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RESUMEN

Objetivo: para determinar la utilidad de herramientas inmunoinformaticas para
detectar péptidos que puedan ser inmunodominantes, y evaluar las diferencias entre
las respuestas inmunes de los modelos animales empleados en los estudios
preclinicos y en los humanos.

Métodos: se modelé la respuesta frente a dos proteinas exdgenas: la estreptocinasa
recombinante y el antigeno de superficie de la hepatitis B. A partir de sus secuencias
primarias se emplearon algoritmos para identificar epitopes B y T frente a moléculas
HLA de clase | y Il (HLA-A*0201, HLA-DRB1*0301 y HLA-DRB1*0701) y los
haplotipos murinos H2-Kd y H2-Kk. Se seleccionaron los péptidos de méas alta
puntuacion.

Resultados: el algoritmo ABCPred mostré una mejor capacidad de prediccion de
epitopes B, mientras fue mayor la coincidencia para los programas de modelaciéon de
la respuesta T. Los epitopes generados para el haplotipo H2-Kk tuvieron una similitud
mayor con los presentados por las moléculas HLA seleccionadas.

Conclusiones: se presenta una metodologia aplicable al desarrollo de vacunas de
subunidades y multiepitépicas, asi como para otros farmacos biotecnoldgicos de
naturaleza peptidica, que permite optimizar las etapas preclinicas y clinicas, a muy
bajo costo, minimos requerimientos tecnoldgicos, utilizacién 6ptima de medios,
recursos y capital humano disponibles en cualquier institucidon del sistema nacional de
salud.

Palabras clave: bioinformatica, inmunoinformatica, modelacién computacional,
biologia computacional, ensayos preclinicos, inmunofarmacologia.
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ABSTRACT

Objective: Determine the usefulness of immunoinformatics tools to detect potentially
immunodominant peptides, and evaluate the differences between the immune
responses provided by the animal models used in preclinical and human studies.
Methods: Modeling was conducted of the response to two exogenous proteins:
recombinant streptokinase and hepatitis B surface antigen. Based on their primary
sequences, algorithms were used to identify B and T epitopes against HLA class | and
Il molecules (HLA-A*0201, HLA-DRB1*0301 and HLA-DRB1*0701), and murine
haplotypes H2-Kd and H2-Kk. The highest scoring peptides were chosen.

Results: ABCPred algorithm showed a better prediction capacity for B epitopes,
whereas coincidence was greater in modeling programs for the T response. The
epitopes generated for haplotype H2-Kk had greater similitude with those presented
by the HLA molecules selected.

Conclusions: A methodology is presented which is applicable to the development of
subunit and multiepitope vaccines, as well as other peptidic biotechnological drugs.
This methodology allows optimization of the preclinical and clinical phases at a very
low cost, with minimal technological requirements, optimal use of media, and
resources and human capital available at any institution of the national health system.

Key words: bioinformatics, immunoinformatics, computational modeling,
computational biology, preclinical assays, immunopharmacology

INTRODUCCION

La inmunoinformatica es un area emergente de aplicacion de la modelaciéon
computacional a los procesos inmunitarios, con implicaciones para la solucién de
cuestiones relevantes para la inmunobiologia y la vacunologia. En los ultimos afios se
han disefiado, creado y publicado numerosas y variadas bases de datos y herramientas
inmunoinforméaticas para la modelacién computacional de los diferentes eventos de la
respuesta inmune.’ La inmunoinformatica se ha ido integrando al desarrollo de
candidatos vacunales contra agentes infecciosos y tumores malignos.? * °

La inmunoinformatica tiene aplicaciones potenciales que van desde los mecanismos
béasicos hasta la investigacion aplicada: fallos vacunales, emergencia de cepas de
escape, eventos adversos relacionados con la vacunacion, desarrollo de vacunas
personalizadas y de nuevos adyuvantes, mejora y combinacién de vacunas existentes,
etcétera.® En el caso de la vacuna anti-hepatitis B se ha descrito que la sustitucion de
aminoécidos, sobre todo de la region 137-147, en el antigeno de superficie (AgsHB)
puede traer como consecuencias cambios en la inmunogenicidad, evasion de los
mecanismos inmunitarios y fallos diagnésticos.’ La estreptocinasa (SK, del término en
inglés streptokinase), por otra parte, es un eficaz agente trombolitico empleado para,
entre otras aplicaciones, el tratamiento del infarto agudo del miocardio.® En algunas
poblaciones los sujetos portan altos titulos de anticuerpos anti-SK y no se recomienda
la utilizacion de este farmaco.®° Este fenémeno ha sido reportado en Cuba, donde se
ha encontrado un 30,4 % de prevalencia de anticuerpos circulantes en las personas
incluidas.'® La produccién de una SK menos inmunogénica podria ser una alternativa
para estos casos.®
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Las técnicas disponibles para evaluar la inmunogenicidad de proteinas son de escaso
valor para la prediccion de las caracteristicas clinicas de los farmacos y, por otra
parte, muchos aspectos de la inmunogenicidad no han sido adecuadamente
explorados por métodos experimentales.* Los métodos bioinformaticos facilitan la
busqueda de antigenos para la mayoria de las proteinas, por lo que las herramientas
inmunoinformaticas pueden simular las respuestas inmunes a un producto, sea o0 no
empleado en la vacunacion, y ahorrar tiempo y costos.*? 13

METODOS

Evaluacion de la utilidad de los algoritmos bioinformaticos en la predicciéon
de la inmunogenicidad de proteinas terapéuticas recombinantes

A partir de la secuencia primaria de la estreptocinasa recombinante cubana, contenida
en la base de datos UniProt bajo el nUmero de acceso Q53284, se emplearon tres
algoritmos para identificar epitopes B: BepiPred, Bcepred y ABCpred. Se seleccionaron
dos herramientas para la identificacion de los epitopes de células T: SYFPEITHI y BIMAS.
Se escogieron los cinco primeros epitopes en cada caso. Se trabajé con moléculas MHC
(del inglés Major Histocompatibility Complex) reportadas como mas frecuentes en la
poblacién cubana: HLA-A*0201, HLA-DRB1*0301 y HLA-DRB1*0701.'* ' Los hallazgos
in silico se compararon con las regiones antigénicas de la estreptocinasa encontradas por
meétodos in vitro y reportadas en la literatura.

Comparacion de la inmunogenicidad de proteinas recombinantes entre
modelos de laboratorio y humanos

A partir de las secuencias primarias de la estreptocinasa recombinante (UniProt
Q53284) y del antigeno de superficie de la hepatitis B (GenBank X02763.1), se
trabajo con un algoritmo para modelar epitopes B (ABCpred) y otro para epitopes

T (SYFPEITHI). Se seleccionaron los primeros cinco epitopes obtenidos con las
herramientas inmunoinformaticas. Se consideraron los haplotipos murinos de modelos
empleados en la experimentaciéon biomédica: H2-Kd y H2-KKk.

RESULTADOS Y DISCUSION
Prediccion de la inmunogenicidad de proteinas terapéuticas recombinantes

Uno de los principales objetivos del desarrollo de vacunas y de la evaluacion
inmunofarmacolégica e inmunotoxicolégica de farmacos es la identificacion de los
componentes microbianos que generan una respuesta inmune, sea protectora o no.
La prediccion de los epitopes B de la SK recombinante cubana, a partir de los
algoritmos bioinformaticos empleados, aparece en la tabla 1.

Se observa algun grado de solapamiento entre los péptidos 1 (ABCPred) y
4 (BepiPred), 2 (ABCPred) y 3 (BepiPred) y 4 (ABCPred) y 5 (BepiPred). ABCPred fue,
por tanto, el algoritmo que mostré una mejor capacidad de prediccion.

Un estudio de inmunolocalizaciéon de epitopes lineales reconocidos por anticuerpos de
tipo 1gG en la estructura primaria de la SK encontré los sitios S379-T390 y

Y397-N410, que se relacionan con los identificados por ABCpred y que se corresponden
con regiones compartidas por los predichos por otros algoritmos.*®
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Tabla 1. Prediccion de epitopes de células B para la estreptocinasa recombinante cubana

aAlgoritmo Peptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5
Pos. Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope
BepiPred 169 NPDDDFRP | 281 EKPYDPF 355 ECMNHDD 372 PEGEMA 405 TPIPDMN
PNDE
Bcepred 7 LLDRPSY 15 NSOLYYSY 127 LPTORPYOQEFLL 300 YOVEYT 270 ISEKYY
SGHYRYRPYEK WOFTPL WLEKG
4B Cpred 375 GEMNASYHL | 342 AFGIMDYT 106 DATITDEM 399 YLRYTGT 139 GHYRYRPY
AYDKDRYT LTGKYEDM GEYYFADK PI KEKRPIQNG

POMNPHDE

Pos.: Posicion del primer aminoacido del péptida.

La regién 373-414 fue reconocida respectivamente por el 39 y el 64 % de los sueros
de pacientes antes y después de recibir tratamiento con SK.% *” El epitope
G139-Q152, también identificado por ABCpred, fue encontrado en un reporte ya
mencionado.'® El péptido 1 propuesto por Bcepred ya habia sido mapeado en otros

estudios con sueros de pacientes, anticuerpos monoclonales y bibliotecas de fagos.*® *°

La tabla 2 contiene la modelacion de la respuesta de células T para antigenos HLA de
clase 1 y Il. En el caso de la molécula HLA-A*0201 se observa una muy buena
correspondencia entre los dos algoritmos empleados, con al menos tres péptidos
igualmente identificados entre los primeros cinco. La administracion de SK es seguida
por el rapido aumento de la frecuencia de linfocitos T anti-SK y de la respuesta
proliferativa en ensayos in vitro. La regién 100-150, que contiene el péptido ubicado
en el primer lugar por los dos algoritmos empleados en la modelacidon de la respuesta
T, mostré los mayores indices de proliferaciéon y fue la reconocida preferencialmente
en la mayoria de los ensayos.?

La respuesta mediada por las dos moléculas de clase Il seleccionadas comparte dos
epitopes, iniciados en los residuos 76/77 y 310, y otra regién formada por el
solapamiento de dos péptidos, 296 y 310. Existe una asociacion reconocida entre el
incremento de la poblacion de células T especificas para SK y las concentraciones
séricas de anticuerpos anti-SK, responsables estos uUltimos de la neutralizacion del
farmaco y de las reacciones de tipo alérgico.'®

La correspondencia de las predicciones hechas por los algoritmos inmunoinforméaticos
con lo encontrado por diversos autores a través de variados métodos tradicionales de
la experimentacién biolégica habla a favor de un patrén consistente de respuesta
focalizada sobre regiones inmunodominantes en la respuesta in vivo, que concentran
los anticuerpos producidos por los pacientes expuestos a la bacteria o tratado con la
SK,'® y la posibilidad de identificar las regiones antigénicas con mayor capacidad
alergénica, con vistas a su modificacion para reducir las reacciones adversas al
farmaco.**

La disponibilidad de métodos in silico para predecir los determinantes antigénicos, tanto
de anticuerpos como de células T, significa un complemento importante en los procesos
de diserio, seleccién, desarrollo y evaluacion de vacunas y productos sintéticos y
recombinantes.?? El reconocimiento y la unién a los epitopes derivados de las moléculas
de los patégenos, que conduce a la activacion de los linfocitos T y a la produccion de
anticuerpos, son los elementos claves para una respuesta protectora® y constituyen la
base para el disefio de las vacunas multiepitépicas para uno o varios agentes. Los
algoritmos bioinformaticos pueden identificar mas de la mitad de los péptidos con real
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capacidad de unirse a los receptores inmunitarios; ello reduce el trabajo del laboratorio
tradicional, con un 85 % menos de gastos en materiales, labor y tiempo.?® La mejor
caracterizacion y modelacion de las respuestas inmunes conduce a las posibilidades de
refinamiento en términos de potenciar la inmunogenicidad y reducir los posibles efectos
adversos, ya sea por autoinmunidad o hipersensibilidad.?* 2°

Tabla 2. Prediccion de epitopes de células T para la estreptocinasa recombinante cubana

Algoritmo Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5

Pos. Epitope Pos. | Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope
HLA-A*0201
SYFPEITHI 135 FLLSGHWRW 199 LLaQAaQSIL 269 LISEKYYWL 259 GLMEEIMMT 268 DLISEKY YW
BIMAS 135 FLLSGHWRW 259 GLMEEIMMT 334 KLLYMMLDA 234 ILFMDOQEFT 268 DLISEKY YW

HLA-DRE1*0301

SYFPEITHI 23z RTILPMD 310 SEQLLTAS 273 KASLE K 76 KADLLKS 196 SQELLAD

QEFTYHWE ERMLDFR. GEKPYDRF IQEQLIAM AQSILMET
HLA-DRE1*0701

SYFPEITHI 343 FGIMDYTL 77 ADLLEAT EL FEVIDFAS 310 SEQLLTAS 296 TIKYWDWN

TEKWEDN QEQLIANY DATITOR ERMLDFR. THELLKS

Pos.: Posicidn del primer aminoacido del péptido.

Comparacion de la inmunogenicidad de proteinas recombinantes
entre modelos de laboratorio y humanos

En el caso de la inmunologia, los ratones han permitido un profundo discernimiento
de la estructura y el funcionamiento del sistema inmune, a pesar de las diferencias
entre la biologia humana y la murina: proporcién de subpoblaciones leucocitarias,
subclases de inmunoglobulinas, citocinas y sus receptores, diferenciacion Th1/Th2,
expresion y funcién de moléculas coestimulatorias, etc.?®

La tabla 3 muestra la respuesta T frente a la SK recombinante producida en Cuba en
el contexto de dos haplotipos murinos y moléculas HLA. De los cinco primeros
epitopes seleccionados entre las dos lineas de ratén, solo hay una coincidencia: la
region de la secuencia iniciada entre los residuos 96-101. Al comparar esas posibles
respuestas con la humana, particularmente para el HLA-A*0201, no se observan
similitudes con el haplotipo H2-Kd, mientras que aparecen cuatro epitopes en
regiones similares para el haplotipo H2-Kk, para las posiciones 133/135,
259/262/268/269. Para las moléculas de clase Il humanas, se encontraron tres
solapamientos (226/232, 343/346, 98/101) con H2-Kk y solo uno para H2-Kd
(296/298).

Para el caso del AgsHB (tabla 4), hubo una coincidencia entre ambos haplotipos
murinos, en la regidon 175/181, y dos epitopes en regiones solapadas entre el
HLA-A*0201 y H2-Kk (191 y 264/272). Para el caso de las moléculas de clase Il,
aparecieron cinco coincidencias entre el HLA y H2-Kk (45/50, 185/194, 191/194,
199/194, 267/272) frente a dos coincidencias con H2-Kd (172/181, 376/379).
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Tabla 3. Prediccion de epitopes de células T para la estreptocinasa recombinante cubana frente a haplotipos murinos v

Algoritmo

Ha2-Kd

H2 Kk
HLA-A* 0201
HLA-
DRE1*0301
HLA-

DRE1*0701

Péptido 1
Pos. | Epitope
161 EYTWVQFTPL
262 EEIMMTDLI
135 FLLSGHWRY
232 RTILPMD
QEFTYHWE
343 FGIMDYTL

TGKVEDN

Péptido 2
Pos. | Epitope
208 KYWDWVNTHE
133 QEFLLSGHY
199 | LLAQaQsSIL
310 SEQLLTAS
ERMLDFR
s ADLLEAT

QEQLIANY

humanos

Péptido 3
Pos. | Epitope
388 RYTEEEREW
226 HDMNDIFRTI
269 LISEE WL
273 KLk K
GEKPYDPF
ag FEVIDFAS

DATITDR

Péptido 4

Pos. | Epitope

=15} DYFEVIDFA

346 MOYTLT GRW

259 GLNEEIMMNT

s KADLLKA
IQECQLIAN

210 SEQLLTAS

ERMLDFR

Péptido 5

Pos. | Epitope
216 IYERDSSTW
101 IDFASDATI
268 DLISEEYYW

196 [ SQELLAD
AQSILNKT
206 | TIKYWDV

MTMELLES

Pos.: Posicion del primer aminodcido del péptido.

Tabla 4. Prediccign de epitopes de células T para el antigeno de superficie de la hepatitis B recombinante cubano frente a

haplotipos murinos vy humano

Algoritmo Péptido 1 Péptido 2 Péptido 3 Péptido 4 Péptido 5

Pos. Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope Pos. Epitope
Hz-Kd 334 KYLWEWASY 139 LYLPAGGSS 181 GFLGPLLYL 205 SLDSWWTSL 379 LYSIWSPFI
H2-Kk S0 DDV PAANOY 272 LOYQGMLPY g3 GILTTWSTI 194 FLLTRILTI 175 MENITSGFL
HLA-A*0201 261 LLLCLIFLL 194 FLLTRILTI 257 FLFILLLCL 260 ILLLCLIFL 264 CLIFLLVLL
HLA- 267 FLLWLLDY 21 PLGFFPD 45 FHPWVEDDW 258 LFILLLE 185 PLLWVLOA
DRE1*0301 QGMLPYVC HQLDPAFG PAANOVG LIFLLWLL GFFLLTRI
HLA- 172 WTNMEMT 355 OWFWYGLSP 376 GPSLYSTW 191 AGFFLLT 199 ILTIPQSL
DRE1*0701 TSGFLGPL TWWLESAL SPFIPLL RILTIPQS DSWWTSL

Pos.: Posicidn del primer aminodcido del péptido,

Las diferencias documentadas entre lineas de ratdn son de diversa naturaleza y en
ellas subyacen las caracteristicas propias en cuanto a los mecanismos de defensa.
Puede pensarse en resistencia variable a infecciones: A/J, DBA/2 y BALB/c son
altamente susceptibles a Staphylococcus aureus, mientras que C3H/HeN, CBA 'y
C57BL/10 son medianamente resistentes.?” Con respecto al parasito Leishmania
amazonensis se ha descrito tres grupos: susceptibles (C57BL/10 y CBA),
relativamente resistentes (DBA/2) y resistentes (C3H.He).?® Por otro lado, debe
tenerse en cuenta la composicion de los elementos del sistema inmune: BALB/c tiene
un mayor namero de células T de memoria y activadas, tanto CD8+ como CD4+,

y menos linfocitos virgenes (naive), con relacion a otras lineas en determinadas
condiciones experimentales.?® La respuesta ante la infeccion, tanto en células T como
en subclases de 1gG, también depende del haplotipo H2.2°3!

La identificacion de los epitopes inmunodominantes, que pueden ser delineados con el
uso de los métodos computacionales incluso antes de inocularse un animal de
laboratorio, pueden ser la base de modificaciones en la secuencia que reduzcan o
incrementen la inmunogenicidad, segln se desee y como se ha hecho para la
infeccion por el virus de la hepatitis B.”" 3% 32 También, para clarificar los procesos
patogénicos de la infeccién por el agente.?® 3*

En igual sentido, se debe ser cauteloso en la designacién de los biomodelos para la
seleccion de epitopes para candidatos vacunales o para la decision de secuencias a
modificar en proteinas recombinantes con potencial autoinmune o alergizante.
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Las diferencias en las respuestas entre murinos y el humano, descritas para
diferentes moléculas, no deben ser vistas como impedimento sino como oportunidad
para la mejor seleccion de dianas terapéuticas y vacunales, procesos en los cuales los
algoritmos bioinforméticos pueden igualmente reducir costos y tiempo.

El uso de la inmunoinformatica ha sido limitado en el sistema cubano de salud, a
pesar de las numerosas aplicaciones béasicas y aplicadas; esa problematica ha sido
identificada en otros paises.'® Sus potencialidades, apenas esbozadas en los estudios
aqui presentados con dos moléculas de amplio uso en nuestro medio, pueden
ampliarse en investigaciones basicas, ensayos preclinicos y clinicos y otras
circunstancias.?* Su alcance supera la inmunologia, para extenderse a la
microbiologia, la farmacologia, la vacunologia, la epidemiologia y la salud publica.

Para la prediccion de epitopes es recomendable la combinaciéon de varios de los
algoritmos inmunoinformaticos disponibles, sobre todo en el caso de los epitopes de
células B. Los resultados de la modelacion de la inmunogenicidad pueden servir de
base para la seleccién de los mejores candidatos vacunales y para las modificaciones
que se requieran con el objetivo de potenciar las respuestas deseadas y reducir las
reacciones adversas a proteinas recombinantes. La seleccion de los biomodelos
animales para los estudios preclinicos debe ser cuidadosa y puede ser apoyada por
métodos bioinformaticos.

Se presenta una metodologia aplicable al desarrollo de vacunas de subunidades y
multiepitépicas, asi como para otros farmacos biotecnoldgicos de naturaleza
peptidica, que permite optimizar las etapas preclinicas y clinicas, a muy bajo costo,
minimos requerimientos tecnolégicos, utilizacién 6ptima de medios, recursos y capital
humano disponibles en cualquier instituciéon del sistema nacional de salud.
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