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Introduccion: La leishmaniasis se manifiesta principalmente como una lesién cutanea en el sitio de
la picadura del insecto vector. En Colombia esta enfermedad tiene gran importancia en salud
publica. El parasito intracelular se internaliza en vacuolas parasitéforas en macréfagos, por lo que
para la eliminacion del parasito se necesita la activacion por los linfocitos T CD4-Th1 con la
produccién de IFNy y la sintesis de Oxido Nitrico en los macréfagos, asi que es critica la
presentacion antigénica uniendo secuencias cortas del parasito en el bolsillo de las moléculas MHC
clase II. Esta interaccion puede ser predicha con herramientas bioinformaticas. Por eso, el objetivo
fue la identificacion de secuencias lineales de proteinas inmunogénicas de Leishmania (Viannia)
spp.a través de herramientas bioinformaticas frente a moléculas MHC clase Il humanas.
Metodologia: se tomaron secuencias lineales de proteinas GP63, HSP70 y PEPCK de L. panamensis
y se predijo la unién de secuencias de 15 aminoéacidos frente a diversos HLA-DR*04 por medio
herramientas de prediccién. Se confirmé que las regiones fueran altamente conservadas entre las
especies del parasito, pero baja o ninguna identidad con proteinas humanas. Finalmente se
analizaron las interacciones de los péptidos con mejores resultados por acoplamiento molecular
frente a HLA-DR*04:01. Resultados: se obtuvieron 3 secuencias con gran potencial como epitopes
T de Leishmania spp. Conclusiones: secuencias GP63267-282, GP63282-297; y PEPCK535-550
pueden inducir una respuesta inmune Th1l en humanos, por lo que pueden ser probados en fases
posteriores como candidatos profilacticos o terapéuticas frente a la leishmaniasis.
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Leishmaniasis is a disease that causes a cutaneous lesion where the vector insect bites. In
Colombia this disease is a big public health problem. The intracellular parasite invades
macrophages parasitophorous vacuole, therefore parasite elimination needs TH1 lymphocyte
activation with INFy production and Nitric Oxide synthesis inside macrophages, so antigen
presentation by binding short parasite sequences to MHC class Il pocket is critical. Such
interactions may be predicted with bioinformatic tools. The aim of this work was to identify linear
sequences from immunogenic proteins of Leishmania (Viannia) spp. through bioinformatic tools
against MHC class Il human molecules. Methodology: linear sequences of GP63, HSP70 y PEPCK
were taken from L. panamensis and binding of 15mer peptides to different HLA-DR*04s were
predicted. Highly conserved sequences were selected among the parasite species and null or low
identity among human proteins. Finally molecular docking was performed against HLA-DR*04:01
pocket. Results: 3 sequences were identified as potential Leishmanial T epitopes. Conclusion:
GP63267-282, GP63282-297; and PEPCK535-550 peptides could induce a Thl response in
humans and therefore they can be evaluated as prophylactic or therapeutic candidates against
leishmaniasis.
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Estrategia de tamizaje para la seleccion de epitopes de Leishmania spp en
humanos por medio del analisis de interacciones moleculares: Un

acercamiento desde la bioinformatica

Screening strategy for the selection of Leishmania spp epitopes in
humans through molecular interactions analysis: A bioinformatics

approach

Resumenintroduccion: La leishmaniasis se manifiesta principalmente como
una lesion cutanea en el sitio de la picadura del insecto vector. En Colombia esta
enfermedad tiene gran importancia en salud publica. El parasito intracelular se
internaliza en vacuolas parasitéforas en macrofagos, por lo que para la
eliminacién del parasito se necesita la activacion por los linfocitos T CD4-Th1
con la produccién de IFNy y la sintesis de Oxido Nitrico en los macréfagos, asi
que es critica la presentacion antigénica uniendo secuencias cortas del parasito
en el bolsillo de las moléculas MHC clase Il. Esta interaccion puede ser predicha
con herramientas bioinformaticas. Por eso, el objetivo fue la identificacion de
secuencias lineales de proteinas inmunogénicas de Leishmania (Viannia) spp.a
través de herramientas bioinformaticas frente a moléculas MHC clase Il
humanas. Metodologia: se tomaron secuencias lineales de proteinas GPG63,
HSP70 y PEPCK de L. panamensis y se predijo la uniéon de secuencias de 15
aminoacidos frente a diversos HLA-DR*04 por medio herramientas de
prediccidn. Se confirmd que las regiones fueran altamente conservadas entre las

especies del parasito, pero baja o ninguna identidad con proteinas humanas.
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Finalmente se analizaron las interacciones de los péptidos con mejores
resultados por acoplamiento molecular frente a HLA-DR*04:01. Resultados: se
obtuvieron 3 secuencias con gran potencial como epitopes T de Leishmania spp.
Conclusiones: secuencias GP63267-282, GP632s2-207; y PEPCKs3s-550 pueden
inducir una respuesta inmune Th1 en humanos, por lo que pueden ser probados
en fases posteriores como candidatos profilacticos o terapéuticas frente a la
leishmaniasis.

Palabras clave: Leishmaniasis, epitopes T, HLA-DR, Acoplamiento molecular,
bioinformatica.

Abstract

Leishmaniasis is a disease that causes a cutaneous lesion where the vector
insect bites. In Colombia this disease is a big public health problem. The
intracellular parasite invades macrophages parasitophorous vacuole, therefore
parasite elimination needs TH1 lymphocyte activation with INFy production and
Nitric Oxide synthesis inside macrophages, so antigen presentation by binding
short parasite sequences to MHC class Il pocket is critical. Such interactions may
be predicted with bioinformatic tools. The aim of this work was to identify linear
sequences from immunogenic proteins of Leishmania (Viannia) spp. through
bioinformatic tools against MHC class Il human molecules. Methodology: linear
sequences of GP63, HSP70 y PEPCK were taken from L. panamensis and
binding of 15mer peptides to different HLA-DR*04s were predicted. Highly
conserved sequences were selected among the parasite species and null or low
identity among human proteins. Finally molecular docking was performed against

HLA-DR*04:01 pocket. Results: 3 sequences were identified as potential
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Leishmanial T epitopes. Conclusion: GP63267-282, GP63282-297; and PEPCKs3s-550
peptides could induce a Th1 response in humans and therefore they can be

evaluated as prophylactic or therapeutic candidates against leishmaniasis.

Keywords: Leishmaniasis, T epitopes, HLA-DR, molecular docking,

bioinformatic.



Introduccién
El género Leishmania esta conformado por parasitos protozoos intracelulares
distribuidos en zonas tropicales y subtropicales del planeta, y con alta relevancia
clinica por su capacidad para infectar seres humanos al transmitirse a través de
picadura de insectos hematdéfagos del género Lutzomyia para el nuevo mundo.
Mundialmente se reportan entre 0,9 y 1,6 millones de casos anualmente en 98 paises
afectados(1), siendo la presentacion cutanea (LC) la forma clinica mas prevalente. En
el continente americano se presentan alrededor de 64 000 casos anuales siendo
Brasil, Peru y Colombia los paises que reportan el mayor numero de éstos. En
Colombia se reportd un promedio de 7 481 casos anuales en la ultima década, siendo
la leishmaniasis cutanea es la forma predominante con mas del 98% de los casos,
con las especies Leishmania panamensis, L. braziliensis y L. guyanesis como las mas

prevantentes(1,2).

A nivel inmunoldgico, para una eficiente eliminacion del parasito, se requiere de la
activacion predominante de linfocitos T helper 1 (Th1) que activen macrofagos (célula
blanco del parasito) a través de IFNy. Por lo anterior, la correcta activacion de los
linfocitos por parte de la Célula Presentadora de Antigeno (CPA) es primordial. La
CPA fagocitan al parasito, procesan sus proteinas en el fagolisosoma y presentan
fragmentos (o péptidos) de estas a los linfocitos T CD4+ a través de los Antigenos
Leucocitarios Humanos-clase Il en la superficie de su membrana, que, junto con el
perfil de citocinas del microambiente, inducen la activacion y diferenciaciéon celular de
los linfocitos Th(3). Este proceso es considerablemente complejo, y se ve gobernado

no solo por la naturaleza de las proteinas del parasito y los péptidos producto de su



degradacion, sino que también por las caracteristicas de los HLAs (Antigeno
Leucocitario Humano) presentes en el huésped. Es la afinidad entre estos dos ultimos
la que determina qué secuencias seran presentadas a los linfocitos T, definiendo asi
el curso de la respuesta inmunoldgica y el desarrollo -0 no- de inmunidad(4,5). Por
otro lado, los HLAs son altamente variables entre poblaciones humanas, e incluso
entre individuos, lo que implica que el mismo péptido podria no ser inmunogénico en

dos poblaciones diferentes.

Dada la gran cantidad de variables que intervienen en las dinamicas inmunoldgicas
entre huésped y el patdgeno, resulta dificil cubrir cada una de las posibilidades en
modelos experimentales in vitro/vivo. Afortunadamente, con el auge del “Machine
learning” de las ultimas décadas se han creado herramientas bioinformaticas que
posibilitan el estudio y la prediccion del comportamiento de sistemas bioldgicos
complejos que permiten obtener datos de comportamiento entre moléculas concretas,
lo que permite un tamizaje de un gran numero de candidatos a unos pocos que
posteriormente puedan ser evaluados in vitro, optimizando asi tiempos, costos y mano
de obra en las fases preclinicas de desarrollo de vacunas(6). Para poder aplicar dicho
modelo en la busqueda de una vacuna contra especies del género Leishmania, es
necesaria la seleccibn de proteinas inmunogénicas de perfil de expresion
caracteristico del parasito de modo que, ante la exposicion in vivo, el hospedero sea
capaz de orquestar una respuesta inmune efectiva. A través de herramientas
bioinformaticas es posible predecir qué péptidos se unen preferentemente a los HLA-
DR, allanando el camino en este campo. Con lo anterior en consideracion, la presente

investigacion tuvo como objetivo identificar in silico péptidos de proteinas



inmunogénicas en especies de Leishmania prevalentes en Colombia, y su afinidad por

HLA-DRs comunes en la poblacion colombiana.

Materiales y métodos

Seleccion y obtencién de datos de proteinas

Se realiz6 una busqueda de proteinas en revistas indexadas a través de las
plataformas ScienceDirect, Wiley, Nature, Scopus y SpringerLink y se seleccionaron
aquellas que cumplieran con los siguientes criterios: i. la proteina ha sido
caracterizada a nivel de secuencia en el genoma de las tres especies de Leishmania,;
ii. La proteina se expresa de forma constitutiva en las dos formas del parasito; iii. La
proteina tiene actividad inmunogénica probada en literatura; iv. la proteina tiene baja

identidad con homdlogos humanos.

Analisis In silico

La secuencia completa de cada proteina fue obtenida en formato FASTA en la base
de datos del National Library of Medicine (NCBI). Las proteinas de L. panamensis
seleccionadas fueron J) Glicoproteina de membrana o leishmaniolisina - GP63
(AAB97896.1); ii) Proteina de Choque Térmico 70 - HSP70 (XP_010700632.1); v iii)
Fosfoenolpiruvato carboxiquinasa - PEPCK (XP_010696875.1). A partir de la
secuencia lineal de aminoacidos de cada proteina, se realizaron alineamientos
multiples de la secuencia de L. panamensis frente a L. braziliensis, L. guyanensis y
Homo sapiens por medio de las herramientas BLAST (Basic Local Alignment Search
Tool) y MUSCLE Multiple Sequence Alignment -EMBL-EBI(7) para confirmar tanto la

alta identidad entre las especies de Leishmania como la baja identidad con su



homaologo humano respectivamente. La representacion de la proteina fue obtenida de
la prediccidn de estructura tridimensional generada por Alphafold(8,9). La edicién de

las figuras fue realizada con el software Pymol(10).

Prediccién de unién de péptidos y HLA-DR:

Las secuencias lineales de cada proteina fueron analizadas por dos herramientas de
prediccion de epitopes T diferentes, NetMHCllpan(11) y MixMHC2pred(12), dos
herramientas validadas en su capacidad para predecir la interaccion entre péptidos y
alelos MHC. Cada una de estas herramientas realizé predicciones de union de
secuencias de 15 aminoacidos a lo largo de toda la proteina frente a los siguientes 11
alelos de HLA-DRO4: DRB1_04:01, DRB1_04:02, DRB1_04:03, DRB1_04:04,
DRB1_04:05, DRB1_04:06, DRB1_04:07, DRB1_04:08, DRB1_04:10, DRB1_04:11,

y DRB1_04:17(13).

Preparacion del receptor (HLA-DR4) y péptidos derivados de las proteinas
GP63 y PEPCK.
La proteina HLA-DR4 (4mdj) fue descargada de Protein data bank

(https://www.rcsb.org/structure/4AMDJ) y preparada en Atuodock vina y DStudio

visualizer (BIOVIA., https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download).

Para esto, al receptor se le removieron los ligandos presentes, las moléculas de agua
y se le adicionaron fuerzas de Kollman y atomos polares; adicionalmente, fue revisada
manualmente, para determinar el bolsillo de unién y la estructura secundaria. El
archivo fue depositado en formato PDB, para su posterior uso en el acoplamiento

molecular.


https://www.rcsb.org/structure/4MDJ
https://discover.3ds.com/discovery-studio-visualizer-download

Los péptidos generados por las herramientas anteriores fueron modelados por medio

de la herramienta PEP-FOLD V.45 (https://bioserv.rpbs.univ-paris-

diderot.fr/services/PEP-FOLD/) y los archivos generados, fueron almacenados en

formatos PDB para su uso. Se seleccionaron los mejores modelos, basados en el
analisis de Ramachandran Plots y en su indice de toxicidad

(https://webs.iiitd.edu.in/raghava/toxinpred/algo.php).

Acoplamiento molecular HLA-DR4: péptidos derivados de proteinas
Se llevd a cabo el acoplamiento molecular, por medio de la herramienta MDOCckPEP

(https://zougrouptoolkit.missouri.edu/mdockpep/index.html) (14), en donde se uso

como receptor la proteina HLA-DR4 preparada previamente y las secuencias
peptidicas generadas. Se seleccionaron los mejores modelos de interaccién (-Kj/mol)
por cada péptido evaluado y se identificaron las propiedades de unién como el numero
de interacciones favorables y no favorables, la totalidad de puentes de hidrégeno,
interacciones hidrofébicas y puentes de sal, que le otorgan al complejo, la estabilidad

(térmica, pH y electrostaticas), por medio de DStudio visualizer.

Resultados

El proceso inicial de tamizaje constd de 3 fases. Primero la identificacion de
secuencias como posibles epitopes T de Leishmania mediante la evaluacion de union
de cada secuencia a diferentes alelos de HLA-DRB*04 comunes en la poblacion
colombiana mediante la prediccion por dos herramientas bioinformaticas que
funcionan con algoritmos diferentes. Para esta identificacion se tomdé la secuencia

FASTA de cada proteina y se fragmenté para obtener péptidos de 15 aminoacidos, tal


https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
https://bioserv.rpbs.univ-paris-diderot.fr/services/PEP-FOLD/
https://zougrouptoolkit.missouri.edu/mdockpep/index.html

que el primer péptido va de la posicion 1 a 15, el segundo péptido va de la posicion 2
a 16, etc. De la proteina GP63 se obtuvieron 575 secuencias, de la HSP70 se
obtuvieron 640 secuencias, y de la PEPCK se obtuvieron 584 secuencias, para un
total de 1799 secuencias. Todas estas secuencias fueron evaluadas contra 10 alelos
de HLA-DRB*04 a través de las herramientas NetMHClIpan y MixMHC2pred, para un
total de 39578 predicciones. El punto de corte seleccionado para ambas herramientas
en este estudio fue %Rank<1, que quiere decir que, entre mas pequefo su valor,
mayor afinidad de unidon del péptido en estudio comparado con otras secuencias al
azar. Las secuencias que mostraron union fuerte por varios alelos simultaneamente
por las 2 herramientas empleadas fueron seleccionados como potenciales epitopes T.
Estas seis secuencias, tres provienen de la proteina GP63, una secuencia de HSP70
y dos secuencias de PEPCK (Ver Tabla 1).

La segunda fase consistio en la comparacion de la secuencia de estos péptidos con
su proteina homologa de otras especies de Leishmania causantes de leishmaniasis
cutanea en el nuevo mundo. La identidad de las secuencias estuvo en el rango entre
93% y 100%, sefalando asi que estas regiones son altamente conservadas entre las
especies y estos epitopes podrian tener proteccidn cruzada entre especies (Ver
Grafica 1, 2, 3 y Tabla 1). En la tercera fase, cada secuencia se compard contra
proteinas humanas para descartar o tolerancia o riesgo de induccion de
autoinmunidad, en donde la identidad de cada péptido con proteinas humanas estuvo
entre 0% y 93%, resaltando que aquellas secuencias que superan el 50% de identidad
no continian como candidatos vacunales. Como resultado de este tamizaje 4
secuencias cumplen con las condiciones planteadas que son GP63267-282, GP63282-297,

PEPCK251-266 y PEPCKs35-550.



Con estas 4 secuencias se procedid a realizar el acoplamiento molecular
(Acoplamiento molecular) de cada una de ellas frente al bolsillo de la proteina HLA-
DRpB 04:01 para validar la unién fuerte de las secuencias a dicho alelo. La Tabla 2
muestra la energia de interaccidon entre el receptor y el péptido del mejor modelo

seleccionado.

La Tabla 2 muestra que el péptido PEPCK2s1-266 tiene la menor energia de interaccion
(expresada como Kcal/mol), seguido muy de cerca por GP63267-282, I0 que se
correlaciona con un mayor numero de interacciones favorables entre el receptor y el
ligando, es decir, es una medida indirecta de la fuerza y estabilidad de la unién,
seguido. los que mostraron menores energias de interaccion fueron PEPCKs35.550 ¥

GP63282-207.

Las fuerzas que interactuan entre la proteina y el ligando pueden ser fuerzas que
permiten la uniéon de las moléculas, la estabilidad de estas o pueden ser fuerzas
desfavorables o de repulsidén entre los aminoacidos, asi las uniones favorables mas
fuertes son los puentes de hidrogeno, seguidos por las interacciones hidrofébicas y
fuerzas electrostaticas. En las Gréficas 4 A-D se muestran en detalle los
acoplamientos moleculares en donde podemos observar que los residuos ASN62 y
ASNG69 en la cadena alfa generalmente generan uniones de tipo HB (puentes de
Hidrégeno) con aminoacidos en el ligando y los residuos TRP61, HIS81, ILE67 e
HIS13 en la cadena beta son importantes para la unién de ligandos en el bolsillo de

HLA-DRB*04 generando uniones favorables, especialmente HB.

10



Por el lado del péptido, los aminoacidos interactuan principalmente con residuos
polares del bolsillo y aunque se espera que la secuencia se ubique dentro del bolsillo
en direccion N-terminal a C-terminal, PEPCK251-266 s€ unié a este en sentido contrario.
Los péptidos evaluados mostraron la capacidad de union al bolsillo con diversas
interacciones con ambas cadenas y minimas fuerzas desfavorables o de repulsion, lo
que permitiria una union estable el tiempo suficiente para que pueda haber una

activacién de la respuesta inmune.

Discusion

En principio, las proteinas seleccionadas han sido evaluadas previamente por
multiples equipos de investigacion en varias especies de Leishmania. Gracias a esto
se ha podido determinar su potencial inmunogénico, o, dicho de otro modo, su
capacidad para estimular el desarrollo de inmunidad a partir de la presentacion
antigénica de GP63(15) y PEPCK(16,17). Vale la pena resaltar que la respuesta
inmune mediada por anticuerpos es poco efectiva en el control de Leishmania, por lo
que el disefio de estrategias profilacticas y terapéuticas no se basan en la
identificacion de anticuerpos ni epitopes B sino en la identificacion de secuencias que
puedan inducir una presentacion antigénica y por lo tanto activacion de células T
principalmente CD4* es decir, secuencias cortas y lineales que sean presentadas a
través de las moléculas del complejo Mayor de Histocompatibidad-MHC (18,19).

El tamizaje planteado en este estudio permite que paso a paso se reduzcan el numero
de secuencias candidatas a la vez que va aumentando la probabilidad de éxito de las
secuencias tanto en capacidad de induccion de la respuesta inmune para una amplia
gama de especies infectantes como en seguridad. Es indispensable desde las fases

preclinicas iniciales del desarrollo de productos farmacéuticos basados en proteinas
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que no haya similitud con las proteinas humanas pues generaria o tolerancia
inmunoldgica o el riesgo de induccidon de una condicion autoinmune. Esta estrategia
podria ser empleada con diversas proteinas, en diversas poblaciones y frente a
diferentes agentes infecciosos que requieran una respuesta inmune celular similar a
Leishmania, por ejemplo, aquellos patdgenos que usan al macréfago como su célula
blanco.

El acoplamiento molecular posterior puede ser empleado como una herramienta de
prediccion de afinidad de proteinas y secuencias peptidicas, pues evidencia las
interacciones y tipos de uniones que ocurren entre el bolsillo de las moléculas del
CMH y los ligandos. Estas interacciones han mostrado estar involucradas en la union
estable entre péptidos y moléculas MHCII que pueden brindar estabilidad a la
interaccién (20,21). Asi, la seleccion de candidatos después del acoplamiento
molecular se hace mas fina y precisa, sin embargo, en las bases de datos hay una
baja disponibilidad de moléculas del CMH humanas generadas por rayos-X o NMR, lo
que limita los resultados a pocas isoformas disponibles. Prueba de esto puede
encontrarse en otras investigaciones que han tomado el enfoque de prediccién para
la validacion de distintos constructos in silico propuestos como vacunas partiendo de
las mismas proteinas empleadas en este estudio. La diferencia radica en las distintas
isoformas de MHCs utilizadas, que incluyen diferentes HLADRs, moléculas de MHCI
e incluso homologos en ratones, obteniendo péptidos con secuencias distintas(22,23).
Esto no resulta extrafio dada la naturaleza de las interacciones inmunes.

Por lo anterior, esta estrategia de tamizaje permite un acercamiento a secuencias que
pueden ser candidatos a vacunas y generar una respuesta inmune adecuada, sin
embargo, es necesario validar dicha utilidad posteriormente con experimentacién in

vitro o ex vivo usando directamente células humanas.
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Conclusién

A partir de las secuencias de 3 proteinas GP63, HSP70 y PEPCK se obtuvieron 1796
secuencias lineales de 15 aminoacidos a lo largo de la longitud total de las mismas.
Después del primer filtro y predicciones bioinformaticas obtuvimos 6 secuencias que
cumplieron los criterios de seleccion, y de estas solo 4 pasaron el segundo vy tercer
filtro de homologia y seguridad. Finalmente, después del analisis por acoplamiento
molecular podemos concluir que. GP63267-282, GP63282-297; y PEPCKs35-550 representan
secuencias que tienen alta probabilidad de ser epitopes naturales de Leishmania 'y
desencadenar respuestas en linfocitos T CD4* que puedan conllevar a un control de
la replicacién del parasito mas eficiente por parte del macréfago y de esta manera
convertirse en alternativas a profilaxis o tratamiento inmunomodulador frente a le
leishmaniasis. Estas tres secuencias son valiosas para la comprobar su utilidad en

experimentos in vitro.
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Cuadros y figuras

Tabla 1: Secuencias con unién fuerte a diversos alelos de HLA-DRB*04

Alelo de HLA-DRf con unién
fuerte (rank<1%)

%
identidad

%

con identidad
# Codigo Secuencia . con
especies teina
NETMHCllpan | MixMHC2pred de pro
. , humana
Leishmania
0402, 0403, | 0401, 0402,
0404 0405 | 0403 0404
1] GP631ss.210 ADFV"JFYGASVPS 0406, 0407. | 0405 0406, 100% 53%
0408 0410, | 0407, 0408,
0411, 0417 0410, 0411
0401, 0402, | 0401, 0402,
0403 0404 | 0403 0404
2| GPB327.282 AG'VK;:‘;,';N"RG 0405 0406 | 0405 0406 93.3% 20%
0407 0408, | 0407, 0408,
0410, 0411 0410, 0411
0401, 0402,
AAPVINSSTVVAK | 0401, 0402, | 0403. 0404
3| GP632s2-207 AR 0404 0406, 0407, 93.3% 26.6%
0411.
ooz | ST
4 | HSP701s10s | EVERIINEPTAAAL | 0403, 0404, | 55" 406" 100% 93%
A 0406, 0407,
0408, 0410 | 0407.0408,
’ 0410, 0411
0401, 0402,
0403, 0404,
ATPYRITDNPTH | 0405 0406, | 0401, 0404,
5 | PEPCK251-266 AY 0407, 0408, 0407, 0408 100% NS
0410, 0411,
0417
0401, 0402
0401, 0403, » 0402,
6 | PEPCKsassso | DV VNGEGTDAAA | 564 0406 | 0403,0404, 100% NS
Al 0406, 0407,
0407, 0408, TP

NS: No homologia significativa
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Tabla 2. Energia de interaccion por Acoplamiento molecular

Péptido

Energia de interaccion

Orientacion de unioén al

(kCal/mol) bolsillo
GP63267-282 -9,31 N-terminal a C-terminal
GP63252.207 -8,6 N-terminal a C-terminal
PEPCK251.266 94 C-terminal a N-terminal
PEPCKs3s.550 -8,71 N-terminal a C-terminal
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Grafica 1: alineamiento de proteina GP63 entre especies de Leishmania y ubicacion
de péptidos en estudio.
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A) Alineamiento multiple entre GP63 de L. braziliensis, L panamensis y L. guyanensis. En recuadros
linea punteada la ubicacién de los péptidos en estudio. "*”indica identidad entre las secuencias. “”

indica cambio de aminoacido por otro con caracteristicas fisicoquimicas similares y “.” Cambio por
aminoacido con caracteristicas fisicoquimicas diferentes. B) Estructura 2D de la proteina GP63
sefalando la ubicacion de los péptidos. C, D y E modelo 3D de los pétidos GP63195-210, GP63267-282 y

GP632s2-207 respectivamente.
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Grafica 2: alineamiento de proteina PEPCK entre especies de Leishmania y ubicacion
de péptidos en estudio.
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A) Alineamiento multiple entre PEPCK de L. braziliensis, L panamensis y L. guyanensis. En recuadros

linea punteada la ubicacion de los péptidos en estudio. "*”indica identidad entre las secuencias. “

“w.

indica cambio de aminoacido por otro con caracteristicas fisicoquimicas similares y “.” Cambio por
aminoacido con caracteristicas fisicoquimicas diferentes. B) Estructura 2D de la proteina PEPCK
sefalando la ubicacién de los péptidos. C y D modelo 3D de los péptidos PEPCK2s51-265, y PEPCKs535.550

respectivamente.
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Grafica 3: alineamiento de proteina HSP70 entre especies de Leishmania y ubicacion
de péptidos en estudio.
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A) Alineamiento multiple entre HSP70 de L. braziliensis, L panamensis y L. guyanensis. En recuadros
linea punteada la ubicacion de los péptidos en estudio. "*"indica identidad entre las secuencias.
indica cambio de aminoacido por otro con caracteristicas fisicoquimicas similares y “.” Cambio por
aminoacido con caracteristicas fisicoquimicas diferentes. B) Estructura 2D de la proteina HSP70
sefalando la ubicacién de los péptidos. C) modelo 3D del péptido HSP70169-184.
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Grafica 4: Acoplamiento molecular.
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A) GP63267-282, B) GP63262-207; C) PEPCK251.266; D) PEPCKs35.550.
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