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RESUMEN

En los altimos afios, las enfermedades causadas por bacterias Gram negativas patégenas han
adquirido gran relevancia en el sector salud, pues han ocasionado infecciones en una parte
significante de la poblacion. Ademas se ha hecho evidente la resistencia de estas bacterias
hacia un amplio espectro de antibidticos disponibles. En este contexto, la presente
investigacion tuvo como proposito utilizar los mecanismos de patogenicidad de la bacteria
Gram negativa Klebsiella pneumoniae, especificamente la secrecion de microvesiculas de
membrana externa y su cargo, para modelar y predecir in silico la respuesta inmnoldgica
humoral y celular contra diversas porinas encontradas en estas estructuras. Se realizd una
recopilacion de datos, ejecucién de servidores inmuno-informaticos, evaluacion y
comparacion de los resultados obtenidos en las diferentes plataformas y bases de datos, con
la literatura disponible, para encontrar dos proteinas altamente prometedoras; OmpA y
OmpC, que pueden ser candidatas para la elaboracion de nuevas vacunas que protegan contra

este patdgeno oportunista.
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INTRODUCCION

Las bacterias son microorganismos unicelulares procariotas que viven en todo tipo de
entornos, son de tamafio microscopico, por lo general entre 0,5 y 5 um de longitud; y diversas
formas incluyendo filamentos, esferas (cocos), barras (bacilos), sacacorchos (vibrios) y
hélices (espirilos) que se multiplican por division celular. Dentro de los nichos ecolégicos
habituales de estos microorganismos, podemos encontrar el propio cuerpo humano, en el cual
habitan y tienen diferentes interacciones biologicas que pueden ser de tipo simbiotico hasta
parasitario. Algunas de estas interacciones confieren propiedades benéficas al organismo,
estableciendo relaciones mutualistas, propiciando la salud del hospedero. Otras se favorecen
estableciendo comensalismo; donde no benefician, pero tampoco perjudican al hospedero. El
conjunto de estas interacciones bacterianas establecen la microbiota del hospedero, y estan
ampliamente relacionadas con muchos de los procesos naturales del organismo que las
alberga (Leidner, 2018).

Por otro lado, existen otras bacterias que son de gran interés clinico, debido a que son la
causa de muchas enfermedades infecciosas, las cuales pueden llegar a ser letales. Estas
bacterias son denominadas “patdgenas”, y tienen varios mecanismos que les permiten causar
dafo al hospedero con la finalidad de asegurar su supervivencia en el mismo. Existen dos
tipos de patdgenos: los primarios, que regularmente causan enfermedades a una elevada
porcion de individuos en condiciones normales, y los patdgenos oportunistas, que causan
enfermedad solo en los individuos que se encuentran inmuno-suprimidos. Es importante
mencionar que existe una delgada linea entre esta clasificacion, pues se ha demostrado que
un patégeno oportunista en un hospedero, puede comportarse como un patégeno primario en
otro, y esto ademas es dependiente de las condiciones ambientales en las que se encuentran
(Martinez, 2014).

Dentro de las diversas clasificaciones bacterianas, existe una de gran relevancia que las
divide en dos categorias: las bacterias Gram positivas y las bacterias Gram negativas; cuya
diferencia esta relacionada con la conformacion de su membrana celular. La clave es el

contenido de peptidoglucano (mureina), uno de los principales constituyentes de la pared



celular bacteriana, formando una capa gruesa en las bacterias Gram positivas y una capa

delgada en las bacterias Gram negativas (Panawala, 2017).

Una manera de distinguir a las bacterias Gram negativas y positivas en el laboratorio es
mediante la tincién de Gram, que lleva el nombre de su creador Hans Christian Gram. En
esta metodologia, se realiza una tincion diferencial, donde a partir de una serie de
tratamientos, es posible visualizar al microscopio a las bacterias Gram negativas con una

coloracion rosécea, y a las Gram positivas de un color violeta (Mora, 2012).

Bacterias Gram negativas

Como se ha mencionado anteriormente, la clasificacion entre las bacterias Gram positivas y
Gram negativas estd ampliamente relacionada con su envoltura celular (figura 1). La
envoltura de las Gram negativas consta de dos membranas, la membrana externa y la
membrana citoplasmatica, y el espacio periplasmico intermedio, que contiene una capa de
peptidoglicano (PG). La membrana externa es una barrera celular que se compone al interior

de fosfolipidos y al exterior de lipopolisacarido (LPS; endotoxina) (Schwechheimer, 2015).

MR AL porina,
\ A / | \

acido
lipoteicoico

/| _iAlipopolisacérido acido teicoico

)

membrana
externa

espacio
ORESTRITST s = - . - periplasmico

nico peptidoglicanc

peptidoglicano

e«membrana _
plasmatica

Pared Gram-negativa Pared Gram-positiva

Figura 1. Pared celular de bacterias Gram negativas y
positivas

Esta membrana actla como una barrera contra varios compuestos (como los antibidticos), y
esta involucrada en el proceso de conjugacién y de division celular, contiene sistemas de



captacion de nutrientes; como el hierro, vitaminas y carbohidratos; también provee un
ambiente protector contra ciertas enzimas hidroliticas, y une a las proteinas que residen en la
region periplasmica (DiRienzo, 1978). La membrana citoplasmatica consta de una bicapa de
fosfolipidos que actia como barrera electroquimica (Schwechheimer, 2015), es un sistema
activo de transporte, fosforilacién oxidativa y la biosintesis de ciertas macromoléculas
(DiRienzo, 1978). El periplasma es un entorno oxidativo que promueve el plegamiento de

proteinas (Schwechheimer, 2015).

Mecanismos de patogenicidad y factores de virulencia

Los microorganismos estan sometidos de una manera constante a una gran variedad de
estimulos ambientales (cambios de temperatura, osmolaridad, pH, disponibilidad de
nutrientes). En respuesta a estos factores de estrés, las bacterias han evolucionado para
desarrollar sistemas que les permitan su adaptacion; y ademas para que puedan establecer
relaciones mas estrechas con su hospedero, con la finalidad de propiciar su supervivencia,

ayudando a su vez a la progresion de la enfermedad (Neil et al, 2001).

Todo el proceso y las propiedades de una bacteria requeridas para colonizar al huésped,
incluyendo la obtencion de requerimientos nutricionales, la evasion de la defensa del
hospedero, la capacidad de multiplicarse y producir dafio; en otras palabras, la habilidad de
un microorganismo para causar enfermedad, junto con las caracteristicas que tiene para que
se lleve a cabo la infeccion, es lo que se denomina mecanismo de patogenicidad. A su vez,
estos procesos infecciosos pueden llevarse a cabo gracias a los factores de virulencia que
poseen ciertos patdgenos, los cuales van a determinar el grado de patogenicidad de un
microorganismo. Los factores de virulencia pueden tener un nimero indefinido de funciones,
incluyendo la capacidad para facilitar la adherencia microbiana y la invasion, asi como la
promocion del crecimiento de un microorganismo en el hospedero, evadiendo su deteccion
y la respuesta inmune. Algunos factores de virulencia son: adhesinas, invasinas, impedinas,

agresinas, modulinas, toxinas; entre otros (Martora, 2019).



Ademas, ciertos factores de virulencia tienen la capacidad de generar resistencia a
antimicrobianos. En la actualidad las bacterias Gram negativas representan un desafio debido
a la resistencia a antibidticos, pues su envoltura membranal externa, se ha adaptado para
brindarle mecanismos de proteccidn, asegurando su supervivencia en el hospedero (Shin et
al, 2019).

Microvesiculas (OMV’s)

Si bien se han reconocido a las bacterias como organismos unicelulares, en la naturaleza no
se encuentran como células Gnicas, mas bien se encuentran relacionadas con otras células, ya
sea de su propia especie o en relacidn con otros organismos. Por lo tanto, es necesario que se
puedan comunicar entre ellas y con su hospedero, para propiciar las condiciones adecuadas
de su nicho ecologico. Existen diversos mecanismos de comunicacion célula-célula,
mediados por la secrecion de ciertas moléculas. Un ejemplo muy claro es la secrecion de
ciertas proteinas bacterianas que juegan un papel fundamental en la comunicacion y la
patogénesis de las bacterias. Esta secrecion esta relacionada con la eliminacion de moléculas
que generan estrés, en el censado de la presencia de nutrientes y en la eliminacién de
competidores. Hasta la fecha se conocen seis sistemas de secrecién en las bacterias Gram
negativas (I — VI) (Pugsley, 2021).

Ademas de los mecanismos de secrecion, se reconocio a otro mecanismo de comunicacion
en las bacterias Gram negativas, mediado por la secrecién de nano-vesiculas y denominado
como sistema de secrecion cero (Guerrero-Mandujano A, et al. 2017). Se ha demostrado que
en respuesta a estrés las bacterias son capaces de generar y secretar estas vesiculas. Para el
caso de las bacterias Gram negativas, estas vesiculas son llamadas OMVs por sus siglas en

inglés “Outer membrane vesicles” (Jagannadham et al., 2015).

Las vesiculas de la membrana externa son particulas esféricas, formadas por una bicapa, de
aproximadamente 20-400 nanémetros de didametro, que contienen componentes derivados de
la bacteria, constituidas principalmente de fosfolipidos (PLs), proteinas de la membrana

externa, lipopolisacaridos (LPs), proteinas periplasmicas y componentes de la pared celular.



(Roier, 2016). Dentro de sus constituyentes también se incluyen acidos nucleicos (ADN,
ARN), iones, metabolitos, moléculas de sefializacion y enzimas (figura 2) (Zavan et al.,
2020; Roier et al., 2016).
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Figura 2. Estructura de las microvesiculas de membrana externa de las bacterias
gram negativas (Zavan et al. 2020)

Estas estructuras son secretadas naturalmente y no como resultado de la fragmentacion
celular o la lisis de la membrana externa. Las primeras OMVs en ser observadas provinieron
de Escherichia coliy Vibrio cholerae. Esto fue posible gracias a los estudios con microscopia
electrénica, los cuales ayudaron a revelar su forma y una densidad electrénica predominante

en el centro de la particula esférica (Figura 3) (Jagannadham et al., 2015).



Figura 3. Microscopia electronica de OMVs en E. coli
(Lutsa, 2011)

OMVs patogenicidad

Las OMVs tienen importantes papeles biologicos en la comunicacion intercelular; ademas
de ser esenciales en la patogenicidad y virulencia de las bacterias: esto gracias a que son
comunmente secretadas, ademas contienen proteinas bacterianas y otros factores de
virulencia que favorecen los mecanismos de patogenicidad. Se han realizado estudios en
muestras (fluidos como sangre y orina) de pacientes infectados, asi como en animales de
laboratorio, revelando que las bacterias producen OMVs en el tejido infectado del hospedero
(Jagannadham et al., 2015).

Como se ha mencionado anteriormente, las microvesiculas secretadas son de gran
importancia en la comunicacion intra e intercelular. En la actualidad se conoce su
participacion en la transferencia de material genético y la formacion de biofilms, asi como
en la progresion de la enfermedad y la inflamacion (Roier et al., 2016). Dentro de sus
maultiples papeles bioldgicos, tienen una participacion muy importante en la nutricién y la
proteccion de las células (Jagannadham et al., 2015). Promueven ademas la adherencia a la

célula del hospedero y funcionan como inmunomoduladores (Roier et al., 2016).

Se ha demostrado ademas, que la produccién de estas vesiculas es mayor en especies
patdgenas que en las no patogenas, lo que conlleva al entendimiento de sus funciones en la
patogénesis de la enfermedad. Las OMVs pueden también desencadenar patogénesis severas,

mejorar la supervivencia bacteriana, participar en la transferencia horizontal de genes (Tran
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et al., 2017), transportar compuestos téxicos y desencadenar la respuesta inmune en el
hospedero (Shin et al., 2019). Ademas, otros estudios han revelado que la produccion de éstas
microvesiculas es mayor cuando la bacteria se encuentra en estrés (McBroom, 2006). Por
ultimo, también se sabe que las OMVs son un transporte activo de toxinas y otras
biomoléculas, eliminando competidores, y tienen un papel fundamental en la resistencia a
antibioticos (Portas et al., 2015).

Las OMVs pueden empacar moléculas bacterianas externas, como las quinolonas en
Pseudomonas aeruginosa, molécula que contribuye a la comunicacién celular, coordinando

la formacion de los biofilms (Mashburn and Whiteley 2005).

ElI DNA contenido en algunas OMVs puede ser transferido a las células vecinas, incluyendo
el DNA que codifica para la resistencia a antibioticos, resaltando el potencial papel de las
microvesiculas en la transferencia horizontal de genes. Ademas también pueden contener

ARN, incluyendo ARN mensajero, ribosomal y ARN pequefios (Blenkiron et al. 2016).

Biogénesis de OMVs

Existen diversos mecanismos de biogénesis descritos en la literatura, dentro de los cuales
destaca el llamado “brotes o ampollas”; mecanismo que se ha observado en numerosas
especies Gram negativas. Estos brotes ocurren cuando una porcion de la membrana externa
protruye hacia la superficie celular, para luego ser liberadas y crear la vesicula. Otros
componentes de la membrana externa, como los fosfolipidos y LPS, han demostrado estar

implicados en la biogénesis de las vesiculas (Figura. 4) (Zavan et al., 2020).
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Figura 4. Modelos de biogénesis. (a) Formacion de OMV por la pérdida de enlaces entre la membrana externa (LPS en verde
y fosfolipidos en negro) y el peptidoglicano (mostrado en gris) ya sea por porinas (naranja) o proteinas (azul). (b) Formacion
de OMV por respuesta a estresores (flechas rojas): sustancias que atacan a la membrana, altas temperaturas, dafio al ADN,
bacteriéfagos, acumulacién de osmolitos. (c) Formacion de OMV asosiado a estructuras filamentosas y tubulares de la
superficie bacteriana, como son los nanotubos. (d) Formacion de OMV por la modulacion de componentes de la membrana
externa, como es el LPS (rectdngulos verdes a triangulos), intercalacion de moléculas inductoras de curvaturas (circulos
morados) y la modulacion en la composicion de fosfolipidos (negro) (Zavan et al. 2020).

Existen ademas ciertas circunstancias que conllevan a la produccion de las OMVs. El estrés
celular determinado por las condiciones de crecimiento (Park et al. 2015), el estadio de
crecimiento, cambios en la temperatura o la presencia de antibioticos, pueden alterar la
biogénesis de las microvesiculas. Los factores de estrés, reguladores bacterianos, moléculas
de la respuesta inmune del hospedero, contribuyen al incremento en la produccion de las
OMVs. El incremento en la biogénesis de estas particulas, contribuyen a la patogénesis de la
bacteria (Zavan et al. 2019).

Respuesta inmune

El sistema inmune innato es la primera linea de defensa contra bacterias invasoras y
residentes en el humano, esta compuesto por un amplio rango de mecanismos de defensa,
que incluyen los receptores del sistema inmune innato, células y la produccion de moléculas
antimicrobianas e inflamatorias. Se destaca por su gran capacidad de detectar rapidamente e
iniciar una respuesta inmune contra las microvesiculas bacterianas. El sistema inmune
adaptativo es aquel que desarrolla respuestas patdégeno-especificas, creando inmunidad a

largo plazo (Zavan, 2020).
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Para poder sobrevivir en el hospedero humano, los microorganismos deben de evadir la
respuesta inmune de defensa. Todos los organismos multicelulares han desarrollado un
mecanismo de defensa innato, que tiene la capacidad de ser activado cuando se reconocen
microorganismos extrafios, y que tiene como principal funcién, destruir a los patégenos y

neutralizar sus factores de virulencia (Medzhitov and Janeway 1997).

Uno de los principales mecanismos que le permiten a la bacteria interactuar con su célula
hospedera, es la secrecion de productos inmuno-estimulatorios. Las microvesiculas
bacterianas son liberadas y actian como transportadores de secrecion para proteinas, lipidos
y otros productos bacterianos. Debido a los constituyentes de las vesiculas, estas son inmuno-
estimuladoras en las células eucariotas del hospedero, pues contienen un nimero de patrones
moleculares asociados a los patdégenos (PAMPs) como son el LPS, el ADN, el
peptidoglicano, y otros componentes de la pared celular, que son capaces de inducir una

respuesta proinflamatoria (Kaparakis, 2015).

Estos patrones son reconocidos por ciertos receptores que se encuentran en el hospedero, los
mas importantes son los receptores Tol-like (TLRS) que se encuentran localizados en la
membrana de las células hospederas (Ellis and Kuehn 2010). Existen también otros
receptores intracelulares de tipo dominio de oligomerizacion de unién a nucleétidos (NOD)
(NLR), receptores similares al gen | (RIG-I) inducibles por &cido retinoico (RLR) y lectinas
de tipo C, que pueden ser solubles o funcionan como receptores asociados a la membrana
(Figura 5) (Kawai y Akira 2008). Las lectinas de tipo C contribuyen a las respuestas

inmunitarias innatas a muchos patdégenos (Wells et al. 2011).
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Figura 5. Receptores de PAMPs (Zavan et al. 2020)

El lipopolisacérido (LPS), es un constituyente predominante en las OMVs de las bacterias
Gram negativas, el cual induce una respuesta del sistema inmune innato muy fuerte en el
hospedero (Jagannadham et al., 2015). La deteccidn de las OMVs activa una cascada de
sefializacion, resultando en la iniciacion de la respuesta inmune innata, y la produccion de
citocinas proinflamatorias, asi como el reclutamiento de células del sistema inmune (Bielig
etal. 2011).

Se ha demostrado que las OMVs tienen la capacidad de proteger a la bacteria en contra del
sistema inmune innato del hospedero, ya sea degradando componentes del complemento, o
interfiriendo con receptores que reconocen a las bacterias, reduciendo la eficiencia del

sistema inmune y permitiendo a la bacteria invadir correctamente (Duncan et al. 2004).

El sistema inmune también emplea péptidos antimicrobianos, como las defensinas, como otro
mecanismo en contra de la invasién de los patdgenos. Estos péptidos pueden atacar
directamente a los microorganismos, limitando su patogenicidad, sin embargo se ha
demostrado que las OMVs contribuyen a la resistencia de estos péptidos, como es el caso de
V. Cholerae. Esto gracias al secuestro de las moléculas del sistema inmune del hospedero
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(Zavan, 2020). La inmunogenicidad de las OMV, puede ser alterada por ciertas bacterias,
como V. cholerae, en respuesta a cambios en la expresion de factores de virulencia, mediados

por quérum sensing (Bielig et al. 2011).

Bacterias Gram negativas de importancia clinica

Existe un grupo de bacterias Gram negativas multirresistentes frecuentemente encontradas
en hospitales e integrado por: Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter baumanni,
Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter sp, las cuales son causantes de la mayoria de las
infecciones nosocomiales, y desafortunadamente cada vez mas resistentes a antimicrobianos
(Rice., 2008).

Los bacilos Gram negativos no fermentadores representan > 15% de las muestras aisladas
obtenidas de laboratorios de microbiologia clinica. Las bacterias no fermentadoras son a
menudo multirresistentes a antibiéticos como los carbapenémicos y oxiamino-cefalosporinas
(Memish et al., 2012).

Klebsiella pneumoniae

Klebsiella pneumoniae es uno de los principales organismos responsables de infecciones
intrahospitalarias, que causan niveles significativos de morbilidad y mortalidad. Es un
patégeno oportunista que puede generar infecciones invasoras como bacteremias o
septicemias (Andrade, 2004). Las infecciones causadas por este microorganismo son severas
y tienen una tasa de letalidad de aproximadamente 35%, por lo que se le considera una

amenaza clinica y de salud publica (Valdez, 2018).

El género fue llamado asi en honor a Edwin Klebs, un microbidlogo aleméan de finales del
siglo X1X. Hoy en dia también existe una fuerte teoria que la relaciona con la Espondilitis
Anquilosante (CODEINEP, 2012). K. pneumoniae es una bacteria Gram negativa,

encapsulada e inmovil que se encuentra en el medio ambiente y se ha asociado con neumonia
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en poblaciones de pacientes hospitalarios, que tipicamente coloniza las superficies mucosas
humanas de la orofaringe y el tracto gastrointestinal. Una vez que la bacteria ingresa al
cuerpo, puede mostrar altos grados de virulencia y resistencia a los antibioticos (Ashurst and
Dawson, 2021).

En el afio 2018, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) public6 una lista de patdgenos
prioritarios para la fabricacion de nuevos antibidticos en tres categorias. Destaca entre los de
méaxima prioridad o critica la K. pneumoniae productora de carbapenemasas (KPC). La
produccién de carbapenemasas es un mecanismo de resistencia con gran relevancia clinica y
epidemiolodgica (Valdez, 2018). En la actualidad se han detectado nano-vesiculas de
membrana externa (OMVs) en Klebsiella pneumoniae, implicadas en la resistencia frente a

péptidos antimicrobianos (Portas, 2015).

Los farmacos mas efectivos contra los patdgenos bacterianos son los antibiéticos, pero la K.
pneumoniae produce B-lactamasas de espectro extendido (BLEE) y es resistente a muchos
antibidticos clinicos, como los aminoglucésidos, el sulfametoxazol, las fluoroquinolonas y
la trimetoprima, lo que representa un gran desafio para la prevencion y control de la infeccion
por K. pneumoniae. Ademas, K. pneumoniae también puede propagar genes de resistencia a
los medicamentos a otras cepas a través de la transmision mediada por plasmidos (Hu et al.,
2022).
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JUSTIFICACION

Las microvesiculas secretadas son elementos importantes en la patogenicidad de las bacterias
Gram negativas. Se ha demostrado que su contenido puede variar entre especies, y también
es dependiente de las condiciones ambientales en las que se encuentre, asi como de su estadio
de crecimiento o de infeccion. Klebsiella pneumoniae es una bacteria Gram negativa de gran
importancia clinica debido a la incidencia de infecciones en los hospitales causadas por estos
patdgenos oportunistas. En la actualidad es necesario mejorar las estrategias para el control

y prevencion de este tipo de infecciones.

El metaanalisis sobre las proteinas encontradas en microvesiculas permitird realizar una
comparacion con la finalidad de identificar aquellas que estén altamente conservadas y que
puedan servir como una alternativa en la deteccion de estos patdgenos en muestras de sangre,
para el desarrollo de nuevas vacunas, asi como para el mayor entendimiento de los
mecanismos de patogenicidad asociados a las microvesiculas. Con la ayuda del metaanélisis
sera posible encontrar proteinas de interés que puedan funcionar como futuras vacunas para

éste patogeno.

HIPOTESIS

En el contenido de las microvesiculas de membrana externa de bacterias Gram negativas,
existen factores de virulencia que les confieren caracteristicas necesarias para sobrevivir y
propiciar un nicho ecol6gico adecuado dentro del hospedero, dichos factores también pueden

ser candidatos para el disefio de nuevas vacunas.
OBJETIVO GENERAL
Realizar un metaanalisis e identificar proteinas localizadas en las microvesiculas de

membrana externa de Klebsiella pneumoniae para su evaluacion in silico como potenciales

vacunas.
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OBJETIVOS ESPECIFICOS

1) Realizar un metaanalisis del contenido asociado a microvesiculas de bacterias Gram
negativas e identificar proteinas asociadas a mecanismos de patogenicidad.

2) Elegir proteinas de gran relevancia para ser evaluadas mediante inmuno-
bioinformatica

3) Realizar un docking molecular para evaluar la respuesta inmune innata de las
proteinas seleccionadas contra el receptor TLR 1/2.

4) Analizar las interacciones para elegir el mejor complejo molecular

5) Evaluar in silico la respuesta humoral y celular del sistema inmune de las proteinas

seleccionadas

MATERIALES Y METODOS

Basqueda bibliografica

En como plataformas como ScienceDirect, Science, Scopus, Springer, PubMed, Google
Académico, se realizaron las siguientes busquedas, con la finalidad de obtener informacién
de las proteinas encontradas en las OMV de bacterias Gram negativas y elegir aquellas mas

prometedoras, para esta busqueda se utilizaron las siguientes palabras de entrada.

OMV AND Gram-negative bacteria.

OMV AND Kilebsiella pneumoniae.

OMYV AND Acinetobacter baumannii.

OMV AND Escherichia Coli.

OMYV AND Salmonella typhimurium.

OMV AND Neisseria meningitidis.

OMP AND Inmunoinformatics

OMP AND / OR Immune Simulation Analyses
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Metaanalisis del cargo en las OMVs en bacterias Gram-negativas.

Se realizd un analisis bibliogréfico con el objetivo de encontrar proteinas encontradas en las
OMV de diferentes bacterias Gram negativas: Acinetobacter baumannii, Escherichia coli,
Salmonella typhimurium, Neisseria meningitidis. Se seleccionaron aquellas proteinas
relacionadas con los mecanismos de patogenicidad de dichas bacterias, dando prioridad a las
porinas. Una vez realizada la seleccion, se obtuvieron las secuencias protéicas en formato
FASTA desde la base de datos NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/). Posteriormente se
utilizo6 BLASTp protein-protein (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi), Threshold 0.5,

Matriz BLOSUMG62; para comparar la homologia entre las proteinas reportadas de bacterias

Gram negativas y Klebsiella pneumoniae.

Secuencias de las porinas seleccionadas

La secuencia de aminoacidos de las proteinas OmpA y OmpC (también conocida como
OmpK3) fueron descargadas en formato FASTA de NCBI. Para la porina Omp A se utiliz6
el nimero de acceso RefSeq: WP_223413757.1; la secuencia de nucledtidos se encuentra
con el numero de acceso en GenBank: NZ_JAGYDX010000028.1. Para la porina Omp C se
ocupo6 el ndmero de acceso RefSeq: WP_228299009.1; su secuencia de nucleétidos en
GenBank: NZ_JAGTIY(010000009.1.

Propiedades fisicoquimicas de las proteinas

Se utilizo el servidor ProtParam de Expasy (https://web.expasy.org/protparam/), afiadiendo

la secuencia de aminoacidos previamente descargada en formato de una sola letra (Gasteiger,
2005).

Docking molecular

Se realiz6 un docking molecular utilizando las siguentes entradas PDB: 2KOL para OmpA
(dominio transmembranal; https://www.rcsb.org/structure/2K0L), 5079 para OmpC
(OmpK36; https://www.rcsb.org/structure/5079) y 2Z7X para el receptor TLR 1/2

(https://www.rcsh.org/structure/2Z7X). Para el docking molecular se utilizé el servidor

ClusPro 2.0 (https://cluspro.bu.edu/home.php) tomando en cuenta los aminoacidos

disponibles para la interaccion (Kozakov, 2017). El refinamiento de las cadenas de los
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modelos elegidos se realizo en Chimera. La visualizacion de las interacciones en la interfaz
se observaron en PyMOL. La afinidad de union se predijo en PRODIGY
(https://wenmr.science.uu.nl/prodigy/), especificando la temperatura a 37°C. Por ultimo, se

analizaron las interacciones entre los complejos formados en PDBsum

(http://www.ebi.ac.uk/thornton-srv/databases/pdbsum/Generate.html), especificando las

cadenas responsables de la union proteina-receptor.

Prediccidn de epitopos de células B

La identificacion de los epitopos se realiz6 en BepiPred - 2.0 de IEBD: Immune Epitope
Database and Analysis Resource (https://services.healthtech.dtu.dk/service.php?BepiPred-
2.0) y ABCpred 2.0 (https://webs.iiitd.edu.in/raghava/abcpred/ABC_submission.html); una

red neuronal artificial para la prediccion de epitopos, tomando en cuenta epitopos de 16mer

para cada proteina y un Threshold de 0.51.

Prediccién de epitopos para células T
Se realizo la eleccion de alelos con respecto a la base de datos Allele Frequencies 2020

(AFND; http://www.allelefrequencies.net/hla6006a.asp), delimitado a México, en nimeros

de poblaciones mayores a 100. Una vez elegidos los alelos, se procedié a buscar los epitopos

para MHC de clase | y MHC de clase Il con el servidor IEBD (https://www.iedb.org/),

servidor que usa metodologias como NetMHClIIpan y Consensus (Wang, 2010).

Los alelos seleccionados para cada busqueda fueron los siguientes:

MHC clase I: HLA-A*01:01, HLA-A*02:01, HLA-A*02:06, HLA-A*03:01, HLA-
A*24:02, HLA-A*31:01, HLA-A*68:01, HLA-B*07:02, HLA-B*08:01, HLA-B*14:02,
HLA-B*15:01, HLA-B*18:01, HLA-B*27:02, HLA-B*35:01, HLA-B*39:01, HLA-
B*40:01, HLA-B*40:02, HLA-B*44:02, HLA-B*48:01, HLA-B*51:01, HLA-C*03:02,
HLA-C*04:01, HLA-C*07:01, HLA-C*08:01
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MHC clase Il: DRB1*01:01, DRB1*03:01, DRB1*04:03, DRB1*04:07, DRB1*04:10,
DRB1*07:01, DRB1*08:02, DRB1*10:01, DRB1*11:01, DRB1*11:04, DRB1*12:01,
DRB1*13:01, DRB1*14:02, DRB1*14:06, DRB1*15:01, DRB1*16:01, DRB1*16:02

DPA1*01:03-DPB1*02:01, = DPA1*01:03-DPB1*04:01,  DPA1*02:01-DPB1*01:01,
DPA1*02:01-DPB1*05:01,  DPA1*02:01-DPB1*14:01,  DPA1*03:01-DPB1*04:02,
DQA1*01:01-DQB1*05:01, DQA1*01:02-DQB1*06:02, DQA1*03:01-DQB1*03:02,
DQA1*04:01-DQB1*04:02, DQA1*05:01-DQB1*02:01, DQAL*05:01-DQB1*03:01
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RESULTADOS

Homologia entre OMVs de bacterias Gram negativas.

Después de realizar una investigacion bibliografica, se seleccionaron aquellas proteinas
relacionadas con los mecanismos de patogenicidad de las bacterias Gram negativas,
principalmente porinas, cuyas secuencias se encontraban anotadas en la base de datos NCBI,
de las bacterias: Acinetobacter baumannii, Escherichia coli, Salmonella typhimurium y
Neisseria meningitidis, para evaluar la homologia entre las proteinas de dichas bacterias y
Klebsiella pneumoniae, utilizando la herramienta BLASTp, los resultados se muestran en las

Tablas 1-4. Las proteinas seleccionadas fueron las siguientes:

Acinetobacter baumannii: OmpA (Tiku, 2021), OmpK (Guo, 2018).
Escherichia Coli: OmpF OmpC LamB (Thoma, 2018).
Salmonella typhimurium: OmpA, OmpC, Omp D, MipA, LamB, TolC, SipA (Liu, 2016).
Neisseria meningitidis: Oligopeptidase A, Omp85, MafA (Vaugan, 2006).

Tabla 1. BLAST proteinas de Acinetobacter baumannii y Klebsiella pneumoniae.

Acinetobacter Klebsiella pneumoniae Query | E value Identidad
baumannii: Cover
OmpA Integral membrane protein | 98% 0 93.98%
YfiB
OmpA family protein 31% | 1E™Y 45.05%
OmpK Nucleoside-specific 100% |0 100%
channel-forming protein
lon channel protein Txs 44% | 4E®° 95.33%

Tabla 2. BLAST proteinas de Escherichia coli y Klebsiella pneumoniae

Escherichia coli Klebsiella pneumoniae | Query E value Identidad
Cover
OmpC OmpC 100% 0 89.47%
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OmpK36 porin 100% 0 79.94%
OmpF OmpF precursor 100% 0 99.72%
Phosphorin PhoE 100% 0 77.07%
OmpC 100% 0 75.97%
OmpE precursor 99% 6E 10 60.16%
OmpK37 99% 34 58.91%
OmpK36 99% SE140 59.20%
LamB Maltoporin 100% 0 96.19%
IS5 family transposase | 80% 0 97.49%
LamB maltoporin 100% 0 73.21%

Tabla 3. BLAST proteinas de Salmonella typhimurium y Klebsiella pneumoniae

Salmonella Klebsiella pneumoniae | Query E value Identidad

typhimurium Cover

OmpA OmpA 100% 0 94.57%

OmpC OmpC 100% 0 86.24%
OmpK36 100% 0 85.19%

OmpD Phosphoporin PhoE 91% 0 83.98%
Porin OmpC 91% 0 79.35%
Porin OmpK27 91% 1E160 63.19%

MipA MItA-int protein MipA | 100% 2E1%8 84.27%
MipA/OmpV family 100% 313 81.85%
protein

LamB Maltoporin 100% 0 84.4%
LamB 100% 0 73.79%

SipA SipA 15% 3E™0 94.39%

Tabla 4. BLAST proteinas de Neisseria meningitidis y Klebsiella pneumoniae

Neisseria

meningitidis

Klebsiella pneumoniae

Query
Cover

E value

Identidad
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Oligopeptidase A Oligopeptidase A 99% 0 50.8%
M3 family peptidase 45% 0 96.15%

Omp85 BamA/TamA famuly 36% 0 99.65%
OMP

MafA adhesin 49% 1E110 98.08%

Secuencias protéicas

Con base en los resutados arrojados del meta andlisis y junto con el respaldo de

investigaciones publicadas anteriormente (Martora, 2019), se comprobé la presencia de dos

porinas de gran relevancia en el cargo de las OMVs de Klebsiella pneumoniae; OmpA y

OmpC (OmpK36). Dichas proteinas constan de 356 y 369 aminoacidos respectivamente y,

para su posterior analisis in silico, se obtuvieron las secuencias en formato FASTA de ambas

proteinas:

Omp A

>WP 223413757.1 porin OmpA [Klebsiella pneumoniae]
MKKTAIATIAVALAGEFATVAQAVPKDNTWYAGGKLGWSQYHDTGFYGNGFQNNNGPTRNDQLGAGAFGGYQ
VNPYLGFEMGYDWLGRMAYKGSVDNGAFKAQGVQLTAKLGYPITDDLDIYTRLGGMVWRADSKGNYASTG
VSRSEHDTGVSPVFAGGVEWAVTRDIATRLEYQWVNNIGDAGTVGTRPDNGMLSLGVSYRFGQEDAAPVV
APAPAPAPEVATKHFTLKSDVLENENKATLKPEGQQALDQLYTQLSNMDPKDGSAVVLGYTDRIGSEAYN
QQLSEKRAQSVVDYLVAKGIPAGKISARGMGESNPVTGNTCDNVKARAALIDCLAPDRRVEIEVKGYKEV
VTQPAA

OmpC (OmpK36)

>WP 228299009.1 porin OmpC [Klebsiella pneumoniae]
MLIRTFLKVLSLLVPALLVAGAANAAEIYNKDGNKLDLYGKIDGLHYFSDDKSVDGDQTYMRVGVKGETQ
INDQLTGYGOQWEYNVQANNTESSSDQAWTRLAFAGLKFGDAGSFDYGRNYGVVYDVTSWTDVLPEFGGDT
YGSDNFLQSRANGVATYRNSDFFGLVDGLNFALQYQGKNGSVSGEGATNNGRGWSKONGDGFGTSLTYDI
WDGISAGFAYSHSKRTDEQNSVPALGRGDNAETYTGGLKYDANNIYLASQYTQTYNATRAGSLGEFANKAQ
NFEVVAQYQFDEFGLRPSVAYLQOSKGKDLERGYGDODILKYVDVGATYYFNKNMSTYVDYKINLLDDNSET
RNAGISTDDVVALGLVYQF
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Propiedades fisicoquimicas
Se evaluaron las propiedades fisicoquimicas de las proteinas en el servidor ProtParam con la
finalidad de entender mas acerca de las caracteristicas de las porinas seleccionadas con base

en su secuencia de aminodacidos. Se obtuvieron los siguientes resultados:

OmpA

NUmero de aminoacidos: 356
Peso molecular: 38072.64 Da
pl tedrico: 6.00

Formula: Cies7H2610N4680521S9

indice de inestabilidad: 24.24 (proteina
estable)

Indice alifatico: 73.48

Gran  promedio de
(GRAVY): -0.326

hidropatia

OmpC

NUmero de aminoacidos: 369
Peso molecular: 40549.37 Da
pl teorico: 4.62

Formula: C1s0sH2699N4810580S3
inestabilidad:  20.29
(proteina estable)

indice alifatico: 70.33

indice de

Gran promedio de hidropatia

(GRAVY): -0.465

El valor (GRAVY) es usado para representar el valor de hidrofobicidad de un péptido. Los
nameros negativos indican que las moléculas son hidrofilicas, por lo tanto, esta es una
caracteristica que comparten las dos estructuras. El servidor Proparam también es ideal para
conocer la conformacion de aminoacidos en nuestras secuencias de estudio. A continuacion,

se demuestran unas tablas con la composicién aminoacidica de cada porina (Tabla 5y 6).
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Tabla 5. Composicion de OmpA

Composicién de Aminoéacidos

Ala

Arg
Asn

Asp

5 Cys

10
11
12
13
14

15
16
17

18

19
20

Gln

Glu
Gly

His
lle

Leu
Lys
Met
Phe

Pro
Ser
Thr

Trp

Tyr
Val

I o m O O 0O Z2 T >

< X &

n

< < £ 4 0n D

OmpA
42

15
19

23
2

17

13
42

8
11

23
19

7
11

17
17
22

6

17
30

11.80%

4.20%
5.30%

6.50%
0.60%

4.80%

3.70%
11.80%

0.80%
3.10%

6.50%
5.30%
2.00%
3.10%

4.80%
4.80%
6.20%

1.70%

4.80%
8.40%

Tabla 6. Composicion de OmpC

Composicién de Aminoéacidos

Ala

Arg
Asn

4 Asp

5 Cys

GIn

7 Glu

10
11
12
13
14

15
16
17

18

19
20

Gly
His
lle

Leu
Lys
Met
Phe

Pro
Ser
Thr

Trp

Tyr
Val

m I X O - I om O O 0O Z2 31V >

< < E - » T

OmpC
30

13
28

33
0

19

10
44

2
10

31
17

3
19

4
26
23

5

28
24

8.10%

3.50%
7.60%

8.90%
0.00%

5.10%

2.70%
11.90%

0.50%
2.70%

8.40%
4.60%
0.80%
5.10%

1.10%
7.00%
6.20%

1.40%

7.60%
6.50%
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Interaccion proteina-receptor TLR 1/2

Para poder analizar las interacciones entre las proteinas OmpA y OmpC con TLR 1/2, es
necesario encontrar las estructuras proteicas reportadas en la base de datos PDB. Se
obtuvieron tres entradas; 2KOL (OmpA dominio transmembranal), 5079 (OmpC) y 2Z7X
(TLR 1/2), receptor que esta altamente involucrado en el reconocimiento de porinas (Figura
6).

Figura 6. a) OmpA: 2KOL. b) OmpC: 5079 y ¢) TLR 1/2:
277X, respectivamente. Estructuras PDB.

Se llev6 a cabo la interaccion de los receptores y ligando en el servidor ClusPro, y se
obtuvieron 30 modelos por entrada; cada modelo se estudid y se eligio el mejor para cada
proteina de acuerdo con la energia necesaria para la formacion del complejo. Los modelos
elegidos arrojaron los siguientes resultados energéticos: -1286.5 en ClusPro 2.0 y -21 (kcal
mol-1) en PRODIGY con una Kd(M) a 37°C de 4.10E® para el Modelo 1 del complejo
OmpA/TLR1;2. -1447.2 en ClusPro 2.0 y -22.2 (kcal mol-1) en PRODIGY con una Kd(M)
a 37°C de 2.20E® para el Modelo 14 del complejo OmpC/TLR1;2.

Refinamiento en Chimera vy visualizacion en PyMol

Una vez elegidos los modelos, se realizo un refinamiento de las cadenas de cada proteina en
Chimera, con la finalidad de evaluar las interacciones con mas detalle. Posteriormente se
utiliz6 el Software PyMol para visualizar la superficie de contacto entre las proteinas, asi
como los amino&cidos involucrados y la distancia de interaccion entre sus atomos (Figuras
7,8,9, 10,11y 12).
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Figura 12. Interacciones entre los aminodcidos involucrados en la formacion del complejo TLR1/2:0mpC en PyMol. Se
visualiza la distancia entre los dtomos en Angstroms

Una vez formados los complejos y refinadas las cadenas, es posible analizar a detalle cada

modelo para asi seleccionar el adecuado para este estudio. Para ellos se usé el servidor de

PRODIGY (Tabla 7).

Tabla 7. Energias de union entre los complejos (ClusPro y PRODIGY)

ClusPro 2.0 PRODIGY Kd(M) a 37°C

Modelos | Menor energia | AG (keal mol-1)
OmpAyTLR1/2 |1 -1286.5 -21.8 4.10E16
(2KOL +2Z27X) |6 -1401.4 -19.3 2.60E

8 -1285.4 -20.4 4.40E™
OmpCyTLR1/2 |3 -1456.6 -19.1 3.40E™
(5079 +227X) |7 -1399.6 -19.4 2.00E*

14 -1447.2 -22.2 2.20E16
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En los resultados, podemos destacar los modelos que favorece mas las interacciones para
andlisis posteriores. EI modelo 1 de la porina OmpA y el modelo 14 de la porina OmpC,
tienen una mejor afinidad de unién. Por lo anterior, esos modelos se evaluaron en PDBsum
para visualizar las interacciones entre los aminoacidos involucrados en el complejo. En la
Tabla 8 se pueden observar las diversas interacciones que tienen las cadenas A y B
(pertenecientes a TLR 1/2) con el dominio transmembranal de OmpA (2KO0L). Asimismo, en
la Tabla 9 se observan las interacciones entre TLR 1/2 con las cadenas de la porina OmpC
(5079).

Complejo OmpA:TLR1/2. 2KOL + 2Z7X (Modelo 1)

Numero de Contactos en la Interface (ICs)

ICs cargado — cargado: 9
ICs cargado — polar: 21
ICs cargado — apolar: 53
ICs polar — polar: 12
ICs apolar — apolar: 33

Superficie No Interactiva (NIS)

NIS cargados: 26.29%
NIS apolar: 32.24%
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PDMsum Chain A+ Chain C Chain B + Chain C
Complejos 3

Residuos 25 26 17 17
interaccionando

Area de la interface (A?) 1392 1347 809 834

Puentes salinos - 2

Puentes disulfuro - -

Puentes de H 11 11

Non-bonded contacts 179 106

Tabla 8. Tipos de interacciones entre los aminoécidos involucrados en la formacion del
complejo OmpA:TLR1/2.

Numero de Contactos en la Interface (ICs)

ICs charged-charged: 6
ICs charged-polar: 18
ICs charged-apolar: 56

ICs polar-polar : 9
ICs polar-apolar: 51
ICs apolar-apolar: 41

Superficie No Interactiva (NIS)

NIS cargados: 27.90%
NIS apolar: 31.41%
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PDMsum ChainA+C ChainB+C ChainB +D
Complejos
Residuos interaccionando 17 20
Area de la interface (A% | 1005 932
Puentes salinos - 1 -
Puentes disulfuro - - -
Puentes de H 7 5 10
Non-bonded contacts 132 82 108

Tabla 9. Tipos de interacciones entre los aminoécidos involucrados en la formacién del
complejo OmpC:TLR1/2.

Evaluacion de la respuesta humoral

Identificacion de epitopos para las células B. Se identificaron varios epitopos dentro de las
secuencias protéicas. Se tomaron en cuenta aquellos epitopos gque coincidieron en mas de un
servidor (Bebipred 2.0, IEDB y ABCpred).

Para el caso de OmpA, se identificaron los siguientes epitopos: ASTGVSRSEHDTGVSP,
TRDIATRLEYQWVNNI, GDAGTVGTRPDNGMLS, PVTGNTCDNVKARAAL,
PVVAPAPAPAPEVATK, NGMLSLGVSYRFGQED y GQEDAAPVVAPAPAPA, los cuales
coincidieron en mas de dos servidores. Por otra parte, también se identificaron otros epitopos que
coincidian parcialmente en dos servidores: HDTGFYGNGFQNNNGP, RGMGESNPVTGNTCDN,
GSEAYNQQLSEKRAQS, LGRMAYKGSVDNGAFK 'y GFQNNNGPTRNDQLGA. A
continuacion se muestra la posiciéon de los epitopos en la secuencia protéica de la porina

OmpA en las Figura 13y 14.
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Figura 13. Epitopos dentro de la secuencia protéica de OmpA. Se utilizé el subrayado azul para el caso de los epitopos con la
mejor coincidencia, y en gris aquellos con una sincronia parcial. Por otro lado, se utilizaron negritas y cursiva rosa para
poder identificar epitopos traslapados.
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Figura 14. Resultados del servidor Bebipred 2.0 de OmpA. En la primera linea “Epitopes” se encuentran los epitopos
predichos por el algoritmo del servidor, seguido se encuentra la seccion “Structural”, la cual nos indica la estructura
secundaria (alfa hélice H, beta plegada E, random coil C). Por ultimo, en la linea “Surface” nos da informacion de si
determinada superficie de la proteina se encuentra expuesta (E) o no expuesta (B).
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Para el caso de OmpC, se identificaron los siguientes epitopos: PEFGGDTYGSDNFLQS,

SGEGATNNGRGWSKOQN, NATRAGSLGFANKAQN, GWSKQNGDGFGTSLTY,
YLASQYTQTYNATRAG, GDGFGTSLTYDIWDGI, DLYGKIDGLHYFSDDK,
NLLDDNSFTRNAGIST, TDEQNSVPALGRGDNA, QYQGKNGSVSGEGATN,
ESSSDQAWTRLAFAGL, MRVGVKGETQINDQLT, DGLNFALQYQGKNGSV,

EYNVQANNTESSSDQA, GLHYFSDDKSVDGDQT, los cuales coincidieron en mas de dos
servidores. Por otra parte, también se identificaron otros epitopos que coincidian parcialmente en dos
servidores: NFEVVAQYQFDFGLRP, DVTSWTDVLPEFGGDT, QLTGYGQWEYNVQANN,
LQSKGKDLERGYGDQD, GETQINDQLTGYGQWE, DGISAGFAYSHSKRTD,
NGVATYRNSDFFGLVD, YVDYKINLLDDNSFTR. Asi mismo, se muestra la posicion de los

epitopos en la secuencia protéica de la porina OmpC en las Figura 15y 16.
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Figura 15. Epitopos dentro de la secuencia protéica de OmpC. Se utilizo el subrayado azul para el caso de los epitopos con la
mejor coincidencia, y en gris aquellos con una sincronia parcial. Por otro lado, se utilizaron negritas y cursiva rosa para
poder identificar epitopos traslapados.
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Figura 16. Resultados del servidor Bebipred 2.0 de OmpC. En la primera linea “Epitopes” se encuentran los epitopos
predichos por el algoritmo del servidor, sequido se encuentra la seccion “Structural”, la cual nos indica la estructura
secundaria (alfa hélice H, beta plegada E, random coil C). Por ultimo, en la linea “Surface” nos da informacion de si
determinada superficie de la proteina se encuentra expuesta (E) o no expuesta (B).

Evaluacion de la respuesta celular

Se evaluaron los sitios de reconocimiento para los MHC clase | y clase Il. Para poder
delimitar el problema, se buscaron los alelos predominantes en la poblacién mexicana en el
servidor Allele Frequency. Los resultados se pueden observar en las Tablas 10 y 11. Para su
posterior investigacion se tomaron en cuenta aquellos con una frecuencia mayor al 20%

dentro de una poblacion de 100.

MCH clase |

Tabla 10. Alelos frecuentes en la poblacién mexicana. MHC clase |

A*01 14.6% | A*02 65.8% | A*03 4.9%
A*01:01 18.2% | A*02:01 56.1% | A*03:01 11.4%
A*01:01:01 8.3% | A*02:01:01 56.9 % | A*03:01:01 1.4%
A*01:01:01:01 | 5% A*02:01:01:01 | 55% A*03:01:01:01 | 5%
A*02:02 4.8% A*03:01:02 1.4%
A*02:06 12.2%
A*11 7.3% | A*23 7.3% A*24 40%
A*11:01 7.3% | A*23:01 7.1% A*24:02 28.6%
A*11:01:01 2.8% | A*23:01:01 1.4% A*24:02:01 29.2%
A*11:04 1.8% A*24:02:01:01 | 45 %
A*25 3% A*31 33.8% | A*32 4.9%
A*26 49% | A*31:01 16.7% | A*33
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A*29 49% | A*31:01:02 40% A*36 9.8%
A*30 2.4% 4.8%
A*68 29.2% | B*07:02 18.2% | B*14:01 10.2%
A*68:01 33.3% | B*08:01 10.2% | B*14:02 9.8%
A*68:01:01 22%
A*68:02 2.4%
A*68:03 7.3%
A*68:03:01 11.1%
B*15 27.6% | B*18:01 12.2% | B*35 41.5%
B*15:01 13.1% | B*27 12.3% | B*35:01 35.7%
B*15:01:01 15.3% B*35:01:01 29.2 %
B*15 3% B*35:12 30%
B*37:01 49% | B*39 35.3% | B*40 20%
B*38:01 6.8% | B*39:01 29.8% | B*40:01 5.7%
B*39:01:01 36.1% | B*40:02 20.2%
B*39:02 6.4%
B*39:05 9.8%
B*44 3% B*51 23% B*52:01 9.8%
B*44.02 15.9% | B*51:01 23.9% | B*58:01 3.6%
B*48:01:01 18.1% | B*51:01:01 15.3% | B*73 3%
C*03:02:01 19.4% | C*04:01:01 38.9% | C*08:01:01 23.6%
C*05:01:01 4.2% C*15:02:01 6.9%
C*07:01:01 43.1%
MHC clase |1

Tabla 11. Alelos frecuentes en la poblacion mexicana. MHC clase |1

DPA1*01:03
DPB1*03:01
DPB1*04:01

89%
16%
32%

DQA1*01:01
DQA1*01:02
DQA1*02:01

225% | DQB1*02
20% | DQB1*02:01
17.5% | DQB1*02:02

24.2%
34.7%
18.2 %
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DPB1*04:02 90.7% DQA1*03:01 55.9% | DQB1*03:01 55%

DQA1*04:01 30.7% | DQB1*03:01:01 | 34.7%

DQA1*05:01 72.3% | DQB1*03:02 54.2%

DQB1*03:02:01 | 61.1%

DQB1*04:02 47.2% DRB1*01:01 10.2% | DRB1*11 23.2%
DQB1*05:01 22.5% DRB1*03:01 15% DRB1*11:01 10%

DQB1*05:01:01 | 11.1% DRB1*04:03:01 11.1% | DRB1*11:04 12.5%
DQB1*06:01 7.1% DRB1*04:07 44% DRB1*12:01 3.4%
DQB1*06:02 17.5% DRB1*04:07:01 43.1% | DRB1*13 17%

DQB1*06:03 11.4% DRB1*04:10 11% DRB1*14:02 33.8%

DRB1*07:01 17.5% | DRB1*14:06:01 | 15.3%

DRB1*08:02 31.7% | DRB1*15:01 17.5%

DRB1*08:02:01 47.2% | DRB1*16 14.9%

DRB1*10 15% DRB1*16:02 30.9%

A partir de los resultados anteriores, se hizo la busqueda de epitopos para MCH de clase | y
I més frecuentes en la poblacion mexicana en la base de datos IEDB. Obteniéndose los

siguientes resultados:

OmpA MHC clase I: YTDRIGSEAY, RRVEIEVKGY, RPDNGMLSL, YPITDDLDIY,
KRAQSVVDY, SVVDYLVAK, SQYHDTGFY, GYTDRIGSEAY, GMLSLGVSY,
EVATKHFTLK, NTCDNVKAR, EVATKHFTL, ALDQLYTQL, GQQALDQLY,
TDDLDIY, NVKARAAL, EHDTGVSPVF.

OmpA MHC clase II: MKKTAIAIAVALAGF, KKTAIAIAVALAGFA,
AVALAGFATVAQAVP, AIAVALAGFATVAQA, ALAGFATVAQAVPKD,
NGAFKAQGVQLTAKL, GAFKAQGVQLTAKLG, IAIAVALAGFATVAQ,
GVSPVAGGVEWAVT, FGQEDAAPVVAPAPA, VVDYLVAKGIPAGKI,

EWAVTRDIATRLEYQ. Los epitopos se pueden visualizar en las Figuras 17 y 18.
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Figura 17. Epitopos de OmpA reconocidos por MHC de clase | y Il dentro de la secuencia proteica. Se utilizo el subrayado rosa
para el caso de los epitopos para MHC clase |'y gris para MHC clase Il. Por otro lado, se utilizaron negritas, cursiva y subrayado
para poder identificar epitopos traslapados.

Figura 18. Epitopos de OmpA en PyMol. Se etiquetaron en color rosa los epitopos
para MHC clase I, y en azul para MHC clase 1.

OmpC MHC clase I: YVDVGATYY, STDDVVALGLVY, LASQYTQTY,
FSDDKSVDGDQTY, TESSSDQAW, KYVDVGATYYF, DEQNSVPAL, YGDQDILKY,
LYGKIDGLHYF, SRANGVATY, RANGVATYR, TRLAFAGLKF, FEVVAQYQF,
KYDANNIYL
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OmpC MHC clase 1I: ALLVAGAANAAEIYN, VPALLVAGAANAAEI,
LVPALLVAGAANAAE, IRTFLKVLSLLVPAL, RTFLKVLSLLVPALL,
VPALLVAGAANAAEI, FLKVLSLLVPALLVA, IRTFLKVLSLLVPAL,
YGSDNFLQSRANGVA, AWTRLAFAGLKFGDA, ATYYFNKNMSTYVDY,
TGGLKYDANNIYLAS, DGISAGFAYSHSKRT MLIRTFLKVLSLLVP. Los epitopos se
pueden visualizar en las Figuras 19 y 20.
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Figura 19. Epitopos de OmpC reconocidos por MHC de clase | y Il dentro de la secuencia proteica. Se utilizé el subrayado rosa
para el caso de los epitopos para MHC clase | 'y gris para MHC clase Il. Por otro lado, se utilizaron negritas, cursiva y subrayado
para poder identificar epitopos traslapados.

Figura 20. Epitopos de OmpC en PyMol. Se etiquetaron en color rosa los epitopos
para MHC clase I, y en azul para MHC clase .
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DISCUSION

Dentro de la literatura cientifica se han reportado diversas metodologias que se basan en
herramientas bioinformaticas para la busqueda de nuevos disefios de vacunas contra bacterias
Gram-negativas de importancia clinica, como es el caso de Acinetobacter baumannii y
Klebsiella pneumoniae (Girija et al., 2020; Farhadi et al., 2015).

Por una parte, A. baumannii es un patégeno que causa infeciones nosocomiales y contiene
diversos factores de virulencia que le permite sobrevivir en nichos ambientales hospitalarios
hostiles. Esta bacteria es un cocobacilo inmovil, negativa para oxidasa y positiva para
catalasa, que ha sido declarada por Organizacion Mundial de la Salud (OMS) como patdgeno
prioritario debido a su multi-resistencia a antibidticos, siendo parte del grupo ESKAPE
(Enterococcus spp., Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Acinetobacter

baumannii, Pseudomonas aeruginosa y Enterobacter spp.) (Liu etal., 2018).

En un estudio reciente (Girija et al., 2020), se identificaron péptidos inmunogénicos en GacS
de A. baumannii, utilizando un enfoque inmunoinformatico. Es importante mencionar que
GacS es una sensor quinasa relacionada principalmente con el metabolismo del citrato.
Ademas, ha demostrado ser un factor clave en la regulacion de la virulencia de A. baumannii
(Cerqueira, 2014).

Los autores realizaron un estudio observacional in silico utilizando diversos servidores para
predecir la inmuno-dominancia de epitopos en secuencias GacS FASTA recuperadas de
UNIPROT. Ocuparon BepiPred-2.0 y ABCPred (servidor en funcion a una red neuronal
recurrente que utiliza patrones de longitud fija), para predecir los posibles epitopos
reconocidos por células B, donde obtuvieron 137 epitopos en total, y se eligieron aquellos
con la puntuacion maés alta: 1, 0.996 y 0.811 (Girija et al., 2020). Es importante mencionar
que la puntuacién arrojada en la presente investigacion de cada epitopo es similar: 0.94, 0.93,
0.9, 0.89, 0.88, 0.86, 0.82 para OmpA, y 0.95, 0.93, 0.92, 0.92, 0.9, 0.84, 0.83 para OmpC;

esto nos puede indicar la presencia de epitopos inmunodominantes.
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Adicionalmente, se utilizo el servidor IEDB para predecir posibles epitopos reconocidos por
células T, arrojando péptidos inmunogénicos de diferentes longitudes, que fueron después
seleccionados de acuerdo en su rango percentil. Se tomaron en cuenta aquellos menores o
iguales a 0.2, puntuacion que indica una alta afinidad. (Bui et al., 2007). A su vez,
comparandolo con los resultados obtenidos en la presente investigacion, los epitopos
mostraban un rango percentil bajo, que iba desde 0.01 a 0.11 para MHC Clase 1/OmpA, 0.06
a 2 para MHC Clase 11/0mpA, 0.01 a 0.11 para MHC Clase I/OmpC y 0.21 a 2 para MHC/
OmpC.

Se calcularon los parametros fisico-quimicos de los epitopos inmunogénicos de GacS en el
servidor Espasy ProtParam. Dichos epitopos también fueron evaluados en servidores como;
AlgPred, AntigenPro, SolPro y finalmente, se valoraron las interacciones peptidicas entre los
epitopos seleccionados (E1-E11) y TLR-4, en funcion al nimero de enlaces de hidrégeno. El
epitopo E5 fue puntuado como el mejor péptido con 14 enlaces de hidrégeno, seguido del
epitopo E3 con 12 enlaces de hidrogeno y E1 con 10 enlaces hidrégeno (Girija et al., 2020).
En el presente estudio se puede observar que las porinas OmpA y OmpC forman complejos
con el receptor TLR 1/2, con 22 enlaces de hidrégeno en ambas proteinas, siendo éste un

resultado prometedor.

En otro estudio se caracteriz6 molecularmente a la porina OmpA entre las cepas de A.
baumannii resistentes, para predecir candidatos a vacunas inmunodominantes. Utilizaron el
servidor IEBD, para predecir epitopos de MHC con un valor limite de deteccion de 0.75. Los
epitopos de células T identificados con alelos HLA también fueron seleccionados por valores
de rango percentil, mientras mas bajo, mayor es la interaccion que se muestra entre el péptido
y las moléculas de MHC. Se eligieron los mejores 5 epitopos para MHC clase I:
NADEEFWNY, YVLLGAGHY, HTDNTGPRK, VKSALVNEY y YTALAGLNV.
También se encontraron 5 epitopos para MHC clase Il con rangos percentil 0.10, 0.17, 0.24,
0.24 y 0.27, reaccionando a los siguientes alelos: HLA-DRB1*01:05, HLA-DRB1*01:09,
HLA-DRB1*01:01 y HLA-DRB1*01:03. (Sogasau D. et al., 2021).
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Ademas, la secuencia OmpA de A. baumannii se sometié a la prediccion de epitopos lineales
en BepiPred 2.0, el cual es un servidor de prediccion de epitopos que pueden unirse a los
receptores de células B con base en diversas propiedades bioquimicas: composicion de
aminoéacidos, la afinidad por el agua y las estructuras proteicas secundarias; se predijeron 8
epitopos de ceélulas B:
QDSQHNNGGKDGNLTNGPELQ,EYNQVKGDVDGASAGAEYKQKQI,FDGVNRGT
RGTSEEGTLGNA,RATYNADEEF,LKPAAPVVEVAPVEPTPVAPQPQELT,KSNIKDQ
YKPEIAK, KLSEYPNATARIEGHTDNTGPRKL y FAWDQPIADNKTKEGRA (Larsen
et al., 2006). Todos los epitopos seleccionados fueron posteriormente sometidos a un analisis
de antigenicidad por VaxiJenVV2.0 (Magnan et al. 2010).

El andlisis fisicoquimico de la proteina OmpA de A. baumannii fue muy prometedor, ya que
los resultados mostraron un valor GRAVY de — 0.388, que en la interpretacidn significa una
propiedad hidrofilica. El indice alifatico 80.93, se utilizé para comprobar la termo estabilidad
de los epitopos, los cuales resultaron ser estables, sugiriendo péptidos inmunodominantes
prometedores (Sogasau D. et al., 2021). En el presente estudio, la evaluaciéon de las
propiedades fisicoquimicas de las porinas OmpA y OmpC de K. pneumoniae arrojo
resultados similares: un GRAVY de -0.326 para OmpA con un indice alifatico de 73.48. Un
GRAVY de -0.465 para OmpC con un indice alifatico: 70.33, resultando ser altamente

estables.

Finalmente, se evaluo la interaccion de los péptidos seleccionados con el receptor TLR-2. Se
ha demostrado que TLR-2 puede reconocer una amplia variedad de moléculas complejas de
todos los filos bacterianos, dentro del espectro de reconocimiento es capaz de identificar

porinas, para éste fin utilizaron el servidor Galaxy web (Afgan E, et al., 2018).

Se encontr6 que el mejor epitopo fue E2 (EYNQVKGDVDGASAGAEYKQKQI),
obteniendo el ndmero mas alto de enlaces Hidrégeno 16, seguido de
E1(QDSQHNNGGKDGNLTNGPELQ) con 13 enlaces. La distancia en (Angstroms) de los
aminoéacidos involucrados va desde 1.57A a 3.18A para cada epitopo. Los dos epitopos

mostraron una afinidad de union de -10.0 kal/mol (Afgan E, et al., 2018). Las interacciones

43



de los complejos estudiados en este trabajo, ademas de ser prometedoras con el numero de
enlaces de hidrogenos formados, también tienen una afinidad de union altamente favorable,
siendo de -21.8 kcal/mol para OmpA y -22.2 kcal/mol para OmpC. Hablando de la distancia
en Angstroms entre las interacciones analizadas entre los complejos, se obtuvieron resultados
convenientes para OmpA: 1.7A, 2.5A, 1.7A, 3,4A; y OmpC: 1.8A, 1.6A, 3.7A, 3.5A, 1.8A.

Como ya se ha mencionado anteriormente, el enfoque inmunoinformatico ha servido para
predecir la capacidad de ciertas proteinas de desencadenar una respuesta inmune. La eleccion
de las proteinas empleadas ha sido el objeto de estudio mas importante en trabajos
recientemente publicados, dentro de los cuales destaca el uso de proteinas de la membrana
externa (OMP) de bacterias Gram negativas, como posibles moléculas con propiedades
antigénicas. Se ha descrito que las OMV de K. pneumoniae de tamafio nanométrico
enriquecidas en OMP y LPS, han demostrado la induccion de respuestas inmunitarias innatas

y adaptativas, que conducen a la proteccion contra el patégeno (Choi et al., 2019).

Asimismo, se reportd que una vacuna elaborada con proteinas de membrana externa de una
cepa K. pneumoniae proporciond una proteccion completa contra el patdgeno. Las OMP de
K. pneumoniae se consideran seguras como vacunas de subunidades y se ha probado y
demostrado que inducen anticuerpos especificos del huésped y que son eficaces sin necesidad

de adyuvantes adicionales en modelos animales (Babu et al., 2017).

Las proteinas de la membrana externa son una serie de canales que atraviesan la membrana
externa de las bacterias Gram negativas, por lo tanto, permiten la penetraciéon de una amplia
gama de componentes, que son necesarios para el crecimiento y funcionamiento de la célula.
Ademas de la funcidn de transporte, actian como factores de virulencia durante la infeccion
bacteriana (Farhadi et al., 2015).

K. pneumoniae presenta tres principales proteinas de membrana externa: OmpA, OmpK35 y
OmpK36. La familia OmpA de proteinas de membrana externa es un grupo de porinas
expuestas a la superficie, modificables por calor y genéticamente relacionadas que se

encuentran en un alto nimero de copias. Se caracterizan por un dominio N-terminal que
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forma un barril  antiparalelo de ocho hebras, que estd incrustado en la membrana externa.
El dominio C-terminal es globular y esta ubicado en el espacio periplasmico (Confer et al.,
2013).

La proteina OmpA es una de las porinas mayoritarias, cuya funcion principal es ayudar a la
resistencia contra los péptidos catidnicos antimicrobianos y a la evasion de la fagocitosis
mediada por macrofagos alveolares en K. pneumoniae (Llobet, 2009). Ademas, tienen
funciones patogeénicas importantes que incluyen la adhesion bacteriana, la invasion o la
supervivencia intracelular, asi como la evasion de las defensas del hospedero o estimuladores

de la produccion de citoquinas proinflamatorias (Krishnan y Prasadarao, 2012).

Recientemente, la porina OmpA ha demostrado ser un antigeno que participa en el
mecanismo de defensa del huésped con la produccion de citoquinas y el reclutamiento de
neutrofilos, por lo que se le considera un buen candidato para la elaboracion de vacunas.
Dicha porina es capaz de inducir respuestas linfoproliferativas en células T CD4+: Th1/Th2,
asi como preparadores para epitopos de linfocitos T citotoxicos (CTL) en ratones (Choi,
2019).

En respuesta a la estimulacion antigénica, los linfocitos Th1l producen interleucina IL-2 e
interferon y (IFN-y) y estimulan la inmunidad mediada por las células. Los linfocitos Th2
segregan IL-4, IL-5 e IL-10, favorecen la inmunidad humoral, e inducen la produccion de

anticuerpos (Rafael Botella, et al., 2002).

Ademas, OmpA del patdgeno respiratorio humano K. pneumoniae puede funcionar como un
patron molecular asociado a patdégenos (PAMP) que interacta con células dendriticas

activadoras de TLR 2, células asesinas naturales (NK) y macrdfagos (Chalifour et al., 2004).

En estudios in vitro se demostrd6 que OmpA se une a las células epiteliales bronquiales
humanas y, a través de la interaccién con TLR2, estimula la activacién celular a través de la
via NF-kp, lo que aumenta la expresion de ICAM-1y la secrecion de numerosos mediadores

inflamatorios como IL-6 y una variedad de quimiocinas (Pichavant et al., 2003).
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De igual importancia, las interacciones OmpA-TLR2 estimulan la liberacion rapida de
defensinas de las células NK, lo que provoca la alteracion de la membrana bacteriana y la
muerte. Se ha demostrado que las defensas inmunitarias innatas también pueden apuntar a la
porina OmpA, donde el amiloide sérico A de proteina de fase aguda se dirige a OmpA,

opsoniza la bacteria y mejora la fagocitosis por neutréfilos y macrofagos (Shah et al., 2006).

Por otra parte, las proteinas OmpA y OmpK36, también conocida como OmpC (entrada
UNIPROT numero de acceso: Q48473) constituyen las porinas de mayor importancia en K.
pneumoniae, pues se encuentran ampliamente relacionadas con los mecanismos de
patogenicidad de la bacteria; es a través de estas porinas que se difunden moléculas
hidrofilicas, como los nutrientes hacia el interior de la bacteria, o son expulsadas hacia el
exterior moléculas dafiinas para la bacteria, como los antibidticos. Se ha demostrado que la
ausencia de dichas porinas remodelan la superficie de K. pneumoniae e incrementan la
adherencia de la bacteria a los macrofagos, lo que origina una mayor susceptibilidad a la
fagocitosis (De la Cruz, 2020).

OmpK36 es producido por la mayoria de los miembros de K. pneumoniae productores de
betalactamasas de espectro extendido (BLEE) y también se concoe que contribuye a la
resistencia o reduce la susceptibilidad a los carbapenémicos en cepas productoras de BLEE
(Skurnik et al., 2010).

También se han utilizado otras porinas como OmpK17 y OmpK36 recombinantes como
vacunas candidatas contra la infeccion pulmonar y la sepsis causadas por K. pneumoniae en
modelos murinos con modesta eficacia protectora. Adicionalmente, investigaciones
anteriores han reconocido una serie de Omps como OmpA, FepA, OmpC, OmpX 'y OmpW
de K. pneumoniae que pueden inducir respuestas inmunitarias solidas contra este patdgeno
(Kurupati et al., 2006).

En un estudio se propuso un enfoque in silico mediante el ensamblaje de epitopos de

consenso y de alto rango de diversas porinas de gran importancia en K. pneumoniae y otras
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Enterobacterias virulentas. Dichas porinas: OmpW, OmpA, OmpF, OmpC y OmpX fueron
evaluadas mediante herramientas bioinformaticas para analizar su capacidad de producir

respuestas inmunitarias (Farhadi et al., 2015).

En este sentido, el sitio web del servidor Immune Epitope Database (IEDB) proporciona
herramientas para predecir los epitopos de células B y T. Otros servidores en linea como
MetaMHCII, ProPred , MHCpred y SVMHC han sido tiles para encontrar epitopos de
células T. Ademas, varios servidores web como DiscoTope y CBTOPE brindan acceso a la
prediccidn de epitopos conformacionales en una secuencia de células B. DiscoTope predice
epitopos discontinuos a partir de la estructura 3D de las proteinas mediante la aplicacion de
una combinacion lineal de los valores normalizados de hidrofobicidad, estadisticas de
aminoacidos, nimero de contactos y area de accesibilidad relativa al solvente para cada

residuo (Kringelum et al., 2012).

En el mismo estudio, y a partir de la informacion recuperada de los diferentes servidores, se
realizaron dos constructos conteniendo los mejores epitopos de las secuencias aminoacidicas,
como posibles candidatos de vacuna contra el patdgeno. Se predice que los epitopos de las
construcciones disefiadas son capaces de inducir potencialmente respuestas inmunitarias
eficaces. A la vez, se afladieron secuencias adyuvantes que también podrian desempefiar un
papel fundamental en la mejora de la inmunogenicidad de las construcciones. Los epitopos
para las células B seleccionados de las proteinas OmpA y OmpC para el disefio del constructo
fueron GRMAYKGSVDNGAFK y YFSSDSKKDGDQT respectivamente. De igual forma
se predijeron T CD4+ utilizando servidores como MetaMHC, y Propred, especificos para
DRB1*0101, encontrandose los siguientes epitopos para OmpA YQVNPYLGF,
YRFGQEDAA, ITDDLDIY, LEYQWVNNI, GFEMGYDW, y para OmpC YGKIDGLHY,
FGDAGSFDY, FLQSRANGV, TYVDYKINL, YLQSKGKDL (Farhadi et al., 2015).

Una vez elaborados los constructos fueron sometidos a una evaluacion de sus propiedades
fisicoquimicas en EXPASYy, arrojando un punto isoeléctrico (pl) de 5.59 y 6.03, indicando
que los dos constructos son de naturaleza acidica en la naturaleza, un indice de inestabilidad

27.30 y 38.42, indicando que los constructos son altamente estables, un GRAVY -0.285y -

47



0.369 respectivamente, afirmando una mejor interaccion con las moléculas de agua a su
alrededor y un indice alifatico de 90.09 y 76.18 respectivamente, indicando que el constructo
es estable en un amplio rango de temperaturas (Farhadi et al., 2015). Adicionalmente
podemos comparar que las proteinas evaluadas en la presente tesis, mostraron un pl de 6 y
4.62 para OmpA y OmpC respectivmamente, indicando de igual manera una naturaleza
acidica, con un indice de inestabilidad de 24.24 para OmpA y 20.29 para OmpC, siendo
proteinas altamente estables.

En otro estudio, se ha demostrado la capacidad in vitro de una proteina recombinante
conformada por porciones de las proteinas OmpA y OmpK36 de Klebsiella pneumoniae
denominada r-AK36, demostrando ser altamente inmunogénica en diferentes cepas. La
eficacia de este constructo fue evaluada en modelos de raton BALB/c, con la finalidad de
estudiar mas a fondo la respuesta inmune desencadenada. Los ratones inmunizados se vio un
incremento en los anticuerpos anti-r-AK36. Se observo la respuesta de Th-2, indicado por la
predominancia de la inmunoglobulina IgG1 y de Th-1 por los niveles de 1gG2b (Babu et al.,
2017).

En * evalud la reactividad de los anticuerpos anti-r-AK36 con OMPs nativas de diferentes
K. pneumoniae mediante un analis de Western blot. Los anticuerpos mostraron una fuerte
reactividad contra las porinas nativas OmpA y OmpK36. También se observo que el
constructo indujo una proliferacion significante de esplenocitos en ratones previamente
inmunizados. La polarizacion Th2 sugiri6 el rol de la linfocina IL-4 mediando la produccion
de IgG1. A su vez, IL-2 es una citocina que promueve la diferenciacién de las células T a
células efectoras y de memoria, la cual fue producida de manera significante en ratones
previamente inmunizados. IL-2 juega un rol fundamental en el desarrollo de células efectoras
y de memoria, gracias a que expande el nimero nimero y la funcién de los clones de células
T seleccionados por antigeno. También se encontrd una produccion significante de IFN-y en
los esplenocitos de los ratones inmunizados. Los anticuerpos Anti-r-AK36 pueden ademas
inhibir la formacion de biopeliculas al recubrir la superficie de los patdgenos y marcandolo

para su destruccién (Babu et al., 2017).
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Por otro lado, ademas de aplicar enfoques inmuno-informaticos para la generacion de nuevas
vacunas en bacterias, también se han publicado recientemente metodologias similares para
predecir la respuesta inmune de posibles vacunas contra virus, especialmente para SARS-
CoV-2. En un estudio se predijeron epitopos de células T derivados de células B de una
secuencia completa de aminoacidos de la proteina S del SARS-CoV-2 descargada en formato
FASTA de NCBI. Para la prediccion de epitopos de células B ocuparon el servidor ABCpred,
y para aquellos epitopos de células T (MHC | y MCH 11), se ocuparon los servidores
Propredl, MHCPred y Vaxijen v.2.0. Una vez elegidos los epitopos con mejores resultados,

realizaron un constructo llamado MEBP (Saha et al., 2021).

Se evaluaron parametros fisicoquimicos del constructo utilizando el servidor EXPASy
ProtParam; resultando en un peso molecular de 19,572.85 Da, punto Isoeléctrico 9.66, un
indice alifatico de 80; indicando una naturaleza termoestable del constructo a varias
temperaturas. Se calcul ademas el valor de la gran media de hidropaticidad (GRAVY) de -
0.111 revelando una naturaleza hidrdfila, siendo muy probable que interactle con otras
moléculas porteicas. Las observaciones anteriores demuestran que el constructo MEBP esta

dentro del rango 6ptimo y tiene las propiedades de una vacuna eficiente (Ahmad et al. 2020).

Se realizd un acoplamiento molecular para predecir la afinidad de union y los patrones de
interaccién entre el constructo contra las formas monoméricas de diferentes TLR (TLR2,
TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 y TLR8). El acoplamiento proteina-proteina se llevo a cabo

utilizando el servidor ClusPro 2.0 (Kozakov et al. 2017).

El servidor utiliza tres pasos consecutivos como acoplamiento de cuerpo rigido, agrupacion
de estructura de energia mas baja y refinamiento estructural por minimizacion de energia
(Sayed et al. 2020). ClusPro (https://cluspro.org) es una herramienta ampliamente utilizada
para el acoplamiento proteina-proteina. Esta basado en el acoplamiento directo de dos
proteinas que interactlan, y busca encontrar la estructura del complejo objetivo ubicado en

el minimo de energia libre de Gibbs en el espacio conformacional (Vajida et al., 2009).
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El programa realiza tres pasos computacionales: (1) acoplamiento de cuerpo rigido mediante
el muestreo de miles de millones de conformaciones, (2) agrupacién basada en la desviacion
cuadratica media (RMSD) de las 1000 estructuras de energia mas baja generadas para
encontrar las agrupaciones mas grandes que representaran los modelos mas probables del
complejo, y (3) refinamiento de estructuras seleccionadas usando minimizacion de energia.
ClusPro se introdujo en 2004, pero desde entonces se ha modificado y ampliado
sustancialmente, y su uso ha ido aumentando a lo largo del tiempo. Para junio de 2016 el
servidor tenia mas de 17.000 usuarios y completé mas de 172.000 calculos de acoplamiento.
Los modelos construidos por el servidor se han informado en mas de 400 publicaciones
(Kozakov et al., 2017).

Las energias de los modelos producidos en ClusPro para cada TLR fueron las siguientes: -
1126.1 para TLR2, -995.4 TLR3, -977.4 TLR4, -1106.1 TLR5, -1068.9 TLR7, -1149.9
TLR8. (Sahaetal., 2021). Comparando los resultados con los obtenidos en los modelos TLR
1/2 - OmpA y TLR1/2 - OmpC fueron de -1286.5 y -1447.2 respectivamente, mostrando

modelos con menores puntuaciones, indicando mayor afinidad del complejo.

El mejor complejo acoplado se seleccion6 en funcion del tamafio del grupo junto con la
energia mas baja. La afinidad de unién o la energia libre de Gibbs (AG) se predijo utilizando
el servidor web PRODIGY. Se llevd a cabo un analisis de interaccién y la visualizacion del
complejo utilizando PDBsum y Chimera v1.14, respectivamente. Todos los complejos
formados con los diferentes TLRs fueron energéticamente favorables, indicado por el valor
negativo AG (kcal/mol). Los reultados de PRODIGY para cada modelo fueron los siguientes:
-17.6 kcal/mol para TLR2, -18.7 kcal/mol TLR3, -19.9 kcal/mol TLR4, -11.8 kcal/mol
TLR5, -15.2 kcal/mol TLR7 y -18.6 kcal/mol paraTLR8 (Saha et al., 2021). De igual manera,
los resultados de PRODIGY para OmpA y OmpC fueron altamente prometedores con -21.8

kcal/mol -22.2 OmpC kcal/mol, respectivamente.
El andlisis de interacciones en PDBsum mostrd estudio de interaccion extenso, incluyendo

puentes salinos: 7, 5, 2, 5, 2, 5, enlaces de hidrégeno 26, 24, 20, 19, 15, 15 e interacciones
no covalentes 284, 199, 242, 199, 248, 193, para TLR2, TLR3, TLR4, TLR5, TLR7 y TLR8
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respectivamente (Saha et al., 2021). OmpA resultd tener 2 puentes salinos, 22 enlaces
hidrégeno y 285 interacciones no covalentes, mientras que OmpC tuvo 1 puente salino, 22
enlaces hidrogeno y 322 enlaces no covalentes.

En otro estudio bioinformatico dirigido a SARS-CoV-2, se predijeron posibles epitopos de
células B y T. Para esto ocuparon la base de datos de epitopos inmunes (IEDB), que es un
depdsito de informacion relacionada con epitopos, seleccionada de la literatura cientifica en
el contexto de enfermedades infecciosas, alergias y autoinmunidad. Este servidor también
proporciona herramientas y algoritmos bioinformaticos que permiten el anélisis de datos de

epitopos potenciales a partir de secuencias novedosas (Vita et al., 2019).

Para la prediccion de células T se tomaron en cuenta los alelos con alta frecuencia en la
poblacion mundial: HLA-A*01:01, HLA-A*02:01, HLA-A*03:01, HLA-A* 11:01, HLA-
A*23:01, HLA-A*24:.02, HLA-B*07:02, HLA-B*08:01, HLA-B*35:01, HLA-B*40:01,
HLA-B*44:02, HLA-B*44:03, dando como resultado epitopos de 8 a 14 mers. Finalmente,
utilizaron el servidor BebiPred 2.0 y Discotope 2.0 para el analisis de prediccién de células
B, donde la glicoproteina de superficie tuvo el mayor nimero de epitopos de células B
pronosticados, seguida de la glicoproteina de membrana y la fosfoproteina de la
nucleocapside (Grifoni et al., 2020).
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CONCLUSIONES

Las vesiculas de la membrana externa (OMV’s) de las bacterias Gram negativas, son
estructuras de gran interés biotecnologico, pues se ha demostrado que albergan una gran
variedad de factores de virulencia que generalmente sirven para propiciar el ambiente y las
condiciones adecuadas para las bacterias en el proceso de infeccion. No obstante, se puede
tomar ventaja de estas estructuras gracias a sus propiedades fisicoquimicas e inmunogénicas.
Dentro del grupo de las bacterias Gram negativas, Klebsiella pneumoniae es actualmente de
gran interés clinico, pues ha demostrado ser un patégeno oportunista que se ha vuelto multi-
resistente a una gran variedad de antibi6ticos. Hoy en dia muchos estudios han enfocado su
atencion en la busqueda de nuevas alternativas de vacunas que sean mas eficientes y seguras

en contra de K. pneumoniae.

En la presente tesis se realizaron andlisis bioinforméticos para el estudio de dos proteinas
encontradas en las OMVs de K. pneumoniae, que estan involucradas en los mecanismos de
patogenicidad. Dichas proteinas (OmpA y OmpC) demostraron tener una gran capacidad
para activar al sistema inmunoldgico innato y adaptativo. Se utilizaron diversas plataformas
inmunoinformaticas, y se realiz6 un Docking molecular para el andlisis de la interaccion entre

las proteinas y el sistema inmune.

OmpA y OmpC muestran tener una gran estabilidad gracias a sus propiedades fisicoquimicas,
como son el indice alifatico, punto isoeléctrico (pl), indice de inestabilidad y valores de
GRAVY:; asu vez logran tener una una afinidad de union altamente favorable con el receptor
humano TLR 1/2, siendo de -21.8 kcal/mol para OmpA vy -22.2 kcal/mol para OmpC. De
igual forma, se encontraron un nimero considerable de epitopos reconocidos por celulas B
y T con resultados promisorios, que aseguran la presencia de epitopos inmunodominantes.
Todos estos resultados en conjunto nos indican que OmpA y OmpC de K.pneumoniae son

alternativas prometedoras para la elaboracion y el disefio de nuevas vacunas.
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PERSPECTIVAS

A partir de los resultados y discusiones presentados en esta Tesis, las perspectivas se pueden
orientar en dos direcciones. En primera instancia se pueden realizar mas ensayos in silico
utilizando otros servidores que permitan terminar de caracterizar las proteinas descritas en
este trabajo (OmpA y OmpC/OmpK36), asi como la interaccion con los componentes de la
respuesta inmune del hospedero.

Es importante probar otros servidores que realicen Docking molecular proteina-proteina, con
la finalidad de obtener més resultados.Un servidor destacado es WHISCY, el cual es capaz
de predecir interfaces proteina-proteina basado principalmente en la conservacion y tomando
en cuenta informacion estructural. Otro servidor notable que puede ser utilizado es
HADDOCK; una plataforma integrativa para el modelamiento de complejos biomoleculares.
Dentro del servidor ClusPro, es posible también realizar un Docking molecular de complejos

Anticuerpo-proteina; utilizando las opciones avanzadas en “Antibody mode”.

De igual forma, es de suma relevancia evaluar la reaccion de las proteinas para comprobar
que no habra recciones alérgicas en el organismo, utilizando servidores como AllerTOP v.
2.0 y AllergenFP v.1.0. Asimismo, se puede utilizar el servidor VaxiJen; una plataforma
sobresaliente con gran nimero de publicaciones, empleado para la prediccion de antigenos y

subunidades de vacunas.

Por otro lado, para la mejor prediccién de epitopos para células B, es posible también utilizar
el servidor DiscoTope, el cual ayuda a predecir estructuras de epitopos celulares en 3D. Este
servidor es capaz de predecir epitopos discontinuos aplicando una combinacion lineal de
valores normalizados de hidrofobicidad, el tipo de aminoécido, la cantidad de contactos, y el
area relativa de accesibilidad de cada residuo. Otros servidores en linea como MetaMHCII,
ProPred , MHCpred y SVMHC han sido prominentes en las investigaciones enfocadas a

encontrar epitopos de células T.
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En segunda instancia, se deben llevar a cabo experimentos de laboratorio, con la finalidad de
obtener, purificar y evaluar las proteinas de interés. Se pueden obtener las proteinas sobre
expresando los genes ompA y ompC en K. pneumoniae, promoviendo la formaciéon de OMV
enriquecidas con las porinas OmpA y OmpC. Una vez extraidas las OMV de K. pneumoniae,

sera posible purificar y evaluar las proteinas de interés.

Otra alternativa es la produccion recombinante de dichas porinas. Conociendo la secuencia
nucleotidica, es posible clonar los genes ompA y ompC. Al ser proteinas de 38072.64 Da ~
1028.99 kb y 40549.37 ~ 1095.929 kd respectivamente, es necesario utilizar un vector
adecuado para la clonacién y sobreexpresion de las proteinas. Una vez purificadas, es posible
inmunizar en el modelo murino para la produccion de anticuerpos y evaluarlos
posteriormente a través de Western Blot para el reconocimiento de OmpA y OmpC, asi como
un ensayo ELISA para evaluar la presencia de IgG y saber si los titulos arrojados son
prometedores.
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ANEXOS

Secuencias en formato FASTA de bacterias Gram negativas utilizadas en BLASTp

Acinetobacter baumannii

>AXV53527.1 OmpA [Acinetobacter baumannii]
MKLSRIALATMLVAAPLAAANAGVTVTPLLLGYTFQODSQHNNGGKDGNLTNSPELODDLEVGAALGIELT
PWLGFEAEYNQVKGDVDGASAGAEYKQKQINGNEFYVTSDLITKNYDSKIKPYVLLGAGHYKYDFDGVNRG
TRGTSEEGTLGNAGVGAFWRLNDALSLRTEARATYNADEEFWNYTALAGLNVVLGGHLKPAAPVVEVAPV
EPTPVAPQPQELTEDLNMELRVFFDTNKSNIKDQYKPEIAKVAEKLSEYPNATARIEGHTDNTGPRKLNE
RLSLARANSVKSALVNEYNVDASRLSTQGFAWDQPIADNKTKEGRAMNRRVFATITGSRTVVVQPGQEAA
APAAAQ

>AHB89854.1 outer membrane protein ompK [Acinetobacter baumannii ZW85-1]

MOLKQLAATCALLSATAMVQAKPIWQDFSVIGLYGENYEVVDDKETTITLEYAAKVKYADVEFFMDRMRG
ENDHKSTYFELSPRLSLGEVSGKKLAYGPIKDVLISTTWESNSENGNNEFDNFLYGFAVDLDIPYFQYANL
NEYRANNENTDDDYOMTEVYGIPFKIASEDFLVDGFLDWSTAEGDHASELNWTTQWKWNVGKHISPDTRL
YLGIEHSVWNNKEGLQGRDENNVSALVKYHF

Escherichia Coli

>AMY15336.1 OmpC, partial [Escherichia coli]
LSLLVPALLVAGAANAAEIYNKDGNKLDLYGIVDGLHYFSDNDSKDGDETYMRLGFKGETQVTDQLTGYG
OWEYQIQGNEPESDNSSWTRVAFAGLKFQDVGSEFDYGRNYGVVYDVTSWTDVLPEFGGDTYDSDNEMQOR
GNGFATYRNTDFFGLVDGLDFAVQYQGKNGSAHGEGMTTNGRDDVFEQNGDGVGGSITYNYEGEFGIGAAV
SSSKRTWDONNTGLIGTGDRAETYTGGLKYDANNIYLAAQYTQTYNATRVGSLGWANKAQNFEAVAQYQF
DEFGLRPSLAYLQSKGKNLGRGYDDEDILKYVDVGATYYEFNKNMSTYVDYKINLLDDNRFTRDAGINTDDI
VALGLVY

>CAD6017706.1 ompF [Escherichia coli]
MMKRNILAVIVPALLIAGTANAAEIYNKDGNKVDLYGKAVGLHYFSKGNGENSYGGNGDMTYARLGFKGE
TQINSDLTGYGOQWEYNFOGNNSEGADAQTGNKTRLAFAGLKYADVGSEFDYGRNYGVVYDALGYTDMLPEF
GGDTAYSDDFFVGRVGGVATYRNSNFFGLVDGLNFAVQYLGKNERDTARRSNGDGVGGSISYEYEGFGIV
GAYGAADRTNLQEAQPLGNGKKAEQWATGLKYDANNIYLAANYGETRNATPITNKFTNTSGFANKTQDVL
LVAQYQFDFGLRPSIAYTKSKAKDVEGIGDVDLVNYFEVGATYYEFNKNMSTYVDYIINQIDSDNKLGVGS
DDTVAVGIVYQF

>CAD6022852.1 lamB [Escherichia coli]
MMITLRKLPLAVAVAAGVMSAQAMAVDFHGYARSGIGWTGSGGEQQCFQTTGAQSKYRLGNECETYAELK
LGQEVWKEGDKSFYFDTNVAYSVAQONDWEATDPAFREANVQGKNLIEWLPGSTIWAGKRFYQRHDVHMI
DEYYWDISGPGAGLENIDVGFGKLSLAVTRSSEAGGSSSFASNNIYDYTNETANDVFDVRLAQMEINPGG
TLELGVDYGRANLRDNYRLVDGASKDGWLFTAEHTQSVLKGENKFVVQYATDSMTSQGKGLSQGSGVAYV
DEKFSYDINNNGHMLRILDHGAISMGDNWDMMYVGMYQDINWDNDNGTKWWTVGIRPMYKWTPIMSTLME
TIGYDNVKSQRTGDTNNQYKITLAQOWQAGDSIWSRPAIRVFATYAKWDEKWGYDYTDKAKGTPNYGKAVP
ANFEGGSFGRGDSDEWTEFGAQME IWW

Salmonella Typhimurium

>WP 000769039.1 MULTISPECIES: porin OmpD [Salmonellal]
MKLKLVAVAVTSLLAAGVVNAAEVYNKDGNKLDLYGKVHAQHYFSDDNGSDGDKTYARLGFKGETQINDQ
LTGFGOQWEYEFKGNRTESQGADKDKTRLAFAGLKFADYGSFDYGRNYGVAYDIGAWTDVLPEFGGDTWTQ
TDVFMTGRTTGVATYRNTDFFGLVEGLNFAAQYQGKNDREGAYESNGDGFGLSATYEYEGFGVGAAYAKS
DRTNNQVKAASNLNAAGKNAEVWAAGLKYDANNIYLATTYSETLNMTTFGEDAAGDAFIANKTQNFEAVA
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QYQFDFGLRPSIAYLKSKGKNLGTYGDQDLVEYIDVGATYYENKNMSTEVDYKINLLDDSDETKAAKVST
DNIVAVGLNYQF

>NP 460252.1 MItA-interacting protein MipA [Salmonella enterica subsp.
enterica serovar Typhimurium str. LT2]
MTKLKLLALGVFIATSASVAHAESNLTLGAGVGVVEHPYKDYDSDVYPIPVIAYESENFWEFRGLGGGYYL
WNDNADKLSIMAYWSPMYFKPGDSDDHQLRRLDRRKSTMMAGVSYAHHTQYGFLRTSLAGDTLDNSNGIV
WDLAWLYRYTNGGLTLTPGIGVEWNSENQONDYYYGVSRKESSRSGLRGYNPNDSWNPYLELSANYNFAGN
WSVYGTARYTRLSDEITDSPMVDKSWTGILSTGVTYRF

>QGT88810.1 maltoporin LamB [Salmonella enterica subsp. enterica serovar

Typhi]
MMITLRKLPLAVAVAAGVMSAQAMAVDFHGYARSGIGWTGSGGEQQCFQVTGAQSKYRLGNECETYAELK
LGQEVWKEGDKSEFYEFDTNVAYSVNQONDWESTDPAFREANVOGKNLIEWLPGSTIWAGKREYQRHDVHMI
DFYYWDISGPGAGIENIDLGFGKLSLAATRSTEAGGSYTFSSONIYDEVKDTANDVEFDVRLAGLQTNPDG
VLELGVDYGRANTTDGYKLADGASKDGWMEFTAEHTQSMLKGYNKFVVQYATDAMTTQGKGQARGSDGSSS
FTEELPDGTKINYANKVINNNGDMWRILDHGAISLGDKWDLMYVGMYONIDWDNNLGTEWWTVGVRPMYK
WITPIMSTLLEVGYDNVKSQQOTGDRNNQYKITLAQOWQAGDSIWSRPAIRIFATYAKWDEKWGY IKDGDNI
SRYAAATNSGISTNSRGDSDEWTFGAQME IWW

>AAA86618.1 SipA [Salmonella enterica subsp. enterica serovar Typhimurium

Sstr. SL1344]

MVTSVRTQPPVIMPGMQOTE IKTQATNLAANLSAVRAKCHSDAVRE IKGPQLEDFPALIKQASLDALFKCG
KDAEALKEVFTNSNNVAGKKAIMEFAGLFRSALNATSDSPEAKTLLMKVGAEYAAQI IKDGLKEKSAFGP
WLPETKKAEAKLENLEKQLLDI IKNNTGGELSKLSTNLVMQEVMPY IASCIEHNFGCTLDPLTRSNLTHL
VDKAAAKAVEALDMCPQKLTQEQGTSVGREARHLEMQTLIPLLLRNVFAQI PADKLPDPKIPEPAAGPVP
DGGKKAEPTGINININIDSSNHSVDNSKHINNAEPVDNGORHIDNSNHDNSRKTIDNSRTFIDNSQRNGE
SHHSTNSSNVSHSHSRVDSTTHQTETAHSASTGAIDHGIAGKIDVTAHATAEAVTNASSESKDGKVVTSE
KGTTGETTSFDEVDGVTSKSIIGKPVOATVHGVDDNKQQSQTAEIVNVKPLASQLAGVENVKTDTLQSDT
TVITGNKAGTTDNDNSQTDKTGPFSGLKFKONSFLSTVPSVTNMHSMHFDARETFLGVIRKALEPDTSTP
FPVRRAFDGLRAEILPNDTIKSAALKAQCSDIDKHPELKAKMETLKEVITHHPQKEKLAEIALQFAREAG
LTRLKGETDYVLSNVLDGLIGDGSWRAGPAYESYLNKPGVDRVITTVDGLHMOQR

>ATH09359.1 OmpA, partial [Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium]

MKRTATIATAVALAGFATVAQAAPKDNTWYAGAKLGWSQYHDTGFIHNDGPTHENQLGAGAFGGYQVNPYV
GFEMGYDWLGRMPYKGDNINGAYKAQGVQLTAKLGYPITDDLDVYTRLGGMVWRADTKSNVPGGPSTKDH
DTGVSPVFAGGIEYAITPEIATRLEYQWTNNIGDANTIGTRPDNGLLSVGVSYRFGQQEAAPVVAPAPAP
APEVQTKHFTLKSDVLENENKSTLKPEGQQALDQLYSQLSNLDPKDGSVVVLGEFTDRIGSDAYNQGLSEK
RAQSVVDYLISKGIPSDKISARGMGESNPVTGNTCDNVKPRAALIDCLAPDRRVE IEVKGVKDVVTQPQA

>ATH09857.1 OmpC, partial [Salmonella enterica subsp. enterica serovar
Typhimurium]
MKVKVLSLLVPALLVAGAANAAETIYNKDGNKLDLFGKVDGLHYFSDDKGSDGDQTYMRIGEFKGETQVNDQ
LTGYGOWEYQIQGNQTEGSNDSWTRVAFAGLKFADAGSFDYGRNYGVTYDVTSWTDVLPEFGGDTYGADN
FMOORGNGYATYRNTDFFGLVDGLDFALQYQGKNGSVSGENTNGRSLLNQNGDGYGGSLTYAIGEGFEFSVG
GAITTSKRTADONNTANARLYGNGDRATVYTGGLKYDANNIYLAAQYSQTYNATREGTSNGSNPSTSYGE
ANKAQNFEVVAQYQFDFGLRPSVAYLOSKGKDISNGYGASYGDQDIVKYVDVGATYYEFNKNMSTYVDYKI
NLLDKNDFTRDAGINTDDIVELGLVYQF

Neisseria Meningitidis

>BCT10438.1 oligopeptidase A [Neisseria meningitidis]
MTDNALLHLGEEPREDQIKTEDIKPALQTATIAEAREQIAATKAQTHTGWANTVEPLTGWANTVEPLTGIT
ERVGRIWGVVSHLNSVTDTPELRAVYNELMPEITVFFTEIGODIELYNRFKTIKNSPEFDTLSPAQKTKL
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NHDLRDFVLSGAELPPEQQAELAKLQTEGAQLSAKFSONVLDATDAFALYFDDAAPLAGIPKDALAMEAA
AAQSEGKTGYKIGLQIPHYLAVIQYADNRELREQIYRAYVTRASELSDGGKEDNTANIDRTLANALQTAK
LLGFKNYAELSLATKMADTPEQVLNFLHDLACRAKPYAEKDLAEVKAFARERLNLADPQPWDLGYAGEKL
REAKYAFSETEVKKYFPVSKVLAGLFAQIKKLYGIGFTEKTVPIWHKDVRYFELQONGETIGGVYMDLYA
REGKRGGAWMNDYKGRRRFADGTLOQLPTAYLVCNFTPPVGGKEARLSHDEILTLFHETGHGLHHLLTQVD
ELGVSGINGVEWDAVELPSQFMENFVWEYNVLAQMSAHEETGVPLPKELFDKMLAAKNEFQRGMFLVROME
FALFDMMIYSEDDEGRLKNWQQOVLDSVRKKVAVIQPPEYNRFALSFGHIFAGGYSAGYYSYAWAEVLSAD
AYAAFEESDDVAATGKRFWQEILAVGGSRSAAESFKAFRGREPSIDALLRHSGFDNAA

>AAC17599.1 outer membrane protein Omp85 [Neisseria meningitidis]
MKLKQIASALMMLGISPLAFADFTIQDIRVEGLOQRTEPSTVENYLPVKVGDTYNDTHGSAITIKSLYATGE
FDDVRVETADGQLLLTVIERPTIGSLNITGAKMLONDATKKNLESFGLAQSQYFNQATLNQAVAGLKEEY
LGRGKLNIQITPKVTKLARNRVDIDITIDEGKSAKITDIEFEGNQVYSDRKLMROMSLTEGGIWTWLTRS
NQFNEQKFAQDMEKVTDFYQONNGYFDFRILDTDIQTNEDKTKQTIKITVHEGGRFRWGKVSIEGDTNEVP
KAELEKLLTMKPGKWYERQOMTAVLGETQNRMGSAGYAYSEISVQPLPNAETKTVDEFVLHIEPGRKIYVN
ETHITGNNKTRDEVVRRELROMESAPYDTSKLORSKERVELLGYFDNVQFDAVPLAGTPDKVDLNMSLTE
RSTGSLDLSAGWVQDTGLVMSAGVSQDNLFGTGKSAALRASRSKTTLNGSLSFTDPYFTADGVSLGYDVY
GKAFDPRKASTSIKQYKTTTAGAGIRMSVPVTEYDRVNFGLVAEHLTVNTYNKAPKHYADEFIKKYGKTDG
TDGSFKGWLYKGTVGWGRNKTDSALWPTRGYLTGVNAEIALPGSKLQYYSATHNQTWEFFPLSKTFTLMLG
GEVGIAGGYGRTKEIPFFENFYGGGLGSVRGYESGTLGPKVYDEYGEKISYGGNKKANVSAELLFPMPGA
KDARTVRLSLFADAGSVWDGKTYDDNSSSATGGRVONIYGAGNTHKSTEFTNELRYSAGGAVTWLSPLGPM
KFRYAYPLKKKPEDETIQRFQFQLGTTFE

>AKM12323.1 MafA [Neisseria meningitidis]
MKILLLLIPLVLTACGTLTGIPAHGGGKRFAVEQELVAASSRAAVKEMDLSALKGRKAALYVSVMGDQGS
GNISGGRYSIDALIRGGYHNNPESATQYSYPAYDTTATTKSDALSSVTTSTSLLNAPAAALTRNSGRKGE
RSAGLSVNGTGDYRNETLLANPRDVSFLTNLIQTVFYLRGIEVVPPEYADTDVFVTVDVEFGTVRSRTELH
LYNAETLKAQTKLEYFAVDRDSRKLLIAPETAAYESQYQEQYALWMGPYSVGKTVKASDRLMVDESDITP
YGDTTAQNRPDFKQNNGKNPDVGNEVIRRRKGG
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Interacciones en PDMsum

OmpA model 1
Chain A ChainC
Asn379 @D, @D Leulss
Cys353 O:

D Phe3s

D Trpi51
o dDGIna
Leusss @D @D Leus
Asn300 - D Met78
Glu264 Gly26
Arg296 - (D Leus2
ser208 @, @D GIns1
Val303 D Asp50
Ala297 @D, Arg48
Ser333 ) Asn49
S @D Thrat
Asp299 - - Pro46
@D Thr33
Asp327 Asp32
Ser329 Tyr30
Tyr326 @D+
Thr33o @0 @ Aspl80
Asn204 @O, -
Phe295 @D <D Trp27
Arg321 Val166
Asnl67

Val292 - @\- Tyr163
Asn200 @D D GInie4
Leus24 @D - Asn181
@D Trp165

Chain B Chain C
vaiziy @O D Phess
Asp291 Thrl74
Asp288 Argl78

Glyl176
Arg290 Thrl77
Tyr318 Prol79
Pro315 Vall75

Glu321
Ser317

Leu342

Phe312 Thr33

Gly313 His31
Alal72

Lys346 Aspl7l

et

Ser345 Ty Gly170

Pro344 11e169

Cys343

Asn367 Asnl6e7

GIn286 Tyr36
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OmpC model 14

Chain A Chain C
Leu223
Ala191

Glu264 Gly192

Arg296
Phe295

Gly222
Gly221

Asp263 HH‘\‘\‘\Q‘ Phe193
Y
Asn294 }}\ - Leul81

Tyr326 Thr179

Ser329

",
",

Tyr195

Tyr219

ser208 D GIn23s
Asp299 -mm\\\m- Tyr236
ASn300 -ﬁ\\\\w- Phes7
Asn290 -- Val141

Gly291
Arg321 Phe137

Phe138

ChainB Chain C

Chain B

Asp20: D)
n

@D Phesws

///
Ser295 -HHHH - Tyr302
Ala238 - - Val298
Gly296 -- Phe267

Q@D rests

Chain D

\\\\

Ser231

Tyr232 Asp334
Asp227 Asp25
Asn228 Ser24
Lys229 Val336

Val335

Phe23
/
’HHHHH

hezss ) @ Levsse
His210 @D @D Leu2so
cinzer @ D Phezss
- Leu340
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Tablas de los epitopos para células B

OmpA

Rank

© O 0 ~N oo O A W N DN P

S T - S T T S
© N N o o o oM B DN WO W W N P O O

Secuencia Posicion
ASTGVSRSEHDTGVSP

HDTGFYGNGFQNNNGP
TRDIATRLEYQWVNNI
RGMGESNPVTGNTCDN
GGMVWRADSKGNYAST
HFTLKSDVLFNFNKAT
LGWSQYHDTGFYGNGF
GDAGTVGTRPDNGMLS
FEMGYDWLGRMAYKGS
TAKLGYPITDDLDIYT
GSEAYNQQLSEKRAQS
PVTGNTCDNVKARAAL
DNTWYAGGKLGWSQYH
AGGVEWAVTRDIATRL
LGRMAYKGSVDNGAFK
NDQLGAGAFGGYQVNP
RVEIEVKGYKEVVTQP
PVVAPAPAPAPEVATK
QLSNMDPKDGSAVVLG
NGMLSLGVSYRFGQED
HDTGVSPVFAGGVEWA
GGYQVNPYLGFEMGYD
AKGIPAGKISARGMGE
AVVLGYTDRIGSEAYN
AGFATVAQAVPKDNTW
LSEKRAQSVVDYLVAK
GQEDAAPVVAPAPAPA
GFQNNNGPTRNDQLGA

137
40
163
308
124
224
34
179
77
106
275
315
25
155
84
58
339
208
254
190
146
67
297
265
13
283
202
48

Score

0.94
0.93
0.93

0.9
0.89
0.88
0.87
0.86
0.85
0.85
0.83
0.82
0.82
0.81
0.79
0.78
0.78
0.78
0.77
0.77
0.77
0.76
0.76
0.75
0.75
0.73
0.73
0.71
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OmpC:

Rank

© O© O 00 00 N N N o o oA oW NP

e =
k O o o

e
N

L s
IO N )

18 RAALIDCLAPDRRVEI

18 PAPEVATKHFTLKSDV
19 AIAIAVALAGFATVAQ
20 SVDNGAFKAQGVQLTA

Sequence
PEFGGDTYGSDNFLQS

NFEVVAQYQFDFGLRP
DVTSWTDVLPEFGGDT
QLTGYGQWEYNVQANN
YVDVGATYYFNKNMST
LQSKGKDLERGYGDQD
AGAANAAEIYNKDGNK
GETQINDQLTGYGQWE
DGDQTYMRVGVKGETQ
SGEGATNNGRGWSKQN
NATRAGSLGFANKAQN
AETYTGGLKYDANNIY
DGISAGFAYSHSKRTD
NGVATYRNSDFFGLVD
GLKFGDAGSFDYGRNY
YGDQDILKYVDVGATY
LGRGDNAETYTGGLKY
GWSKQNGDGFGTSLTY
YLASQYTQTYNATRAG

AGSFDYGRNYGVVYDV
AGISTDDVVALGLVYQ

GDGFGTSLTYDIWDGI
DLYGKIDGLHYFSDDK
GLKYDANNIYLASQYT

Start position

327
216

92

134
281
125

74
320
301

20

67

55
183
266
241
212
152
105
312
235
193
256

111
353

199
37
247

Score

0.71
0.71
0.67
0.63

0.95
0.93
0.92
0.91

0.9

0.9
0.89
0.84
0.84
0.84
0.83
0.83
0.82
0.82
0.82
0.81
0.81
0.81

0.8

0.8
0.79

0.78
0.76
0.76
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15 NLLDDNSFTRNAGIST
15 NYGVVYDVTSWTDVLP
16 TRLAFAGLKFGDAGSF
17 TDEQNSVPALGRGDNA
17 QYQGKNGSVSGEGATN
18 ESSSDQAWTRLAFAGL
19 MRVGVKGETQINDQLT
20 GLRPSVAYLQSKGKDL
20 DGLNFALQYQGKNGSV
21 EYNVQANNTESSSDQA
21 GLHYFSDDKSVDGDQT
22 EIYNKDGNKLDLYGKI
23 YVDYKINLLDDNSFTR

Tablas de epitopos para células T

OmpA. EPITOPOS PARA MHC CLASE I:

allele

HLA-A*01:01
HLA-B*27:02
HLA-B*07:02
HLA-B*35:01
HLA-B*27:02
HLA-A*68:01
HLA-B*15:01
HLA-A*01:01
HLA-B*15:01
HLA-A*68:01
HLA-A*68:01
HLA-B*08:01
HLA-A*02:01
HLA-B*15:01
HLA-A*01:01
HLA-B*08:01
HLA-B*44:02
HLA-B*18:01

start end

60
58
47
41

6
10
37
59
51

9
39

9
37
34
43
43

4
60

69
67
55
50
14
18
45
69
59
18
47
17
45
42
50
50
14
67

length

10
10
9
10
9
9
9
11
9
10

00O 0 O VW LV O

11

peptide
YTDRIGSEAY
RRVEIEVKGY
RPDNGMLSL
YPITDDLDIY
KRAQSVVDY
SVVDYLVAK
SQYHDTGFY
GYTDRIGSEAY
GMLSLGVSY
EVATKHFTLK
NTCDNVKAR
EVATKHFTL
ALDQLYTQL
GQQALDQLY
ITDDLDIY
NVKARAAL
SEHDTGVSPVF
VEIEVKGY

342
119
99
226
174
91
61
293
167
82
44
27
336

score

0.995839
0.974378
0.961338
0.951812
0.924032
0.903229
0.883889
0.879895
0.876982
0.870481
0.870358
0.867843
0.855682

0.84448
0.843837
0.842785
0.840318
0.838007

0.73
0.73
0.72
0.71
0.71

0.7
0.69
0.68
0.68
0.67
0.67
0.65
0.64

rank

0.01
0.01
0.03
0.02
0.05
0.07
0.03
0.04
0.03
0.12
0.12
0.02
0.06
0.05
0.05
0.03
0.04
0.04
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HLA-B*15:01 33 41
HLA-A*03:01 10 18
HLA-B*39:01 5 13
HLA-A*03:01 21 31
HLA-B*40:01 4 14

9 VQLTAKLGY
SVVDYLVAK
9 EHDTGVSPV
11 VLFNFNKATLK
11 SEHDTGVSPVF

Vo]

EPITOPOS PARA MHC CLASE II

DPA1/DPB1 - DQA1/DQB1

allele
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*01:02/DQB1*06:02
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*03:01/DQB1*03:02
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02

DRB1

allele

HLA-DRB1*16:02
HLA-DRB1*16:02
HLA-DRB1*16:02

start end

1 15

2 16

9 23
10 24
8 22

7 21
22

11 25
95 109
9 23
96 110
6 20

9 23
149 163
10 24
150 164
151 165
7 21
201 215
8 22
148 162
1 15

5 19

7 21

start end

291 305
292 306
290 304

length

length

15
15

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

15
15
15

0.835042
0.818004

0.8027
0.792621
0.792562

0.05
0.07
0.04
0.09
0.11

peptide
MKKTAIAIAVALAGF
KKTAIAIAVALAGFA
AVALAGFATVAQAVP
VALAGFATVAQAVPK
IAVALAGFATVAQAV
AIAVALAGFATVAQA
IAVALAGFATVAQAV
ALAGFATVAQAVPKD
NGAFKAQGVQLTAKL
AVALAGFATVAQAVP
GAFKAQGVQLTAKLG
IAIAVALAGFATVAQ
AVALAGFATVAQAVP
GVSPVFAGGVEWAVT
VALAGFATVAQAVPK
VSPVFAGGVEWAVTR
SPVFAGGVEWAVTRD
AIAVALAGFATVAQA
FGQEDAAPVVAPAPA
IAVALAGFATVAQAV
TGVSPVFAGGVEWAV
MKKTAIAIAVALAGF
AIAIAVALAGFATVA
AIAVALAGFATVAQA

peptide
VVDYLVAKGIPAGKI
VDYLVAKGIPAGKIS
SVVDYLVAKGIPAGK
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rank

0.06
0.41

0.89
0.89
0.91
1.1
1.1
1.2
1.3
1.4
1.5
1.5
1.6
1.6
1.6
1.6
1.7
1.8
1.8
1.8
1.8
1.9

rank
0.19
0.27
0.28



HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*16:02
HLA-DRB1*16:01
HLA-DRB1*16:02
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*03:01
HLA-DRB1*03:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*16:01
HLA-DRB1*16:02
HLA-DRB1*16:01
HLA-DRB1*03:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*04:07
HLA-DRB1*03:01
HLA-DRB1*10:01
HLA-DRB1*04:07

2901
292
290
289
2901
293
289

95
159
158
293
290
288
292
160

96

94
291
157
288
290

OmpC. EPITOPOS PARA MHC CLASE |

allele

HLA-A*01:01
HLA-A*01:01
HLA-B*35:01
HLA-A*01:01
HLA-C*03:02
HLA-B*44:02
HLA-A*24:02
HLA-B*18:01
HLA-A*01:01
HLA-A*24:02
HLA-B*27:02
HLA-A*31:01
HLA-B*27:02
HLA-B*18:01
HLA-C*04:01

start

40

47
48
47
20
39
17
32
38

10
29

39

end

length
48
17
55
60
55
28
49
25
40
48
17
18
38
10
47

305
306
304
303
305
307
303
109
173
172
307
304
302
306
174
110
108
305
171
302
304

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

peptide score rank
YVDVGATYY 0.991139
STDDVVALGLVY 0.988483
LASQYTQTY 0.976485
FSDDKSVDGDQTY  0.974261
LASQYTQTY 0.97164
TESSSDQAW 0.970905
KYVDVGATYYF 0.959559
DEQNSVPAL 0.95077
YGDQDILKY 0.948891
LYGKIDGLHYF 0.940351
SRANGVATY 0.939034
RANGVATYR 0.929326
TRLAFAGLKF 0.928184
FEVVAQYQF 0.92714
KYDANNIYL 0.918242

VVDYLVAKGIPAGKI
VDYLVAKGIPAGKIS
SVVDYLVAKGIPAGK
QSVVDYLVAKGIPAG
VVDYLVAKGIPAGKI
DYLVAKGIPAGKISA
QSVVDYLVAKGIPAG
NGAFKAQGVQLTAKL
EWAVTRDIATRLEYQ
VEWAVTRDIATRLEY
DYLVAKGIPAGKISA
SVVDYLVAKGIPAGK
AQSVVDYLVAKGIPA
VDYLVAKGIPAGKIS
WAVTRDIATRLEYQW
GAFKAQGVQLTAKLG
DNGAFKAQGVQLTAK
VVDYLVAKGIPAGKI
GVEWAVTRDIATRLE
AQSVVDYLVAKGIPA
SVVDYLVAKGIPAGK

75

0.34
0.44
0.5
0.52
0.76
0.83
0.84
0.9
0.95
0.97
1.1
1.1
1.2
1.2
1.2
1.3
14
1.4
1.7
1.9
1.9

0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.01
0.02
0.02
0.01
0.04
0.01
0.04
0.02
0.01



HLA-B*44:02 31
HLA-A*68:01 22
HLA-B*15:01 8
HLA-A*24:02 58
HLA-B*15:01 37
HLA-A*68:01 21
HLA-B*27:02 17
HLA-A*01:01 32
HLA-A*68:01 51

EPITOPOS PARA MHC CLASE II

DPA1/DPB1 - DQA1/DQB1

allele
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DQA1*05:01/DQB1*03:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DPA1*03:01/DPB1*04:02
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DQA1*04:01/DQB1*04:02
HLA-DPA1*01:03/DPB1*04:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*05:01
HLA-DPA1*02:01/DPB1*14:01
HLA-DPA1*01:03/DPB1*04:01

DRB1

40
30
20
66
47
30
25
40
59

start

16
15
14
13
17
12
18

14
15

U RPN WO

end

10 AETYTGGLKY 0.917144
9 SSSDQAWTR 0.907167
13 YQFDFGLRPSVAY 0.900795
9 SWTDVLPEF 0.893599
11 ILKYVDVGATY 0.892954
10 ESSSDQAWTR 0.890107
9 YRNSDFFGL 0.883377
9 ETYTGGLKY 0.881313
9 YTQTYNATR 0.87742
length peptide
30 15 ALLVAGAANAAEIYN
29 15 PALLVAGAANAAEIY
28 15 VPALLVAGAANAAEI
27 15 LVPALLVAGAANAAE
31 15 LLVAGAANAAEIYNK
26 15 LLVPALLVAGAANAA
32 15 LVAGAANAAEIYNKD
17 15 IRTFLKVLSLLVPAL
18 15 RTFLKVLSLLVPALL
16 15 LIRTFLKVLSLLVPA
28 15 VPALLVAGAANAAEI
29 15 PALLVAGAANAAEIY
20 15 FLKVLSLLVPALLVA
17 15 IRTFLKVLSLLVPAL
16 15 LIRTFLKVLSLLVPA
15 15 MLIRTFLKVLSLLVP
18 15 RTFLKVLSLLVPALL
19 15 TFLKVLSLLVPALLV
30 15 ALLVAGAANAAEIYN
27 15 LVPALLVAGAANAAE
41 15 AWTRLAFAGLKFGDA
15 15 MLIRTFLKVLSLLVP
21 15 LKVLSLLVPALLVAG
15 15 MLIRTFLKVLSLLVP
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rank

0.02
0.07
0.02
0.03
0.03
0.08
0.07
0.04
0.11

0.21
0.21
0.21

0.27
0.58

0.69
0.94
0.96
11
1.2
1.4
1.5
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.6
1.7
1.7
1.8
1.9



allele

HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*01:01
HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*07:01
HLA-DRB1*16:02
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*13:01
HLA-DRB1*14:02
HLA-DRB1*16:02
HLA-DRB1*07:01

start

N B ¥ 2 B @ ) BN ~ N V]

end

17
18
20
19
21
15
59
60
22
16
17
58
18
17
49
57
61
50
17
16
15
48
18
16

length

15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15
15

peptide
IRTFLKVLSLLVPAL
RTFLKVLSLLVPALL
FLKVLSLLVPALLVA
TFLKVLSLLVPALLV
LKVLSLLVPALLVAG
YGSDNFLQSRANGVA
ATYYFNKNMSTYVDY
TYYENKNMSTYVDYK
KVLSLLVPALLVAGA
GSDNFLQSRANGVAT
SDNFLQSRANGVATY
GATYYFNKNMSTYVD
DNFLQSRANGVATYR
SDNFLQSRANGVATY
TGGLKYDANNIYLAS
VGATYYFNKNMSTYV
YYFNKNMSTYVDYKI
GGLKYDANNIYLASQ
IRTFLKVLSLLVPAL
LIRTFLKVLSLLVPA
MLIRTFLKVLSLLVP
YTGGLKYDANNIYLA
DNFLQSRANGVATYR
DGISAGFAYSHSKRT

rank

77
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0.38
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0.4
0.44
0.46
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0.57
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