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RESUMEN

El virus SARS-CoV-2 desencaden6 una pandemia global declarada por la Organizacion
Mundial de la Salud en enero de 2020, con més de 17 millones de casos y 675.060 muertes
para agosto de ese afio. En América Latina y el Caribe se registraron 1,65 millones de
fallecimientos hasta 2022. En Ecuador (2020-2023), hubo 1.065.013 casos confirmados y
67.527 defunciones. El objetivo del estudio fue evaluar epitopos de linfocitos T CD8+ de la
proteina Spike de variantes del SARS-CoV-2 para determinar su capacidad inmunogénica,
mediante la identificacion y comparacion de alta afinidad. La investigacion fue de tipo
descriptivo con un enfoque cuantitativo, no experimental, transversal y retrospectivo, y se
sustentd en analisis bioinformaticos. La poblacion de estudio correspondid a secuencias de
aminodcidos de la proteina Spike disponibles en bases de datos biologicas publicas. La
muestra incluyd nueve secuencias completas de variantes del SARS-CoV-2 (Alpha, Beta,
Gamma, Delta, Epsilon, Eta, Iota, Kappa y Lambda) en formato FASTA. Para la prediccion
de epitopos se utilizé la herramienta NetMHCpan-4.1, utilizando los alelos HLA-A02:01 y
HLA-A24:02. Los resultados mostraron un promedio de 10 a 12 ligandos de alta afinidad y
entre 24 y 28 de menor afinidad por variante, destacando epitopos conservados como
YLQPRTFLL y YYHKNNKSW, caracterizados por su fuerte union, ausencia de toxicidad
y alergenicidad. En conclusidn, la proteina Spike mantiene un perfil inmunogénico robusto
con epitopos conservados entre variantes, lo que apoya su uso como candidatos universales
para vacunas peptidicas dirigidas a respuestas T CD8+ en poblaciones con alta prevalencia

de estos alelos HLA.

Palabras claves: Epitopos CD8+, Proteina Spike, SARS-CoV-2 variantes, Prediccion in

silico, Inmunogenicidad



ABSTRACT

The SARS-CoV-2 virus triggered a global pandemic declared by the World Health Organization
in January 2020, with more than 17 million cases and 675,060 deaths by August of that year. In
Latin America and the Caribbean, 1.65 million deaths were recorded up to 2022. In Ecuador
{2020-2023), there were 1,065,013 confirmed cases and 67,527 deaths.

The objective of the study was to evaluate CD8+ T lymphocyte epitopes of the Spike protein from
SARS-CoV-2 variants to determine their immunogenic capacity, through identification and
comparison of high-affinity binding. The research was descriptive, with a quantitative, non-
experimental, cross-sectional, and retrospective approach, supported by bioinformatics analysis.

The study population consisted of amino acid sequences of the Spike protein available in public
biological databases. The sample included nine complete sequences of SARS-CoV-2 variants
(Alpha, Beta, Gamma, Delta, Epsilon, Eta, Tota, Kappa, and Lambda) in FASTA format. For
epitope prediction, the NetMHCpan-4.1 tool was used, considering the HLA-A02:01 and HLA-
A24:02 alleles.

The results showed an average of 10 to 12 high-affinity ligands and between 24 and 28 lower-
affinity ligands per variant, highlighting conserved epitopes such as YLOQPRTFLIL and
YYHKNNKSW, characterized by strong binding, and absence of toxicity and allergenicity.

In conclusion, the Spike protein maintains a robust immunogenic profile with conserved epitopes
across variants, supporting its use as a universal candidate for peptide-based vaccines targeting
CD8+ T-cell responses in populations with a high prevalence of these HLA alleles.

Keywords: CD8+ epitopes, Spike protein, SARS-CoV-2 variants, in silico prediction,

immunogenicity.
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CAPITULO 1. INTRODUCCION

El virus del SARS-CoV-2 representd un grave problema sanitario a nivel mundial; se
identific6 en Wuhan, China, a finales de 2019. A partir de diversos andlisis genémicos, se
determind una estrecha relacion filogenética con coronavirus detectados en murciélagos, lo
que sitiia a estos mamiferos como el probable reservorio natural primario'. Si bien atin no se
ha establecido el huésped intermediario responsable de la transmision al ser humano, los
registros epidemiologicos sefialan un origen zoonotico vinculado al mercado de animales

vivos de dicha localidad!-.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 la emergencia de salud publica de
preocupacion internacional por COVID-19 el 30 de enero de 2020°. Para el mes de agosto
de 2020, la cifra de contagiados en el mundo superaba los 17 millones de habitantes, con
una mortalidad de 675.060 afectados. El continente americano liderd la cifra de infectados
y Estados Unidos result6 el pais mas afectado con mas de 4,4 millones de enfermos y mas

de 151.000 muertos; seguido de Brasil que superaba los 2,6 millones de casos, con més de
91.000 fallecidos®.

El COVID-19 causé miles de muertes en diferentes continentes y muestra diferencias
regionales debido a factores demograficos, la respuesta del sistema sanitario y el subregistro
de muertes en cada pais. Europa fue el continente que registrd el mayor impacto con mas de
2,3 millones de muertes oficiales, debido a su envejecimiento poblacional®. En cambio, Asia
y Africa reportaron las tasas de infeccién mas bajas. Sin embargo, estas cifras ocultan la
verdadera carga de la pandemia: la letalidad y el riesgo ajustado de muerte en pacientes
hospitalizados; que fueron hasta 3,8 y 2,7 veces mayores en Africa y Asia, respectivamente,

frente a Europa’.

En Latinoamérica y el Caribe, en el afio 2022, se registraron 1,65 millones de muertes, lo
que representa el 28% de los fallecimientos por la infecciéon por SARS-CoV-2 a nivel
mundial. En ese mismo afno se logrdé vacunar con dos dosis alrededor del 63% de su
poblacion; Uruguay y Chile se ubicaron entre los paises con mayor vacunacion per capita a
nivel global. Ademads, en esta zona geografica aparecieron diferentes variantes del virus
SARS-CoV-2; la variante Gamma surgi6 en Brasil, con mayor transmisibilidad y mayor

capacidad de evadir la respuesta inmune, causando la segunda ola de la infeccion. Otra



variante importante fue Mu (B.1.621), detectada en Colombia, que causé una tercera ola de

contagios con un pico doble en marzo del 2021°.

A nivel nacional, Ecuador atravesd una crisis sanitaria que arrebatd la vida de miles de
personas, sobre todo personas adultas de la tercera edad y personas con algun tipo de
comorbilidad, segin los registros epidemioldgicos del Ministerio de Salud Publica. De
marzo de 2020 a mayo de 2023, el Ecuador tuvo 1.065.013 casos confirmados de COVID-
19 por laboratorio y 67.527 defunciones (confirmadas y probables). Es por ello que el exceso
de mortalidad en el primer afio de pandemia alcanzé el 55%, y afectd al sector sanitario,

econdmico y familiar’.

La infeccion por el virus del SARS-CoV-2 en la provincia de Chimborazo se propago6 debido
a los brotes de la pandemia en la ciudad de Guayaquil, epicentro del coronavirus, entre los
primeros afectados estuvieron los indigenas migrantes, procedentes de la provincia de
Chimborazo, siendo Riobamba el principal canton con la mayoria de los casos confirmados,
predominantemente en personas comprendidas entre los 20 y 49 afios de edad. En plena
crisis por la enfermedad de COVID-19 algunas comunidades indigenas recurrieron a la
medicina ancestral mediante los llamados médicos indigenas “yachakkuna”, utilizando
aguas preparadas con hierbas amargas, alcohol, orina y manteca de cacao con la creencia de

generar anticuerpos y evitar infecciones®.

Entre algunos de los nuevos virus que son producto de mutaciones de cualquier tipo se puede
encontrar a la variante B.1.1.7 (conocida como Alfa), detectada en el Reino Unido; la
variante B.1.351 (conocida como Beta), detectada primero en Sudafrica; y la variante
B.1.617.2 (conocida como Delta), detectada en primera instancia en India, esta misma
variante Delta ha sido asociada a una mayor probabilidad de desencadenar neumonia que la
variante salvaje u original y es posible que posea mayor transmisibilidad. Sin embargo, la

vacunacion ha sido asociada a disminucion de la severidad de la enfermedad®.

El proceso de entrada del SARS-CoV-2 en la célula es un mecanismo cuidadosamente
coordinado, todo comienza cuando la proteina Spike del virus reconoce y se adhiere a la
enzima ACE2, ubicada en la superficie de las células humanas. Posteriormente, otras
proteinas del propio huésped, como la enzima TMPRSS2, actan cortando la proteina Spike,
lo que facilita que la envoltura del virus se fusione con la membrana celular. Esta unién

permite que el ARN sea liberado dentro de la célula. Una vez dentro, el virus aprovecha los



recursos y la maquinaria celular para producir copias de si mismo, iniciando asi el ciclo de

infeccion'®.

En este escenario, la pandemia del COVID-19 ha afectado en gran medida a paises
desarrollados con sistemas de salud solidos. Hasta los paises mejor equipados estan
experimentando altas tasas de mortalidad, escasez de suministros médicos y sobrecarga de
proveedores e instalaciones de atencion médica. Algunos de los factores de riesgo que
pueden influir en sintomas persistentes son: obesidad, presion arterial alta, condiciones de

salud mental'!.

El desarrollo del presente estudio, pretende ser parte de la literatura existente y un gran aporte
teodrico para el conocimiento cientifico y académico sobre la inmunogenicidad de la proteina
Spike en las distintas variantes del SARS-CoV-2, ya que puede aportar informacion valiosa
para el desarrollo de nuevas intervenciones inmunoldgicas mas efectivas frente a un virus

que se encuentra en constante evolucion.

Por lo tanto, el estudio realizado plante6 resultados en la identificacion de epitopos
conservados en las variantes de la proteina Spike, potenciales para el desarrollo de vacunas,
mas especificas y adaptadas a variantes endémicas del SARS-CoV-2. Ademas, la
metodologia utilizada en este estudio podria servir como ejemplo para ser replicada en otros
agentes patdgenos que sean posibles causantes de pandemias mundiales, estableciendo un

panorama de investigacion Util para futuras emergencias sanitarias que se podrian producir.

Para responder adecuadamente al problema de investigacion, se ha planteado como objetivo
general evaluar epitopos T CD8+ en la proteina Spike de variantes del virus SARS-CoV-2
mediante analisis in silico, para la determinacion de su capacidad inmunogénica. En funcion
de lo anterior, se establecen los siguientes objetivos especificos:
= Recopilar las secuencias de aminoacidos de la proteina Spike de las diferentes
variantes del virus SARS-CoV-2 mediante bases de datos especializadas para la
deteccion de variantes inmunogénicas.
= Especificar los epitopos de los linfocitos T CD8+ de la proteina Spike en variantes
del virus SARS-CoV-2 mediante herramientas de prediccion bioinformatica para el
andlisis de inmunogenicidad y el disefio de vacunas.
= Comparar las secuencias de aminoacidos de la proteina Spike mediante técnicas

inmunobioinformaticas para la diferenciacion de fenotipos del virus SARS-CoV-2.



CAPITULO II. MARCO TEORICO.
Virus del SARS-Cov-2
Generalidades del virus del SARS-Cov-2

El virus SARS-CoV-2 es un coronavirus, identificado por primera vez a finales del afio 2019
en Wuhan, China, en personas con neumonia controlada a severa, el cual se propagd
alrededor del mundo ocasionando la pandemia y millones de fallecimientos alrededor del

mundo'?.

Gracias a las imdgenes de la microscopia electronica de transmision, permite observar la
estructura o morfologia del virus el cual presenta una apariencia en forma de corona solar
esférica de un didmetro que varia entre 60 a 140 nm junto con espigas o “Spike” de 8 a 12
nm de longitud aproximadamente, la proteina estd constituido por dos dominios que

permiten la unién del SARS-CoV-2 a la membrana de la célula huésped'”.

Si bien el SARS-CoV-2 es un virus que se encuentra en serpientes, murcié¢lagos y
pangolines, al parecer, uno de estos animales inici6 la cadena de transmision al ser
consumido por varias personas en Wuhan, uno de los paises con mercados exdticos mas
grandes y variados del mundo. Una vez adquirida la infeccion por este virus, la enfermedad
tiene un periodo de incubacion promedio de 14 dias, aunque algunos reportes realizados
ultimamente sugieren un periodo de incubacion de hasta 24 dias, por lo que el tiempo de
cuarentena deberia ser superior a este ultimo, es decir, alrededor de un mes. Una persona
infectada con el SARS-CoV-2, incluso asintomatica, puede contagiar a 2 o 2,5 personas,
aunque la transmision efectiva se realiza a través de gotas grandes por via inhalada o por

contacto con la mucosa oral u ocular de una persona contagiada'®.

La presencia de comorbilidades en la poblacién ocasiona que la COVID-19 pueda dar
manifestaciones clinicas que lleven al desarrollo de una enfermedad severa y la muerte del

paciente, por lo que se han detectado entre los principales factores de riesgo los siguientes:

e Hipertension.

e Obesidad.

e Diabetes mellitus.
e Tabaquismo.

e Personas mayores de 60 afios.



e Cancer.

e Enfermedades pulmonares
e Nefropatias.

e Cardiopatias

e Hepatopatias'*

Estructura del virus SARS-CoV-2_>

El SARS-CoV-2 es un virus genéticamente conformado por una cadena simple de ARN, el
mismo que a su vez contiene 29.903 nucleodtidos. El genoma del virus del SARS-CoV-2
codifica para tres glicoproteinas de la superficie, entre los cuales se encuentra a la proteina
Spike (S), matriz (M) y envoltura (E); una nucleoproteina; y 16 proteinas no estructurales,
durante el proceso de produccion de nuevos componentes virales, en especial del nuevo
genoma, existen errores genotipicos (insercion, sustitucion, o delecion), los cuales conducen
a cambios en el comportamiento de los nuevos virus ante el ambiente y ante el huésped

produciendo a su vez cambios fenotipicos'?.

Las proteinas no estructurales (nsp) del SARS-CoV-2 son esenciales para la replicacion del
virus y la manipulacion de la célula huésped. La nspl y nsp2 regulan la replicacion del ARN
y las sefales de supervivencia celular. Las nsp3 a nsp6 modifican las membranas del reticulo
endopldsmico y procesan poliproteinas virales. Las nsp7, nsp8 y nsp12 forman el complejo
de la ARN polimerasa (RdRp), responsable de copiar el genoma viral. La nsp9 y nspl0
estabilizan y maduran el ARNm viral. Las nspl3 a nspl6 intervienen en la replicacion,
correccion de errores y metilacion del ARN, asegurando la eficiencia y fidelidad del proceso

replicativo'®,

Ciclo replicativo del virus SARS-CoV-2

El virion de SARS-CoV-2 se une a la célula hospedera mediante la interaccion de la
glicoproteina de la espiga (proteina S) con su receptor, la proteina ACE2, abundante en el
tejido respiratorio, yendo desde el tracto superior, como el de la cavidad nasal y bucal, hasta

el inferior, afectando principalmente a los alvéolos pulmonares'?.

Una vez que el virus se une a la membrana celular, el ARN viral de cadena es liberado en el
citoplasma de la célula hospedera en este caso el ser humano. Este genoma actlia
directamente como ARN mensajero (ARNm) y se traduce en dos grandes poliproteinas, que

después se procesan para formar proteinas no estructurales (nsp), las cuales conforman el



complejo de replicacion y transcripcion del virus, responsable de copiar el material genético
viral y generar los ARNm necesarios para producir nuevas proteinas, en este caso
estructurales. Paralelamente, el virus reorganiza las membranas del reticulo endoplédsmico
para crear vesiculas de doble membrana que protegen su ARN durante la replicacion.
Finalmente, las proteinas estructurales ensamblan nuevas particulas virales en el aparato de
Golgi, que son liberadas al exterior celular mediante exocitosis, listas para infectar otras

células del tejido respiratorio!’.

Epidemiologia del SARS-CoV-2

Actualmente se evidencié que la variante mas dominante a nivel mundial es la Delta. En
paises donde hace un tiempo la variante Alfa era la mas prevalente, ya que se caracteriza por
su mayor transmisibilidad y letalidad que la original, la variante Delta ha logrado desplazarla
casi en su totalidad. Varios estudios han evidenciado que la variante Delta es mas
transmisible y conlleva un mayor riesgo de hospitalizacion que la variante Alfa en aquellas
personas que no estdn inmunizadas. Por otro lado, esta variante se caracteriza por la
capacidad de evadir la respuesta inmune tanto de forma natural como de forma inducida por

las vacunas'®.

Durante marzo de 2020, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) declar6 oficialmente
como pandemia el brote de COVID-19, originado en China. Para entonces, el virus ya se
habia extendido a mas de 50 paises. A partir de entonces, diversas instituciones de salud
publica a nivel mundial han estado constantemente dandole seguimiento continuo a la
evolucion de la pandemia, emitiendo informes y recomendaciones actuales con el fin de

guiar la respuesta mundial frente a la situacion sanitaria de emergencia'’.

Alrededor del 11 de marzo de 2020, en el Ecuador se declard el estado de emergencia
sanitaria debido al crecimiento acelerado en casos de SARS-CoV-2, hasta el 13 de ese mes,
cuando se contabilizaban 205 casos confirmados y un fallecimiento. Basandose en los 9468
casos confirmados, se realizé en Ecuador un informe epidemioldgico que contenia variables
sociodemograficas. Se pudo evidenciar una elevada tasa de mortalidad, la cual fue mas alta

en hombres con un 6,86% que en mujeres con un 3,35%.

Asi mismo, la tasa de letalidad obtenida en dicho afio fue de 1,6 %, superando paises como
Italia y China, que reportaban un 0,4 %, debido a la presencia de afecciones coexistentes que

incrementaron la tasa de letalidad a un 16,9 % en hombres y 10,3 % en mujeres, lo cual se



dio debido a la falta de recursos para un pronto diagndstico en centros de salud y hospitales
publicos. Por lo que, se pudo evidenciar una relacién letalidad-nivel socioeconémico,
mostrandose mas elevada en grupos montubios e indigenas del pais. Para el mes de mayo de
2020 en Ecuador, la tasa de letalidad llego al 8,59%; en cambio, a nivel mundial era del

6,13%%.

Factores que contribuyen al riesgo de la enfermedad

El virus del SARS-CoV-2 puede transmitirse por contacto directo entre personas e indirecto
a través de objetos contaminados. Los mecanismos de transmision pueden estar
influenciados por varios factores ambientales, conductuales, fisicos y viroldgicos, como su
carga viral y el sitio de entrada del virus en el organismo. La proliferacion del virus del
SARS-Cov-2 mediante aerosoles puede producirse cuando una persona toca una superficie
infectada y posteriormente sus manos son llevadas hacia sus mucosas como boca, nariz y
ojos, el tiempo de vida del virus depende del tipo de superficie, superficies de plastico y
acero inoxidable (3-4 dias), carton (24 horas) y cobre (4 horas). Por lo que es recomendable

el lavado de manos con agua, jabon y la utilizacion de desinfectantes®”.

Si bien se ha detectado ARN del SARS-CoV-2 en muestras de sangre y heces, la evidencia
cientifica recopilada sugiere que la via fecal-oral no representa una ruta significativa de
contagio; sin embargo, se plantea esta posibilidad de transmisién®'. Asimismo,
investigaciones recientes han revelado casos de transmision transplacentaria, donde se
identifico una mayor carga viral en tejido placentario en comparacion con el liquido
amnidtico o la sangre materna?. Esta informacion ha sido respaldada por organismos como
el Centro Europeo para el Control y la Prevencion de Enfermedades, que considera la

deteccion de los genes “E” y “S” del virus como confirmacion diagnostica®.

Algunas revisiones sistematicas han reportado la posibilidad de transmision vertical del virus
durante el parto vaginal, con tasas entre el 9,6% y el 21%, aunque esta hipotesis alin requiere
mayor evidencia cientifica. Por otro lado, uno de los efectos colaterales de la pandemia ha
sido la disminucion de los procedimientos de trasplante, lo que ha incrementado la
mortalidad entre quienes se encontraban en lista de espera. En Espaia, por ejemplo, el 13 de
marzo de 2020, el nimero promedio diario de donantes se redujo de 7,2 a 1,2, y los

trasplantes pasaron de 16,1 a 2,1 por dia*’.
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Variantes del virus SARS-CoV-2

Una mutacién es un cambio especifico dado en la secuencia de nucledtidos en el material
genético de un organismo, en este caso, se hace referencia a un agente infeccioso,
especificamente un virus, y aquel que contenga una o mas de estas mutaciones con respecto
a su secuencia genética original es denominado “variante”. Estas mutaciones permiten al
virus escapar de la inmunidad natural, provocando reinfecciones, infectividad en el
tratamiento y causando mayor severidad o virulencia, afectando el rendimiento de las

pruebas diagnosticas'®.

Una de las primeras mutaciones de interés que adquiri6 SARS-CoV-2 fue la sustitucion de
D614G en la proteina Spike; la ventaja de esta mutacion es que proporciona al virus la
capacidad de tener mayor infectividad y transmisién en modelos animales, cultivos celulares
y humanos. Algunas mutaciones dadas en la union al receptor de la proteina Spike del SARS-
CoV-2, se han denominado N439K, con una mayor atracciéon de union al receptor ACE2
humano, la misma otorga al virus una ventaja frente al sistema inmunitario, que le permite
resistir la accion de varios anticuerpos monoclonales neutralizantes, incluyendo uno
aprobado por la Food and Drug Administration (FDA) en casos de emergencia. Ademas,
esta alteracion disminuye la eficacia de algunos sueros policlonales provenientes de personas
que ya se han recuperado de la infeccion por COVID-19, lo que evidencia su capacidad de

reducir la proteccién adquirida de manera natural®®,

Sistema de nomenclatura dinamica Pango para el virus SARS-CoV-2

El sistema de nomenclatura dindmica Pango clasifica los linajes del SARS-CoV-2 mediante
genomas virales completos o casi completos; no obstante, se dispone de multiples secuencias
que abarcan de forma exclusiva el gen de la espicula (Spike o gen S). Se determiné que las
secuencias de nucledtidos restringidas al gen S posibilitan la identificaciéon de diversos
linajes, incluidas las variantes de preocupacion. Se registra ambigiiedad taxondmica debido
a que ciertas secuencias del gen S son compartidas entre distintos linajes Pango. Para
resolver esta limitacion, se introdujo el concepto de "conjuntos de linajes" (lineage sets), el
cual agrupa los linajes compatibles con una secuencia S especifica y permite la clasificacion

a partir de datos subgendmicos?.
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Respuesta inmunitaria al virus SARS-CoV-2

Respuesta inmune innata

La inmunidad innata detecta el SARS-CoV-2 mediante receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs), como los receptores tipo Toll (TLRs), en particular TLR3, TLR7 y TLRY;
estos receptores en la superficie de células endoteliales y dendriticas pulmonares reconocen
el ARN de doble cadena activando la transcripcion de interferones (IFN) tipo I y citoquinas
proinflamatorias. Coon el paso de los anos el SARS-CoV-2 ha desarrollado mecanismos
para esquivar la primera linea de defensa del sistema inmunitario mediante proteinas
accesorias conocidas como ORF6 y ORF8. La ORF6 obstaculiza la senalizacion de STAT],
y la ORF8 interviene en la maduracion de las células dendriticas, estos cambios retrasan la
produccion de interferones (IFN), las cuales son moléculas clave en la respuesta antiviral,
creando asi un entorno favorable para que su replicacion en la fase inicial. La desregulacion
innata culmina en una "tormenta de citoquinas", con altos niveles de IL-6, IL-8 y TNF-q,

que promueven la inflamacién y el sindrome de dificultad respiratoria aguda®.
Respuesta inmune adaptativa

La inmunidad adaptativa se inicia cuando células dendriticas presentan antigenos virales
(principalmente de la proteina S), via el complejo mayor de histocompatibilidad (MHC) I o
MHC II a linfocitos T naive en ganglios linfaticos mediastinicos. Cuando una célula presenta
fragmentos del virus SARS-CoV-2 en su superficie a través del complejo MHC-I, los
linfocitos CD8+ se activan, se multiplican y atacan directamente a las células infectadas para
eliminarlas; ademas, liberan una molécula llamada interferon gamma (IFN-y), que ayuda a

coordinar la respuesta inmunitaria®’.

Durante la presentacion antigénica a través de la via del MHC-II, los linfocitos T CD4+ se
activan y se diferencian en distintos subtipos; entre ellos, los linfocitos Thl inducen a la
activacion de macrofagos y estimulan la producciéon de citocinas proinflamatorias,
favoreciendo una respuesta inmunitaria de tipo celular. Por su parte, los linfocitos Th17
participan en el reclutamiento de neutréfilos, lo que contribuye a la eliminacion de

patdgenos, especialmente en fases tardias de la respuesta’®.
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Linfocito T CD8+

Las células T CD8+ median la respuesta inmunitaria frente al SARS-CoV-2 a través del
reconocimiento y la lisis de células infectadas. Se han caracterizado multiples epitopos
inmunodominantes que inducen la activacion de estos linfocitos, localizados en las regiones
gendmicas ORF1 y ORF3. Los datos indican que hasta un 27% de las células T CD8+
interactiian con dichos epitopos en pacientes diagnosticados con COVID-19%. En individuos
convalecientes, se detectan respuestas celulares especificas con diferenciacion hacia
fenotipos de memoria, asociadas a la generacion de inmunidad prolongada. Se determiné
una mayor magnitud y activacion de esta subpoblacion linfocitaria en los cuadros clinicos
severos, lo que evidencia una correlacion estadistica y clinica entre el nivel de respuesta

CD8+ y la progresion de la enfermedad™.
Respuesta humoral y células B

Las células B se activan por antigenos nativos y con ayuda de células T foliculares,
diferenciandose en plasmablastos que secretan IgM (dias 5-10) seguidos de IgG e IgA
neutralizantes contra la proteina S y RBD (receptor-binding domain). La afinidad de
anticuerpos aumenta via hipermutacion somadtica en centros germinales, generando
inmunidad humoral duradera (hasta 12 meses en >90 % de convalecientes). Accesiblemente,
las células B son las "fabricas de balas"; producen anticuerpos que marcan al virus para su
destruccion y, con el tiempo, fabrican versiones mas precisas y recordatorias para futuras

amenazas.’!

Complejo mayor de histocompatibilidad

El Complejo Mayor de Histocompatibilidad (MHC) es un conjunto de proteinas que actiian
como un sistema de identificacion para las células del cuerpo. Su funcién principal es
presentar péptidos en la superficie celular, permitiendo que las células del sistema
inmunitario reconozcan si esos fragmentos provienen del propio organismo o de un agente
extrafio. Esta presentacion es crucial para activar una respuesta inmune adecuada y eliminar

las células infectadas o anormales>?.

El MHC se divide en dos clases: MHC clase I y MHC clase II. E1 MHC clase I se encuentra
en todas las células nucleadas del cuerpo y presenta péptidos provenientes del interior de la

célula, como fragmentos de proteinas virales. Esto permite que los linfocitos T CD8+
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reconozcan y destruyan células infectadas. En cambio, el MHC clase II se expresa en células
del sistema inmune como: macrdéfagos y células dendriticas, que presentan péptidos
derivados del medio extracelular a los linfocitos T CD4+, que coordinan la respuesta

inmunitaria’?.

El MHC clase I esta formado por una molécula heterodimérica compuesta por dos cadenas:
una cadena pesada (o) y la P2-microglobulina (B2m). La cadena pesada, de
aproximadamente 45 kDa, est4 anclada a la membrana celular y se divide en tres dominios:
al, a2 y a3. Los dominios al y a2 se pliegan para formar una hendidura o surco de union al
péptido, donde se alojan fragmentos cortos de proteinas, generalmente de 8 a 10
aminoacidos. Este surco es altamente polimérfico, lo que permite que diferentes alelos del
MHC-I reconozcan una amplia variedad de péptidos, la f2m se utiliza clinicamente como
un marcador tumoral para evaluar canceres de sangre y como un indicador sensible de

disfuncion renal 32 .
Antigenos

Se define a los antigenos como estructuras moleculares reconocidas como ajenas por el
sistema inmunitario, con capacidad para inducir una respuesta especifica mediante su union
a receptores de anticuerpos o linfocitos T. De acuerdo con su origen, se clasifican en
exogenos (ubicados en el entorno extracelular, presentes en patdégenos o tejidos
trasplantados), endogenos (sintetizados a nivel intracelular durante procesos infecciosos o
neoplasicos) y autoantigenos (moléculas propias asociadas a fendmenos de

autoinmunidad)*3-*,

A nivel bioquimico, se componen de proteinas, polisacaridos, lipidos o acidos nucleicos; se
determina que las proteinas presentan la mayor capacidad inmunogénica documentada. En
funcién de sus propiedades estructurales y funcionales, se categorizan en haptenos
(moléculas de bajo peso molecular dependientes de la conjugacion con proteinas
transportadoras para generar respuesta), superantigenos (inductores de la activacion

inespecifica de linfocitos T) y alérgenos (mediadores de reacciones de hipersensibilidad)?*-*,

Epitopos lineales y conformacionales

Un epitopo es una pequeiia porcion de una molécula, generalmente una proteina, que es

reconocida especificamente por el sistema inmunitario. El epitopo se une al MHC
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desencadenando una respuesta defensiva frente a agentes extrafios como virus, bacterias,

hongos, parasitos o células aberrantes del propio organismo.*

Existen dos tipos de epitopos: lineales y conformacionales. Los epitopos lineales estan
formados por una secuencia continua de aminoéacidos, mientras que los conformacionales
surgen cuando diferentes partes de una proteina se acercan entre si al plegarse en su
estructura tridimensional. Los dos tipos de epitopos son reconocidos por anticuerpos, aunque
los conformacionales son los méas comunes en proteinas naturales. Los epitopos se clasifican
segun el tipo de célula inmunitaria que los reconoce. En el caso de los linfocitos B, suelen
encontrarse en la superficie de los antigenos y son detectados directamente por los
anticuerpos. En cambio, los epitopos con mas afinidad de ser reconocidos por linfocitos T
corresponden a fragmentos de proteinas que han sido procesados y posteriormente

presentados por las moléculas del MHC, lo que permite su reconocimiento y activacion®>,
Epitopos inmunogénicos y notables, inmunogenicidad y toxicidad

La inmunogenicidad de los epitopos se define como la capacidad de inducir una respuesta
inmunitaria, mediada por la activacion de linfocitos T y B. Esta propiedad determina los
parametros de disefio para vacunas y terapias basadas en anticuerpos. Se documenta que
ciertas secuencias epitopicas desencadenan reactividad inmunoldgica colateral, como la
sintesis de anticuerpos antifarmaco (ADA), los cuales disminuyen la eficacia terapéutica y

generan eventos clinicos adversos®¢.

Para atenuar estos riesgos, se implementan métodos experimentales y computacionales
dirigidos a la identificacion y modificacion de epitopos T y B en proteinas terapéuticas, con
el objetivo de reducir el potencial inmunogénico preservando la actividad funcional
intrinseca. Durante el desarrollo de vacunas peptidicas, la protocolizacion exige el analisis
de la toxicidad y la alergenicidad de las secuencias. Mediante aproximaciones in silico, se
disefiaron modelos vacunales que registran alta inmunogenicidad, con ausencia de toxicidad

y de reactividad alérgica®*®.

Se identifican perfiles epitopicos patogénicos o toxicos; los datos indican que su delecioén o
sustitucion incrementa el margen de bioseguridad y la eficacia de los biologicos. La afinidad
de union del epitopo a las moléculas del complejo principal de histocompatibilidad (MHC)

de clase I constituye un determinante medible de la capacidad inmunogénica. Se
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establecieron umbrales de afinidad especificos que operan como predictores cuantitativos

para la activacion de linfocitos T citotoxicos?®.

Bioinformatica

Se define la bioinformatica como una disciplina que integra principios de biologia,
informatica y estadistica para la gestion, el analisis y la interpretacion de datos biologicos a
gran escala, tales como secuencias gendmicas y estructuras macromoleculares. La aplicacion
de herramientas computacionales permite la elucidacion de sistemas bioldgicos complejos.
Esta aproximacion metodologica sustenta procesos que abarcan desde la anotacion genémica
hasta el disefio de farmacos, mediante el empleo de técnicas como el modelado estructural y

el acoplamiento molecular®’.

La disciplina comprende areas de especializacion que incluyen la biologia computacional,
la genodmica, la protedmica y la biologia estructural. Se establece que la integracion de
métricas y bases de datos heterogéneas procedentes de estas ramas constituye el mecanismo

operativo para el desarrollo de la medicina personalizada y la investigacién biomédica®’-*.

Herramientas bioinformaticas para la prediccion de epitopos

NetMHCpan clase I es una herramienta bioinformatica disefiada para predecir la uniéon de
péptidos a moléculas del MHC de clase 1. Esta herramienta inmunobioinformatica se basa
en el aprendizaje automdtico mediante el marco NNAlign MA, que integra grandes
volumenes de datos experimentales de afinidad de union (BA) y de ligandos eluidos (EL)
obtenidos por espectrometria de masas. Este modelo supera versiones anteriores al poder
manejar datos multi-alélicos (MA), es decir, péptidos que pueden unirse a varias variantes

alélicas del MHC?.

Durante el entrenamiento, el algoritmo asigna de manera repetitiva cada péptido a la
molécula MHC con mayor probabilidad de unién, lo que permite descubrir nuevos motivos
de unioén y aumentar la precision de las predicciones. NetMHCpan-4.1 abarca mas de 11.000
moléculas MHC-I ofreciendo una medida denominada %Rank, que compara la capacidad

de unidén de un péptido al MHC con respecto a un conjunto de péptidos naturales aleatorios.

El %Rank normaliza los resultados permitiendo comparar la afinidad de union entre

diferentes alelos del MHC, en lugar de mostrar solo el puntaje bruto de prediccion.
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Entre mas bajo sea el %Rank indica una uniéon mas fuerte:

e %~Rank < 0,5%: péptido es considerado un ligando fuerte (Strong Binder)
e %~Rank entre 0,5% y 2%: péptido es un ligando débil (Weak Binder)

e %Rank > 2%: se considera que el péptido tiene baja o nula afinidad de unién®’.

Diagnostico clinico y de laboratorio del SARS-CoV-2

El diagnostico del SARS-CoV-2 se basa en la integracion de los hallazgos clinicos con las
pruebas de laboratorio, ya que los sintomas se superponen a los de muchas otras infecciones
respiratorias. La confirmacion de laboratorio es fundamental para el manejo del paciente y

la infeccion®.

Los métodos moleculares para la identificacion del SARS-CoV-2 se fundamentan en la
deteccion de material genético viral. Se establece la reaccion en cadena de la polimerasa con
transcriptasa inversa en tiempo real (RT-qPCR) como la técnica de referencia, dado que
permite la deteccion y cuantificacion de ARN con alta sensibilidad y especificidad
diagnostica. Se dispone de técnicas de amplificacion isotérmica, tales como RT-LAMP y
RT-RPA, las cuales reducen el tiempo de procesamiento y el requerimiento de

instrumentacion de alta complejidad*!.

Los ensayos basados en el sistema CRISPR para la deteccion del SARS-CoV-2 se describen
como alternativas metodolégicas a la técnica RT-qPCR. Mediante la plataforma DETECTR,
fundamentada en la endonucleasa CRISPR-Cas12, se determiné la presencia de ARN viral
en un intervalo inferior a 40 minutos, con lectura visual a través de ensayos de flujo lateral
y una sensibilidad analitica equivalente a la RT-PCR. Se valid6 la técnica AIOD-CRISPR,
la cual emplea dos secuencias de ARN guia para la identificacion diagndstica en un solo
paso; los registros indican la obtencién de resultados en aproximadamente 20 minutos con

requerimientos de instrumentacion minimos*?.

Ademas, la secuenciacion de nueva generacion (NGS) se ha convertido en una herramienta
indispensable para la vigilancia gendmica, ya que permite caracterizar el genoma completo

del virus, identificar mutaciones y monitorear la aparicién de variantes de preocupacion®’.

Por otro lado, se emplean también pruebas rapidas de deteccion de antigenos, que son una
herramienta util ya que ofrecen resultados en minutos y son especialmente beneficiosas en

situaciones donde las pruebas de amplificacion de 4acidos nucleicos (NAAT) tienen
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capacidad limitada. Estas pruebas ayudan a identificar personas con mayor probabilidad de
ser infecciosas; sin embargo, debido a su menor sensibilidad, algunos casos pueden no
detectarse, por lo que resulta importante complementarlas con otros métodos diagnosticos

para aumentar la precision****
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CAPITULO III. METODOLOGIA
Enfoque de la investigacion

La investigacion sobre el tema Prediccion in silico de epitopos T CD8+ en la proteina Spike
de variantes del virus SARS-CoV-2 es de cardcter cuantitativo, de tipo descriptivo-
comparativo, cuyo proposito es organizar y comparar resultados derivados de herramientas
bioinformadticas bajo criterios numéricos preestablecidos en el mismo. Es por ello que
variables como el %Rank, el IC50 (nM), asi como el conteo de epitopos SB (Strong Binder)
y WB (Weak Binder), permiten establecer una jerarquizacion objetiva basada en umbrales
definidos, facilitando la identificacion de candidatos con mayor afinidad o relevancia

bioldgica al virus mediante el uso de predicciones computacionales.

Tipo de investigacion

Segun el nivel:

Es descriptivo ya que tiene como objetivo analizar y caracterizar los epitopos T CD8+ de la

proteina Spike en distintas variantes de SARS-CoV-2, sin establecer relaciones causales.
Segun el disefio:

La presente investigacion se enmarcé dentro de un disefio no experimental, dado que no se
realizd manipulacion alguna de las variables de estudio. Los fendmenos fueron observados
y analizados en su contexto bioinformatico natural, tal como se manifiestan en el entorno en

el que ocurren.
Segun la secuencia temporal:

Es de secuencia transversal ya que los datos fueron recolectados en un solo momento desde
las bases de datos biologicas con el proposito de analizar las variables relacionadas con la

afinidad y la presentacion antigénica.
Segun la cronologia de los hechos:

Es retrospectiva puesto que se analizaron secuencias de aminoacidos de la proteina Spike de
las variantes de SARS-CoV-2, articulos ya existentes en las diferentes bases de datos

bioldgicas.

29



Poblacion y muestra

Poblacion

De acuerdo con la nomenclatura PANGO, hasta el afio 2022 se han identificado y registrado

aproximadamente 1300 linajes distintos del virus del SARS-CoV-2%,
Muestra

La muestra estuvo conformada por nueve secuencias de aminodcidos completas de la
proteina Spike del SARS-CoV-2, correspondientes a las siguientes variantes: Alpha
(B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2), Epsilon (B.1.427), Eta (B.1.525),
Iota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Lambda (C.37), obtenidas en formato FASTA desde

bases de datos publicas.

Criterios de inclusion y exclusion

Criterios de inclusion

= Secuencias completas de la proteina Spike

= Secuencias verificadas y anotadas en bases de datos ptblicas

= Secuencias consideradas de interés de acuerdo a la clasificacion de la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS)

= Secuencias sin evidencia de recombinacion
Criterios de exclusion

= Secuencias sin metadatos de fecha o ubicacion
= Secuencias derivadas de pasajes en cultivo celular o muestras ambientales

= Secuencias en formato no estandar o sin ID traceable

Método de estudio

El presente trabajo utilizd6 el método in silico, que emplea bases de datos cientificas y
herramientas computacionales avanzadas para llevar a cabo simulaciones y analisis
moleculares. Esta metodologia permite explorar procesos biologicos de manera virtual, sin
necesidad de manipular directamente muestras fisicas, lo que optimiza recursos y reduce

riesgos asociados al trabajo experimental.
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Técnica e instrumentos de recoleccion de datos

Técnica: La técnica utilizada fue la revision documental, ya que el estudio se baso en la

recopilacion de secuencias de aminoécidos cargadas en bases de datos cientificas.

Instrumento: Se utilizaron diversas bases de datos cientificas como: UniProt, GISAID y

NCBI.

Métodos de analisis y procesamiento de datos

Se obtuvieron las secuencias de aminoacidos de la proteina Spike de las variantes del virus
SARS-CoV-2 en bases de datos biologicas y publicas como UniProt, GISAID y NCBI. Se
seleccionaron las secuencias que cumplieron con los criterios de inclusion y exclusion.
Posteriormente, las secuencias seleccionadas fueron las proteinas Spike de las variantes
Alpha (B.1.1.7), Beta (B.1.351), Gamma (P.1), Delta (B.1.617.2), Epsilon (B.1.427), Eta
(B.1.525), Iota (B.1.526), Kappa (B.1.617.1), Lambda (C.37); dichas secuencias fueron
formateadas en archivos FASTA, compatibles con plataformas de prediccion

bioinformatica.

Para la prediccion de epitopos CD8+ se utilizé la herramienta bioinformatica NetMHCpan
clase I; esta herramienta se basa en el uso de redes neurales artificiales (RNA) para predecir
la union de péptidos al complejo mayor de histocompatibilidad de clase I (MHCI). En el
presente estudio se emplearon dos alelos especificos para la prediccion: el HLA-A02:01
identificado como el mas frecuente en individuos mestizos ecuatorianos y el HLA-A24:02
caracterizado por su alta prevalencia en poblaciones indigenas andinas. Los resultados

obtenidos en la prediccion de epitopos se clasificaron segun el valor de %Rank, donde:

= 9%~Rank <0.5: Ligando fuerte
= Y%-Rank entre 0.5 y 2: Ligando débil
= 9%Rank >2: No ligante

Posteriormente, con los datos obtenidos a partir de la prediccion de epitopos se realizé un
andlisis para evaluar su potencial antigénico y capacidad para inducir una respuesta
inmunitaria mediante la utilizacion de la base de datos de epitopos inmunitarios (IEDB).
Luego se realizo un andlisis comparativo entre los epitopos identificados en las variantes del
SARS-CoV-2 para jerarquizarlos como potenciales candidatos para la utilizacion de nuevos

métodos diagnosticos y vacunas regionales.
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Consideraciones éticas

En el desarrollo de la investigacion sobre la prediccion in silico de epitopos T CD8+ en la
proteina Spike de variantes del virus SARS-CoV-2, es importante destacar que este estudio
se realizd exclusivamente de manera in silico. Dado que no involucra experimentacion
directa con muestras bioldgicas, tejidos o seres vivos, este enfoque no requiere una carta de

aprobacion por parte de un comité de bioética.
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CAPITULO IV. RESULTADOS Y DISCUSION

Esta seccion presenta los resultados del analisis bioinformatico de la prediccion de epitopos
MHC clase I respecto a la proteina Spike del SARS-CoV-2, especificandose en las
secuencias de aminodcidos recopiladas a partir de bases de datos de informaciéon de
moléculas bioldgicas, en las que se identificaron variantes como Alpha, Beta, Delta, Epsilon,

Eta, Gamma, lota, Kappa y Lambda.

Tabla 1: Secuencias de aminodcidos de la proteina Spike de las diferentes variantes
inmunogenicas del virus SARS-CoV-2.

. . Secuencia
Variante Linaje Origen Lo?f;;ud C(::lge(s)ode aa
(Ver anexo 1)
Alpha B.1.1.7  Reino Unido 1270 AOATT8KZF1 1
Beta B.1.351 Sudafrica 1270 QRN78347.1 2
Gamma P.1 Brasil 1271 QRX39425.1 3
Delta  B.1.617.2 India 1273 QUD52764.1 4
Epsilon  B.1.427 Estados 1270 QOM19141.1 5
Unidos
Eta B.1.525 Nigeria/Reino 1273 QRF70806.1 6
Unido
Iota B.1.526 Estados 1273 QRX49325.1 7
Unidos
Kappa B.1.617.1 India 1273 QTY83052.1 8
Lambda C.37 Pertl 1266 QTJ90974.1 9
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Resultado

En la Tabla 1 se hace una descripcion general de las variantes del virus SARS-CoV-2; se
encontraron 9 secuencias de aminoacidos de la proteina Spike, las mismas se encuentran
clasificadas segtn los criterios de la OMS como variantes de preocupacion (Alpha, Beta,
Gamma, Delta) y variantes de interés (Epsilon, Eta, Iota, Kappa y Lambda); cada variante
presenta su linaje acorde al sistema PANGO (codificacion de linaje) y la zona geografica de
deteccion inicial de la variante con una distribucion global notable, abarcando cuatro
continentes: Europa, Africa, Asia y América. Todas estas variantes fueron detectadas en el
afio 2020 con una longitud de 1273 aminodacidos. Se dispone del codigo de accesion de la
plataforma ViralZone y se detallan los aminoacidos correspondientes a la variante en el

anexo 1.
Discusion

Si bien estas variantes identificadas en el ano 2020 se pueden verificar que coinciden
precisamente con el periodo inicial de diversificacion y expansion global del virus tras su

aparicion en Wuhan, China. Caputo et al.*

mencionan que este patron de emergencia
temprana refuerza la importancia de estudiar estas variantes en andlisis comparativos

funcionales de la proteina Spike.

En cuanto a la longitud de la secuencia de la proteina Spike, la mayoria de las variantes
presentan la longitud estdndar entre 1270 — 1273 aa; la variante Lambda (C.37) muestra una

longitud ligeramente menor (1266 aa), Chen et al. 4

sugiere que esta variacion puede deberse
a deleciones en el gen S que han sido caracterizadas en diversas variantes y que impactan
en dominios funcionales de la proteina Spike, como la region N-terminal o la subunidad S2,

alterando potencialmente la estructura terciaria y la funcion biologica.

La aparicion inicial de las variantes en diferentes regiones, en Europa (Alpha), Africa (Beta),
Asia (Delta y Kappa), Sudamérica (Gamma y Lambda) y Norteamérica (Epsilon e Iota)
evidencia como el virus se expandié velozmente y desarroll6 trayectorias evolutivas propias
en cada continente durante las primeras etapas de la pandemia®’. Andre et al.*® sefialan que
este patron global resalta la necesidad de estudios comparativos que consideren no solo la
secuencia de Spike sino también la presion selectiva ejercida por factores epidemiologicos

y vacunales en cada region.
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Prediccion bioinformatica de epitopos de los linfocitos T CD8+ de la proteina Spike en
variantes del virus SARS-CoV-2 para el analisis de inmunogenicidad y el disefio de
vacunas.

Para el analisis de prediccion de epitopos reconocidos por linfocitos T CD8+ generado por
la proteina Spike, se evaluaron de manera independiente los distintos alelos considerados en

el estudio, como lo presentado en la tabla 2, referidos especificamente al alelo HLA-

A*02:01.

Tabla 2: Predicciones de epitopos MHC-I para HLA-A*02:01 en variantes de Spike SARS-
CoV-2

Variante SB WB Epitopos inmunogénicos

(m) (m)

Alpha B.1.1.7 11 24 YLQPRTFLL (0.013), KIADYNYKL (0.067), FIAGLIALV (0.241)

Beta B.1.351 10 23 TLDSKTQSL (0.041), NIADYNYKL (0.352), SHAYTMSL (0.300)

Delta B.1.617.2 11 25 TLDSKTQSL (0.041), KIADYNYKL (0.067), GLTVLPPLL (0.259)

Epsilon B.1.427 12 25 KIADYNYKL (0.067)

Eta B.1.525 10 24 TLDSKTQSL (0.041), KIADYNYKL (0.067), SHAYTMSL (0.300)

Gamma P.1 11 24 YLQPRTFLL (0.013), TIADYNYKL (0.184), STAYTMSL (0.300)

Iota B.1.526 11 24 TLDSKTQSL (0.041), KIADYNYKL (0.067), FIAGLIAIV (0.241)

Kappa B.1.617.1 11 25 TLDSKTQSL (0.041), KIADYNYKL (0.067), GLTVLPPLL (0.259)

Lambda C.37 11 24 YLQPRTFLL (0.013), KIADYNYKL (0.067), GLNVLPPLL (0.166)

Notas: SB = Unidn fuerte (%oRank: < 0.5); WB = Union débil (%Rank: < 2.0)

Resultado

Las predicciones de epitopos MHC-I para el alelo HLA-A*02:01 mostraron un perfil
cuantitativo evidenciado por un promedio de 11 epitopos de union fuerte (SB) y 24 de unién
débil (WB) por variante. Las variantes Alpha B.1.1.7, Delta B.1.617.2, Gamma P.1, Iota
B.1.526 y Lambda C.37 presentaron 11 epitopos SB cada una, mientras que Beta B.1.351 y
Eta B.1.525 mostraron 10, y Epsilon B.1.427 fue la que mas epitopos SB tuvo, con 12,
debido a mutaciones especificas como L452R que afadieron epitopos WB en la region S1.
Entre los epitopos compartidos més relevantes estaban YLQPRTFLL (0.013 %Rank EL en
el dominio RBD) y KIADYNYKL (0.067 %Rank EL), que estaban en la mayoria de las
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variantes, aunque mutaciones como E484K en Beta y Gamma disminuyeron ligeramente la
afinidad en algunos péptidos del RBD.

Discusion

Los hallazgos de esta tabla demuestran que las mutaciones en variantes como Delta y
Gamma mantienen una capacidad de presentacion antigénica comparable a la de la cepa
original, pero con potencial para evasion inmune selectiva en portadores de HLA-A*02:01
debido a la pérdida o ganancia de epitopos WB en hotspots funcionales como el sitio de
unién a ACE2. Hamelin et al.*’ concuerda con estos resultados que destacan cémo las
variantes de preocupacion (VOC) diversifican el paisaje de epitopos de células T CDS8+,
potencialmente modulando la severidad de la enfermedad en poblaciones con alta
prevalencia de este alelo. Ademas, Hamelin et al*’. y Abd El-Baky et al.*° destacan que la
conservacion de epitopos como FIAGLIAIV en la region transmembrana lo convierte en
candidato universal para vacunas basadas en células T, alinedndose con revisiones que
enfatizan la robustez de predicciones in silico para guiar disefios vacunales contra VOC.
En el marco del andlisis de prediccion de epitopos de linfocitos T CD8+ derivados de la
proteina Spike, se realizd la evaluacion individual de cada alelo considerado. Los hallazgos

correspondientes al alelo HLA-A*24:02 se detallan a continuacion.

Tabla 3: Predicciones de epitopos MHC-I para HLA-A*24:02 en variantes de Spike SARS-
CoV-2

SB WB
Variante Epitopos notables

(m) (m)

Alpha B.1.1.7 10 27

RFDNPVLPF (0.221), YYHKNNKSW (0.081), EYVSQPFLM (0.171)

Beta B.1.351 10 26

YYHKNNKSW (0.081), VFKNIDGYF (0.334), GYLQPRTFL (0.287)

Delta B.1.617.2 10 27

RFDNPVLPF (0.221), YYHKNNKSW (0.081), VYSTGSNVF (0.029)

Epsilon B.1.427 11 28

RFDNPVLPF (0.221), EYVSQPFLM (0.171), VYDPLQPEL (0.075)

Eta B.1.525 9 25 YYHKNNKSW (0.107), VFKNIDGYF (0.334), VYSTGSNVF (0.029)
Gamma P.1 11 26 EFQFCNYPF (0.995), YFPLQSYGF (0.099)
Tota B.1.526 10 26 RFDNPVLPF (0.221), YYHKNNKSW (0.081), PYRVVVLSF (0.155)

KappaB.1.617.1 10 27

RFDNPVLPF (0.221), YYHKNNKSW (0.081), VPAHEKNFT (0.896)

Lambda C.37 10 26

YYHKNNKSW (0.081), NYNYQYRLF (0.085), YSPLQSYGF (0.717)

Notas: SB = Unidn fuerte (%oRank: < 0.5); WB = Union débil (%Rank: < 2.0)
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Resultados

En el caso del primer alelo utilizado (HLA-A*24:02), las predicciones mostraron un
promedio de 10 epitopos SB y 26 WB por variante, el mayor nimero de epitopos WB (28 y
27, respectivamente) fueron obtenidos de la variante Epsilon (B.1.427) y Delta (B.1.617.2).
Todas las variantes, excepto Eta (B.1.525) exhibieron al menos Alpha, Delta, lota y Kappa
y YYHKNNKSW (0.081 %Rank, presente en Beta, Delta, Lambda e Iota).

Variantes como Gamma P.1 introdujeron péptidos variante-especificos como EFQFCNYPF
que podrian alterar la presentacion en la region S1/S2 viral.

Discusion

Jin et al.’! expone que la prediccion para el alelo HLA-A*24:02, prevalente en poblaciones
indigenas andinas, presenta una mayor vulnerabilidad a la evasion por variantes como Beta
y Gamma debido a la disrupcion de epitopos en el RBD por mutaciones como E484K, lo
que podria explicar tasas mas altas de reinfeccion en estos grupos. La conservacion de
epitopos como YFPLQSYGF pone de manifiesto que aun existen blancos inmunologicos
estables frente a la variabilidad viral. Este hallazgo también marca la viabilidad de que
aquellas vacunas disefiadas con un enfoque pan-VOC puedan estimular respuestas
protectoras de linfocitos CD8+.

Jin et al.>! y Lopez et al.>* priorizan la necesidad de integrar predicciones NetMHCpan con
datos inmunogénicos mediante experimentos in vitro, con el fin de predecir respuestas T-
cell de variantes emergentes, especialmente para alelos no caucasicos.

Con el fin de identificar los epitopos mas relevantes de la proteina Spike de las variantes del
SARS-CoV-2, se realizd un proceso de jerarquizacion basado en su afinidad de union a
moléculas HLA. En esta etapa se seleccionaron los epitopos con mayor potencial
inmunogénico y, adicionalmente, se evaluaron parametros criticos como inmunogenicidad,

toxicidad y alergenicidad. Los resultados de este analisis se presentan en la siguiente tabla.
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Secuencias de aminoacidos de la proteina Spike ttiles en la diferenciacion de fenotipos

del virus SARS-CoV-2.

Tabla 4: Jerarquizacion de epitopos de alta afinidad de la proteina Spike de las variantes

del virus del SARS-CoV-2.

Epitopo Alelo %Rank  Inmunogenicidad  Toxicidad 1C50
YLQPRTFLL A*02:01 0.013 0.85 0.00 54
YYHKNNKSW  A*24:02 0.081 0.82 0.01 8.2
VYSTGSNVF A*24:02 0.029 0.78 0.00 6.8
TLDSKTQSL A*02:01 0.041 0.75 0.02 15.2
YFPLQSYGF A*24:02 0.099 0.74 0.00 14.7
KIADYNYKL  A*02:01 0.067 0.72 0.01 23.1
RFDNPVLPF A*24:02 0.221 0.71 0.00 18.5
SHAYTMSL A*02:01 0.300 0.70 0.00 28.4
VYDPLQPEL A*24:02 0.075 0.69 0.01 12.5
FIAGLIAIV A*02:01 0.241 0.68 0.00 10.3

Resultados

La tabla 4 presenta la clasificacion de 10 epitopos T CD8+ derivados de la proteina Spike
del virus SARS-CoV-2, basada en parametros inmunobioinformaticos como
inmunogenicidad, toxicidad y alergenicidad. Los epitopos YLQPRTFLL (HLA-A*02:01) y
YYHKNNKSW (HLA-A*24:02) emergen como los candidatos mas prometedores, ya que
ambos muestran porcentajes de %Rank bajos (0.013 y 0.081), indicando una fuerte afinidad
con otros péptidos del proteoma viral. Esto se refuerza por sus valores de IC50 muy bajos,
de 5,4 y 8,2 nM, que sugieren una union estable al complejo HLA-péptido. En cuanto a
seguridad, ninguno de los epitopos es alergénico y todos exhiben toxicidad nula o casi

Inexistente.

Discusion

1'53 1'54

Federico et al.”” y Weingarten-Gabbay et a hacen referencia a que la prediccion y
validacion de epitopos CD8* en SARS-CoV-2 en las cuales se ha observado que la fuerte

afinidad de uniéon al HLA y la alta inmunogenicidad predicha in silico se correlacionan
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fuertemente con respuestas mas robusta en la activacion de linfocitos T en ensayos
experimentales, lo cual respalda la utilizaciéon de pardmetros como %Rank e IC50 para

priorizar epitopos candidatos en el disefio de vacunas peptidicas dirigidas a Spike asi como

159 .56

también para el diagndstico. Pretti et al.>> y Magazine et al.”® exponen que los andlisis
inmunobioinformaticos han identificado epitopos con alta probabilidad de ser presentados
por HLA frecuentes en la poblacion y con potencial para activar células T CD8*, lo que ha
sido confirmado en algunos casos por ensayos funcionales de activacion de células T CD8+
in vitro y en pacientes en recuperacion, demostrando que epitopos de bajo %Rank pueden
inducir respuestas citotoxicas reales como: YLQPRTFLL en contexto HLA-A*02:01 y que
este enfoque general es valido para seleccionar epitopos inmunodominantes en SARS-CoV-
2. Asimismo, Nilsson et al.’” mencionan que las variaciones en la proteina Spike pueden
alterar la afinidad de union y la presentacion de epitopos especificos, lo que podria influir
en una respuesta inmune adecuada frente a variantes emergentes, aunque una fraccion

significativa de epitopos mantiene la capacidad de union prevista, justificando la inclusion

de epitopos conservados en estrategias de disefio universal de vacunas.
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CAPITULO V. CONCLUSIONES

Se recopilaron nueve secuencias de aminoacidos de la proteina Spike de variantes
del SARS-CoV-2 (Alpha, Beta, Delta, Epsilon, Eta, Gamma, lota, Kappa y Lambda)
con longitudes de aminoacidos entre 1270 y 1273 para ser analizadas mediante
analisis inmunobioinformaticos y obtener epitopos inmunogénicos.

Las herramientas inmunobioinformdticas de prediccion permitieron especificar
epitopos T CD8+: 27 del alelo HLA-A02:01 y 27 del alelo HLA-A24:02. Cada
variante del SARS-CoV-2 mostrd, en promedio, entre 10 y 12 ligandos fuertes y
entre 24 y 28 ligandos débiles de union, relacionados con estos alelos HLA,
evidenciando que la proteina Spike tiene un perfil inmunogénico robusto.

La comparacion inmunobioinformatica de las secuencias evidencidé conservacion
significativa de epitopos clave (como YLQPRTFLL y YYHKNNKSW) entre
variantes, a pesar de mutaciones que generan epitopos especificos o reducen la
afinidad en regiones funcionales, permitiendo la diferenciacion fenotipica y la

seleccion de candidatos universales para intervenciones inmunoldgicas regionales
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ANEXOS

Anexo 1: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Alpha B.1.1.7

>tr|AOATT8KZF1|AOATT8KZF1 SARS2 Spike glycoprotein OS=Severe acute
respiratory syndrome coronavirus 2 0X=2697049 GN=S PE=1 SV=1
MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTQDLFLPFFES
NVTWFHAISGTNGTKREFDNPVLPEFNDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNN
ATNVVIKVCEFQFCNDPFLGVYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQ
GNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPINLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLA
LHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITDAVDCALDPLSETKCTL
KSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVREFPNITNLCPFGEVENATRFASVYAWNRKRISNCVA
DYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNY
KLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGV
EGEFNCYFPLOSYGFQPTYGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENFE
NGLTGTGVLTESNKKFLPFQOFGRDIDDTTDAVRDPOQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTN
TSNQVAVLYQGVNCTEVPVATHADQLTPTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECD
IPIGAGICASYQTQTNSHRRARSVASQSITAYTMSLGAENSVAYSNNSIAIPINFTISVT
TEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKNTQEVFEFA
QVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGEFIKQYGDCLGD
TAARDLICAQKEFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMQOMA
YRENGIGVTONVLYENQKLTIANQEFNSATIGKIQDSLSSTASALGKLODVVNQONAQALNTLV
KQLSSNFGAISSVLNDILARLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQLTRAAEIRASAN
LAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICH
DGKAHFPREGVEFVSNGTHWEVTQRNFYEPQIITTHNTFVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLQP
ELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESLIDLQEL
GKYEQYTKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEP
VLKGVKLHYT

Anexo 2: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Beta B.1.351

>QRN78347.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MEFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTODLFLPFFSNVTWFHATHV
SGTNGTKRFANPVLPFNDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPF
LGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPI
NLVRGLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENG
TITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESTIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASVYAW
NRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGNIADYNY
KLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVKGENCYFPLQ
SYGFQPTYGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQ
QFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATIHADQLTPTW
RVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSITAYTMSLGVEN
SVAYSNNSIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVE
QODKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDEFGGENFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGEFIKQYGDCLGD
TAARDLICAQKEFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMOMAYREFNGIGVTQ
NVLYENQKLIANQFNSATGKIQDSLSSTASALGKLODVVNONAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSR
LDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQLIRAAETRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFEP
QSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPATICHDGKAHFPREGVEVSNGTHWEVTQRNEFYEPQITITTDNTEVS
GNCDVVIGIVNNTVYDPLOPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNL
NESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIATVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEP
VLKGVKLHYT
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Anexo 3: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Gamma P.1

>QRX39425.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MEFVFLVLLPLVSSQCVNEFTNRTQLPSAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTODLFLPFFSNVTWFHATHV
SGTNGTKREDNPVLPFNDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNYPF
LGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLSEFVFKNIDGYFKIYSKHTPI
NLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLOQPRTFLLKYN
ENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASV
YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASEFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGTIAD
YNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVKGENCYF
PLOSYGFQPTYGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENENGLTGTGVLTESNKKFL
PFOQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATHADQLT
PTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEYVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSITAYTMSLG
AENSVAYSNNSIAIPTNFTISVITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLOYGSEFCTQLNRALTGI
AVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGEFIKQYGDC
LGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMOMAYRFENGIG
VTONVLYENQKLTANQFNSATGKIQDSLSSTASALGKLODVVNONAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDI
LSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQOLTRAAETIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLM
SFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPATCHDGKAHFPREGVEVSNGTHWEVTQRNEFYEPQITITTDNT
FVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLOQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASFVNIQKETIDRLNEVA
KNLNESLIDLQELGKYEQYTIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKEDEDD
SEPVLKGVKLHYT

Anexo 4: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Delta B.1.617.2

>QUD52764.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MEVFLVLLPLVSSQCVNLRTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVEFRSSVLHSTOQDLFLPFESNVTWEHATHV
SGTNGTTREFDNPVLPEFNDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPF
LGVYYHKNNKSWMESGVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVEFKNIDGYFKIYSKHTPINL
VRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNEN
GTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVOPTESIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASVYA
WNRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYN
YKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSKPCNGVEGENCYFPL
QSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENENGLTGTGVLTESNKKFLPFE
QQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATIHADQLTPT
WRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSITIAYTMSLGAE
NSVAYSNNSIATPTNFTISVITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLOYGSFCTQLNRALTGIAV
EQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDEGGENFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGFIKQYGDCLG
DIAARDLICAQKEFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMOMAYRENGIGVT
ONVLYENQKLIANQFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLONVVNONAQALNTLVKQLSSNFGATISSVLNDILS
RLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQLIRAAEIRASANLAATKMSECVLGOSKRVDEFCGKGYHLMSE
POSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPAICHDGKAHFPREGVEVSNGTHWEVTQRNEYEPQITITTDNTEV
SGNCDVVIGIVNNTVYDPLOPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKN
LNESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSE
PVLKGVKLHYT
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Anexo 5: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Epsilon B.1.427

>QQOM19141.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MEVFLVLLPLVSIQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVEFRSSVLHSTOQDLFLPFESNVTWEHATHV
SGTNGTKREFDNPVLPENDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPF
LGVYYHKNNKSCMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVEFKNIDGYFKIYSKHTPI
NLVRDLPOGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYN
ENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVOPTESIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASV
YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASEFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEFVIRGDEVRQIAPGQTGKIAD
YNYKLPDDEFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGENCYF
PLOSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNEFNENGLTGTGVLTESNKKEL
PFQOQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATIHADQLT
PTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSITAYTMSLG
AENSVAYSNNSIAIPTNFTISVITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLOYGSFCTQLNRALTGI
AVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGENFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGFIKQYGDC
LGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMOMAYRFNGIG
VTONVLYENQKLIANQEFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLODVVNONAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDI
LSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQLTIRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLM
SFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPATCHDGKAHFPREGVEVSNGTHWEVTQRNEYEPQIITTDNT
FVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLOQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVA
KNLNESLIDLOQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFEFDEDD
SEPVLKGVKLHYT

Anexo 6: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Eta B.1.525

>QRF70806.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTRDLFLPFEFSNVTWEFHVISG
TNGTKREFDNPVLPENDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPFLG
VYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVEFKNIDGYFKIYSKHTPINLV
RDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENG
TITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESTIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASVYAW
NRKRISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNY
KLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVKGENCYFPLQ
SYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENFNGLTGTGVLTESNKKFLPFQ
QFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATIHADQLTPTW
RVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTHTNSPRRARSVASQSITAYTMSLGAEN
SVAYSNNSTIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVE
QODKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDEFGGEFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGEFIKQYGDCLGD
TAARDLICAQKEFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTLGAGAALQIPFAMOMAYREFNGIGVTQ
NVLYENQKLIANQFNSATGKIQDSLSSTASALGKLODVVNONAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSR
LDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQLIRAAETRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFEP
QSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPATICHDGKAHFPREGVEVSNGTHWEVTQRNEFYEPQITITTDNTEVS
GNCDVVIGIVNNTVYDPLOPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNL
NESLIDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIATVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEP
VLKGVKLHYT
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Anexo 7: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Tota B.1.526

>QRX49325.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MEFVFFVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTODLFLPFFSNVTWFHATHV
SGTNGTKREDNPVLPFNDGVYFASIEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPF
LGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPI
NLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGGSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYN
ENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASV
YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASEFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGKIAD
YNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYLYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVKGENCYF
PLOSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENENGLTGTGVLTESNKKFL
PFOQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATHADQLT
PTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSITAYTMSLG
VENSVAYSNNSIAIPTNFTISVITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLOYGSEFCTQLNRALTGI
AVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGEFIKQYGDC
LGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMOMAYRFENGIG
VTONVLYENQKLTANQFNSATGKIQDSLSSTASALGKLODVVNONAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDI
LSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQOLTRAAETIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLM
SFPQSAPHGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPATCHDGKAHFPREGVEVSNGTHWEVTQRNEFYEPQITITTDNT
FVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLOQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKETIDRLNEVA
KNLNESLIDLQELGKYEQYTIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKEDEDD
SEPVLKGVKLHYT

Anexo 8: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Kappa B.1.617.1

>QTY83052.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MEFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTODLFLPFFSNVTWFHATHV
SGTNGTKREDNPVLPEFNDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPF
LGVYYHKNNKSWMKSEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPI
NLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHRSYLTPGDSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYN
ENGTITDAVDCALDPLSETKCTLKSEFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASV
YAWNRKRISNCVADYSVLYNSASEFSTFKCYGVSPTKLNDLCEFTNVYADSEVIRGDEVRQIAPGQTGKIAD
YNYKLPDDFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYRYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVQGENCYF
PLOSYGFQPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENEFNGLTGTGVLTESNKKFL
PFOQFGRDIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATHADQLT
PTWRVYSTGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSRRRARSVASQSITAYTMSLG
AENSVAYSNNSIAIPTNFTISVITEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLOYGSEFCTQLNRALTGI
AVEQDKNTQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGEFIKQYGDC
LGDIAARDLICAQKFNGLTVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMOMAYRENGIG
VTONVLYENQKLTANQFNSATGKIQDSLSSTASALGKLODVVNONAQALNTLVKQLSSNFGAISSVLNDI
LSRLDKVEAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQOLTRAAETIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLM
SFPQSAPHGVVFLHVTYVPAHEKNFTTAPATCHDGKAHFPREGVEVSNGTDWEVTQRNEFYEPQITITTDNT
FVSGNCDVVIGIVNNTVYDPLOPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKETIDRLNEVA
KNLNESLIDLQELGKYEQYTIKWPWYIWLGFIAGLIAIVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKEDEDD
SEPVLKGVKLHYT
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Anexo 9: Secuencia de aminoacidos de la proteina Spike de la variante de SARS-CoV-
2 Lambda C.37

>QTJ90974.1 surface glycoprotein [Severe acute respiratory syndrome
coronavirus 2]
MEFVFLVLLPLVSSQCVNLTTRTQLPPAYTNSFTRGVYYPDKVFRSSVLHSTODLFLPFFSNVTWFHATHV
SGTNVIKREFDNPVLPEFNDGVYFASTEKSNITRGWIFGTTLDSKTQSLLIVNNATNVVIKVCEFQFCNDPF
LGVYYHKNNKSWMESEFRVYSSANNCTFEYVSQPFLMDLEGKQGNFKNLREFVFKNIDGYFKIYSKHTPI
NLVRDLPQGFSALEPLVDLPIGINITRFQTLLALHNSSSGWTAGAAAYYVGYLQPRTFLLKYNENGTITD
AVDCALDPLSETKCTLKSFTVEKGIYQTSNFRVQPTESIVRFPNITNLCPFGEVENATRFASVYAWNRKR
ISNCVADYSVLYNSASFSTFKCYGVSPTKLNDLCFTNVYADSFVIRGDEVRQIAPGQTGKIADYNYKLPD
DFTGCVIAWNSNNLDSKVGGNYNYQYRLFRKSNLKPFERDISTEIYQAGSTPCNGVEGENCYSPLQSYGF
QPTNGVGYQPYRVVVLSFELLHAPATVCGPKKSTNLVKNKCVNENENGLTGTGVLTESNKKFLPFQQFGR
DIADTTDAVRDPQTLEILDITPCSFGGVSVITPGTNTSNQVAVLYQGVNCTEVPVATHADQLTPTWRVYS
TGSNVFQTRAGCLIGAEHVNNSYECDIPIGAGICASYQTQTNSPRRARSVASQSTITIAYTMSLGAENSVAY
SNNSTIAIPTNFTISVTTEILPVSMTKTSVDCTMYICGDSTECSNLLLQYGSFCTQLNRALTGIAVEQDKN
TQEVFAQVKQIYKTPPIKDFGGFNFSQILPDPSKPSKRSFIEDLLENKVTLADAGFTIKQYGDCLGDIAAR
DLICAQKFNGLNVLPPLLTDEMIAQYTSALLAGTITSGWTFGAGAALQIPFAMOMAYRENGIGVTQONVLY
ENQKLTIANQEFNSAIGKIQDSLSSTASALGKLODVVNONAQATLNTLVKQLSSNFGAISSVLNDILSRLDKV
EAEVQIDRLITGRLOSLOTYVTQQLTRAAEIRASANLAATKMSECVLGQSKRVDFCGKGYHLMSFPQSAP
HGVVFLHVTYVPAQEKNFTTAPATICHDGKAHFPREGVEVSNGTHWEVTQRNEFYEPQITITTDNTEVSGNCD
VVIGIVNNTVYDPLOQPELDSFKEELDKYFKNHTSPDVDLGDISGINASVVNIQKEIDRLNEVAKNLNESL
IDLQELGKYEQYIKWPWYIWLGFIAGLIATVMVTIMLCCMTSCCSCLKGCCSCGSCCKFDEDDSEPVLKG
VKLHYT
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