BuUsqueda de secuencias con actividad
Inmunogeénica, utiles para el diseno de un
modelo de posible vacuna contra la malaria

RoménYesid Ramirez Ruéda

La malaria humana es una enfermedad infecciosa producida por cuatro espelissiddiun{falciparum, vivax, malariag

ovale). Segun la OMS casi 3000 personas mueren diariamente por malaria. A pesar del esfuerzo ain no se ha desarrollado una
vacuna 100% eficaz contra la malaria. Con el progreso de la bioinformatica en el campo de las vacunas se han creads herramienta
gue apoyan el desarrolio silico de vacunas. El presente trabajo pretende por medio de herramientas bioinformaticas obtener
epitopes que seran propuestos como componentes de una aproximacion tedrica de vacuna contlaterdddemy métodos:

se utilizaron las aplicaciones SE&istema de Recuperacion de Secuengias)yecuperar proteinas antigénicaldsmodium

TAPPred, ProPred, CTLPred, ProPred |, ABCPred para prediccién de epitopes, asi como TMHMM2 en la prediccion de la
posicion del péptido con respecto a la membrana plasmatica y algunos péptidos de linfocitos Th tomados de la literatura
cientifica. El cubrimiento alélico poblacional se determind en base a los alelos supertipo planteados en los estudiog de Sidney
SouthwoodResultados:se obtuvieron una serie de péptidos que se plantean como una aproximacion tedrica de vacuna contra
malaria producida pd®. falciparumy vivax,y tras la integracién de los procesos se cre6 un modelo para la seleccién de péptidos
candidatos a vacuna a partir de proteinas antigéi@oaslusiones:la mayoria de los péptidos propuestos como candidatos a
vacuna hacen parte de proteinas que estan siendo utilizadas para el desarrollo de vacunas contra la malaria lo qugUgace pensar
la aproximacion aqui planteada es confi@dudUIS 2007;39:8-15
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Introduction: Human malaria is an infectious disease produced by four sped#asaiodium(falciparum, vivax, malariae,

and ovalé. According to the WHO, approximately three thousand people die each day from the disease. Despite efforts, there
has not been developed a vaccine that is 100% effective against malaria. With the progress made in bioinformatics in regard to
vaccines, tools have been created that aid in the development of vancéilE®. The present work attempts through the
bioinformatics tools to find epitopes that will be proposed as components of a theoretical approximation of a vaccine against
malaria.Materials and Methods: The Secuence Retreival Systé&RS)aplication was used to recover the antigenic proteins

of Plasmodium TAPPred, ProPred, CTLPred, ProPred |, ABCPred for epitopes prediction, as well as TMHMM2 in the
prediction of the peptide position with respect to the plasma membrane and other Th lymphocyte peptides taken from scientific
literature. The population allele coverage was determined on the basis of the supertype alleles raised in the studiesidf Sidney
SouthwoodResults:A series of peptides has been obtained that are proposed as a theoretical vaccine against malaria produced
by P. falciparumandP. vivax and through the integration of the processes a model has been created for the selection of peptides
vaccine candidates from antigenic proteldsnclusions: The majority of the peptides proposed as malaria vaccine candidates
form part of a group of proteins that are being used for the development of malaria vaccines which makes one think that the
aproach proposed herein is reliaB@aludU1S 2007;39:8-15
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Segun el sistema nacional de vigilancia en salud publickase | y II. Este hallazgo sugiere que la mayoria de alelos de
en el afio 2003, se reportaron 124.077 casos clinicoshleA A, B y DR pueden ser agrupados en unos pocos
malaria derivandose de esta cifra 24 muertes, lo gsepertipos que tienen la propiedad de ser afines a una amplia
corresponde a un 0,05% de letalidad. gama de péptidos, dando cubrimiento a casi un 95% de 5
etnias principales (caucasicos, negros, japoneses, chinos e
El agente etiologico de la malaria e®klsmodiuny en  hispanos) en la poblacion mundidl.
humanos es causada por cuatro espelidal¢iparum,
P. vivax, P. ovale y P. malaripey es trasmitida por la Teniendo en cuenta que existe un conocimiento
picadura de mosquitos hembra del génenopheles acumulado, producto del gran numero de
infectados cofPlasmodiumLos sintomas mas frecuentesnvestigaciones que se han adelantado sdbre
incluyen fiebre y escalofrios, los cuales pueden est@iciparum de la disponibilidad de grandes bases de
acompafiados por dolor de cabeza, mialgias, artralgid®tos gendémicas y protéicas y de poderosas
debilidad, vomito y diarrea. Otras caracteristicas clinici®rramientas computacionales para la prediccion de
incluyen esplenomegalia, anemia, trombocitopeni@&pitopes; y ante la necesidad de proponer posibles
hipoglicemia, disfuncién renal o pulmonar y cambiogandidatos a vacunas contra la malaria, un importante
neuroldgicos que pueden llevar a la muerte del pacienfeunto de partida es la busqueda e identificacion por
medio de herramientas bioinformaticas, de epitopes de
Se han desarrollado una gran variedad de farmacos patasmodiumque después de ser confirmados por el
combatir la malaria, sin embargo, la resistencia daboratorio puedan ser postulados como posibles
Plasmodiuna estos, (hasta ahora descritR.dalciparum blancos de vacuna contra la malaria.
y P. vivax)sigue siendo un grave problema en cuanto a las
alternativas terapéuticas disponibles para el control de esta M ATERIALES Y M ETODOS
enfermedad. Particularmefdalciparumha desarrollado

resistencia a casi todos los antimalaricos usade$ s identificar los epitopes que haran parte de una

actualmente . vivaxha adquirido resistenciaacloroquinaaproximacién tedrica de vacuna contra la malaria se

y/o primaquina en algunas regiones del mundo. utilizaron herramientas de tipo bioinformatico, (que se
describen brevemente a continuacion) teniendo en

Existen diferentes enfoques para tratar de soluciongfienta las interacciones que el epitope tiene con el
este problema de salud publica, pero ninguno de ellggtema inmune.

ha sido la solucion absoluta. Una de las formas mas

eficaces de erradicar las enfermedades es la prevencBfisqueda de secuencias proteicas antigénicas

y esta se puede abordar desde diferentes aspectos,

consolidandose como la estrategia mas efectiyi, 4 optener las secuencias se utilizé el SRS
combatir el agente etiologico lo cual se logra con lgyplementado en el European Bioinformatics Institute

generacion de vacunas y la posterior inmunizacion dggy), (nttp:/srs.ebi.ac.uk) seleccionando la base de
todos los individuos en riesgo. datos UNIPROTKB, aplicando los siguientes criterios

. L, __deinclusion:
La investigacion actual en el campo de las ciencias

bioldgicas esta siendo apoyada por la informatica aplicagla secuencias proteicas de caracter antigénico de las
ala solucion de problemas biologicos, mas conocida como cyatro especies de malaria que afectan al horRbre (
bioinformatica. Existen diferentes tipos de aplicaciones  fa|ciparum P. vivax P. ovaley P. malariag.

que pueden ser utilizadas para apoyar el desarrollo de proteinas que estén siendo usadas en el disefio de
vacunas sintéticas como por ejemplo el Sistema de yacunas o que hayan sido reportadas en literatura
Recuperacion de Secuencias (SRS) que es uno de loscientifica como posibles blancos de vacuna.
sistemas automatizados de busqueda de secuensiassecuencias protéicas que idealmente estén completas
protéicas, genomicas y demas bases de datoso en su defecto el fragmento de mayor longitud.
relacionada%Otro tipo de aplicaciones son los programas  Seleccionar la proteina de mayor longitud en el caso
de prediccion de epitopes basados en matrices de afinidadde presentarse variantes alélicas

gue generan péptidos afines a diferentes moléculas que

intervienen en la respuesta inmune humoral y celular. Prediccién de epitopes

Otro avance importante en el campo de la elaboracionggra determinar los péptidos afines a las principales
vacunas es el descubrimiento de los alelos supertiporfieléculas de la respuesta inmune celular y humoral se
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utilizaron cinco programas disponibles en la red y de un tamafio de péptido de 16 aminoacitfoka
uso libre, pertenecientes a la suit de herramientas para laprediccion se efectué con un umbral de 0,5y con un
identificacién de subunidades candidatas a vacuna del tamafio de péptido de 16 aminoéacidos.
Institute of Microbial Technology (Chandigarh, India).
Epitopes de Linfocitos T Helper (LTH).
¢ TAPPred: (http://www.imtech.res.in/raghava/tappred)
Con esta aplicacion basada en Support Vector MachiAgte la imposibilidad de conseguir un software de uso
(SVM) se pueden predecir cuantitativamente la afiniddibre para predecir los epitopes de LTH, se efectué una
de unién de péptidos de 9 aminoacidos (nonamerodyésqueda en la literatura cientifica de epitopes para
las proteinas transportadoras asociadas Hifocitos TH dePlasmodiun(Tabla 1).
procesamiento del antigeno (TAP) con un porcentaje )
de efectividad de alrededor del 89% segun el métod®calizacion de |QS_ epitopes con relacién a la
utilizado en la predicciéhLa prediccion se llevé a membrana plasmatica.

cabo en el modo “Cascade SVM” para obtener una . _ )
efectividad del 89%. Para determinar si un epitope se encuentra adentro, afuera

o embebido en la membrana plasmatica se utilizd un
- Propred I: (http://www.imtech.res.in/raghava/ Programa denominado TMHMM2 (Trans Membrana
propred/1) Es un programa de prediccion basado &l¢lix Prediction 2) disponible en la red en la direccién
matrices de afinidad, que brinda la posibilidad d&'€ctronica: http://www.cbs.dtu.dk/services/TMHMM.
predecir péptidos (nonameros) que se unen a Pararealizar las predicciones, TMHMM2 aplica en sus

diferentes moléculas del Complejo Mayor gdrocedimientos modelos ocultos de Markov y se

Histocompatibilidad de clase | (CMH 1), con unaundamenta en las propiedades fisicogquimicas de los

eficacia que varia entre 90 y 99%.a prediccion se aminoacidos que componen la proteina, con lo cual

s . i 0 i A
realiz6 escogiendo 39 de los 47 alelos por ser esf3&iiene un 77% de exactitud en el métgdo.

de origen humano, con un umbral del 3% y activan

d ., . .
el filtro proteasoma e inmunoproteasoma al 5%. §eIeCC|on de los epitopes obtenidos por los

programas de prediccion.

* Propred: (http://mww.imtech.res.in/raghava/propred) na vez predichos los epitopes de los principales receptores
Software de prediccion basado en un model&')J P . prtope 0 princip P
o oo I~ . celulares y moléculas que intervienen en la respuesta
matematico/estadistico que utiliza matrices . .
cuantitativas para predecir péptidos nondmeros afinee 1o S€ seleccionan aquellos epitopes comunes en la
251 diferentez aIeIFc)J s del CI\F;IHpII con una eficacia ur(g:-spuesta inmune celular cruzando las bases de datos de
. ’ q péptidos afines a: TAPs, contra la de CMH | y contra la de
varia entre 90 y 99%.Todos los alelos fueron

seleccionados para hager la prediceian, (por ser to dJ_TCs. Para determinar los epitopes comunes en la respuesta
P P AP iRmune humoral se cruzan las bases de datos de péptidos

estos de origen humano) usando un umbral del 3o/oafines al CMH Ily LB. Y por dltimo para determinar cuales

. . epitopes intervienen en la respuesta dada por LTH se cruzan

* CTLPred: (http://WWW.lmtgch.res{-'”fraghava/ las bases de datos de péptidos afines a LTH 'y CMH Il
CTLPred/index.html) Herramienta disefiada para Igy tiyacion de LTH) y la de LTH contra la resultante del
pred_lccpq de péptidos nonameros afines a L_'nfoc'tc%ﬁuce entre CMH Il y LB (respuesta L]Htodos estos
T Citotoxicos (LTC) basandose en tres tipos dgpces fueron realizados por un programa desarroliado en
metodos: Quantitative Matrix (QM), Artificial Neural g| centro de Bioinformatica del Instituto de Biotecnologia
Network (ANN) y SVM. Posee una exactitud maximgye |3 Universidad Nacional de Colombims péptidos
del 77,6% combinando los métodos ANN y SV¥M. reguitantes de los anteriores cruces se ubican dentro
La prediccion se llevo a cabo en el modo aproximacife |as proteinas que los contienen y se determina la
consenso (ANN + SVM) con el objetivo de obtenepgsicion de estos con respecto a la membrana por medio
la maxima exactitud en los resultados. del programa TMHMM?2, descartando aquellos cuya

localizacion sea transmembranal o al interior de la

* ABCPred: (http://www.imtech.res.in/raghava/ membrana plasmatica. Finalmente los péptidos
abcpred/index.html) ABCpred predice epitopesesultantes del anterior procedimiento se filtran por el
lineales de Linfocitos B (LB) en una secuenciaipo de alelo dejando solo los que son afines a los alelos
antigénica por medio de un sistema de Redasipertipo de clase |y Il siendo estos péptidos los que
Neuronales Artificiales. La exactitud del sistema eseran propuestos como componentes de una
de 65.93% utilizando un umbral por defecto de 0,5 gproximacion teérica de vacuna contra la malaria.
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Tabla 1. Epitopes de LTH seleccionados de la literatura cientifica.

Salud UIS

Especie Proteina Epitope de Linfocito T, Posicion
falciparum CcsP NANPNVDPNAN P 144-156
falciparum CSP EYLNKIQNSLSTEWSPCSV T* 326-345
falciparum  SALSA SAEKKDEKEASEQGEESHKKENSQESAY 23-49
falciparum  SALSA NGKDDVKEEKKTNEKKDDGKTDKVQEKVLEKSPK E7 50-85
falciparum  AMA-1 DQPKQYEQHLTDYEKIKEG* 348-367
falciparum  AMA-1 EFTYMINFGRGQNYWEHPY QK S*® 14-35
falciparum CSP MRKLAILSVSSFLFV*® 2-16
falciparum LSA-1  LVNLLIFHINGKIIKNS?® 13-29
falciparum csP MNYYGKQENWY SLK K*® 53-67
falciparum SSP2  RHNWVNHAVPLAMKL I 61-76
falciparum SSP2  VKNVIGPFMKAVCV E® 223-237
falciparum CSP SSVFNVVNSSIGLIM®* 375-389
falciparum EXP-1 AGLLGNVSTVLLGGV?® 82-96
falciparum EXP-1 KSKYKLATSVLAGLL® 71-85
falciparum SSP2  GLAYKFVVPGAATPY® 527-540
falciparum SSP2 HNWVNHAVPLAMKL [*® 62-78
falciparum SSP2  KYKIAGGIAGGLALL® 509-523
falciparum ABRA  DSNIMNSINNVMDEIDFFEK 2 487-506
falciparum SERA  DDYTEYKLTESIDNILVKMFKTN® 391-411
falciparum MSP-1 FGYRKPLDNIKDNVGKMEDYIKK?2 250-271
falciparum MSP-1  SKLNSLNNPHNVLQNFSVFFNKK 2 1101-1121
falciparum CSP ENDIEKKICKMEK CSSVFN V# 376-395
falciparum MSP-1  AVLTGYSLFQKEKMVLNEGTS? 38-58

vivax CSPv DRAAGQPAGDRAAGQPAG® 925-940
vivax MSP-1v.  LDMLKKVVLGLWKPLDNIKD?* 1059-1073
vivax MSP-1v. NFVGKFLELQIPGHTDLLHLZ 78-97
vivax MSP-1v. FNQLMHVINFHYDLLRANVHZ 118-137
vivax MSP-1v.  LEYYLREKAKMAGTLIIPES® 378-397
vivax MSP-1v. KKIKAFLETSNNKAAAPAQS® 898-917
vivax MSP-1v SKDQIKKLTSLKNKLERRQN? 151-171
falciparum RESA  EENVEHDAEENVEENV?® 78-97
falciparum RESA  YDEENVEEHDEEYDE® 378-397

CSP: Circumsporozoite Préte SALSA: Sporozoite Surface Proteil@d Liver Stage Antigen; AMA-1: Apical Membrane
Antigen 1; LSA-1: Liver Stage-Specific Antigen 1; SSP2: Sporozoite Surface Protein 2; EXP-1: Exported Antigen 1; ABRA:
Acidic Basic Repeat Antigen; SERA: Serine Reapeat Antigen; MSP-1: Merozoite Surface Protein 1; CSPv: Circumsporozoite
Protein deP.vivax MSP-1v: Merozoite Surface Protein 1 de P.vivax; RESA: Ring-Infected Erythrocyte Surface Antigen.

REsuLTADOS

estas antigénicas y sin incluir variantes alélicas,
distribuidas asb9 deP. falciparum 27 deP. vivax,3 de

De la bisqueda inicial de proteinas Plasmodium P. ovaley 2 deP. malariae.Tomando estas proteinas
utilizando el SRS se obtuvieron 91 secuencias, todesmo secuencias antigénicas representativas para cada
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especie, se efectuaron los procedimientos descritoslemn un umbral = 3) * 0,66 (efectividad de ABCPred con
la metodologia obteniendo los péptidos propuestasm umbral = 0,5) * 1 (Epitopes de linfocitos Th) * 0,77
como componentes de una aproximacion teorica gefectividad de TMHMMZ2)) * 100 = 49,3%
vacuna contra la malaria (Tabla 2).

El cubrimiento alélico poblacional que teéricamente
Ademas de los péptidos obtenidos para la aproximacigBdria tener la aproximacion teérica de vacuna propuesta
a vacuna contra la malaria producidaRdalciparuny  paraP. falciparumy P .vivaxes de mas del 73% y mas
P. vivaxtambién se obtuvo un péptido Bemalariae de| 51% respectivamente, establecido a partir de
(VSNSLGIVL) que result6 ser comun en la presentacigktrapolacion del cubrimiento que proporcionan los alelos
antigénica de la respuesta inmune celular. supertipo (datos no mostrados).

De la integracion de los procesos utilizados para la
seleccion de los epitopes se derivé un modelo general

para la determinacién in silico de epitopes para vacuna% ; .
basadas en péptidos (Figura 1) Observando las proteinas a las que pertenecen los péptidos

sefialados como epitopes postulados en la aproximacion

La efectividad tedrica que podria tener esta aproximaci@l§ Vacuna tedrica propuesta anteriormente, la mayoria de
teérica de vacuna se obtiene teniendo en cuenta cﬁ%as estén siendo utilizadas en el desarrollo de vacunas
cada programa de prediccion posee un porcentaje ¢Rtralamalaria, solo Ag 15 Brfalciparumy V-SERA3

efectividad y que son eventos independientes y ¥MSP3g erP. vivaxno estan siendo utilizadas para este
calcula de la siguiente manera: proposito, lo que da lugar a pensar que la aproximacion

tedrica postulada aqui esta bien orientada; ademas la
Para la respuesta celular(0,89 (efectividad de TAPPded Proteina Ag 15 segin el modelo resulté contener un
en el modo “Cascade SVM”) * 0,97 (efectividad deepitope util en la respuesta inmune celular (ELSGLRISK)
Propred con un umbral = 3) * 0,776 (efectividad dgue se torna interesante ya que ademas de ser un epitope
CTLPred en aprox. consenso) * 1 (Epitopes de linfocitggomiscuo hace parte de una proteina que se expresa en
Th) * 0,77 (efectividad de TMHMM2)) * 100 =51,6% los cinco estadios ddasmodiunincluidos en el estudio
Para la respuesta humoral{(0,97 (efectividad de Propred (esporozoito, trofozoito, merozoito, gameto y gametocito).

Discusion

Tabla 2. Péptidos propuestos en la aproximacioén teérica de una vacuna contra la mal&igapaparumy P. vivax

Epede Fepiido Caranteriiica Frobera
F fokpaum FLS GLEISE piopes & Tfocins | 85
FINT:FILIL Tomes e % RALD
GSHLLIHFL mmﬂm;ﬂa AETLL
IEHSHTTFL AT
SELMS LHHPHHVL QHFS VFFHEE . CSP
F3¥REDLD HIED MY CE MED VI %ifi?:: s'j:l]thEEfHS MEI-1
CEHINES HHVIDEL FFEE SETFL
HIMHEE IHH VIMDEILFF Fpirpes & lifocios  ADLA 1
TYHIHF R COHY WEHD Eafvesa CMEHIy  CSP
ENDIEEEICEMERC 55 ameeptores de LTH =~ NEIL1
2 vivax ALLTVMIL TEERL: 5
AFLALFVTE Fpirpes & lfocios  DSD 3
ESVLIWFL T Ciotéotcos afves al 55 Ear
EATGLERL CMEI REP1
EEAIGETEL EETZ
LEVYLEEE AR GTLITES .
es de hfocios
SEDQIEK TSLEHELFRE OH %ﬁﬁm e MED
FH QLM IHFHE VDL LAV
Foiope: & hfocios
VLREF A M AGTLIEE
S g L Eafvesa CHMEIv STl

1 eceptores de LTH

RAP-2: Rhoptry-Associated Protein 2; VSERA-5: Vivax Serine Reapeat Antigen 5; MSP 3g: Merozoite Surface Protein 3g;
SSP2v: Sporozoite Surface Protein 2Pdévax RBP1: Normocyte Binding Protein-1; RBP2: Normocyte Binding Protein-2
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Figura 1. Flujograma del modelo usado para determinar la aproximacion tedrica de vacuna contra la malaria.
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El péptido seleccionado como epitope de LTC |para El cubrimiento alélico poblacional de la aproximacion
malariaeque hace parte de la proteina circumsporozoitedrica de vacuna propuesta tanto pRrdalciparum
deP. malariaees un hallazgo importante que incentiva&como paraP. vivax podria aumentar hasta alrededor de
una blsqueda de mas profunda de epitopes para est®5% silos programas de prediccion usados incluyeran
especie d€lasmodium la totalidad de los alelos supertipo de clase | y II.
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Teniendo en cuenta que solo los péptidos que se uneila Harpreet S., Raghava GP. “ProPred1: Prediction of
las moléculas que intervienen en la presentacion del promiscuous CMH Class-lI binding sites.”
antigeno en la respuesta celular y humoral y que ademas Bioinformatics2003. 19: 1009-14

se unen areceptores de LTCs, LTHs y LBs son propuesids Singh H., Raghava GP. “ProPred: Prediction of HLA-
como epitopes, existe cierto grado de seguridad al incluir DR binding sites.Bioinformatic2001. 17(12): 1236-7
estos en una aproximacién de vacuna teérica. 12. Bhasin M., Raghava GP. “Prediction of CTL epitopes
using QM, SVM and ANN techniguesVaccine
2004. 22(23-24): 3195-204

Saha S., Raghava GP. “Prediction of continuous B-
cell epitopes in an antigen using recurrent neural
network.” PROTEINS: Structure, Functions and
Bioinformatics. 2006, Vol. 36, (In Press)
Sonnhammer EL., Von Heijne G., Krogh A. “Ahidden
Markov model for predicting transmembrane helices

El modelo usado aqui para obtener los epitopes que son
propuestos para una aproximacion teérica de vacumna
contra la malaria, podria ser eventualmente usado para
buscar péptidos epitopes de otros microorganismos
patégenos, que posteriormente, después de ser
comprobados experimentalmente podrian ser postuladoes
como péptidos vacunales.
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