterminado recomendado por IEDB [60] y el conjunto de referencia de alelos 

IEDB HLA. Se eligieron los epítopos con un rango percentil menor a uno [61]. De manera 

similar, la predicción de unión de los epítopos CD4+ se realizó en IEDB MHCII 

https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/
https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi?PAGE=Proteins
https://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/muscle/
http://imed.med.ucm.es/Tools/sias.html
http://imed.med.ucm.es/PVS/
http://tools.iedb.org/mhci/
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(http://tools.iedb.org/mhcii/) con el conjunto de referencia Humanos-HLA y, bajo el 

método de predicción recomendado por IEDB [62,63]. Los epítopos con un rango percentil 

menor a cinco se conservaron para análisis adicionales [61]. 

 

2.2 Predicción de epítopos de antígenos potenciales altamente conservados en   
Leishmania  

 
2.2.1 Colección, generación de MSA y análisis de variabilidad de antígenos 

Se ha utilizado como referencia las secuencias utilizadas en el estudio de Hamrouni 

et al [28]. Las secuencias completas de las proteínas H2B, LmlRAB y PSA derivadas de 

múltiples especies de Leishmania (L. major, L. infantum, L. donovani, L. braziliensis, L. 

mexicana, L. amazonensis, L. guyanensis) se recuperaron del NCBI. Se siguió la misma 

metodología mencionada en la sección anterior para la generación de MSA en MUSCLE y 

obtención de fragmentos conservados por variabilidad de secuencia en PVS Server. Los 

fragmentos conservados que tienen una longitud mayor a 9 residuos de aminoácidos se 

seleccionaron para ejecutar las predicciones de epítopo.  

 
2.2.2 Predicción de unión de péptidos a las moléculas de HLA- I y HLA-II 

La predicción de los epítopos afines a HLA-I a partir de los fragmentos conservados 

de los antígenos H2B, LmlRAB y PSA se realizó en la herramienta de predicciones de 

procesamiento MHC-I del IEDB (http://tools.iedb.org/processing/)[64]. Este servidor 

abarca una combinación de tres enfoques para el procesamiento de estos epítopos: 

afinidad de unión del MHC de clase I, eficiencia de transporte de TAP y escisión 

proteasomal. La predicción se configuró para el conjunto de referencias “Humano” y los 

alelos más frecuentes disponible en el servidor. Además, se siguió el método de predicción 

recomendado por el IEDB [65-67]. Se usó las puntuaciones totales de las evaluaciones 

combinadas para la elección de los epítopos; se consideraron sólo las valoraciones positivas 

[68].   

Para la predicción de la unión de los péptidos conservados a las moléculas HLA de 

clase II se utilizó la herramienta de predicción del IEDB- MHCII, siguiendo el procedimiento 

utilizado en la sección 2.1.4. Para la elección de los péptidos se consideró aquellos que 

tenían un valor de rango de percentil menor a 10 y que, además tenían un valor de IC50 

<500 nM. Las puntuaciones de salida IC50 están relacionadas a la afinidad de los epítopos, 

http://tools.iedb.org/mhcii/
http://tools.iedb.org/processing/
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bajo la consideración de IC50 <50 nM alta afinidad, <500 nM de afinidad intermedia y 

<5.000 nM de baja afinidad [62,63]. Para la elección, se siguió la consideración IC50 <500 

nM, debido a la limitada cantidad disponible de péptidos de alta afinidad.  

 
2.2.3 Predicción de respuesta de epítopos: Inmunogenicidad e IFN-γ 

La inmunogenicidad de los epítopos MHC-I seleccionados se obtuvo mediante la 

herramienta Class I Immunogenicity de IEDB (http://tools.iedb.org/immunogenicity/) 

siguiendo los parámetros configurados por defecto (primer, segundo y C-terminal 

aminoácidos). Cuanto mayor es la puntuación de inmunogenicidad, mayor es la 

inmunogenicidad del epítopo [69].  Por otra parte, la respuesta que pueden generar los 

epítopos de MHC-II por la liberación de IFN-γ se predijo en el servidor IFNepitope 

(http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/index.php) [70]. La predicción se realizó 

mediante un enfoque híbrido de Motif y SVM. Con un modelo de predicción IFN-γ vs no 

inductor de IFN-γ. 

 

2.3 Cálculo de cobertura poblacional, toxicidad y conservación por epítopo 

El porcentaje de la población que posee al menos un alelo capaz de reconocer un 

epítopo dentro de un grupo se denomina cobertura de protección de la población (PPC). 

Los epítopos seleccionados se ingresaron en la herramienta PPC de IEDB 

(http://tools.iedb.org/population/). Se utilizaron los parámetros predeterminados y la 

cobertura se verificó con los alelos de unión HLA-I y HLA-II disponibles [71].  Para 

comprobar la conservación de los epítopos en las secuencias de los antígenos provenientes 

de diferentes especies de Leishmania, se utilizó la herramienta de conservación de IEDB 

(http://tools.iedb.org/conservancy/) [72]. Además, la predicción de toxicidad por epítopo 

se realizó en el servidor ToxinPred (http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/) [73].   

 

2.4 Construcción de secuencia de vacuna multi-epítopo 

A partir de la predicción inmunoinformática anterior, se construyó una secuencia de 

múltiples epítopos usando una combinación de los epítopos afines a HLA-I y HLA-II 

provenientes de los epítopos conservados y predichos. Los principales criterios utilizados 

para diseñar la construcción multi-epítopo fueron: i) incluir epítopos inmunogénicos y no 

tóxicos, ii) incluir la misma cantidad de epítopos conservados y predichos, iii) incluir al 

http://tools.iedb.org/immunogenicity/
http://crdd.osdd.net/raghava/ifnepitope/index.php
http://tools.iedb.org/population/
http://tools.iedb.org/conservancy/
http://crdd.osdd.net/raghava/toxinpred/
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menos un epítopo de cada antígeno analizado, iv) alcanzar la máxima cobertura poblacional 

posible por el set de epítopos seleccionados, y que v) la construcción final debía ser 

antigénica. 

La unión entre epítopos se realizó con los enlazadores AAY y GPGPG para los epítopos 

HLA-I y HLA-II, respectivamente [74]. Para mejorar la inmunogenicidad de la vacuna 

diseñada, se añadió el adyuvante ribosomal 50S proteína L7 / L12 (Locus RL7_MYCTU) 

(Acceso: P9WHE3), un agonista del receptor TLR-4, recuperado de UniProt 

(https://www.uniprot.org/) al terminal N de la secuencia mediante un enlazador EAAAK 

[74,30]. Se utilizaron los enlazadores AAY, GPGPG y EAAAK debido a que han sido usados 

ampliamente en el empalmado de vacunas multi-epítopos para diferentes enfermedades 

virales, bacterianas y parasitarias [75,76,77].   

Para el orden de los epítopos en el diseño, se siguió la estructura general de otras 

investigaciones [29,75,76,77]. Además, se evaluó la antigenicidad de varias propuestas del 

diseño en diferente orden y se eligió aquella con el puntaje más alto como diseño final. La 

predicción de la antigenicidad del multi-epítopo se realizó en el servidor ANTIGENpro 

(http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/index.html) que utiliza microarrays de antigenicidad 

de proteínas existentes [78]. 

 

2.5 Predicción de propiedades de la construcción multi-epítopo 
 
2.5.1 Predicción de alergenicidad 

Con el fin de predecir la alergenicidad del multi-epítopo se utilizó el servidor 

AllerTOP v2.0 (http://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/) basada en la transformación de 

auto-covarianza cruzada de secuencias de proteínas de igual longitud [79] y AllergenFP 

v.1.0 (https://www.ddg-pharmfac.net/AllergenFP/) basado en un enfoque de huellas 

dactilares de descriptores basado en la similitud del coeficiente de Tanimoto [80].  

 

2.5.2 Evaluación de parámetros fisicoquímicos  

Se evaluaron varios parámetros fisicoquímicos de la vacuna utilizando el servidor 

ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) [81]. Estos parámetros incluyen: 

composición de aminoácidos, pI teórico, índice de inestabilidad, vida media in vitro e in 

vivo, índice alifático, peso molecular y gran promedio de hidropática (GRAVY). 

https://www.uniprot.org/
http://scratch.proteomics.ics.uci.edu/index.html
http://www.ddg-pharmfac.net/AllerTOP/
https://www.ddg-pharmfac.net/AllergenFP/
https://web.expasy.org/protparam/
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La posibilidad de autoinmunidad se evaluó en el servidor BLASTp 

(https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), se examinó la homología de secuencia de la 

vacuna final con proteínas humanas. 

 

2.5.3 Simulación inmunológica de vacuna multi-epítopo 

Para caracterizar aún más la inmunogenicidad y el perfil de respuesta inmune de la 

vacuna multi-epítope, se realizaron simulaciones inmunes in silico utilizando el servidor C-

ImmSim (http://150.146.2.1/C-IMMSIM/index.php) [82]. Los parámetros de simulación se 

establecieron de acuerdo a las simulaciones realizadas por Khan et al. [30] administrando 

tres inyecciones en intervalos de cuatro semanas. La predicción se realizó con una 

combinación de alelos HLA frecuentes y asociados con la susceptibilidad de LC en pacientes 

brasileños [83]: HLA-A*02:01, HLA-A*24:02, HLA-B*35:01, HLA-B*44:02, HLA-DRB1*01:01, 

HLA-DRB1*07:01. 

 

2.6 Predicción de estructura de construcción multi-epítopo  

 
2.6.1 Predicción de estructura secundaria  

  La predicción de la estructura secundaria se realizó en el servidor PSIPRED 

(http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/) [84]. Además, se usó el servidor Raptor X Property ( 

http://raptorx.uchicago.edu/StructurePropertyPred/predict/) para predecir las 

propiedades de estructura secundaria de la construcción multiepítope [85]. 

 

2.6.2 Predicción, refinamiento y validación de estructura terciaria 

La estructura terciaria de la vacuna final de múltiples epítopos se predijo a partir del 

servidor web RaptorX (http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/) [86]. El 

modelo 3D obtenido se refinó en un proceso de dos pasos, inicialmente utilizando 

ModRefiner (https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/) [87] y luego el servidor 

GalaxyRefine (http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE) [88]. El mejor 

modelo elegido en base a sus puntajes de calidad se validó a través de los servidores 

ProSAweb (https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php) [89] y ERRAT 

(http://services.mbi.ucla.edu/ERRAT/) [90]. Además, la calidad general se determinó 

mediante el análisis de Ramachandran utilizando el servidor PROCHECK 

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi
http://150.146.2.1/C-IMMSIM/index.php
http://bioinf.cs.ucl.ac.uk/psipred/
http://raptorx.uchicago.edu/StructurePropertyPred/predict/
http://raptorx.uchicago.edu/StructurePrediction/predict/
https://zhanglab.ccmb.med.umich.edu/ModRefiner/
http://galaxy.seoklab.org/cgi-bin/submit.cgi?type=REFINE
https://prosa.services.came.sbg.ac.at/prosa.php
http://services.mbi.ucla.edu/ERRAT/
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(https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/) [91]. 

 

2.7 Acoplamiento de multi-epítopo con receptores TLR 

Una respuesta inmune apropiada depende de la interacción entre una molécula 

antigénica y un receptor inmune específico. Para estudiar estas interacciones, se realizó la 

simulación de acoplamiento entre el multi-epítopo con los receptores TLR2 y TLR4 [92]. 

Primero se predijeron los bolsillos o las cavidades de unión en los receptores TLR-2 (ID-

PDB:2Z7X) y TLR-4 (ID-PDB:4G8A) utilizando el servidor CASTp 

(http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?3igg) [93]. El acoplamiento molecular del multi-

epítopo con cada receptor se realizó utilizando el servidor web PatchDock 

(https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/) [94,95]. Seguido, se utilizó el refinamiento y 

reclasificación de las modelos de acoplamiento molecular en el servidor FireDock 

(http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/) [96,97]. De las 10 mejores soluciones obtenidas, 

se eligió el mejor modelo de acuerdo a las puntuaciones de unión. Estas puntuaciones 

incluyen energía global, energía de contacto atómico, interacción de Van Der Waals, 

electrostática parcial y estimaciones de la energía de enlace. El resultado del acoplamiento 

se visualizó con el software Discovery Studio (https://discover.3ds.com/discovery-studio-

visualizer-download). 

Adicionalmente, se realizó un análisis de dinámica molecular para comprender la 

estabilidad del acoplamiento predicho a través del servidor iMODS 

(http://imods.chaconlab.org/). iMODS simula la capacidad del complejo en términos de 

deformabilidad, valor propio (eigenvalues), varianza y covarianza [98].  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

https://servicesn.mbi.ucla.edu/PROCHECK/
http://sts.bioe.uic.edu/castp/index.html?3igg
https://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/PatchDock/
http://bioinfo3d.cs.tau.ac.il/FireDock/
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download
http://imods.chaconlab.org/
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Figura 2. Diagrama de flujo del estudio diseñado. La estrategia inmunoinformática empleada consta de la 

identificación de los epítopos HLA-I y HLA-II, formulación del diseño multi-epítopo y su evaluación teórica. 

Por último, la interacción con los receptores TLR4 y HLA-I y HLA-II susceptibles a LC. 
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CAPÍTULO III: PRESENTACIÓN DE DATOS Y RESULTADOS 

3.1 Análisis de epítopos conservados 

3.1.1 Identificación de epítopos conservados 

La búsqueda de IEDB identificó 121 epítopos lineales de linfocitos T CD4 + y CD8 + 

confirmados experimentalmente por la infección de Leishmania: 66 epítopos MHC clase I y 

55 MHC clase II. La mayoría de los epítopos colectados pertenecen a L. major y L. donovani, 

conteniendo 37 y 67 epítopos, respectivamente (Anexo 1). Siguiendo a estudios de 

epítopos conservados en parásitos [61], nos centramos en antígenos para los que se 

reportaba cuatro o más epítopos y que contaban con un número de acceso recomendado 

por IEDB. Se seleccionaron 3 antígenos diferentes que contenían un total de 58 epítopos 

(Figura 3.): KMP-11 (39 epítopos), GP63 (14 epítopos) y 3'NT/UN (5 epítopos).  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figura 3. Número de epítopos reportados para antígenos de Leishmania en IEDB: (A.) número de epítopos 

CD4+ y (B.) número de epítopos CD8+ respecto al antígeno que derivan. Se identificó un total de 121 epítopos, 

en su mayoría pertenecientes a L. major y L. donovani. En color gris oscuro se destacan aquellos epítopos 

seleccionados para el análisis. 

A. 

B. 
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Con el fin de seleccionar epítopos conservados entre especies de Leishmania, se 

realizó un MSA de las secuencias completas disponibles de KMP-1, GP63 y 3'NT/UN en NCBI 

(Tabla 1). Las alineaciones mostraron del 94.56 al 100% de identidad para KMP-11; del 71.3 

al 98.99% de identidad para GP63 y entre 81.91 al 99.73% de identidad para 3'NT/UN. El 

análisis de variabilidad por separado de cada MSA, utilizando el servidor PVS, identificó en 

total 25 fragmentos conservados de nueve o más residuos (Anexo 2). El solapamiento de 

estos fragmentos con los epítopos experimentales fue de base para la selección de epítopos 

conservados. Identificando así: 11 epítopos CD4+ ≥ 15-mers y 14 epítopos CD8+ de 9-mers. 

Ningún epítopo conservado se observó para el antígeno 3'NT/UN. Además, se observó que, 

para los 2 epítopos de mayor longitud, se solaparon con 2 fragmentos conservados (Tabla 

2).  

Tabla 1. Proteínas de Leishmania utilizadas como antígenos candidatos para el cribado de epítopos. La 

selección de estos antígenos se basó en el registro de epítopos en IEDB y búsqueda BLAST de proteínas 

homólogas en especies de Leishmania. 

Abreviaciones Nombre de 
antígenos 

Especies de 
Leishmania 

Número de acceso Número 
de AA 

GP63 GP63, 
leishmanolisina 

L. major XP_001681376.1 602 

L. donovani AYU76665.1 599 

L. infantum XP_003392249.1 599 

L. braziliensis XP_001562828.1 589 

L. mexicana XP_003872886.1 602 

L. chagasi AAA53687.1 599 

KMP-11 Proteína del 
kinetoplasto 11 

L. panamensis AIO01832.1 92 

L. amazonensis AAG32958.1 92 

L. infantum XP_001469032.1 92 

L. donovani XP_003864805.1 92 

L. major XP_003722615.1 92 

L. tropica O21436.1 92 

L. braziliensis XP_001568323.1 92 

L. mexicana XP_003879219.1 92 

L. guayanensis AAB94113.1 92 

3'NT/UN 3'nucleotidasa / 
nucleasa 

L. donovani AYU76951.1 381 

L. infantum XP_003392279.1 381 

L. major XP_001681645.1 381 

L. mexicana XP_003873144.1 381 

L. braziliensis XP_001563092.2 376 

L. panamensis XP_010697022.1 368 

L. guayanensis CCM13752.1 368 
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Tabla 2. Epítopos conservados obtenidos por la superposición de los epítopos colectados respecto a los 

fragmentos conservados. Los fragmentos en negro de los epítopos CD4+ (°) y CD8 (*) son los que coinciden 

en identidad con los fragmentos conservados (azul) obtenidos por el análisis de variabilidad de MSA de 

antígenos. 

 
 

 
3.1.2 Afinidad de unión de epítopos conservados a HLA-I  

Todos los epítopos conservados CD8+ tenían una longitud de 9 residuos, lo cual es 

el tamaño favorable para que ocurra una unión a moléculas de HLA-I. A partir de la 

herramienta IEDB-MHCI se predijo los perfiles de unión de epítopos a alelos HLA humanos. 

Sólo se analizaron los epítopos con un rango percentil menor a uno, debido a que 

puntuaciones bajas de este parámetro son consideras como mejores predicciones de 

afinidad por al menos uno de los HLA-I analizados [99]. Además, para análisis posteriores 

se descartaron los epítopos que no mostraron ninguna afinidad. Reduciéndose así el 

conjunto de epítopos conservados CD8+ de 14 a 5 (Tabla 3). Siendo todos estos epítopos 

pertenecientes al antígeno KMP-11.  

Antígeno Posición Fragmento conservado 

GP63 

 
303-314 

INSSTAVAKAREQYGC* 
TAVAKAREQYGC 

480-489 
PFNVFSDAARCIDGAF* 

FNVFSDAARC 

KMP-11 

 
 
 
 
 

10-20 

MATTYEEFSAKLDRLDEEFNRKMQEQNAKFFADKPDES*          
MATTYEEFAAKLDRLDEEFN* 

KLDRLDEEF ° 
AKLDRLDEE ° 
LDRLDEEFN ° 

AKLDRLDEEFN 

22-59 

AKFFADKPDESTLSPEMREHYEKFERMIKEHTEKFNKK* 
DEEFNKKMQEQNAKFFADKP* 
EHYDKFERMIKEHTEKFNKK* 
FADKPDESTLSPEMKEHYDK*  
MQEQNAKFF °                           ADKPDESTL ° 
KMQEQNAKF °                           KFERMIKEH ° 
AKFFADKPD °                              FERMIKEHT °                             
KMQEQNAKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFERMIKEHT 

 
 
 
 

61-74 

IKEHTEKFNKKMHEHSEHFKQKFAELLEQQKAAQYPSK* 
KFNKKMHEHSEHFKHKFAEL* 
FNKKMHEHS° 

KFNKKMHEHSEHFK 
FKHKFAELLEQQKAAQYPSK* 
LEQQKAAQY ° 
KFAELLEQQ ° 
EQQKAAQYP ° 
AELLEQQKA ° 

KFAELLEQQKAAQYP 
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Tabla 3. Afinidad de unión a HLA-I para epítopos conservados de T CD8+ de Leishmania. Se identificaron 5 

epítopos del antígeno KMP-11 de 9 residuos de longitud afines a HLA. 

Epítopo Antígeno Afinidad de unión 
a HLA-I 

Rango 
percentil 

KMQEQNAKF KMP-11 HLA-A*32:01 0.03 

HLA-A*23:01 0.31 

HLA-B*58:01 0.35 

HLA-A*24:02 0.37 

HLA-A*30:02 0.48 

HLA-B*57:01 0.41 

HLA-B*15:01 0.04 

LEQQKAAQY KMP-11 HLA-B*44:02 0.05 

HLA-B*15:01 0.74 

HLA-A*30:02 0.92 

HLA-B*44:03 0.06 

AELLEQQKA KMP-11 HLA-B*44:03 0.41 

HLA-B*40:01 0.78 

HLA-B*44:02 0.46 

KLDRLDEEF KMP-11 HLA-A*32:01 0.48 

MQEQNAKFF KMP-11 HLA-B*15:01 0.42 

 
3.1.3 Afinidad de unión de epítopos conservados a HLA-II y capacidad de inducción de 

IFN-γ  

Los 11 epítopos identificados como conservados de CD4 + contenían entre 15 a 38 

aminoácidos. Usando la herramienta del IEDB- MHCII se predijo los perfiles de unión a HLA 

de todos estos epítopos, y se seleccionaron para posteriores análisis aquellos con un rango 

percentil menor a cinco. El output de este análisis fueron 28 fragmentos de epítopos, esto 

se debe a que el cálculo de unión se da para una longitud de 15 aminoácidos. Obteniéndose 

varios fragmentos de análisis para los epítopos más grandes.  

Se identificaron manualmente a que secuencias de los epítopos pertenecían los 

fragmentos seleccionados. Además, se evaluó la capacidad de estos epítopos derivados de 

epítopos conservados de longitud larga para inducir una respuesta inmune.  Esta última 

predicción se realizó debido a que son epítopos diferentes en longitud a los experimentales 

y se desconocería si mantienen una posible respuesta inmune. Se demostró que 18 

epítopos tenían capacidad de inducción de IFN-γ a partir de su puntuación positiva 

calculada en el servidor IFNepitope (Tabla 4). 
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Tabla 4. Afinidad de unión a HLA II y puntuación de IFN-γ de epítopos conservados de T CD4 + de Leishmania. 

Se demostró que 18 epítopos derivados de los antígenos KMP-11 y GP63 mostraron afinidad y una posible 

capacidad de inducción de IFN-γ. 

Epítopo Antígeno Afinidad de unión a HLA-II Rango 
Percentil 

IFN-γ 

IKEHTEKFNKKMHEHSEHFKQKFAELLEQQKAAQYPSK 

SEHFKQKFAELLEQQ KMP-11 HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 1.3 0.013511 

HLA-DRB1*09:01 2.9 

HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02 3.7 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01 4 

EHSEHFKQKFAELLE KMP-11 HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 1.9 0.093795 

HLA-DRB1*09:01 3 

HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02 4 

EHFKQKFAELLEQQK KMP-11 HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 2.1 0.155702 

HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02 3.8 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01 4.5 

FKQKFAELLEQQKAA KMP-11 HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 4 0.304155 

FKHKFAELLEQQKAA KMP-11 HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 4.2 1 

HFKQKFAELLEQQKA KMP-11 HLA-DPA1*02:01/DPB1*01:01 3 0.369048 

AKFFADKPDESTLSPEMREHYEKFERMIKEHTEKFNKK 

EHYEKFERMIKEHTE KMP-11 HLA-DRB1*11:01 1.3 0.128000 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01 3.4 

YEKFERMIKEHTEKF KMP-11 HLA-DRB1*11:01 1.3 0.354698 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01 4.8 

EKFERMIKEHTEKFN KMP-11 HLA-DRB1*11:01 1.3 0.395087 

REHYEKFERMIKEHT KMP-11 HLA-DRB1*11:01 1.3 0.065987 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01 2.8 

EHYDKFERMIKEHTEKFNKK 

EHYDKFERMIKEHTE KMP-11 HLA-DRB1*11:01 1.3 0.085320 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01 4.4 

YDKFERMIKEHTEKF KMP-11 HLA-DRB1*11:01 1.3 0.151545 

HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01 4.8 

DKFERMIKEHTEKFN KMP-11 HLA-DRB1*11:01 1.3 0.200151 

INSSTAVAKAREQYGC 

INSSTAVAKAREQYG GP63 HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02 1.7 2 

NSSTAVAKAREQYGC GP63 HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02 4.5 3 

MATTYEEFAAKLDRLDEEFN 

YEEFAAKLDRLDEEF KMP-11 HLA-DQA1*05:01/DQB1*02:01 4.6 0.101031 

 
 
 



29 
 

3.2 Análisis de antígenos candidatos para la predicción de epítopos 

3.2.1 Alineación de secuencias e identificación de regiones conservadas 

Basándose en el alineamiento de las secuencias utilizadas por Hamrouni et al. [28] 

se realizó el análisis de variabilidad para obtener fragmentos conservados (Tabla 5). Las 

alineaciones analizadas por SIAS mostraron que la identidad de las secuencias se 

encontraba entre 79.27 al 100% para H2B, entre 63.6 al 99.34% de para LmlRAB y del 51.68 

al 83.67% para PSA. Se obtuvo 13 fragmentos conservados de longitud ≥ 9 residuos de 

aminoácidos; perteneciendo 7 fragmentos al antígeno LmlRAB (Anexo 3).   

 

Tabla 5. Proteínas de Leishmania  utilizadas como antígenos candidatos para la predicción de epítopos. Se 

utilizaron como referencia, las secuencias empleadas en el estudio de Hamrouni et al. [9]. 

 

Abreviaciones Antígeno Especies 
Leishmania 

Número de Acceso Número 
de AA 

H2B Histona H2B L. major AAK21263.1 111 

L. donovani XP_003858819.1 111 

L. infantum XP_001463598.1 111 

L. braziliensis XP_001564132.1 111 

L. mexicana XP_003874182.1 107 

L. panamensis XP_010704371.1 111 

L. guyanensis CCM14552.1 111 

PSA Antígeno de 
superficie del 
promastigote 

L. amazonensis ACY70940.1 371 

L. infantum ACY70941.1 463 

L. donovani AAY96325.1 386 

L. major AAB38549 385 

L. tropica AAF80491 626 

L. braziliensis XP_001563125 912 

L. mexicana XP_003873184 367 

L. chagasi AAB62271 417 

LmlRAB Leishmania (L.) 
major large 
RAB GTPase 

L. major AAX63742.1 610 

L. donovani XP_003863179 609 

L. infantum XP_001467349 609 

L. braziliensis XP_001567099.1 609 

L. mexicana XP_003877608.1 610 

L. panamensis XP_010701471.1 609 

L. guyanensis CCM17851.1 609 

 
3.2.2 Predicción e identificación de epítopos HLA-I y epítopos HLA-II  

A partir de la predicción de procesamiento de epítopos y afinidad a HLA-I bajo la 
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consideración de una puntuación total positiva, se obtuvo 6 epítopos con afinidad a varios 

alelos HLA-I. Además, se predijo que 5 de estos epítopos presentaban inmunogenicidad 

(Tabla 6). Mientras que para la unión a HLA-II se predijeron 9 epítopos con una longitud de 

15-mer, con valores de rango de percentil menor a 10 y valores de IC50 <500 nM, 

considerados de afinidad intermedia. Se siguió esta consideración debido a la limitada 

cantidad disponible de péptidos de alta afinidad (IC50<50nM). De los epítopos 

seleccionados, 7 se identificaron por su capacidad de inducción de IFN-γ usando el servidor 

de IFNepitope (Tabla 7). 

 
Tabla 6. Afinidad de unión a HLA I, puntuación total y puntuación de inmunogenicidad de epítopos predichos 

de Leishmania.  

Epítopo Antíge- 
No 

Alelo HLA-I Proteasome 
Score 

TAP 
Score 

MHC 
Score 

Processing 
Score 

Total 
Score 

Inmunog
enicidad 

AMAEGTKAV H2B HLA-A*02:01 1.14 0.25 -1.37 1.39 0.02 0.02385 

HLA-A*02:06 1.14 0.25 -1.39 1.39 0 

GASVRLQIW LmlRAB HLA-B*57:01 1.48 0.26 -1.94 1.74 0.02 0.0078 

HLA-B*58:01 1.48 0.26 -1.58 1.74 0.16 

VTPTVGTDFY LmlRAB HLA-A*01:01 1.41 1.28 -2.05 2.68 0.64 0.23232 

HLA-B*35:01 1.41 1.28 -2.46 2.68 0.22 

TPTVGTDFY LmlRAB HLA-B*35:01 1.41 1.13 -1.21 2.54 1.33 0.2108 

HLA-B*53:01 1.41 1.13 -2.52 2.54 0.01 

LQIWDTAGL LmlRAB HLA-A*02:06 1.3 0.54 -1.29 1.84 0.54 0.37705 

CTSSAPVAR PSA HLA-A*68:01 1.27 0.64 -1.08 1.91 0.83 -0.13481 

 
 
Tabla 7. Afinidad de unión a HLA II, puntuación total y puntuación de inmunogenicidad de epítopos predichos 
de Leishmania. 
 

Epítopo Antígeno Afinidad de unión HLA-II Rango 
percentil 

SMM align 
IC50(nM) 

Inducción 
IFN-γ 

AELAKHAMAEGTKAV H2B HLA-DQA1*05:01/ 
DQB1*03:01 

7 77 0.12604887 

ASVRLQIWDTAGLEK LmlRAB HLA-DRB4*01:01 10 340 1 

ELAKHAMAEGTKAVS H2B HLA-DQA1*05:01/ 
DQB1*03:01 

6 59 -0.06593900 

GASVRLQIWDTAGLE LmlRAB HLA-DRB4*01:01 6.7 251 0.29599426 

PGASVRLQIWDTAGL LmlRAB HLA-DRB4*01:01 6.6 249 0.096391191 

VPGASVRLQIWDTAG LmlRAB HLA-DRB4*01:01 5.3 211 -0.20143795 

HLA-DRB4*01:01 5.2 208 

HLA-DQA1*01:02/ 
DQB1*06:02 

8.9 372 

(continúa) 
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(continuación) 

Epítopo Antígeno Afinidad de unión HLA-II Rango 
percentil 

SMM align 
IC50(nM) 

Inducción 
IFN-γ 

VALLLCTSSAPVARA PSA HLA-DRB1*13:02 2.5 86 1 

HLA-DRB3*02:02 2.5 - 

HLA-DRB1*04:01 4.4 144 

HLA-DPA1*02:01/ 
DPB1*14:01 

6.1 - 

HLA-DRB1*09:01 7.2 226 

HLA-DRB1*07:01 8.3 21 

HLA-DQA1*05:01/ 
DQB1*03:01 

8.5 59 

HLA-DRB1*01:01 9.9 51 

SVRLQIWDTAGLEKY LmlRAB HLA-
DQA1*01:01/DQB1*05:01 

8.3 178 0.55818736 

VLPAELAKHAMAEGT H2B HLA-
DQA1*04:01/DQB1*04:02 

9.8 136 0.29909564 

 
 

3.3 Cálculo de cobertura poblacional, toxicidad y conservación por epítopo 

La cobertura poblacional máxima alcanzada por un solo epítopo HLA-I fue del 42.60% 

a nivel mundial y 21.85% para Sudamérica (Anexo 4). Mientras que un epítopo HLA-II, el 

PPC más alto fue de 48.09% a nivel mundial y 25.76% en Sudamérica (Anexo 5). El cálculo 

no fue posible para los haplotipos HLA-DQA1/DQB1 y HLA-DRB4*01:01 debido a que no se 

encontraban disponibles en la herramienta IEDB-Population Coverage. Sin embargo, para 

comprender la distribución y frecuencia de estos haplotipos se realizó una búsqueda en la 

base de datos de Allele Frequency Net (http://allelefrequencies.net/). Seis de los 

haplotipos mostraron distribución en varias poblaciones a nivel mundial. Mientras que 

cuatro de los haplotipos se distribuían en América, Asia del Sur y Norte de África (Anexo 6).  

En términos de conservación, entre todas las secuencias seleccionadas de diferentes 

especies de Leishmania para el alineamiento, todos los epítopos se conservaron en más del 

86.67% y no presentaron toxicidad (Anexos 4-5). 

 

3.4 Construcción de secuencia de vacuna multi-epítopo 

Se probaron varios sets considerando los criterios mencionados en la sección 2.4 

(Anexo 7). La combinación elegida contenía 16 epítopos (7 afines a HLA-I y 9 afines HLA-II) 

y alcanzó una cobertura de población mundial del 93.61%. También se realizó este cálculo 

para Sudamérica 73.9%, Sur de Asia 83.72% y Norte de África 89.83%, donde la 

http://allelefrequencies.net/
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leishmaniasis es endémica y se reportan la mayor cantidad de casos de esta enfermedad 

[41]. 

De los epítopos conservados, se eligieron 3 epítopos CD8+ y 5 epítopos CD4+; la 

mayoría de estos derivados de los antígenos KMP-11 (6 epítopos) y 2 CD4+ de GP63. Los 

epítopos predichos seleccionados se derivaron principalmente del antígeno LmlRAB (4 

epítopos), 2 epítopos H2B y un único de PSA.  

 Los 16 epítopos seleccionados se fusionaron con los enlazadores AAY y GPGPG para 

formar la construcción de multi-epítopo. Con el fin de potenciar las respuestas inmunitarias 

se agregó como adyuvante el agonista de TLR4, 50S ribosómico L7/L12 con la ayuda del 

enlazador EAAK. La construcción final de la vacuna propuesta contenía 397 residuos de 

aminoácidos como se representa en la figura 4. El orden de los epítopos se definió por el 

valor más alto de antigenicidad obtenido al evaluar diferentes propuestas; siendo el valor 

de 0.895206 predicho por el servidor ANTIGENpro para el diseño final.   

 
 

 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 4. Diagrama del diseño multi-epítopo. La secuencia multi-epítopo consta de 397 residuos de 

aminoácidos. A. El adyuvante y el epítopo del extremo N se han unido mediante el enlazador EAAAK. Mientras 

que, se usaron enlazadores AAY y GPGPG para unir los epítopos HLA-I y HLA-II, respectivamente. B. Ubicación 

de epítopos de acuerdo a los antígenos de los que derivan. En paréntesis se indica el número de epítopos por 

antígeno. 

A. 

B. 
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3.5 Evaluación de vacuna multi-epítopo 

3.5.1 Evaluación de parámetros fisicoquímicos  

La predicción en los servidores AllerTOP y AllergenFP indicaron que la construcción 

probablemente no sea alergénica con adyuvante como sin adyuvante. Por otra parte, se 

predijeron varios parámetros químicos y físicos asociados con el multi-epítopo utilizando 

ExPASy. El peso molecular se calculó de 41.2 kDa y 5.05 del valor de pI teórico. El número 

total de residuos de aminoácidos cargados positiva y negativamente fue 54 y 41, 

respectivamente. La vida media estimada en reticulocitos de mamíferos fue de 30 horas, in 

vitro; mientras que in vivo fue de 20 horas en levadura y 10 horas en E. coli. El índice de 

inestabilidad se calculó en 25.05 y el índice alifático de 74.23. El valor GRAVY de las 

construcciones de vacuna se calculó como -0,215. Además, no se encontró homología con 

ninguna proteína humana (Anexo 8).  

 
3.5.2 Simulación inmunológica de vacuna multi-epítopo 

El perfil inmunogénico obtenido por el servidor C-IMMSIM indica que las respuestas 

secundarias y terciarias generadas fueron más altas en comparación con la respuesta 

primaria. La respuesta primaria se caracterizó por altos niveles de IgM mientras que las 

respuestas secundarias y terciarias por aumentos en los niveles de anticuerpos IgG1 + IgG2, 

IgM e IgG + IgM con una disminución en la concentración de antígeno (Figura 5. A). Además, 

se observó el aumento en las poblaciones de células B, las células TH (colaboradoras) y TC 

(citotóxicas) lo que sugiere el desarrollo de la memoria inmunitaria (Figura 5. B-D). La 

generación de una adecuada respuesta inmune fue apoyada por los altos niveles de IFN-γ , 

IL-2, IL-10 y TGF-b observados en la simulación (Figura 5. E). 

3.6 Predicción de estructura de construcción multi-epítopo 

3.6.1 Predicción de estructura secundaria  

Se predijo que la vacuna final contenía 54.66% de hélice α, 9.82% de lámina β y 

35.52% de estructuras al azar (Anexo 9). Cerca del 70% de la estructura secundaria se 

predijo con un alto nivel de confianza por el servidor de propiedades PSI-PRED. Con 

respecto a la accesibilidad de los residuos de aminoácidos a los disolventes, RaptorX 

Property predijo que el 58% quedaría expuesto, el 20% mostraría una exposición media y 

el 20% quedaría cubierto. Además, se predijo que el 9% del total de los residuos estaban 

ubicados en dominios desordenados.  
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Figura 5. Simulación inmunológica in silico del péptido multi-epítopo por tres inyecciones 

administradas.  (A) Producción de inmunoglobulina en respuesta a inyecciones de antígeno (líneas negras), 

(B) Evolución de las poblaciones de células B después de las tres inyecciones. (C) Evolución de las poblaciones 

de células T cooperadoras y (D) T-citotóxicas por estado después de las inyecciones, (E) Perfil de producción 

de citocinas.  
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3.6.2  Predicción, refinamiento y validación de estructura terciaria 

La estructura terciaria de la vacuna multiepítopo obtenida por RaptorX predijo que 

los datos de entrada tienen dos dominios. Se utilizó 1dd3A como la mejor plantilla para 

modelar. La calidad de la estructura modelada se evaluó por el valor P, este fue 4,20 × 10−5. 

Se modeló el 100% de los aminoácidos y se encontró un 15% de desorden en el modelo. 

Seguido al refinamiento en ModRefiner, se produjo cinco modelos refinados en 

GalaxyRefiner. Según los puntajes de calidad para todos los modelos refinados (Anexo 10), 

se encontró que el modelo 4 (Figura 6. A) era el más adecuado en varios parámetros, 

incluidos GDT-HA (0.9597), RMSD (0.400) y MolProbity (1.565). Además, la puntuación de 

choque fue 6.5, la puntuación de los rotámeros deficientes fue de 0.7 y la puntuación de la 

parcela de Ramachandran fue del 96.7%. El análisis del diagrama de Ramachandran (Figura 

6. B) del modelo seleccionado reveló que el 95.1% de los residuos se encuentran en 

regiones favorecidas, el 4.3% de los residuos estarían en las regiones permitidas y el 0.6% 

en la región no permitida.  ProSA-web y ERRAT verificaron aún más la calidad del modelo 

3D. Se obtuvo una puntuación Z de -7.52 en ProSA-web (Figura 6. C). Mientras que ERRAT 

indicó un factor de calidad del 92.99% (Figura 6. D). 

 

3.7  Acoplamiento de multi-epítopo con el receptor TLR-4 

Se realizó el acoplamiento molecular para evaluar la interacción entre el modelo 

refinado y el receptor inmune en PatchDock. La salida de este acoplamiento proporcionó 

varios resultados, de los cuales se analizaron los 10 mejores resultados por el refinamiento 

en FireDock (Anexo 11-12). El mejor complejo acoplado se eligió en función de su energía 

global de -10.03 kcal/mol con el receptor TLR2 y -8.84 kcal/mol con TLR4, siendo los valores 

más bajos de las soluciones obtenidas (Figura 7 A-B). Por otra parte, la energía global del 

acoplamiento con los receptores HLA-I y HLA-II fue de -6.59 kcal/mol y -0.44 kcal/mol 

respectivamente (Figura 7. C-D). 
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Figura 6. Estructura y validación de la vacuna multi-epítopo. (A) Modelo 3D final de la vacuna obtenida 

después del modelado y refinamiento (coloreado) sobre modelo crudo (gris). (B) Gráfica Ramachandran de 

la estructura refinada, 95.1% de los residuos están la región favorecida. (C) Validación PROSAWEB que 

muestra la puntuación Z (-7.52) y (D) Valores de ERRAT y factor de calidad del 92.99% 
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Figura 7. Interacción molecular de la vacuna candidata con los receptores: (A) TLR2 mostrado en color 

amarillo, (B) TLR-4 en color naranja, (C) HLA-I mostrado en verde y (D) HLA-II en morado. Se visualiza la mejor 

solución del acoplamiento en función de su energía global, generado por PatchDock-FireDock.  

 

3.8  Simulación de dinámica molecular  

Se evaluó la estabilidad del acoplado del complejo multiepitopo-TLR mediante el 

análisis en modo normal (NMA) en I-Mod. Los picos en el gráfico de deformabilidad del 

complejo indica las regiones con posible deformabilidad, encontrándose en gran parte por 

debajo de 0.8 con el complejo a TLR2 (Figura 8A) y 0.6 con TLR4 (Figura 9A). El factor B 

ofrece una comparación entre el campo NMA y el PDB del complejo acoplado; sin embargo, 

las tendencias de estas no resultaron similares con valores más altos de PDB para ambos 
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complejos (Figura 8B-9B). El gráfico de varianza indica la varianza individual en barras de 

color rojo y la varianza acumulada en barras de color verde (Figura 8C- 9C). El valor propio 

simulado fue de 3.44275e-06 del acoplamiento con el receptor TLR2 y 5.548535e-06 con 

TLR4 (Figura 8D-9D). En el mapa de covarianza se indica el movimiento correlacionado 

entre un par de residuos en color rojo, el movimiento no correlacionado en color blanco y 

el movimiento anticorrelacionado en color azul (Figura 8E-9E). El mapa elástico del 

complejo representa la conexión entre los átomos y las regiones grises más oscuras 

corresponden a las regiones más rígidas (Figura 8F-9F) [98, 100]. 

 

 
 
 
 

Figura 8. Simulación de dinámica molecular del complejo acoplado TLR2 y vacuna. (A) Índice de 

deformabilidad (B) análisis de fluctuaciones atómicas de trayectoria del complejo mediante el cálculo del 

factor B; (C) análisis de varianza; (D) valor propio del sistema del complejo obtenido como 3.444275e0-6; (E) 

análisis de matriz de covarianza; y (F) análisis de red elástica del complejo vacuna-TLR2. 
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Figura 9. Simulación de dinámica molecular del complejo acoplado TLR4 y vacuna. (A) Índice de 

deformabilidad (B) análisis de fluctuaciones atómicas de trayectoria del complejo mediante el cálculo del 

factor B; (C) análisis de varianza; (D) valor propio del sistema del complejo obtenido como 5.548535e-06; (E) 

análisis de matriz de covarianza; y (F) análisis de red elástica del complejo vacuna-TLR4. 
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CAPÍTULO IV: INTERPRETACIÓN DE RESULTADOS Y DISCUSIÓN 

 
La vacunación es una de las estrategias más económicas y eficientes para la 

prevención a largo plazo contra enfermedades infecciosas [11]. Sin embargo, hasta la fecha 

no se ha logrado una vacuna adecuada para leishmaniasis. El desarrollo de las herramientas 

inmunoinformáticas y la disponibilidad de datos de la proteómica de parásitos como 

Leishmania se utilizan para identificar posibles dianas para el diseño de vacunas de multi-

epítopos [29]. Estos enfoques ahorran tiempo y son menos costosos. Para diseñar la 

propuesta de una posible vacuna de múltiples epítopos contra Leishmania, se realizó un 

enfoque combinado a partir de epítopos y antígenos reportados experimentalmente con 

capacidad inmunogénica.  

Con el objetivo de identificar epítopos conservados para la vacuna diseñada, se 

obtuvieron 3 epítopos CD8+ y 5 epítopos CD4+ de los 66 epítopos de MHC de clase I y 55 

de MHC de clase II encontrados originalmente en IEDB.  Los epítopos seleccionados 

provienen de los antígenos KMP-11 y GP63, informados como dianas de interés en 

investigaciones in silico e in vitro para el diseño de vacunas contra Leishmania [101,102]. 

La proteína KMP-11 se ha asociado con estructuras de membrana en la superficie celular, 

bolsa flagelar y vesículas intracelulares. Además, su expresión superficial se da en 

promastigotes y amastigotes [103]. KMP-11 se ha considerado como un candidato ideal a 

vacuna debido a su alta homología entre especies de Leishmania, baja homología a 

proteínas humanas y alta antigenicidad a células T murinas y humanas [104]. De manera 

similar, GP63 es una glicoproteína de superficie presente en ambas formas parasitarias y 

muestra una alta homología entre las especies [3]. GP63 desempeña una actividad 

catalítica como metaloproteinasa que influye en los mecanismos de señalización del 

huésped, lo que permite proteger al parásito en los macrófagos [105]. 

Además de los epítopos de KMP-11 y GP63, se incluyó 4 epítopos afines a CD8+ y 4 

epítopos afines a CD4+ de los epítopos predichos de H2B, LmlRAB y PSA, ensayos in vitro 

mostraron resultados alentadores respecto a la inmunogenicidad de estos antígenos [28]. 

La histona H2B desempeña un rol importante en el empaquetamiento del ADN, la 

transcripción y la regulación génica, se ha informado como potente candidata a vacuna 

contra LC [106]. LmlRAB es una proteína específica y altamente conservada entre las 

especies de Leishmania. Se ha sugerido que cumplen un rol relacionado a las actividades 
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endocíticas y exocíticas de las células, además de producir niveles significativos de IFN-γ en 

pacientes recuperados de LC [107]. Las proteínas PSA están implicadas en la resistencia a 

la lisis y adhesión a los macrófagos, se ha evidenciado que su forma recombinante generaba 

respuesta dominante de células Th1 y células citotóxicas [108].  

Respecto a otras investigaciones en las que se realizó predicción de epítopos a partir 

de los antígenos incluidos en este diseño, no se obtuvo los mismos resultados. En el caso 

de Hamrouni et al. [28], ningún epítopo mostró similitud a los predichos en este estudio. 

La principal diferencia fue la metodología de predicción basada en la generación de 

fragmentos consenso a partir de MSA y herramientas de predicción de afinidad a HLA. Por 

otra parte, 5 de los epítopos predichos y utilizados en el diseño propuesto son similares a 

los epítopos obtenidos por Hashemzadeh et al. [102] para los antígenos GP63 y KMP-11. Al 

igual con el estudio de Rabiena et al. [31] se observó que secciones de 2 de los epítopos 

predichos solaparon. Sin embargo, en estas dos últimas investigaciones las predicciones no 

parten de MSA. De manera que la predicción de epítopos puede variar de acuerdo a las 

herramientas y estrategias que se emplean. Esto destaca la importancia de hacer estudios 

complementarios in vitro que permitan confirmar el potencial de los epítopos predichos in 

silico.  

Los epítopos elegidos se identificaron como no tóxicos, con un alto grado de 

conservación, con posible capacidad inmunogénica y afines a HLA. Se realizó el 

empalmando de epítopos con la ayuda de enlazadores flexibles AYY y GPGPG, estos son 

enlazadores flexibles que además de mantener la conexión entre los dominios, permite la 

flexibilidad y estabilidad de la proteína [108]. El enlazador AAY mejora la presentación de 

los epítopos afines a CD8+ al producir sitios adecuados para la unión al transportador TAP. 

Mientras que la unión de los epítopos CD4+ por el enlazador GPGPG estimula las respuestas 

de CD4+ y conserva la inmunogenicidad [75,108]. Para mejorar la inmunogenicidad se 

fusionó el adyuvante ribosomal 50S proteína L7 / L12 (Locus RL7_MYCTU) al N-terminal con 

la ayuda del enlazador EAAAK. El enlazador helicoidal EAAAK es un enlazador rígido que 

reduce la interacción con otra región de la proteína al fijar la distancia entre los dominios 

funcionales, proporciona estabilidad y bioactividad en la estructura del péptido de la 

vacuna [75,102]. Por otra parte, se ha demostrado que el adyuvante 50S L7/L12 luego de 

su reconocimiento por el receptor TLR4 mejora la polarización de células CD4+ y CD8+ a 

través de la maduración de las células dendríticas [109].  De manera que la construcción de 



42 
 

la vacuna multi-epítopo propuesta además de contar con epítopos viables, está formulada 

con enlazadores y un adyuvante que podría sugerir una vacuna eficaz.  

La combinación final de epítopos logró un valor de PPC acumulativo de 93.61% a 

nivel mundial. Aunque el cálculo no fue posible para algunos haplotipos HLA-DQA1/DQB1, 

con el uso de la base de datos de Alelos Humanos se observó que se distribuían en varias 

regiones endémicas de leishmaniasis. Los epítopos CD8+ mostraron afinidades de unión a 

seis alelos HLA-A (A*01, A*02, A*23, A*24, A*30, A*32) y siete alelos HLA-B (B*15, B*35, 

B*40, B*44, B*53, B*57, B*58). Mientras los epítopos de CD4+ se unen a varios alelos HLA-

DPA1, DPB1, DRB1, DRB3 y HLA-DQB1. Varios de estos alelos se han asociado a la 

susceptibilidad a LC en poblaciones brasileñas (A*02~B*44~DRB1*07, 

A*24~B*35~DRB1*01) [83] y mexicanas (DRB1 * 04, DPA1 * 04, DPB1 * 01) [110]. Estos 

resultados sugieren que la vacuna multi-epítopo diseñada es viable en términos a su 

afinidad a HLA susceptibles a esta enfermedad y el alto porcentaje de cobertura 

poblacional.  Aunque son varios estudios que se basan en la herramienta de IEDB para el 

cálculo de PPC; esta metodología aún presenta limitaciones debido a la falta de 

conocimiento de la distribución de los alelos y haplotipos HLA [111]. Además, se requiere 

más estudios para verificar los resultados disponibles y conocer la situación de 

susceptibilidad a LC en otras regiones endémicas y de importancia epidemiológica [112]. 

Por otra parte, las características y propiedades del diseño multi-epítopo propuesto 

fueron comparables a otras investigaciones. Se obtuvo una longitud cercana a otros 

diseños contra Leishmania de 352 [113] y 528 aminoácidos [29].  El peso molecular fue 41.2 

kDa, encontrándose dentro del rango (40-50 kDa) del valor promedio para una vacuna 

multi-epítopo [75]. La puntuación de antigenicidad fue de 0.895206, una puntuación 

comparable a otras vacunas multi-epítopo para Leishmania con valores de a 0.8 [30] y 0.95 

[102]. También se observó que la vacuna posee una vida media en mamíferos, levaduras 

y E. coli que concuerda con diseños previos [29,92]. Además, la evaluación en los servidores 

AllerTOP y AllergenFP indicó que la vacuna no es alergénica.  

El análisis de las propiedades fisicoquímicas sugiere que la vacuna es estable, 

hidrofílica y termoestable. El índice de inestabilidad se calculó por debajo de 40, lo que 

clasifica la proteína como estable [81]. El valor GRAVY negativo demuestra la naturaleza 

hidrofílica de la vacuna. Mientras que el índice alifático alto, indica una mayor 
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termoestabilidad [113]. Adicional, pI teórico predicho indica la naturaleza ácida de la 

proteína. Lo que podría ser muy útil para seleccionar y optimizar los métodos para su 

purificación en estudios posteriores [113].  

 Los análisis de estructura secundaria indicaron que la proteína multi-epítopo 

consistía mayormente en hélices α y estructuras al azar (random coils). Las hélices α son 

estructuras muy regulares y no se deforman fácilmente debido a la presencia de enlaces 

de hidrógeno, que actúan para mantener la estabilidad estructural. Sin embargo, las hélices 

α se encuentran dentro de la proteína, lo que dificulta la interacción con otras moléculas. 

[114,115]. Por el contrario, las estructuras al azar están expuestas en la superficie de una 

proteína, propensas a deformarse de acuerdo a las necesidades funcionales de la proteína, 

siendo estas últimas estructuras las más adecuadas para formar epítopos potenciales 

[114,115].      

En el caso de la estructura 3D, la calidad de predicción se verificó por el bajo valor 

del parámetro P [116], y por el uso de la plantilla de modelamiento empleada en la 

predicción de otros diseños multi-epítopos [29,117]. Así mismo, el mejor modelo refinado 

de la estructura mostró una mejor precisión debido al valor más próximo a 1. Mientras que 

las puntuaciones más bajas de RMSD y MolProbity indicaron que el modelo está cerca de 

su estado nativo y realista [118]. Adicionalmente, el análisis de Ramachandran indicó que 

gran parte de los residuos se encontraban en regiones favorecidas. Se validó el modelo 3D 

como una estructura de buena resolución por su alto puntaje de factor de calidad [119] y 

puntación Z que se encuentra en la trama de las estructuras determinadas resueltas por 

experimentos cristalográficos de rayos X [89].   

La interacción molecular de la vacuna a través del análisis realizado por 

PatchDock/FireDock obtuvo puntuaciones de energía de enlace de -10.03 y -8.84 kJ/mol; 

lo que sugiere que el candidato tiene afinidad por los receptores TLR2 y TLR4, 

respectivamente. TLR4 y TLR2 se han implicado en el reconocimiento de Leishmania ya que 

conducen a la inflamación [120]. Ensayos en modelos murinos infectados por L. major han 

demostrado que la ausencia de TLR2 conduce al desarrollo de una enfermedad más grave 

y una mayor carga parasitaria [121]; así como la supresión de TLR4 resultó en un aumento 

de lesiones cutáneas y el tratamiento agonista a este receptor disminuyó el desarrollo de 

la enfermedad [3]. De manera que el acoplamiento de la posible vacuna a estos receptores 

podría iniciar una respuesta inmune. Sin embargo, el diseño presentado muestra una 
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menor capacidad de interacción con los receptores en comparación a los valores más altos 

de energía global obtenidos por otros candidatos multi-epítopos para leishmaniasis 

[74,92]. 

También se realizó un estudio de dinámica molecular para determinar la estabilidad 

del complejo. El análisis de distorsión de bisagras oscila alrededor de 0.4 en el complejo 

con TLR2 y 0.6 en la interacción con TLR4, estudios vinculados a la estabilidad de vacunas 

multi-epítopo con este receptor obtuvieron resultados similares [122,123]. Además, se 

observó que el sistema complejo sigue el algoritmo de análisis de modo normal con pocas 

fluctuaciones atómicas del complejo. Sin embargo, el valor propio obtenido en ambos 

complejos (e-06) es cercano a otros resultados reportados con baja deformabilidad 

[123,124]. Este valor tiene relación con la energía que se requiere para deformar el 

complejo; un valor propio más bajo representa una deformabilidad más fácil [125]. 

Además, se obtuvo matrices de covarianza y red elástica. Las observaciones realizadas para 

el análisis de covarianza estuvieron en concordancia con la rigidez; los tramos que 

mostraron el mayor movimiento correlacionado también mostraron un alto grado de 

rigidez.  Sugiriendo estos resultados que las interacciones de acoplamiento con los 

receptores son complejos de baja deformabilidad y estables. 

La simulación inmune mostró resultados consistentes con las respuestas inmunes 

reportadas in silico e in vitro de formulaciones de epítopos para L. major [28], L. donovani 

[30], L. infantum [126] y L. braziliensis [55]; caracterizada por altos niveles de IFN-γ e IL-2, 

y bajos niveles de IL-10. Después de una exposición repetida a la vacuna multi-epítopo, 

hubo un aumento general en las respuestas inmunes generadas. En la leishmaniasis, la 

producción de IFN-γ está implicada en la protección de la enfermedad por la estimulación 

en la generación de óxido nítrico y el estallido respiratorio en macrófagos para la 

destrucción de los parásitos [22]. Otra observación interesante fue el incremento de IL-2, 

un factor de crecimiento que promueve la secreción de citocinas, proliferación y actividad 

citolítica de las células CD4+, CD8+ y NK [127]. Junto con IFN-γ, IL-2 facilita la respuesta Th1 

y la activación de macrófagos para la eliminación del parásito Leishmania. Los linfocitos T 

Th1 CD4+ y CD8+ son unas de las principales células en secretar estos productos [127, 128]. 

Respecto a IL-10, esta citocina antiinflamatoria ha estado relacionada en la 

persistencia del parásito y patología de la enfermedad, pero también en el control de una 

respuesta inflamatoria excesiva de Th1 y sus citocinas, especialmente IFN-γ en LC [127, 
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128]. Se ha sugerido que la relación IFN-γ/IL-10 influye en el éxito de la vacunación en 

experimentos murinos [127]. El incremento de las poblaciones de células Th y Tc fue 

evidente luego de la presentación de la vacuna, lo cual es esperado considerando que la 

vacuna está compuesta por epítopos T. Además, se observaron altos niveles de 

inmunoglobulinas y poblaciones de células B. A pesar de ser una respuesta generalmente 

esperada en la generación de una respuesta humoral no representan un papel importante 

en la protección frente a Leishmania. Los anticuerpos son poco eficaces para la eliminación 

del parásito, ya que estos se protegen en una vacuola y los altos niveles de anticuerpos se 

ha relacionado con la patología en la leishmaniasis visceral [129, 130].  

La vacuna diseña en este trabajo muestra potencial inmunogénico y requerimientos 

teóricos adecuados para ser considerada para evaluaciones experimentales. Las siguientes 

fases implicarían el diseño in silico de un plásmido recombinante, la expresión en E. coli y 

la purificación de la proteína del multi-epítopo. Seguido, se podría realizar la estimulación 

in vitro de células mononucleares de sangre periférica de pacientes con LC y personas sanas 

[28]. Como también la inmunización en modelos de ratones [34].  
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CAPÍTULO V: CONCLUSIONES Y RECOMENDACIONES 

 
En este estudio, se utilizaron herramientas inmunoinformáticas para diseñar una 

vacuna multi-epítopo contra la leishmaniasis cutánea a partir de epítopos y antígenos 

reportados experimentalmente con capacidad inmunogénica. Las evaluaciones 

inmunoinformáticas confirmaron la eficacia de la vacuna en términos de antigenicidad, 

cobertura de población, propiedades fisicoquímicas, simulación de respuesta inmune e 

interacción con los receptores. Además, los resultados de estas evaluaciones eran 

comparables a otros estudios in silico para leishmaniasis. Sin embargo, los estudios 

experimentales siguen siendo cruciales para validar el potencial inmunogénico de la vacuna 

diseñada.   La siguiente fase proyectada para culminar el trabajo in silico conllevaría diseñar 

un vector y expresar el multi-epítopo en un sistema bacteriano para realizar ensayos 

inmunológicos con el fin de validar los resultados obtenidos mediante inmunoinformática. 

Aunque en este diseño se logró una cobertura mundial favorable, la compresión del 

alcance en las poblaciones aún es incierta. Para futuros estudios en inmunoinformática se 

requiere conocimiento actualizado de las frecuencias alélicas HLA. Se espera que este 

enfoque in silico sea de contribución a los esfuerzos colectivos en las investigaciones para 

el desarrollo de una vacuna contra LC. 
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ANEXOS 
 
Anexo 1. Cantidad de epítopos por especie de Leishmania recuperados de IEDB.  La mayoría de los epítopos 
colectados pertenecen a L. major y L. donovani, conteniendo 37 y 67 epitopos, respectivamente. 

 
 

Anexo 2. Fragmentos conservados obtenidos por el análisis de variabilidad de secuencia de los MSA de los 
antígenos GP63, KMP11 3'NT/UN. Se obtuvieron fragmentos de longitud mayor a 9 residuos de aminoácidos 
bajo la métrica métrica de variabilidad de la entropía de Shannon con un umbral de 0.5   
 

Antígeno Start End Secuencia de Epítopo 

GP63 14 25 VAARLVRLAAAG 

31 41 AVGTAAAWAHA 

303 314 TAVAKAREQYGC 

480 489 FNVFSDAARC 

579 592 AAGRRGPRAAATAL 

KMP11 10 20 AKLDRLDEEFN 

22 59 KMQEQNAKFFADKPDESTLSPEMKEHYEKFERMIKEHT 

61 74 KFNKKMHEHSEHFK 

76 90 KFAELLEQQKAAQYP 

3'NT/UN 23 35 ALPTQAWWDKGHM 

37 45 IAEIARRNL 

64 87 GPFPKSTNIVELGPWADDLKSMGL 

108 124 TINPVEIVNVASVIPML 

140 151 TSVANLIHFVGD 

153 170 HMPLHSADLFSPEYPLGD 

172 180 GGNKQIVIV 

184 202 AGTSMKLHAFWDSMCEGPQ 

217 225 LSAFVDNLV 

228 236 YSFTEEQMM 

243 261 MAAESYELAVKNVYPGISD 

269 277 YKANGKILA 

279 293 GRVTLAGYRLATILN 

302 310 DTIMNGTKH 

317 328 VTHTGDTYNYYA 

335 356 GAAAGIFLSSFAIGCLLATAVV 
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Anexo 3. Fragmentos conservados obtenidos por el análisis de variabilidad de secuencia de los MSA de los 
antígenos H2B, PSA, LmlRAB. Se obtuvieron fragmentos de longitud mayor a 9 residuos de aminoácidos bajo 
la métrica métrica de variabilidad de la entropía de Shannon con un umbral de 0.5   

 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
Anexo 4.  Epítopos afines a HLA-I utilizados para diseñar la construcción de vacuna basada en 
múltiples epítopos. Epítopos provenientes de la predicción de epítopos (EP) e identificación de 
epítopos conservados (EC). Se identificó como experimental (exp.) a los epítopos de IEDB. 

 
Epíto

po 
Antíg. Secuencia Alelo HLA-I Inmunog

enicidad 
Toxici
dad 

Conser
vación 

% PPC 
Mundial 

EP_1 H2B AMAEGTKAV HLA-A*02:01,  
HLA-A*02:06 

0.02385 No 100.00
% 

40.60% 

EP_2 LmlRAB GASVRLQIW HLA-B*57:01,  
HLA-B*58:01 

0.0078 No 100.00
% 

7.26% 

EP_3 VTPTVGTDFY HLA-A*01:01, 
HLA-B*35:01 

0.23232 No 100.00
% 

24.29% 

EP_4 TPTVGTDFY HLA-B*35:01,  
HLA-B*53:01 

0.2108 No 100.00
% 

10.84% 

EP_5 LQIWDTAGL HLA-A*02:06 0.37705 No 100.00
% 

1.95% 

EC_1 KMP-
11 

KMQEQNAKF HLA-A*32:01,  
HLA-B*15:01, 
 HLA-A*23:01, 
 HLA-B*58:01, 
 HLA-B*57:01,  
HLA-A*24:02,  
HLA-A*30:02 

Exp. No 100.00
% 

42.60% 
 
 
 
  

EC_2 LEQQKAAQY HLA-B*44:02,  
HLA-B*44:03,  
HLA-B*15:01,  
HLA-A*30:02 

Exp. No 100.00
% 

23.38% 

                                                                                                                                                                     (continua) 

      
 

Antígeno Start End Secuencia de epítopo 

H2B 72 87 NKKRTLGAREVQTAVR 

89 107 VLPAELAKHAMAEGTKAVS 

PSA 4 12 CVRRLVLAA 

18 32 VALLLCTSSAPVARA 

860 869 CEVDGCEVCE 

871 879 DSAARCARC 

LmlRAB 42 51 LGDYSVGKTS 

91 102 VTPTVGTDFYSL 

107 128 VVPGASVRLQIWDTAGLEKYAA 

175 184 IMVVANKIDI 

239 247 AIVTARKVQ 

259 267 YAEVSAKTK 

302 312 EVFAHTVLPPH 
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     (continuación)   

Epíto
po 

Antíg. Secuencia Alelo HLA-I Inmunog
enicidad 

Toxici
dad 

Conser
vación 

% PPC 
Mundial 

EC_3 
 

AELLEQQKA HLA-B*44:03,  
HLA-B*44:02,  
HLA-B*40:01 

Exp. No 100.00
% 

20.88% 

EC_4 KLDRLDEEF HLA-A*32:01 Exp. No 100.00
% 

4.61% 

EC_5 MQEQNAKFF HLA-B*15:01 Exp. No 100.00
% 

8.44% 

 
Anexo 5. Epítopos HLA-II utilizados para diseñar la construcción de vacuna basada en múltiples 
epítopos. Epítopos provenientes de la predicción de epítopos (EP) e identificación de epítopos 
conservados (EC). 
 

Epítopo Antíg. Secuencia Alelos HLA-II IFN-γ Toxici
dad 

Conser
vación 

% PPC 
Mundial 

EP_6 H2B AELAKHAMAEG
TKAV 

HLAQA1*05:01 
/DQB1*03:01 

0.126 No 100.00
% 

0.0 

EP_7 VLPAELAKHAM
AEGT 

HLADQA1*04:01 
/DQB1*04:02 

0.299 No 100.00
% 

0.0 

EP_8 Lml 
RAB 

ASVRLQIWDTAG
LEK 

HLA-DRB4*01:01 1 No 100.00
% 

0.0 

EP_9 SVRLQIWDTAGL
EKY 

HLA-DQA1*01:01/ 
DQB1*05:01 

0.558 No 100.00
% 

0.0 

EP_10 GASVRLQIWDTA
GLE 

HLA-DRB4*01:01 0.295 No 100.00
% 

0.0 

EP_11 PGASVRLQIWDT
AGL 

HLA-DRB4*01:01 0.096 No 100.00
% 

0.0 

EP_12 PSA VALLLCTSSAPVA
RA 

HLA-DRB1*13:02,  
HLA-DRB3*02:02,  
HLA-DRB1*04:01,  
HLA-DPA1*02:01/ 
DPB1*14:01, HLA-
DRB1*09:01, HLA-
DRB1*07:01, HLA-

DQA1*05:01/DQB1*03:01, 
HLA-DRB1*01:01 

1 No 100.00
% 

48.09% 

EC_6 KMP-
11  

SEHFKQKFAELLE
QQ 

HLA-DPA1*02:01/ 
DPB1*01:01,  

HLA-DRB1*09:01,  
HLA-DPA1*03:01/ 
DPB1*04:02, HLA-

DPA1*02:01/DPB1*05:01 

0.013 No 93.33% 6.40% 

EC_7 EHSEHFKQKFAE
LLE 

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*01:01, 

HLA-DRB1*09:01, HLA-
DPA1*03:01/DPB1*04:02 

0.093 No 93.33% 6.40% 

EC_8 EHFKQKFAELLE
QQK 

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*01:01, 

HLA-
DPA1*03:01/DPB1*04:02, 

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*05:01 

0.155 No 93.33% 0.0 

EC_9 FKQKFAELLEQQ
KAA 

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*01:01 

0.304 No 93.33% 0.0 

                                                                                                                                                                            (continua)   
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   (continuación) 
Epítopo Antíg. Secuencia Alelos HLA-II IFN-γ Toxici

dad 
Conser
vación 

% PPC 
Mundial 

EC_10 KMP-
11 

FKHKFAELLEQQ
KAA 

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*01:01 

1 No 93.33% 0.0 

EC_11 HFKQKFAELLEQ
QKA 

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*01:01 

0.369 No 93.33% 0.0 

EC_12 KMP-
11  

EHYEKFERMIKE
HTE 

HLA-DRB1*11:01, HLA-
DPA1*02:01/DPB1*05:01 

0.128 No 93.33% 10.54% 

EC_13 YEKFERMIKEHTE
KF 

HLA-DRB1*11:01, HLA-
DPA1*02:01/DPB1*05:01 

0.354 No 93.33% 10.54% 

EC_14 EKFERMIKEHTE
KFN 

HLA-DRB1*11:01 0.395 No 93.33% 10.54% 

EC_15 REHYEKFERMIK
EHT 

HLA-DRB1*11:01, HLA-
DPA1*02:01/DPB1*05:01 

0.065 No 93.33% 10.54% 

EC_16 KMP-
11  

EHYDKFERMIKE
HTE 

HLA-DRB1*11:01, HLA-
DPA1*02:01/DPB1*05:01 

0.085 No 86.67% 10.54% 

EC_17 YDKFERMIKEHT
EKF 

HLA-DRB1*11:01, HLA-
DPA1*02:01/DPB1*05:01 

0.151 No 86.67% 10.54% 

EC_18 DKFERMIKEHTE
KFN 

HLA-DRB1*11:01 0.200 No 86.67% 10.54% 

EC_19 KMP-
11  

YEEFAAKLDRLDE
EF 

HLA-
DQA1*05:01/DQB1*02:01 

0.101 No 93.33% 0.0 

EC_20 GP63 INSSTAVAKARE
QYG 

HLA-
DQA1*01:02/DQB1*06:02 

2 No 86.67% 0.0 

EC_21 NSSTAVAKAREQ
YGC 

HLA-
DQA1*01:02/DQB1*06:02 

3 No 86.67% 0.0 

 
 
Anexo 6. Búsqueda de la distribución de haplotipos HLA en Allele Frequency Net para los cuales 
varios epítopos estudiados mostraron afinidad.  Se realizó esta búsqueda para comprender la 
distribución y frecuencia de estos haplotipos, con el fin de identificar su presencia en las regiones 
endémicas de Leishmania. 

 
Haplotipos Distribución de regions Link de acceso 

HLA-DRB4*01:01 Norteamérica http://www.allelefrequencies.net/hla6008a.asp
?hla_allele=DRB4*01:01  

HLA-
DQA1*05:01/DQB1*

03:01 

Mundial http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*03:01  

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*

14:01 

Norteamérica, América 
del Sur y Central, Asia 

del Sur 

http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*14:01  

HLA-
DPA1*03:01/DPB1*

04:02 

América del Sur y 
Central 

http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DPA1*03:01-DPB1*04:02  

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*

01:01 

América del Sur y 
Central, Asia del Sur 

http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*01:01  

HLA-
DPA1*02:01/DPB1*

05:01 

Norteamérica, América 
del Sur y Central, Asia 

del Sur, Asia del Norte, 
África del Norte 

http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*05:01  

                                                                                                                                                                            (continua)   

http://www.allelefrequencies.net/hla6008a.asp?hla_allele=DRB4*01:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6008a.asp?hla_allele=DRB4*01:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*03:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*03:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*14:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*14:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*03:01-DPB1*04:02
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*03:01-DPB1*04:02
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*01:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*01:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*05:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DPA1*02:01-DPB1*05:01
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      (continuación)   
Haplotipos Distribución de regions Link de acceso 

HLA-
DQA1*01:02/DQB1*

06:02 

Mundial http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DQA1*01:02-DQB1*06:02  

HLA-
DQA1*05:01/DQB1*

02:01 

Mundial http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*02:01  

HLA-
DQA1*05:01/DQB1*

03:01 

Mundial http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*03:01  

HLA-
DQA1*01:01/DQB1*

05:01 

Mundial http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DQA1*01:01-DQB1*05:01  

HLA-
DQA1*04:01/DQB1*

04:02 

Mundial http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp
?hla_haplotype=DQA1*04:01-DQB1*04:02  

 
 
Anexo 7. Propuestas para el diseño final de la vacuna de múltiples epítopos. Se consideró el valor 

de cobertura poblacional, el valor de antigenicidad, número de epítopos y diversidad de antígenos 
como parámetros de selección. Se ha nombrado como EC a los Epítopos Conservados y EP a los 

Epítopos Predichos.  
 

Criterio Epítopos % PPC Antige-
nicidad 

Antígenos 
(cantidad de 

epítopos 
derivados) 

HLA-I HLA-II Mundial Suda-
mérica 

Vacuna elegida EP_1-4, 
EC_1-3 

EP_6-7, 
EP_9, EP_12, 
EC_6, EC_13, 
EC_19-21 

93.61% 73.9% 0.8952
06 

LmlRAB (4), H2B 
(3), PSA (1), KMP 

(6), GP63 (2) 

Mayor %PPC EP_1-4, 
EC_1-3 

EP_8, EP_11, 
EC_13, 
EC_14, 
EC_16-18 

93.61% 73.9% 0.8858
09 

LMlRAB, H2B (1), 
PSA (1), todos 

KMP11 

Más 
inmunogénicos 

EP_3-5, 
EC_1-3 

EP_6, EP_8-
9, EP_12, 
EC_1, 
EC_13-14 

86.82% 64.49% 0.8944
78 

LmlRAB (4), H2B 
(2), PSA (1), KMP 

(7), GP63 (1) 

Al menos un 
epítopo de c/ 

antig. 

EP_1-4, 
EC_1-3 

EP_6, EP_8, 
EP_10, 
EP_12, EC_7, 
EC_18-19, 
EC_21 

93.61% 73.9% 0.9024
83 

LMlRAB(5), H2B 
(2), PSA (1), 

KMP11(7), GP63 
(1) 

 Al menos un 
c/antig, más 

inmunogenicos, 
más PPC 

EP_1-4, 
EC_1-3 

 EP_7-9, 
EP_12, 
EC_10, 
EC_14, 
EC_18-19, 
EC_21 

93.61% 73.9% 0.9041
27 

LmlRAB (5), H2B 
(1), PSA (1), KMP 

(7), GP63 (1) 

 
 
 

http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*01:02-DQB1*06:02
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*01:02-DQB1*06:02
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*02:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*02:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*03:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*05:01-DQB1*03:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*01:01-DQB1*05:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*01:01-DQB1*05:01
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*04:01-DQB1*04:02
http://www.allelefrequencies.net/hla6014a.asp?hla_haplotype=DQA1*04:01-DQB1*04:02
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Anexo 8.  Análisis en BLAST de homología de la secuencia multiepítope con proteínas humanas. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 

Anexo 9. Representación de la estructura secundaria de la secuencia de múltiples epítopos. Se 
predice que la proteína está compuesta de hélices alfa (54.66%), hebras beta/strand (9.82%) y 

espirales/coils (35.52%). 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



61 
 

Anexo 10. Puntuación GalaxyRefine de todos los modelos refinados previstos. Se utilizó 1dd3A 
como la mejor plantilla para modelamiento. La calidad de la estructura se evaluó por el valor P de 
4,20 × 10−5. 
 

Modelo GDT-HA RMSD MolProbility Clash 
Score 

Poor 
rotamers 

Rama 
favored 

Inicial 10000 0,000 2,363 45 0 96,5 

Modelo 1 0,9565 0,408 1,718 8,6 0,4 96,2 

Modelo 2 0,9553 0,411 1,757 8,4 1,1 95,9 

Modelo 3 0,9616 0,402 1,637 7,3 0,7 96,5 

Modelo 4 0,9597 0,4 1,565 6,5 0,7 96,7 

Modelo 5 0,9597 0,412 1,696 8 1,1 96,5 

 
 
Anexo 11. Clasificación de los 10 mejores modelos de acoplamiento multiepítope-TLR2 refinados por 
FireDock. Los candidatos refinados fueron clasificados por su respectiva energía de enlace, se eligió el modelo 
final en función de la puntuación de unión 

 

Rank Solution 
Number 

Global 
Energy 

Attractive 
VdW 

Repulsive 
VdW 

ACE HB 

1 2 -10,03 -10,87 9,81 -0,30 -1,79 

2 9 2,04 -1,69 0,32 2,07 -1,26 

3 8 2,23 -8,59 0,07 5,74 -1,17 

4 1 6,21 -2,82 0 2,05 0 

5 5 21,34 -21,02 9,21 16,68 -1,10 

6 6 23,37 -16,42 3,59 7,54 -1,71 

7 7 111,58 -46,77 182,48 8,05 -5,92 

8 3 1240,65 -24,86 1496,41 15,75 -3,09 

9 4 2718,03 -33,33 3437,64 13,93 -6,75 

10 10 4631,83 -83,47 5916,80 15,11 -8,42 

 
 

Anexo 12. Clasificación de los 10 mejores modelos de acoplamiento multiepítope-TLR4 refinados por 
FireDock. Los candidatos refinados fueron clasificados por su respectiva energía de enlace, se eligió el modelo 
final en función de la puntuación de unión 
 

Rank Solution 
Number 

Global 
Energy 

Attractive 
VdW 

Repulsive 
VdW 

ACE HB 

1 4 -8,84 -17,05 10,69 3,7 -2,18 

2 1 7,77 -23,62 1,98 13,93 -1,8 

3 7 10,74 -3,1 0,08 1,44 -1,62 

4 8 22,82 -17,76 28,46 5,81 0 

5 2 31,21 -32,17 92,71 1,82 -3,59 

6 10 674,83 -52,97 896,02 25,17 -6,72 

7 6 871,61 -26,79 1118,61 4,66 -4,14 

8 5 1153,34 -20,2 1465,8 9,06 -7,82 

9 3 1847,74 -30,83 2375,07 -5,62 -2,38 

10 9 2490,72 -44,12 3156,41 16,36 -7,38 

 


