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Identificación de once candidatos vacunales potenciales contra la
malaria por medio de la Bioinformática

En este trabajo se propusieron once candidatos vacunales potenciales contra el Plasmodium falciparum, causante
de la muerte de entre 2 y 3 millones de personas cada año. Los candidatos vacunales se seleccionaron mediante
una búsqueda de fragmentos del genoma de P. falciparum que presentaban una clara evidencia antigénica y
que, a su vez, están expresadas en cuatro estadios del ciclo de vida del parásito: esporozoito, merozoito, trofozoito
y gametocito. Los candidatos finales, elegidos in silico con ayuda de las herramientas de la Bioinformática, son
aquellos fragmentos ya secuenciados y contenidos en la base de datos PlasmoDB. Los identificadores de los
candidatos son: PFC0975c, PFE0660c, PF08_0071, PF10_0084, PFI0180w, MAL13P1.56, PF14_0192, PF13_0141,
PF14_0425, PF13_0322 y PF14_0598.
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Introducción

La malaria o paludismo es una enfermedad tropical, causada por
un parásito del género Plasmodium, a través de la picadura de un
mosquito infectado (Anopheles gambiae), que causa entre 2 y 3
millones de muertes anualmente y la mitad son niños menores
de cinco años.

Hasta ahora se conocen cuatro cepas diferentes que afectan a la
especie humana: P. falciparum, P. vivax, P. ovale y P. malariae. De
todas ellas, P. falciparum es la más virulenta, de 500 a 800 millones
de casos anuales en el mundo. Según la Organización
Panamericana de la Salud (OPS), durante el año 2007 la malaria
afectó a 21 países, con una población total de unos 880 millones
de personas. De ellas, 236 millones habitan en zonas endémicas,
mientras que otros 276 millones viven en áreas de riesgo de
transmisión (1).

En el caso de la República Bolivariana de Venezuela, el riesgo de
contagio afecta el 29% de la población, según datos suministrados
por la OPS (1). Además, hay que tener en cuenta que de los 916
000 km2 2 2 2 2 que constituye la superficie total de Venezuela, 430.000
km22222 son terreno selvático, ideal para la propagación de mosquitos
contaminados.

En 1998, la Organización Mundial de la Salud, bajo el lema Hacer
retroceder la malaria para el 2015 (2), auspició una campaña a
escala mundial para avanzar en su erradicación. La misma fue
financiada con un fondo de 3 000 millones de dólares que fueron
insuficientes, si lo comparamos con los gastos médicos y pérdidas
económicas que dicha enfermedad causa sólo en África (unos
30 000 millones de dólares). En este sentido, la Organización de
las Naciones Unidas ha manifestado que se requerirían otros
3 000 millones de dólares para el 2010 para cumplir los objetivos
del plan de erradicación propuesto hace una década (3).
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Las esperanzas de combatir dicho flagelo están puestas en la
vacuna, conocida con el nombre RTS,S/AS02, elegida entre un
total de 17 que son ensayadas. Esta ha demostrado ser segura y,
a su vez, produjo una disminución del número de episodios clínicos
en un 30%, según datos del ensayo realizado en Mozambique en
2 022 voluntarios, en edades comprendidas entre 1 a 4 años, con
un período de protección que asciende a 45 meses (4).

La producción a escala masiva se encuentra en su última fase,
gracias al esfuerzo mancomunado del Institut de Recherche en
Science de la Santé, Kumasi Centre for Collaborative Research &
School of Medical Sciences Kumasi, Kintampo Health Research
Centre, Kenya Medical Research Institute, KEMRI Wellcome
Collaborative Research Programme, University of North Carolina
Project, Centro de Investigação em Saude de Manhiça, Ifakara
Health Research Development Centre, National Institute for Medical
Research, Albert Schweitzer Hospital - MRU, y GlaxoSmithKline,
quienes recibieron también apoyo económico de la Fundación
Bill Gates a través de Path Malaria Vaccine Initiative.

Esta vacuna posee dos componentes denominados RTS y S, que
se obtuvieron por recombinación del gen que codifica para la
proteína circunsporozoítica del P. falciparum, derivada de una
sección de la región C-terminal, a través de la cual se une al extremo
amínico del antígeno de superficie del virus de la hepatitis B (4).

El coadyuvante que se empleó fue denominado AS02 y consiste
en una mezcla de aceite con agua, donde está el monofosforil
lípido A (conocido por sus siglas en inglés, MPL) más un derivado
no tóxico de la saponina purificada por HPLC, obtenida de la
corteza del árbol Quillaja Saponaria Molina, denominado QS21.
Dicho coadyuvante ayuda a desencadenar la respuesta celular
de los linfocitos T (4). Sin embargo, mientras no se logre obtener
una vacuna, hay que continuar desarrollando otras
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alternativas más eficientes que permitan, entre otras cosas,
aumentar el período de protección por más de 45 meses.

Las drogas antimaláricas son medicamentos básicamente
derivados de la quinolona (i.e., cloroquina, quinina, y
mefloquina aunque demás está decir que existen otras más
como por ejemplo, las derivadas de la artemisinina), las
cuales parecen actuar en la ruta de degradación de la
hemoglobina al unirse con la ferriprotoporfirina IX (5); los
compuestos derivados de cloroquina que parecen actuar
destoxificando el grupo hemo; los antifolatos, como son las
sulfamidas que inhiben la acción de la dihidropteroato sintasa
(del inglés, Dihydropteroate synthetase), y por último, la
pirimetamina que bloquea una enzima responsable de la
regeneración del cofactor en estado reducido. Estos
tratamientos no han sido eficaces, porque las proteínas
blanco donde actúan estas drogas han generado resistencia,
así como hipersensibilidad a dichos medicamentos durante
su tratamiento profiláctico (6).

En paralelo, gracias a los avances que aporta la biología
molecular a través de la genómica, así como los datos
experimentales generados por la proteómica, se han logrado
identificar aquellas proteínas que se expresan en cuatro
estadios del parásito, es decir, el esporozoito, merozoito,
trofozoito y gametocito (7). Por ello, el objetivo de este trabajo
fue la selección de candidatos vacunales potenciales a partir
de una búsqueda completa en todo el genoma P. falciparum
(8). Bajo el criterio de que deben ser antigénicos y
expresados en los cuatro estadios del ciclo de vida del
parásito. Esta última condición impuesta fue con el objetivo
de obtener una mayor efectividad, a pesar de que no existe
todavía ninguna evidencia experimental de su necesidad.

Metodología

En primer lugar, se identificaron aquellas secuencias
antigénicas que están presentes en el genoma del P.
falciparum (8, 9).  Con vistas a que dicho genoma posee
muchas secuencias anotadas como hipotéticas se detectó
el carácter antigénico empleando los algoritmos publicados
por Kolaskar y Tongaonkar (10), así como los predichos por
accesibilidad (11). Junto a esto se realizó también una
búsqueda bibliográfica de todos aquellos trabajos que están
disponibles en PubMed (12), donde se manifiesta un carácter
antigénico a partir de la evidencia experimental. Dichas
consultas se realizaron empleando las duplas: ‘drug AND
plasmodium’, ‘plasmodium AND antigenicity’, entre otras
combinaciones. Por otra parte, se emplearon los resultados
obtenidos del proteoma del P. falciparum (7), ya que nos
permitió identificar los cambios en la expresión de las
proteínas durante las distintas fases en el ciclo del vida del
parásito, es decir, aquellas que se expresan en sus estadios:
esporozoito, merozoito, trofozoito y gametocito.

Por último, se realizó la intersección de aquellas proteínas
presentes en los cuatro estadios --indicados anteriormente—

con aquellos que presentaron evidencia antigénica
experimental. Dicha selección se validó a partir de la
búsqueda de un consenso de similitud con otras secuencias,
empleando para ello el programa mpiBlast, según la
metodología descrita en el trabajo que se publicó el año
pasado (13).  Más aún, se verificó dicha similitud con ayuda
de las bases de datos OrthoMCL (14), que permitió identificar
secuencias ortólogas, entre la gama posible de resultados
obtenidos por el programa mpiBlast (13).  Dichos candidatos
vacunales debieron estar ubicados en la región externa de
la membrana celular, y para ello se empleó el programa
TMHMM2 que permitió predecirlos (15).

Resultados y Discusión

El genoma de la cepa Plasmodium falciparum 3D7 (taxonomía
ID 36329) fue secuenciado en el 2002 (8).  El mismo es de
23,26 Mb y está compuesto por 14 cromosomas lineales,
unidos en cada extremo a secuencias teloméricas, cuyos
cromosomas oscilan entre 0,75 Mb (157 genes en el
cromosoma 1) y 3,5 Mb (771 genes en el cromosoma 14).
Esta información está disponible a través de la base de datos
PlasmoDB (16), de acceso gratuito a través de la página web:
http://plasmodb.org.  En dicha base de datos existen 5 373
genes, 10 999 proteínas, 78 seudogenes y 73 genes ARN. En
paralelo, el resultado obtenido de la búsqueda bibliográfica
de todos aquellos trabajos en los que se manifestara un
carácter antigénico generó una lista de 22 543 entradas, que
una vez depurada condujo a una lista de 515 potenciales
proteínas candidatas.

Actualmente se está diseñando una base de datos con toda
esta información a la que se puede acceder desde Internet.
Sin embargo, la principal limitación de este método es que la
mitad de las proteínas en dicho genoma son hipotéticas, y por
tanto no se pudieron tener en cuenta en el presente estudio.
Para evitar este sesgo en la información es necesario
determinar las propiedades antigénicas de todas las regiones
de unión al complejo mayor de histocompatibilidad de las
proteínas que están presentes en el genoma de P. falciparum.
Sin embargo, el alto número de falsos positivos generados
por los programas de predicción es muy elevado y
curiosamente no coincide con los datos obtenidos por los
métodos experimentales.

A modo de ejemplo, se muestra en la Tabla 1 la predicción de
epítopos de todas aquellas secuencias que están presentes
en el cromosoma 1 del genoma de P. falciparum, formado por
643 292 nucleótidos de los cuales 143 son proteínas, según la
metodología descrita por Kolaskar y Tongaonkar (10), así como
los predichos por accesibilidad (11).  La intersección de esta
información con la que se obtuvo de la literatura científica, en
donde se han empleado secuencias antigénicas, nos permitió
agrupar todos los epítopos correspondientes a cada
cromosoma.  En la Tabla 1 se muestran aquellos epítopos
generados de acuerdo con los métodos de predicción (10,
11), así como los publicados en revistas científicas.
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TTTTTabla 1. abla 1. abla 1. abla 1. abla 1. Epítopos predichos por el método de accesibilidad (11), por Kolaskar y Tongaonkar (10).

En la Tabla 2 se agruparon los resultados de los epítopos
detectados por métodos experimentales en clusters, es decir,
los epítopos se clasificaron de acuerdo con su composición
aminoacídica y según sus propiedades fisicoquímicas.
Sorprende el pequeño número de clusters que están
presentes en los cromosomas, pero hay que tener presente
que en el proceso de análisis se descartaron aquellos
epítopos que se repetían, como ocurrió en las secuencias
identificadas como PFA0110w, PFA0140c, PFA0225w,
PFA0280w, PFA0350c, PFA0625w, PFA0665w. La secuencia
proteica NKND está presente en PFA0665w, PFA0625w,
PFA0350c y PFA0280w. El resto de los epítopos son:
TDVNRYRYSNN, YEAIPHIS, EENVEHDA, EENVEENV, entre
otros.

en cada uno de los cuatro estadios del parásito: esporozoito,
merozoito, trofozoito y gametocito (7).  En dicha Tabla solo
se indica el identificador (ID) designado en la base de datos
PlasmoDB (16). El siguiente paso consistió en comparar los
resultados obtenidos de las proteínas presentes en las Tablas
2 y 3, de lo que se pueden deducir aquellas que puedan ser
consideradas como candidatos vacunales, las cuales
muestran su carácter antigénico y a su vez están
condicionadas a su expresión en los cuatro estadios del ciclo
de vida del parásito. Más aún, en dichos candidatos se
examino su similitud con otras secuencias derivadas de los
resultados obtenidos de mpiBlast (13) y OrthoMCL (14) que
deben estar ubicados en la región externa de la membrana,
de acuerdo con los resultados derivados del programa
TMHMM2 (15).

Tras aplicar el procedimiento descrito, se obtienen 11 candidatos
vacunales potenciales que son antigénicos, se expresan en cuatro
de los estadios del ciclo de vida del parásito; están ubicados en la
parte externa de la membrana y a su vez son similares con otras
secuencias proteicas.  Por todo ello, los candidatos obtenidos
son aquellos cuyos identificadores en la base de datos PlasmoDB
corresponden a: PFC0975c, PFE0660c, PF08_0071, PF10_0084,
PFI0180w, MAL13P1.56, PF14_0192, PF13_0141, PF14_0425,
PF13_0322, y PF14_0598 (16). (Tabla 4).  Se debe destacar la
importancia de un trabajo interdisciplinario que permita encontrar
soluciones contra esta enfermedad que afecta gravemente a la
salud pública.  Este es el ejemplo que nos ofrecen los diversos
centros que participan en la fase II de la vacuna experimental RTS,
S/AS02. En este sentido, nos alegraría el fomento de iniciativas
internacionales como, por ejemplo, el caso de WISDOM
(abreviatura de las siglas en inglés que significa: “Wide In-Silico
Docking Of Malaria”) para la búsqueda de nuevas soluciones
contra la malaria (9).

Conclusiones

El presente trabajo ha puesto de manifiesto la necesidad de
emplear datos obtenidos de los trabajos experimentales a la

TTTTTabla 2. abla 2. abla 2. abla 2. abla 2. Epítopos detectados por métodos experimentales presentes
en el cromosoma 1 agrupados en clusters.

Al reexaminar los resultados que se muestran en la Tabla 2
se deduce que los anticuerpos dirigidos contra este antígeno
que corresponde a la secuencia de aminoácidos repetitiva
EENV (expresada a nivel de la superficie globular), es un
factor importante en la producción de anticuerpos durante
la infección de la malaria. Sin embargo, dicho patrón no pudo
predecirse con los programas de Bioinformática y se
requieren mayores esfuerzos en biología computacional para
poder reproducir este resultado y aplicarlo posteriormente a
otras cepas.

En la Tabla 3 se han recogido todas aquellas proteínas
presentes en el genoma de P. falciparum que se expresan
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TTTTTabla 3. abla 3. abla 3. abla 3. abla 3. ID representa el número de acceso de las proteínas de acuerdo con la nomenclatura asignada en el PlasmoDB (16).

TTTTTabla 4. abla 4. abla 4. abla 4. abla 4. ID representa el número de acceso de las proteínas de acuerdo con la nomenclatura asignada en el PlasmoDB (16).

hora de seleccionar candidatos vacunales potenciales contra
el P. falciparum.  De ellos, se ha extraído una lista 515 proteínas
posibles. Cuando se añade la condición de que dichos
candidatos deben expresarse en los cuatros estadios del
parásito, y a su vez debe presentar similitud funcional con
otras secuencias ortólogas obtenidas con la ayuda de la base
de datos OrthoMCL, el número se reduce drásticamente a
las once seleccionadas. Sólo resta confirmar la aplicabilidad
de este análisis a través de la implementación de métodos

experimentales como, por ejemplo, amplificar las secuencias
a través del uso de PCR, para que posteriormente sean
clonadas, expresadas y purificadas como proteína
recombinante, para su posterior ensayo experimental, el cual
requiere de una batería de métodos ómicos que permitan
comprender el papel de cada uno de los candidatos vacunales
encontrados. Finalmente, se debería considerar en próximos
estudios todas aquellas proteínas que puedan interferir en la
ruta metabólica del parásito, pero que a su vez no esté presente
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en el huésped. Este último requisito intenta garantizar la no
toxicidad en el anfitrión, aunque dicha afirmación aún no este
fundamentada con evidencia experimental.
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Identification of 11 potential malaria vaccine candidates using Bioinformatics

AbstractAbstractAbstractAbstractAbstract

In this paper, we suggested eleven protein targets to be used as possible vaccines against Plasmodium falciparum causative
agent of almost two to three million deaths per year. A comprehensive analysis of protein target have been selected from
the small experimental fragment of antigen in the P. falciparum  genome, all of them common to the four stages of the
parasite life cycle (i.e., sporozoites, merozoites, trophozoites and gametocytes).  The potential vaccine candidates should
be analyzed in silico technique using various bioinformatics tools.  Finally, the possible protein target according to PlasmoDB
gene ID are PFC0975c, PFE0660c, PF08_0071, PF10_0084, PFI0180w, MAL13P1.56, PF14_0192, PF13_0141, PF14_0425,
PF13_0322, y PF14_0598.
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