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Resumen

Se determinarán los eṕıtopos de células B presentes en el virus de la gripe A
subtipo H5N1 con ayuda de los programas ElliPro, FCBPred, AAP y BepiPred.
Posteriormente, se establecerá cuáles son los eṕıtopos consenso de entre todos
ellos para considerar aquellos que presenten menor movilidad según los resultados
obtenidos por dinámica molecular mediante el programa NAMD. Gracias a esa
metodoloǵıa in silico será posible diseñar racional y automáticamente nuevas
vacunas que contribuyan a combatir el virus de la gripe.
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Introducción

Hoy en d́ıa las vacunas contra la influenza son estacionales, es decir, se debe diseñar y
administrar una nueva vacuna cada año. En la actualidad existen tres tipos de gripe designadas
como A, B y C que se clasifican de acuerdo con la combinación de dos protéınas que componen
la superficie del virus conocidas como hemaglutinina (H) y neuramidasa (N). Las del tipo A se
caracterizan por ser las más patógenas: entre ellas, destaca la responsable de la gripe española
de 1918 (H1N1), mientras que las del tipo B tienen incidencia casi exclusivamente en humanos,
con una tasa de mutación menor que las del tipo A. Las del tipo C son las más frecuentes de
las tres.

Recientemente se ha estudiado la posibilidad de emplear eṕıtopos consenso de células B
en el diseño racional de nuevas vacunas [1, 2, 3, 4]. Sin embargo, los predictores de eṕıtopos
B generan una amplia gama de eṕıtopos que exige poder discriminarlos. A modo de ejemplo,
citemos el reciente trabajo donde se predicen 636 eṕıtopos de células B presentes en un solo
serotipo de dengue en Venezuela [5], lo cual dificulta su validación experimental.

Por esa razón, se han propuesto algunas metodoloǵıas computacionales que permitan reducir
el número de eṕıtopos B basadas en la determinación de una función cuantitativa [1], aśı como
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considerar aquellos que presenten menor movilidad según la hipótesis de que pueden ser más
conservados (ver detalles en [6, 7]).

En vista de lo indicado anteriormente, el presente trabajo propone un procedimiento
computacional que permitirá seleccionar aquellos eṕıtopos de células B de una secuencia de
influenza A, subtipo H5N1, aislada en 2010 en Egipto, que se ha abordado con detalle en la
literatura cient́ıfica [8].

Metodoloǵıa computacional

La metodoloǵıa empleada en el trabajo se divide en dos partes. En primer lugar, se
determinan los eṕıtopos de células B empleando para ello cuatro programas de Bioinformática:
ElliPro [9], FCBPred [10], AAP [11] y BepiPred [12], y después, gracias a los resultados
obtenidos, se determinan aquellos eṕıtopos consenso que presenten menor movilidad de los
átomos, permitiendo aśı disminuir el número de eṕıtopos que se pueden emplear en una
potencial vacuna.

Primera etapa: Predecir los eṕıtopos de células B

A partir de la secuencia candidata para el diseño de una vacuna contra la influenza A,
subtipo H5N1, aislada en 2010 [8], se determinan los distintos eṕıtopos de células B con ayuda
de cuatro programas computacionales: ElliPro [9], FCBPred [10], AAP [11] y BepiPred [12].
Una vez recopilados todos los resultados obtenidos, se determina el eṕıtopo consenso de células
B, es decir, se seleccionarán solo aquellos eṕıtopos presentes en al menos tres de los predictores,
cuya longitud sea igual o superior a cinco aminoácidos.

Segunda etapa: Dinámica molecular

Se determina la movilidad de los distintos átomos presentes en los eṕıtopos predichos
utilizando el resultado obtenido por dinámica molecular. El procedimiento ya ha sido utilizado
en la literatura cient́ıfica [6, 7]. Es necesario conocer la estructura tridimensional de la protéına
blanco indicada en la etapa anterior, cuyo identificador en la base de datos de protéınas PDB es
5E2Y. La dinámica se realizó con el programa NAMD, versión 2.5 [13], ejecutado en un clúster
bajo el sistema operativo Linux, con un intervalo de tiempo de 1 fs. El tiempo total de las
simulaciones de dinámica molecular fue de 2 ns. El campo de fuerza utilizado fue CHARMM,
versión 27 [14], con una distancia de corte de 12Å. Este cálculo se efectuó en el vaćıo en
vista del alto número de átomos presentes en la protéına. Los estados de protonación de los
residuos ionizables fueron asignados y predichos con el algoritmo de Shakeh implementado en
el software VMD para fijar la unión entre cada uno hidrógeno [15]. La velocidad y de posición
se determinan de acuerdo a algoritmos Verlet al integrar las ecuaciones de movimiento [16]. El
método de minimización de la enerǵıa es el algoritmo de descenso inclinado (precedido por una
fase de posición con retención de átomos de la protéına) y un gradiente conjugado, cómputo que
se detiene hasta que el gradiente de enerǵıa es menor a 1,0 kcal / mol / Å. Las simulaciones MD
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se llevaron a cabo de acuerdo con los siguientes criterios: 50 ps con las posiciones de los átomos
de la protéına restringida para permitir el equilibrado disolvente, 150 ps con las posiciones
de los átomos de la protéına de la columna vertebral restringida, para permitir la liberación
gradual del sistema, y luego una dinámica completa durante 2 ns sin restricción. Los B-factores
derivados de la trayectoria se calculan como 8/3 π 2 <| ∆r | 2 >, donde <| ∆r | 2 > es el
cuadrado medio atómico, desplazamiento relativo a la posición media de todas las trayectorias
de la dinámica molecular.

Resultados

La secuencia patógena de influenza virus A fue analizada con cuatro programas de predicción
de eṕıtopos de células B. El programa BepiPred generó 15 eṕıtopos con una longitud igual o
superior a cuatro aminoácidos. Con el programa ElliPro se predijeron ocho eṕıtopos, con AAP
solo seis, y con FBCPred, 13 eṕıtopos.

El paso siguiente fue obtener los eṕıtopos consenso a partir del consenso de tres o cuatro
predictores. El consenso fue de solo seis eṕıtopos: GYHANNSTEQVDTIMEK (comprendido en
el intervalo de la posición 10 hasta la 26), ITPKNSWSDHEASG (120-133), YNNTNQEDLLV
(167-177), TEQTRLYQNPTTYI (188-201), EYGDCNT (273-279) y LRNSP (320-324). En la
figura 1, se muestran los cuatro resultados obtenidos de cada uno de los predictores indicados
anteriormente, donde se distinguen los eṕıtopos consenso con color marrón.

Figura 1: La predicción de los eṕıtopos B de acuerdo a ElliPro (barra azul claro), FBCPred (morada), AAP

(verde) y BepiPred (ladrillo); en marrón se indican los eṕıtopos consenso de células B. Con ĺınea continua se

muestra la movilidad de los átomos obtenida tras un análisis de resultados por dinámica molecular.
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El último paso fue determinar la movilidad de la protéına de la influenza A: se calculó la
desviación cuadrática media de la posición de todos los átomos a partir de las coordenadas
derivadas de la resolución de la estructura de rayos X hasta 2 ns, como se observa en la figura 1
(ĺınea continua en color azul). Los eṕıtopos comprendidos entre los aminoácidos 10 y 26, aśı
como el localizado entre 320 y 324, se deben descartar por presentar mayor movilidad. De hecho,
es de esperar dicho comportamiento al no considerar átomos de agua para la solvatación del
sistema, pero esta no fue posible por la alta demanda computacional que requeriŕıa.

Conclusiones

Se determinaron cuatro eṕıtopos consenso de células B de una cepa altamente patógena
aislada en Egipto en 2010. A partir de esa cepa, se identifican in silico cuatro posibles eṕıtopos
que pueden ser candidatos a desarrollar una vacuna siguiendo la metodoloǵıa descrita en el
trabajo. Los eṕıtopos son ITPKNSWSDHEASG, YNNTNQEDLLV, TEQTRLYQNPTTYI y
EYGDCNT.

La metodoloǵıa es netamente computacional y requiere validaciones in vivo para
corroborarla, pero es interesante destacar que es posible desarrollar un procedimiento
automático que permitirá generar vacunas in silico empleando únicamente los datos de la
secuencia de aminoácidos de la protéına problema aśı como sus datos de la estructura cristalina.
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