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¢ INTRODUCCION

Las herramientas bioinformaticas son ampliamente
utilizadas para caracterizar a las meléculas posibles
candidatos para el desarrollo de nuevas vacunas,
evitando el uso de animales de experimentacion en
las primeras etapas del disefo, asi como logrando un
aharro significativo en tiempo v gastos de la imves-
tigacion (Zaharieva et al., 2017; Aradjo et al., 201%;
Ong et al., 2020).

Los estudios de vacunologia reversa se enfocan en
el analisis i siico primero del genoma usando predic-
tores geneticos y luegs del analisis de las caracteristi-
cas de cada proteina por separado (Goodswen et al.,
2014; Flower et al., 2015). Estas estrategias fueron
o wtilizadas por primera vez en la prediccion de antige-
- nos para el desarrollo de una vacuna contra Meningo-
coccus serogrupo B (Christensen et al., 2013).

Los criterios de seleccion de posibles antigenos
para el diseno de vacunas varian en dependencia
del patogenc. Para la identificacion de proteinas con
potencial inmunogénico se deben tener en cuen-
ta las caracteristicas y propiedades que influyen de
manera positiva en la activacion del sistema inmune.
Existen diferentes tipos de programas que permiten
la identificacidn y prediccion de caracteristicas como
estructura, adherencia, fusion, antigenicidad, union a
MHC clase | y II, secuencias de unidn a protecsomas,
asi como activadores de linfocitos By T. La localiza-
cidn celular es una de las caracteristicas para tener en
cuenta, ya que la mayoria de las proteinas antigeni-
cas son aquellas que estan mas expuestas en el hos-
pedero y pueden ser rapidamente reconocidas por
el sisterna inmune, como proteinas secretadas, pro-
teinas expuestas a La superficie o proteinas de mem-
brana (Dalsass et al., 2019}. La capacidad de union y
presentacion en el contexto MHC clase | y |l permite
identificar qué tipo de respuesta inmune estard favo-
recida. Los factores de virulencia son Los principales
candidatos y a menudo los genes que los codifican se
encuentran en islas de patogenicidad compartidas y
conservadas por diversas cepas. La obtencion de re-
sultados satisfactorios depende de la precision en la
prediccion de antigenos y para ello existen diversos
programas informaticos que facilitan este proceso
[Doytchinova y Flower, 2007; Chandra et al., 2010;
Droppa-Almeida et al., 2018).

Algunos de estos programas bioinformaticos se
han aplicadgo en el estudio i siico de antigenos vacu-
nales contra Conynebactenan pseudituberculos’s ovs
[Droppa-Almeida et al., 2018; Araujo et al., 2019),
bacteria agente causal de la Linfadenitis Caseosa,
enfermedad que afecta a pequefos rumiantes [Mah-
maad et al., 2015; Odhah et al., 2019), ccasionando
importantes perdidas econdmicas relacionadas con

desordenes reproductivas, €l decomiso de las visce-
ras, rechaza de pieles y lana.

Actualmente existen vacunas comerciales dispo-
nibles para el control de esta enfermedad, cuya pro-
teccion esta asociada a la preduccion de anticuerpos
anti-exotoxina PLD fundamentalmente, los cuales
protegen contra el dano tisular y la diseminacion
del microorganismo; sin embargo, es una proteccion
parcial, ya que estas vacunas aln son deficientes
en eliminar las bacterias intracelulares (Bastos et
al., 2012; de Pihno et al., 2021). Por tales motivas
diferentes grupos de investigadares trabajan en el
desarrollo de vacunas experimentales gue permitan
una proteccion completa y eficaz. En este sentido,
la vacunologia reversa desempefia un papel principal
en la seleccion de nuevos antigenos como posibles
candidatas vacunales.

[El presente articulo tiene como objetivo indagar sobre
el uso de diferentes proaramas bicinformaticos en el es-
tudio de Corpnebactanam preudsibercaioss en la iden-

tificacion y desarrollo de nuevas vacunas experimentales.
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Uno de los enfogues mas dinamicos de la biotecno-
loaia es la vacunologia reversa [VR), que desempena
un papel importante en el desarrollo de las vacunas
actuales. La VR utiliza herramientas informaticas,
como la inteligencia artificial, el auto-aprendizaje y
datos omicos, para el estudio primero del genoma,
luego el analisis de las moléculas posibles candida-
tos en base a sus caracteristicas fisico-guimicas, y
por Gltimo, la comparacion de estas com resultados
disponibles en las bases de datos, con la integracion
de la informacion mediante el uso de programas que
estiman los antigenas que tendran mayor efecti-
vidad en una formulacion wacunal (Soria-Guerra et
al., 2015). El primer enfoque exitoss de vacunologia
reversa se observo en el estudio de candidatos vacu-
nales para Meningococcus serogrupo B (Christensen
et al., 2013}, lo cual revoluciond tado el campo de la
bizlogia computacional.

La aplicacion de tecnologias gendmicas en la inves-
tigacion de vacunas mediante el uso de la VR represen-
td un gran avance para el proceso de descubrimiento
de nuevas vacunas. Al determinar tode el repertorio
gendmico de un agente patogeno, los investigadores
pudieran identificar objetivaos protectares y disefar
vacunas eficaces donde los enfogues comvencionales
habtan fallado (Pereira et al., 2020). Para el estudio
de candidatos vacunales mediante VR se consideran
primeramente los estudios de gendmica, luego con las
secuencias objeto de estudios se pueden aplicar enfo-
ques epidemicldgicos, protedmicos o estructurales y
por ultimo se utilizan algoritmos computacionales que
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facilitan la prediccion de caracteristicas especificas de
los antigencs pasibles candidatas vacunales (figura 1).
El uso de VR inicio una cascada de cambios que
afectaron todo el proceso de desarrollo de vacu-
nas, cambiando el enfoque de la identificacion de
una lista de vacunas candidatas a la definicion de
un conjunto de pantallas de alto rendimiento para
reducir la necesidad de pruebas costosas y laborio-
sas en modelos animales (Dalsass et al., 2019). Una
comprension profunda de la epidemiologia de las
vacunas candidatas, y su regulacion y papel en las
interacciones hospedero-patdgeno, debe convertir-
se en un componente integral del flujo de trabajo de
deteccion. Lejos de estar obsoleto por los avances
tecnoldgicos, la VR aln representa un paradigma de
como las tecnologias de alto rendimiento y el cono-
cimiento cientifico pueden integrarse en la investiga-
cion biotecnoldgica.

Programas Bioinforméaticos de andlisisde VR
Los programas de VR pueden ser de dos tipos, de
acuerdo con sus enfoques algoritmicos. Los de tipo
de arbol de decisiones o "filtrado" y los de aprendiza-
je computacional automatico o “clasificatorios”. Los
programas de tipo de arbol de decisiones o filtrado
se basan en diagramas de flujo donde las secuencias

de las proteinas del patogeno se evallan ante una
serie de condiciones o filtros hasta un subconjunto
donde se identifican como posibles candidatos para
la vacuna. Los filtros corresponden a caracteristicas
de las proteinas que se puede medir directamente,
como el peso molecular, o caracteristicas predichas
por un programa computacional, como la localiza-
cion sub-celular o la probabilidad de ser una proteina
de adhesion. La desventaja con los programas que
utilizan este tipo de algoritmo es que en cada paso
de clasificacion van eliminando posibles candidatos
(Michalik et al., 2016). Los programas de aprendi-
zaje computacional automatico o "clasificatorios™
utilizan enfoques o modelos estocasticos como ma-
quinas de vectores de soporte, redes neuronales arti-
ficiales o modelos ocultos de Markov, para predecir la
calidad de unitn o enlace de la secuencia en estudio.
Estos enfoques intentan refinar el modelo de pre-
diccion ajustando parametros teniendo en cuenta la
informacidn de secuencias posibles candidatos o no,
proporcionadas por una coleccion conocida que se
emplea para entrenar el modelo. Estas aplicaciones
de aprendizaje automatico no descartan proteinas,
como las herramientas de arbol de decision, clasifi-
cando todo el conjunto de proteinas de entrada por
su probabilidad de ser un candidato vacunal. Esto re-
sulta muy Util para los ensayos confirmatorios precli-
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nicaos, ya gue se puede comenzar con los candidatos
mas prometedares clasificados en las primeras posi-
ciones. Las herramientas de aprendizaje automatica
difieren entre si del tipo de algoritmo de clasifica-
cion, par la cantidad de caracteristicas que miden y
el tamafo y variedad de proteinas que constituyen el
caonjunto de entrenamiento (Michalilkk et al., 2016).

las cadenas o secuencias de aminoacidos que confor-
man la proteina son convertidas en vectares unifor-
mes a traves de covarianza cruzada automatica. Las
variables relevantes son seleccionadas por algoritmo
genético o por etapas de regresidn y finalmente cla-
sifican a la proteina como antigeno protectar o no,
mediante andlisis basado en el calculo de minimos
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Fuente: Elaboracion propia.

El programa Waxilen (http:/fwww. ddg-pharmfac.
net/vaxijen/Vaxilen/Vaxilen) fue la primera herra-
mienta bioinformatica confiable para la prediceion
de proteinas con capacidad antigénica en bacterias,
wirus, células tumorales y posteriormente parasitos y
hongos (Doytchinova y Flower, 2007; Doytchinova y
Flower, 200E). El programa es entrenado con milti-
ples secuencias conocidas de antigenas inmunopro-
tectores y no protectares, que sirven como referencia
para la prediccidn. La pagina de resultadas infarma la
probabilidad de que la proteina (como wna fraccion
de unidad) sea antigénica o no {antigeno probable o
antigeno no probable). EL programa tiene en cuenta
tres propiedades fisicoquimicas de los aminoacidos
que componen la proteina como hidrofobicidad, ta-
mana malecular y la polaridad. A cada propiedad de
los amincacidos se le asigna una variable z, v luego

cuadrados parciales (Zaharieva et al., 2017). Parala
prediccion de proteinas antigénicas de origen bacte-
riano presenta wn 80% de precision, 79% sensibilidad
y 81% de especificidad (Doytchinava y Flower, 2007).
El programa considera a partir del valor de score [cor-
te) fijado, en adelante, que la proteina presenta acti-
vidad antigénica. Esta herramienta ha sido empleada
en investizaciones veterinarias en la deteccion de
antigenos para el disefio de vacunas contra Srucella
spp.. Histophilus somin, Pastewrella muftocida, Pajaroe-
fotacter abortibows, Leplospia inlerogans, Bordelells
bronchiseptica, Anaplasma marginale y C. psewdolu-
herciosis (Laharieva et al_, 2017).

Las herramientas para identificar epitopas de células
B se dividen en aguellas que dependen de La informacion
de la estructura primaria e identifican epitopos conti-
nuos, lingales, asi coma las que dependen de informacion



de la estructura secundaria y predicen epitopos disconti-
mwas o estructurales. El primer grupo de herramientas
realiza la prediccian teniendo en cuenta un conjunto de
descriptares como atributos fisicoguimicos, accesibilidad
superficial y compasicibn de aminoacidos. En general
rinden precision para epitopos continuos (lineales), pera
son menos eficientes en la identificacion de epitopes dis-
continuos. Para superar esta deficiencia se han incorpo-
rado a los programas caloulos de prediccion incluyenda
informacion de estructura secundaria, accesibilidad de
superficie calculada y/o indices de protuberancia, ade-
mas de informacion sobre la estructura tridimensional
de la protena y la estructura de complejos receptor-an-
tigena conacidos. Ejemplos de herramientas basadas en
secuencias lineales son BepiPred, ABCpred, BEST y para
la prediccion basada en estructura se utilizan programas
coma BepiPred 2.0, ElliPro, Paratome, PEPOP y BEEPra
[Soria-Guerra et al_, 2015; Michalik et al., 201&; Iaharie-
vaetal., 2017; Jespersen et al., 2017,

Existen interfaces web que permiten realizar pruebas
exhaustivas de sus predicciones y analisis en funcion de
sus bases de datos. La pagina web [EDE (por sussiglasen
irgles, ke Epitope Database and Analysis Resource)
proporciona una compilacion actualizada regularmen-
te, de epitopos vinculantes y sus afinidades. Constituye
unaherramienta de prediccion accesible a traves deuna
unica intuitiva interfaz web, gue incorpora diferentes
programas y algoritmes para la caracterizacion general
de una pru'tm'na osecuencia (Fleri et al., 2017). Las he-

rramientas disponibles se clasifican en dos categorias:
de analisis y prediccion. Las herramientas de analisis
incluyen agrupacion de epitapos, conservacion de se-
cuencias y mas, mientras que las de prediccion cubren
la unitn a epitopo de células Ty B, la inmunogenicidad
v las estructuras TORSBCR. Permite la identificacion de
epitopos antigenicos, con mayor probabilidad de expo-
sicion a superficie, de union a anticuerpos, de union a
MHC |y MHC | para activacion de células T. Ademas de
estas herramientas, también se conecta con diferentes
servidores que permiten una comparacion de los re-
sultadas, Lo cual mejora el rendimienta de la aplicacion
{Dhanda et al., 201%; Martini et al., 2020).

Yaxign es un sitic web disenado para la prediccian
de moleculas con potencial inmunogénico basados en
secuencias de genomas. Fue evaluado y estandarizado
para la prediccion de candidatos a vacunas contra Esche-
rictia colf uropatdaena (He et al., 20M0). El programa
emite un criterio en funcion de la evaluacion de diver-
sas progiedades de la proteina. Vaxign predice la ubica-
cign subcelular de la proteina, la presencia de hélices de
transmembrana, probabilidad de adhesion, secuencias
conservadas en proteinas de humanos y/o proteinas de
raban, secwencia de exclusion en el genama de cepas no
patogenas y epitopos que se wnen a MHC clase | y cla-
sa ||. También realiza la prediccion basada en el previo
entrenamienta con otras secuencias. La base de datos
pre-calculada de Vaxign contiene predicciones de vacu-
nas para m.a'sde?ﬂ-genumasqﬂng etal., 2020).
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Fuente: Elabaracion propia.

Para la identificacion de proteinas con potencial in-
munagénico se deben tener en cuenta las caracteris-
ticas y propiedades que influyen de manera positiva
en la activacion del sistema inmune.

Existen diferentes tipos de programas que permi-
ten la identificacion y prediccion de caracteristicas
como estructura, adherencia, fusion, antigenicidad,
unicn a MHC clase | y |, secuencias de union a pro-
teosomas, asi como activadores de linfocitos By T.
En el cuadro 2 se muestran algunos de los criterios
de seleccion de candidatos vacunales en funcidn de
diferentes caracteristicas de las proteinas.

Un estudio comparative entre los programas MER-
WE, Vaxign, Vaxilen, Jenner-predict, Bowman-He-
inson, ¥ VacSel, para la identificacion de antigenos
bacterianos protectores (ABP) con capacidad co-
nocida, permitid establecer que ninguno de los pra-
gramas fue capaz de identificar al 100% el mismo
conjunto de antigenos ABP probados. Las listas de
proteinas candidatas establecidas por cada progra-
ma no fue similar, ya que estos sugieren los posibles
candidatos de acuerdo con diferentes algoritmos o
patrones de seleccion (Dalsass et al., 2019). Estos
resultados indican gue se requiere de una mejora
en la precision de las herramientas bioinformaticas
existentes, con el apoyo de la expansion de las bases.
de datos y la incorporacion de datos negativos pro-
venientes de evaluaciones experimentales. También
sugiere que la combinacion de diferentes programas
predictivos puede ampliar el range de moléculas a
considerar posibles candidatos, y que aguellas que
sean clasificadas por diferentes algoritmos tienen
mayor protabilidad de ser las mas inmundgenicas.

Vacunologia reversa para
Corynebacterium pseudotuberculosis

Humerosos estudios de vacunologia reversa se han
realizado para la prediccion de antigencs inmunogé-
nicos de C. pseudofibercwosis. EL estudio i silico del
pan-exoproteoma de C. psaudoiubevowosis se rea-
lizd con las cepas 1002, €231, 19, FRC41 v PATID
{Santos et al., 2012). En este trabajo se aplico la
vacunologia reversa para analizar la secuencia del
pan-genoma v la identificacion de genes expresados
en el ciclo de vida del patdeens. Todos los marcos
de lectura abiertos (ORF) derivadas de las secuen-
cias del genoma se evaluaron usando un programa
computacional para determinar su habilidad como

candidatos a vacunas, prestando especial atencion a
los que codifican proteinas exportadas, ya que son
esenciales en las interacciones hospedero-patagena
Santos et al., 2012).

Otro analisis de VR con los programas Surf+ y
Vaxian se realizo para predecir nueves antigenos gue
pueden ser empleadas en el desarrollo de una vacuna
con ambos tipos de biovar ows v equi (Soares et al.,
201 3a). Este mismo grupo de investigadores realizo
el estudio del pan-genoma de 15 cepas aisladas de
hospederos y origenes geograficos diferentes. EL pan
genoma se compone de tres partes: genoma central,
genoma accesorio y genes especificos de cepa. El
genoma central esta compuesto por genes que comis
parten todas las cepas analizadas en el estudio. Por o
general, los genes centrales codifican productos que
son responsables de los aspectos basicos de la vida
del organismo, comao los procesos de replicacion,
transcripcion, traduccion y mantenimiento de ha-
meastasis celular, haciéndolos objetivos adecuados
para el desarrollo de vacunas (Rouli et al., 2015).
Los resultados del trabajo revelaron estrechas rela-
ciones entre las diferentes cepas de corinebacterias
evaluadas, | comportamiento clonal de C. pseuda-
lubercwlosds v aumentos lentos en el tamano de los
pan-genamas (Saares et al., 2013b).

Diferentes proteinas identificadas como posibles
factores de virulencia SpaC, SodC, ManH y PknG
han sido analizadas usando inmunoinformatica, con
el programa Vaxilen. En el trabajo de Santana y co-
laboradores se descubrio gue SpaC, PknG y ManH
presentan mejor potencial para el desarrollo de una
vacuna que 5odC (Santana-Jorge et al., 2014).

Mediante un analisis de prediccion de epitopos con
la pagina web |EDB se determinaran positles secuen-
cias de la proteina CP40, que pueden ser reconocidas
con mayor eficiencia por los anticeerpos. En este tra-
bajo de un total de 184 epitopos evaluados se identifi-
caron b peptidos con mayor potencial inmunogénico.
También en este estudio se determinaron las interac-
ciones que se producen entre la proteina CP40 con el
receptor tipo Toll (TLR-2). Estos receptores forman
parte del sisterna inmune innate, son maléculas de
transmembrana que participan en el reconacimien-
to de patrones moleculares asociados a patogencs
(PAMPs), activando el sistema inmune. Estos recep:-
tores inducen la activacion del factor de transcrigeion
nuclear B (MF-kEB), lo cual favorece el desarrollo de una
respuesta pro- inflamatoria v La proliferacion de lewco-



citos de linaje mieloide. Los TLR tambien aumentan
la produccion de moléculas co-estimuladoras como
CDED, CDEA, CD40, que se encuentran en la super-
ficie de las células presentadoras de antigenos, siendo
necesarias para la activacion de Linfocites T por parte
de las células dendriticas y macrofagos. Se demostrd
qgue los & péptidos con potencial inmunoestimulante
son capaces de interactuar con el receptor TLR2. Este
estudio i siico plantea el potencial que presenta la
proteina CP40 para interactuar con el receptar TLRZ,
lo que le confiere capacidad para activar la respuesta
inmune celular (Droppa-Almeida et al., 2018).

Otro analisis de ¥R permitio identificar las carac-
teristicas inmunoprotectoras de proteinas que se
activan para la defensa de . psewdofuberculosts ante
condiciones de estrés ambiental. Mediante el empleo

- delos programas Yaxign y Vaxilen se identificaron la

1t

localizacion celular {membrana citoplasmatica) v la
capacidad antigénica (a partir de 0.4) de las proteinas
CopC de resistencia a cobre (copC= antigenicidad=
0.85), ¥YkuE metalofosfosterasa (ykuE=D.40), NADH
deshidrogenasa {ndh=0.48), MtrB sensor histidina
quinasa {mtrB=0.54}), Frel proteina de union a penici-
lina (frsl=0.64), 5enX3 histidina-quinasa de transduc-
cion de sefiales sen¥3=0.61) (Aradjo et al., 2019).

La influencia de diferentes condiciones de estrés
[alte contenido de hierro, bajo contenido de hierro,
asmosis v pH) se evaluaron en la expresion de los
genes en C. pseuddluberculoss, Utilizando redes de
co-expresion para la identificacian de genes causales
basado en datos de secuencia de ARM-seq, mediante
un algoritmo de inferencia de red consenso llamado
miRsig y la herramienta miRinfluence, se identifica-
ran los genes causales o influyentes de la red. Los
resultados indicaron que mas del 50% de los genes
identificados coma influyentes estan involucrados en
funciones celulares. Por otra parte, en la mayoria de
las cepas analizadas, los genes causales tienen roles
en procesos asociados con la respuesta a tensiones
extracelulares, patogenicidad, componentes de la
membrana y genes esenciales (Franco et al., 2020].

La antigenicidad, el potencial alergenico, la predic-
cion de los epitopos B, la unidn a los receptares MHC
y el acoplamiento en el receptor Toll-Like 2 fueron
propiedades evaluadas in sifico para la proteina de fu-
sion PLD-CPaD-maltosa. El analisis in sico demostra
que PLD-CP40-maltosa tiene potencial inmunogéni-
co, na tiene propiedades alergicas y puede acoplarse
al receptor TRL2 (Barral et al., 2022).

CONCLUSIONES

Las vacunas tienen un impacto significativo en la sa-
lud plblica y en la salud animal, y la vacunalegia en la
era de la bionformatica esta aprovechando las nuevas
tecnologias para abordar enfermedades para las que
el desarrollo de vacunas no ha tenido éxito hasta la
fecha. La mayeria de las vacunas que existen dispani-
bles en el mercado fueron desarrolladas sobre la base
de metodos vacunales tradicionales, que se basaban
en la deteccion empirica de unos pocos candidatos a
la vez, en funcion de las caracteristicas conacidas del
patogeno. Sin embargo, la capacidad de secuenciar el
genoma de un patdgena proporciona acceso a todo
su repertario antigénico, catalizando un cambic en
el desarrollo de vacunas hacia enfagques de "vacuno-
logia reversa” basados en el analisis i sico de genes
gue codifican proteinas con los atributos de buenos
objetivas de vacunas. Ademas, la creciente disponi-
bilidad de secuencias genomicas ha llevado al desa-
rrolla y La aplicacion de tecnologias adicionales para
el descubrimiento de vacunas, incluidas la gendmica
comparativa, la transcriptomica, la protedmica, la in-
mundamica y la genomica estructural. Candidatos va-
cunales identificados a partir del genoma o proteoma
de un patogeno pueden expresarse lUBED COMO pro-
teinas recombinantes v analizarse siguiendo metodos
frn vitro o modelos i wivo para evaluar la inmunoge-
nicidad v la proteccion. En esta revision le presenta-
mas un resumen de diferentes programas utilizados
en la vacunologia reversa, v su enfoque en el estudio
de Ci et psewdotubercuiosts ows, desde la
identificacion de diferentes caracteristicas de las mo-
Léculas que permiten su analisis como candidatos con
potencial inmunogénica, explorada las ventajas, limi-
taciones y elementos necesarios de este enfoque.
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