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RESUMEN

El objetivo del estudio fue determinar los epitopes T de cuatro de las proteinas antigénicas mas frecuentes de la membrana
externa de Neisseria meningitidis B e identificar los sitios mas relevantes donde existe mimetismo molecular para estos epitopes
en seres humanos. Para ello se realizé un estudio in silico (estudios que usan herramientas bioinformaticas) usando las bases de
datos SWISS-PROT/TrEMBL SYFPEITHI y FASTA, las cuales se emplearon para la determinacion de las secuencias proteicas, la
prediccion de los epitopes T CD4 y CD8, y la determinacion del mimetismo molecular en humanos, respectivamente. Se encontré
similitud molecular en varias proteinas humanas presentes en diferentes érganos y tejidos, entre ellos: higado, piel y epitelios,
cerebro, sistema linfatico y testiculos, destacando las encontradas en estos Ultimos, ya que ellas mostraron la frecuencia mas
alta de secuencias miméticas. Este hallazgo ayuda a comprender el éxito de N. meningitidis B para colonizar tejidos humanos,
el fracaso de ciertas vacunas contra esta bacteria e incluso ayuda a explicar posibles reacciones autoimmunes asociadas a la
infeccion o vacunacion.

Palabras clave: Mimetismo molecular; Vacunas; Autoinmunidad; Bioinformatica; Neisseria meningitidis sorogrupo B (fuente:
DeCS BIREME).

IN SILICO IDENTIFICATION OF MOLECULAR MIMICRY BETWEEN
T-CELL EPITOPES OF Neisseria meningitidisB AND THE HUMAN
PROTEOME

ABSTRACT

The objective of the study was to determine the T-cell epitopes of four of the most frequent antigenic proteins of the outer
membrane of Neisseria meningitidis B, and to identify the most relevant sites for molecular mimicry with T-cell epitopes in humans.
In order to do so, an in silico study —a type of study that uses bioinformatic tools- was carried out using SWISS-PROT/TrEMBL,
SYFPEITHI and FASTA databases, which helped to determine the protein sequences, CD4 and CD8 T-cell epitope prediction,
as well as the molecular mimicry with humans, respectively. Molecular similarity was found in several human proteins present in
different organs and tissues such as: liver, skin and epithelial tissues, brain, lymphatic system and testicles. Of these, those found
in testicles were more similar, showing the highest frequency of mimetic sequences. This finding shed light on the success of N.
meningitidis B to colonize human tissues and the failure of certain vaccines against this bacterium, and it even helps to explain
possible autoimmune reactions associated with the infection or vaccination.

Key words: Molecular mimicry; Vaccines; Autoimmunity; Bioinformatics; Neisseria meningitidis, serogroup B (source: MeSH NLM).

INTRODUCCION

La Neisseria meningitidis es uno de los principales
agentes causales de meningoencefalitis y septicemia
en todo el mundo. Para la prevencién de esta enferme-
dad, existen diversas vacunas basadas en conjugados
de polisacéridos capsulares contra los serogrupos A,
C, W-135 e Y. En cambio, la obtencion de vacunas po-
lisacaridicas contra el serogrupo B no ha tenido éxito

debido a la pobre inmunogenicidad del polisacarido B
y la similitud estructural con glicoproteinas humanas,
lo cual ha movilizado el interés por la obtencion de va-
cunas a base de antigenos proteicos contenidos en la
membrana externa (). Varios antigenos proteicos ma-
yores, abundantes en la membrana de N. meningitidis,
cumplen un importante papel en la patogénesis de la
enfermedad, asi como en la induccién de una respues-
ta inmune protectora @, por lo que se tienen en cuenta
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durante la formulacion de vacunas. Algunos de estos
antigenos, como el PorB, ademas de tener propieda-
des antigénicas ejercen una importante accién como
adyuvante a través de la interaccion con receptores de
la inmunidad innata como los receptores tipo Toll 1y 2
(TLR-1y TLR-2), reforzando su interés para la obtencion
de candidatos vacunales ©.

En Cuba, el empleo del preoteoliposoma de N.
meningitidis B, como base estructural de la formulacion
VA-MENGOC-BC, ha constituido la primera vacuna exitosa
contra este serogrupo ®. Varias proteinas mayoritarias de
la vesicula de membrana externa (VME) de N. meningitidis,
son componentes esenciales de VA-MENGOC-BC y de sus
congéneres AFPL1 (Adyuvante Finlay Proteoliposoma 1)
y AFCo1 (Adjuvante Finlay Cocleato 1) ©®.

Por otro lado, las reacciones autoinmunes constituyen
parte de las manifestaciones inmunotdxicas de las
vacunas adyuvadas ©. Numerosos reportes de posibles
asociaciones entre determinadas vacunas y fenomenos
autoinmunes, asi como varias evidencias en
biomodelos experimentales sustentan esa posibilidad,
en la que estan involucrados, ademas de la potente
inmunoestimulacién, el mimetismo molecular y la
susceptibilidad genética ™.

La evaluacion del riesgo de desarrollar una respuesta
autoinmune en humanos es dificil, debido a la complejidad
etiologica de estas enfermedades, y a la carencia de
modelos animales apropiados para estudiar el impacto
de la vacunacion en la induccion o exacerbacion de estas
enfermedades. Sin embargo, los analisis bioinformaticos
(in silico) pueden ofrecer valiosas informaciones acerca de
la similitud secuencial o conformacional con estructuras
propias que puedan tedricamente inducir el desarrollo de
una respuesta autoinmune, por lo que pueden servir de
herramientas para la seleccion de candidatos antigénicos
mas eficaces y seguros ©9. El objetivo del presente
estudio fue determinar los epitopes T de cuatro de las
proteinas antigénicas mas frecuentes expresadas en la
membrana externa de N. meningitidis B e identificar los
sitios mas relevantes donde existe mimetismo molecular
para estos epitopes en seres humanos.

EL ESTUDIO

Se realizé un estudio in silico en el Centro de Toxicologia
y Biomedicina de Santiago de Cuba, en el afio 2010. El
estudio constdé de tres etapas: En la primera de ellas
se determino la secuencia aminoacidica de las cuatro
proteinas antigénicas mas frecuentemente expresadas
en la membrana externa de N. meningitidis B (PorB,
HmbR, FrpB y OpC) para lo cual se empled el programa
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UniProtKB/Swiss-Prot/ TrEMBL, en la segunda etapa se
determinaron los epitopes T CD4 y CD8 con el programa
SYFPEITHI, y en la tercera etapa se determinaron las
localizaciones tisulares de proteinas con mimetismo
molecular para epitopes T CD8 y proteoma humano
para lo cual se empled el programa FASTA.

DETERMINACION DE SECUENCIAS PROTEICAS:

Las secuencias de aminoacidos se determinaron a
través de la base de datos UniProtKB/Swiss-Prot usando
como descriptores el nombre del antigeno proteico
mayor de Neisseria meningitidis serogrupo B CU385.
Las secuencias seleccionadas fueron: FOAV50 NEIME,
con 935597 [NCBI] como identificador taxondmico para
PorB; FOARR9_NEIME, 935597 [NCBI] para HmbR;
Q9JXL3_NEIMB, 491 [NCBI] para FrpB; y Q7DDI3_
NEIMB 491 [NCBI] para OpC.

LA PREDICCION DE EPITOPES T CD4 Y CD8

Para la prediccion de epitopes T CD4 y CD8, se empled
la base de datos SYFPEITHI, que contiene ligandos del
complejo mayor de histocompatibilidad (CMH) y motivos
peptidicos relacionados A partir de la secuencia primaria
de cada una de las proteinas se obtuvieron péptidos
de nueve residuos de extension (nonameros) que
pueden ser presentados por moléculas del CMH clase |,
particularmente la molécula HLA-A2, y ser reconocidos
por linfocitos T CD8 humanos.

Enla seccion “prediccidn de epitopes” de la base de datos
SYFPEITHI, se seleccioné la molécula HLA-A*02:01, se
fijo la cantidad de nueve aminoacidos como longitud de
los péptidos a generar y se introdujo la secuencia de
trabajo. Se tomaron los primeros nonameros con una
puntuacién igual o mayor que 20, teniendo en cuenta
que el algoritmo de trabajo de SYFPEITHI, asigna como
puntuacién maxima 36 para un 80% de confiabilidad. Los
nonameros con puntuacion mas alta seran los epitopes
naturales mas probables. Se determind si algunos de
esos péptidos u otros similares han sido reportados
previamente y se encuentran en la coleccion contenida
en la base de datos SYFPEITHI. De la misma secuencia
primaria se obtuvieron también péptidos de quince
residuos de extension con afinidad a las moléculas del
CMH, especificamente HLA-DRB1*01:01, y que puedan
ser reconocidos por linfocitos T CD4 humanos.

DETERMINACION DE MIMETISMO MOLECULAR EN
HUMANOS

El algoritmo FASTA se utilizd para detectar los sitios
anatébmicos que contienen secuencias proteicas
miméticas con los nonameros seleccionados. Para
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Tabla 1. Mimetismo entre proteinas humanas y proteinas de Neisseria meningitidis B

Proteina de N.

PR Nonameros
meningitidis B

Funcién

Proteinas humanas con mimetismo

Localizacién tisular

Porina. Permite

el paso de iones
através de la
membrana. Define los
serotipos

DLGNGLKAI

PorB (331 aa)

GIVDLGSKI  LFIRE 1

Es un siderdforo,
mediante el cual N.

Proteina integral de membrana CII-3b
VAAMADVTL 1-Acil-sn-glicerol-3-fosfato aciltransferasa ganma Piel, testiculos, higado fetal

LRVGRLNSV PRO0907

TLRAGVYNL Peroxisomal trans-2-enoil CoA reductasa

Sangre

Higado fetal
Higado, testiculos

Higado, higado fetal,

placenta
Pulmones, testiculos,

HmBr (786 aa)  meningitidis adquiere QLGGGRHRL FBXL18 cerebro, medula espinal
el hierro procedente || pDRQFGV  Glicoproteina de membrana neuronal M6-a Corteza cerebral
de la hemoglobina SLGYAKSKL Proteina pseudo asparaginasa Testiculos
> . . Intestinos, ovarios, pancreas,
También conocida  rpy L | TOeina Ras (Rab-25) piel, testiculos.
como FetA. Permite Proteina Treacle Ojos, piel, epitelios.
FroB (714 aa)  9ue N.meningitidis ) ) 1 TIAA  Proteina transmenbrana 179 Cerebelo
PB ( ) adquiera el hierro
a dente de | HAAENNAKYV Proteina C2orf31 Testiculos
ﬁgﬁigﬁiﬁae @ ILYHQGRFI  Familia NUAK , SNF1 quinasa 2 Testiculos, sistema linfatico.
AITKTVDA  Dominio Coiled-coil conteniendo proteina 79 Testiculos
Adhesina involucrada
OpC (272aa) ~ Snlaadnerenciade  opve gy proteina IMAA Sistema linfatico

N. meningitidis a la
superficie epitelial

aa: amino acidos

ello se selecciond la base de datos de proteoma de
Homo sapiens. Se clasificaron y cuantificaron las
moléculas obtenidas como proteinas de expresion
en los diferentes tejidos, desechandose los datos de
proteinas hipotéticas (que son aquellas que genera la
base de datos por traduccion automatica de probables
secuencias nucleotidicas codificadoras), los fragmentos
y los precursores. Luego se procedié a localizar
anatomicamente cada una de las proteinas siguiendo el
hipervinculo que brinda FASTA en la tabla de resultados
donde se muestra la descripcion de cada proteina.

HALLAZGOS

El estudio in silico incluyé cuatro proteinas antigénicas de
la membrana de N. meningitidis B (PorB, HmbR, FrpB y
OpC). La funcién de cada una ellas asi como los nonameros
obtenidos a partir de ellas y las proteinas humanas con las
que guardan mimetismo, y sulocalizacion tisular se muestran
en la Tabla 1. Se encontrd que la PorB se encontraba en
cuatro secuencias con mimetismo localizados en sangre,
piel, testiculos higado fetal y adulto; en el caso de HmbR se
encontraron cuatro secuencias presentes en higado fetal,
placenta, pulmones, médula espinal, cerebro y testiculos.
La proteina FrpB tuvo la mayor cantidad de secuencias
mimeéticas, localizadas en intestinos, ovarios, pancreas, piel,
testiculos, ojos, piel, epitelios, cerebelo y sistema linfatico.
De todos estos 6rganos, el testiculo estuvo presente en
tres de las cuatro secuencias miméticas. Para el caso de la
proteina OpC solo presentd mimetismo en una proteina del

sistema linfatico. La Figura 1 ilustra el nimero de proteinas,
distribuidas por 6rganos, con mimetismo molecular entre
las cuatro proteinas mayoritarias de N. meningitidis B
evaluadas y el proteoma humano, observandose que el
testiculo fue el 6rgano que presenté mayor numero de
proteinas miméticas en comparacion con el resto de los
organos.

Testiculo

Higado

Piel y epitelios
Cerebro
Higado fetal
Sistema linfatico
Pulmén
Placenta
Intestinos

Ojo

Sangre
Pancreas
Médula espinal

Cerebelo

Ovario

o

2 4 6 8 10

Figura 1. Numero de proteinas con mimetismo molecular entre
epitopes T de Neisseria meningitidis B y el proteoma humano
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DISCUSION

La determinacion in silico del mimetismo molecular
se propone como parte de los ensayos preclinicos
toxicolégicos de vacunas ©), debido a su papel como uno
de los componentes del mosaico de autoinmunidad (9.
Fujinami y Oldstone inmunizaron conejos con péptidos
derivados de la polimerasa del virus de la hepatitis B, que
contiene una secuencia mimética con proteina basica de
mielina, y demostraron que es posible la ocurrencia de
dafios autoinmunes posvacunacion (V. A pesar de este y
otros reportes experimentales de reacciones autoinmunes
inducidas por la inoculacion de péptidos miméticos,
todavia no se conoce con exactitud su verdadero papel
en la induccion de autoinmunidad posvacunal.

En este estudio se evalué el mimetismo molecular
(epitopes T) entre cuatro proteinas mayores de N.
meningitidis B presentes en diversas vacunas contra
esta bacteria y el proteoma humano. Debido a la
gran diversidad en los HLA humanos, se realizé una
seleccion de ellos, basados en la alta frecuencia en la
poblacion cubanay en otros paises de los haplotipos
HLA-A* 0201 y HLA-DRB1*01('2' en tanto existen
reportes de que el HLA-DRB1*01 esta asociado con
fenémenos autoinmunes por adyuvantes "4,

La cantidad de nonameros generados estuvo en
dependencia de la cantidad de aminoacidos en cada
una de las secuencias de trabajo. Por no contar con la
informacién suficiente relacionada con la capacidad de
induccién de fendbmenos autoinmunes por parte de estas
proteinas y para aumentar el valor predictivo, se decidio
llevar hasta diez los nonameros correspondientes a
las proteinas OpC y Por B, mientras que las proteinas
HmbR y FrpB, por ser de mayor tamafo, se llevaron
hasta veinte nonameros.

Ennuestro estudio se detectaron similitudes secuenciales
entre las proteinas estudiadas y otras presentes en
diversos tejidos humanos, sin incluir las proteinas
hipotéticas generadas automaticamente, sino aquellas
que han sido estudiadas en el proteoma humano, para
lograr un mayor acercamiento a la realidad. De este
resultado lo mas significativo fue la alta frecuencia de
mimetismo en proteinas testiculares superando en
tres veces la frecuencia de los otros sitios. Las células
germinativas masculinas a pesar de estar protegidas
por la barrera hematotesticular ', con frecuencia son
afectadas por una variedad de agentes ambientales y
farmacos que interfieren en el equilibrio existente entre
supervivencia y apoptosis durante la espermatogénesis.
En el caso de las vacunas, se han reportado sospechas
de asociacion entre vacunacion antiparotiditis y orquitis,
con un posible mecanismo autoinmune como base (9.
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Ademas, existen reportes de que bajo condiciones de
potente inmunoestimulacién puede haber una elevacion
de citocinas proinflamatorias y de una polarizacion
hacia Th1 en testiculos, ocasionando una respuesta
inflamatoria local que puede conllevar a destruccion
de los espermatozoides o, mas raramente, a una
orquitis autoinmune (7'®. También se puede inducir
orquitis autoinmune experimental inmunizando ratas o
ratones con homogenatos de testiculos en adyuvantes,
o por transferencia de linfocitos T CD4+ de animales
sensibilizados a animales no inmunizados, incluso
se ha detectado experimentalmente trastornos de la
fertilidad por inmunizacion con pequefios péptidos (1718,
Estos reportes pudieran orientar que existe un peligro
potencial de afectacion testicular posvacunacion.
Los otros 6rganos que tuvieron mimetismo molecular
con antigenos de N. meningitidis B , la frecuencia de
mimetismo fue mucho menor, e incluso en la sangre,
los tejidos linfaticos y tejidos fetales es poco probable
la existencia de efectos autoinmunes ya que en
estas regiones los mecanismos de tolerancia son
particularmente efectivos (9.

A pesar de estos hallazgos, hasta el momento no existen
reportes de eventos autoinmunes asociados con vacunas
antimengocadcicas. Por otro lado, el mimetismo molecular
constituye un mecanismo que emplea N. meningitidis
para escapar de la respuesta inmune (9. Por ejemplo,
el mimetismo entre homopolimeros de &acido sialico
capsulares del serogrupo B y un componente de NCAM
(del inglés: neural cell-adhesion molecule), presente en
el sistema nervioso, propicia la pobre respuesta inmune
generada contra la capsula de este serogrupo, lo que
ha dificultado la obtencion de vacunas polisacaridicas
contra este serogrupo. Asi que, el mimetismo molecular
en las secuencias de aminoacidos también podria
contribuir al éxito en la colonizaciéon e invasividad
de N. meningitidis B ?'9. Sin embargo, la vacuna
antimengocdcica VA-MENGOC-BC induce una elevada
respuesta inmune protectora, lo cual se debe a la variada
composicion antigénica junto a adyuvantes naturales
contenidos en el propio proteoliposoma bacteriano,
formulados con el hidréxido de aluminio ®). Por otro lado,
esta vacuna se ha utilizado en millones de personas en
varios paises, incluyendo varones en los que no se ha
detectado trastornos de la fertilidad ni otros eventos
autoinmunes, en los estudios de farmacovigilancia
realizados @9, No obstante, no existen reportes de
estudios de anticuerpos contra espermatozoides y
de fertilidad en personas posvacunadas contra N.
meningitidis B, por lo que esto podria ser un tema de
investigacion futura.

Finalmente, hay que sefalar que debido a que las
reacciones autoinmunes son multifactoriales en su


http://ukpmc.ac.uk/abstract/MED/7990075/?whatizit_url_gene_protein=http://beta.uniprot.org/uniprot/?query=key:P01730+OR+key:P05542+OR+key:P16003+OR+key:P16004+OR+key:P33705+OR+key:P46630+OR+key:P79184+OR+key:P79185+OR+key:Q08336+OR+key:Q08338+OR+key:Q08339+OR+key:Q08340+OR+key:Q29037+OR+key:Q9XS78
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causalidad, estos resultados in silico, por si solos, no
pueden ser considerados un biomarcador general de
prediccion, por lo que deben ser siempre analizados
caso a caso conjuntamente con los factores genéticos,
ambientales, condiciones subyacentes, entre otros que
conforman la medicina personalizada.

En conclusion, se ha demostrado la existencia de
mimetismo molecular entre antigenos de N. meningitidis
By estructuras humanas, particularmente en testiculos
Aun se requieren nuevas investigaciones que
profundicen en el papel de estas similitudes moleculares
y la inmunopatogenia de este microorganismo,
especialmente vinculadas a la colonizacion de tejidos,
el fracaso de ciertas vacunas antimengocdcicas de
subunidades e incluso su papel en posibles reacciones
autoinmunes raras que pudieran estar asociadas a la
infeccion o vacunacion.
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