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Resumen

Se determinaran los epitopos 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 establecerd cuales son los epitopos consenso de entre todos
ellos para considerar aquellos que presenten menor movilidad segtin los resultados
obtenidos por dindmica molecular mediante el programa NAMD. Gracias a esa
metodologia in silico serda posible disenar racional y autométicamente nuevas
vacunas que contribuyan a combatir el virus de la gripe.
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Introducciéon

Hoy en dia las vacunas contra la influenza son estacionales, es decir, se debe disenar y
administrar una nueva vacuna cada ano. En la actualidad existen tres tipos de gripe designadas
como A, B y C que se clasifican de acuerdo con la combinacién de dos proteinas que componen
la superficie del virus conocidas como hemaglutinina (H) y neuramidasa (N). Las del tipo A se
caracterizan por ser las mas patogenas: entre ellas, destaca la responsable de la gripe espanola
de 1918 (HIN1), mientras que las del tipo B tienen incidencia casi exclusivamente en humanos,
con una tasa de mutacién menor que las del tipo A. Las del tipo C son las més frecuentes de
las tres.

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

Por esa razén, se han propuesto algunas metodologias computacionales que permitan reducir
el nimero de epitopos B basadas en la determinacién de una funcién cuantitativa [1], asi como
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considerar aquellos que presenten menor movilidad segiin la hipotesis de que pueden ser mas
conservados (ver detalles en [6, 7]).

En vista de lo indicado anteriormente, el presente trabajo propone un procedimiento
computacional que permitira seleccionar aquellos epitopos 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 cientifica [8].

Metodologia computacional

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

Primera etapa: Predecir los epitopos de células B

A partir de la secuencia candidata para el diseno de una vacuna contra la influenza A,
subtipo H5N1, aislada en 2010 [8], se determinan los distintos epitopos 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 epitopo consenso de células
B, es decir, se seleccionaran solo aquellos epitopos presentes en al menos tres de los predictores,
cuya longitud sea igual o superior a cinco aminoacidos.

Segunda etapa: Dinamica molecular

Se determina la movilidad de los distintos atomos presentes en los epitopos predichos
utilizando el resultado obtenido por dindmica molecular. El procedimiento ya ha sido utilizado
en la literatura cientifica [6, 7]. Es necesario conocer la estructura tridimensional de la proteina
blanco indicada en la etapa anterior, cuyo identificador en la base de datos de proteinas PDB es
5E2Y. La dindmica se realizé con el programa NAMD, version 2.5 [13], ejecutado en un clister
bajo el sistema operativo Linux, con un intervalo de tiempo de 1 fs. El tiempo total de las
simulaciones de dindmica molecular fue de 2 ns. El campo de fuerza utilizado fue CHARMM,
versién 27 [14], con una distancia de corte de 12A. Este cdlculo se efectué en el vacio en
vista del alto niimero de atomos presentes en la proteina. Los estados de protonacion de los
residuos ionizables fueron asignados y predichos con el algoritmo de Shakeh implementado en
el software VMD para fijar la unién entre cada uno hidrégeno [15]. La velocidad y de posicién
se determinan de acuerdo a algoritmos Verlet al integrar las ecuaciones de movimiento [16]. El
método de minimizacién de la energia es el algoritmo de descenso inclinado (precedido por una
fase de posicién con retencién de dtomos de la proteina) y un gradiente conjugado, cémputo que
se detiene hasta que el gradiente de energfa es menor a 1,0 kcal / mol / A. Las simulaciones MD
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se llevaron a cabo de acuerdo con los siguientes criterios: 50 ps con las posiciones de los atomos
de la proteina restringida para permitir el equilibrado disolvente, 150 ps con las posiciones
de los atomos de la proteina de la columna vertebral restringida, para permitir la liberacién
gradual del sistema, y luego una dindmica completa durante 2 ns sin restriccion. Los B-factores
derivados de la trayectoria se calculan como 8/3 7 2 <| Ar | 2 >, donde <| Ar | 2 > es el
cuadrado medio atémico, desplazamiento relativo a la posiciéon media de todas las trayectorias
de la dindmica molecular.

Resultados

La secuencia patégena de influenza virus A fue analizada con cuatro programas de prediccion
de epitopos de células B. El programa BepiPred generé 15 epitopos con una longitud igual o
superior a cuatro aminoacidos. Con el programa ElliPro se predijeron ocho epitopos, con AAP
solo seis, y con FBCPred, 13 epitopos.

El paso siguiente fue obtener los epitopos consenso a partir del consenso de tres o cuatro
predictores. El consenso fue de solo seis epitopos: GYHANNSTEQVDTIMEK (comprendido en
el intervalo de la posicién 10 hasta la 26), ITPKNSWSDHEASG (120-133), YNNTNQEDLLV
(167-177), TEQTRLYQNPTTYT (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 epitopos consenso con color marron.
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Figura 1: La prediccién de los epitopos B de acuerdo a ElliPro (barra azul claro), FBCPred (morada), AAP

(verde) y BepiPred (ladrillo); en marrén se indican los epitopos consenso de células B. Con linea continua se
muestra la movilidad de los 4tomos obtenida tras un andlisis de resultados por dindmica molecular.
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El ultimo paso fue determinar la movilidad de la proteina de la influenza A: se calculé la
desviacién cuadratica media de la posicion de todos los atomos a partir de las coordenadas
derivadas de la resolucién de la estructura de rayos X hasta 2 ns, como se observa en la figura 1
(linea continua en color azul). Los epitopos comprendidos entre los aminoédcidos 10 y 26, asi
como el localizado entre 320 y 324, se deben descartar por presentar mayor movilidad. De hecho,
es de esperar dicho comportamiento al no considerar dtomos de agua para la solvatacién del
sistema, pero esta no fue posible por la alta demanda computacional que requeriria.

Conclusiones

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

La metodologia es netamente computacional y requiere validaciones in wvivo para
corroborarla, pero es interesante destacar que es posible desarrollar un procedimiento
automatico que permitirda generar vacunas in silico empleando tnicamente los datos de la
secuencia de aminoacidos de la proteina problema asi como sus datos de la estructura cristalina.

Bibliografia

[1] Isea, R. (2015). Prediccién computacional cuantitativa de epitopos de células B.
VacciMonitor, 24:93-97.

[2] Isea, R. (2013). Predicciéon de epitopos consenso de células B lineales en Plasmodium
falciparum 3D7. VacciMonitor, 22:43-46.

[3] Isea, R., Hoebeke, J. y Mayo-Garcia, R. (2013). Designing a peptide-dendrimer for use as a
synthetic vaccine against Plasmodium falciparum 3D7. American Journal of Bioinformatics
and Computational Biology, 1:1-8.

[4] Isea, R. (2010). Identificacién de once candidatos vacunales potenciales contra la malaria
por medio de la Bioinformética. VacciMonitor, 19:15-19.

[5] Isea, R. (2016). Quantitative prediction of linear B-cell epitopes. Aceptado para su
publicacion.

[6] Isea, R., Ramirez, JL. y Hoebeke, J. (2010). Assessing protein stability of the dimeric

DNA-binding domain of E2 human papilloma virus 18 with molecular dynamics. Mem Inst
Oswaldo Cruz, 105:123.

109



CLIC Nro. 15, Ano 8 - 2017

Prediccion de epitopos consenso de células B en el virus de la influenza H5N'1

[7] Isea, R., Hoebeke, J. y Mayo-Garcia, R. (2013) In silico characterization of major capsid
protein L1 of human papilloma virus type 16 by molecular dynamics and determination of
linear B-cell consensus epitopes. En Harris B. Smith Editors, Handbook on Human Papilloma
Virus: Prevalence, Detection and Management (pp. 433-444). Nueva York: Nova Publishers.

[8] Zhu, X., Viswanathan, K., Raman, R., Yu, W., Sasisekharan, R. y Wilson, TA. (2015)
Structural Basis for a Switch in Receptor Binding Specificity of Two H5N1 Hemagglutinin
Mutants. Cell, 15:1683-1691.

[9] Ponomarenko, J., Bui, H., Li, W., Fusseder, N., Bourne, PE., Sette, A. y Peters, B.
(2008). ElliPro: a new structure-based tool for the prediction of antibody epitopes. BMC
Bioinformatics, 9:514.

[10] El-Manzalawy, Y., Dobbs, D. y Honavar, V. (2008). Predicting linear B-cell epitopes using
string kernels. Journal of Molecular Recognition, 21:243-255.

[11] Chen, J., Liu, H., Yang, J. y Chou, K. (2007). Prediction of linear B-cell epitopes using
amino acid pair antigenicity scale. Amino Acids, 33:423-428.

[12] Larsen, JE., Lund, O. y Nielsen, M. (2006). Improved method for predicting linear B-cell
epitopes. Immunome Res, 24:2.

[13] Kale, L., Skeel, R., Bhandarkar, M., Brunner, R., Gursoy, A., Krawetz, N., Phillips, J.,
Shinozaki, A., Varadarajan, K. y Schulten, K. (1999). NAMD?2: greater stability for parallel
molecular dynamics. J Comput Phys, 151:283-312.

[14] MacKerell, A. D., Bashford, D., Bellott, M., Dunbrack, R. L., Evanseck, J. D., Field, M. J.,
Fischer, S., Gao, J., Guo, H., Ha, S., Joseph-McCarthy, D., Kuchnir, L., Kuczera, K., Lau, F.
T. K., Mattos, C., Michnick, S., Ngo, T., Nguyen, D. T., Prodhom, B., Reiher, W. E., Roux,
B., Schlenkrich, M., Smith, J. C., Stote, R., Straub, J., Watanabe, M., Widrkiewicz-Kuczera,
J., Yin, D. y Karplus, M. (1998). All-atom empirical potential for molecular modeling and
dynamics studies of proteins. Phys Chem B, 102:3586-3616.

[15] Humphrey, W., Dalke, A. y Schulten, K. (1996). VMD - Visual molecular dynamics. J Mol
Graphic Model, 14:33-38.

[16] Ryckaert, JP., Icrotti, G. y Berendsen, JJC. (1997). Numerical integration of the cartesian
equation of motion of a system with constraints: molecular dynamics of n-alkanes. J Comput
Phys, 23:327-341.

110



