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Mapeo computacional de epitopos de células B
presentes en el virus del dengue
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RESUMEN

Dengue es una infeccion viral de importancia en salud pu-
blica. El desarrollo de una vacuna va a depender del cono-
cimiento de aquellos epitopos que neutralicen la infecciéon y
por ello, se generaron e identificaron computacionalmente
aquellos epitopos lineales consenso de células B presen-
tes en el virus del dengue, a partir de los datos depositados
en la base de datos Immune Epitope Database (IEDB).
Posteriormente, se agruparon en bloques de ocho amino-
acidos por cada serotipo mediante el programa Nomad, y
cada uno de ellos fue reevaluado con el programa Bepi-
Pred para determinar su antigenicidad. Se lograron pos-
tular 172 de los 1.239 obtenidos en la IEDB.

Palabras clave: Biologia computacional, epitopos, vacu-
na, dengue, ExPASy.

INTRODUCCION

Se estima que entre 2.500 y 3.000 millones de per-
sonas estan en riesgo de contraer dengue(", lo cual
representa el 35% de la poblacion mundial. Se trata de
una enfermedad infecciosa emergente que, desde 1998,
es considerada por la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) como la décima causa de muerte entre las enfer-
medades infecciosas predominantes en el mundo®.

El virus del dengue es trasmitido por la picadura del
mosquito del género Aedes. Pertenece a la familia Fla-
viviridae, genero Flavivirus. Desde el punto de vista in-
munolégico, el virus del Dengue posee cuatro serotipos
antigénicos relacionados, pero distintos serolégicamente
entre si, denotados como dengue 1 (DENV-1), dengue 2
(DENV-2), dengue 3 (DENV-3) y dengue 4 (DENV-4).
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ABSTRACT:

Dengue virus has emerged as a major public health pro-
blem. An epitope-based approach to the development of
vaccines, and for this reason, based on Immune Epitope
Database database (IEDB), linear consensus B-cell epito-
pes were computationally generated and identified from
dengue virus. Then, amino acids were grouped into blocks
of eight amino acids per serotype through Nomad program.
Each block was evaluated using BepiPred for determining
antigenic prediction. 172 out of 1239 were obtained from
IEDB.
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Hace apenas doscientos anos se registraron los pri-
meros casos reconocidos como dengue en la historia;
fueron localizados en Australia. En 1954, surgio un brote
epidémico significativo en Filipinas que se extendio a
Vietnam, Tailandia y demas paises asiaticos®). En Amé-
rica, en cambio, fue en Cuba, en 1981, cuando se repor-
té una epidemia con mas de trescientos mil casos, aso-
ciados con una cepa asiatica del serotipo DENV-2®),

Debido a la carencia de drogas antivirales efectivas
contra el dengue, los programas de control de esta en-
fermedad son muy costosos y han demostrado su baja
eficacia por el elevado incremento de casos. Por ese
motivo, las esperanzas se han centrado en el desarrollo
de una vacuna. Sin embargo, hasta el presente ha sido
imposible obtenerla a pesar de haber empleado virus
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inactivados y virus vivos atenuados desde 1927, o haber
fabricado en 1928 vacunas inactivadas con una suspen-
sion salina de mosquitos Aedes aegypti infectados y tra-
tados con formalina y calor. Incluso después de la Se-
gunda Guerra Mundial, se ensay6 una vacuna viva y
atenuada contra el DENV-1, pero tampoco se lograron
resultados satisfactorios(®).

Recordemos también el ensayo de una vacuna mo-
novalente realizado por Sabin y Schlesinger usando vi-
rus vivos atenuados(®). No obstante, la utilizacion de
virus vivos atenuados conlleva el riesgo de una rein-
feccion aun mas grave, o incluso letal. Lo que se debe
procurar es una vacuna capaz de producir anticuerpos
neutralizantes contra los cuatro serotipos, como fue la
presentada por Nath Bhamarapravati(?).

Simultaneamente, existe un alto numero de estudios
experimentales en la literatura cientifica que resultarian
dificiles de citar en un solo trabajo (8-10, por citar alea-
toriamente algunos de ellos). Empero, gracias al auge de
las nuevas tecnologias de la informacion, la mayoria
de esos estudios estan disponibles en una base de datos
dedicada especialmente a registrarlos llamada IEDB,
cuyas siglas en inglés corresponden a Immune Epitope
Database, con la principal ventaja de que la informacion
ha sido curada manualmente y alcanza mas de 87.000
epitopos péptidos hasta junio de 2012, correspondientes
a enfermedades parasitarias y de otra indole(').

Por otra parte, se mostro el resultado de la predic-
cion de epitopos a partir de la prediccion computacional
en todo un genoma, y se comparo dichas predicciones
con los derivados de ensayos experimentales disponi-
bles en la literatura cientifica, sin encontrar similitudes
entre los mismos(12),

Si bien es cierto que existen diversos estudios com-
putacionales para determinar los epitopos en el virus del
dengue(13-19), el objetivo del presente articulo es desarro-
llar una metodologia computacional capaz de identificar
posibles epitopos lineales consenso de células B a partir
de datos disponibles en una base de datos.

MATERIALES Y METODOS

Se emplearon todos los epitopos peptidicos ensaya-
dos contra el dengue que existen en la base de datos
IEDB (http://www.iedb.org), y se agruparon por seroti-
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pos. Seguidamente, se realizdé un multialineamiento con
ayuda del programa Nomad (http://expasy.org/tools/ no-
mad.html), sin permitir gap y local('), el cual se evaltio
iterativamente a partir de una funcién entrépica como se
explico en el trabajo de Hernandez y colaboradores('?).
Por ultimo, los bloques obtenidos fueron reevaluados
con ayuda del programa BepiPred, que permite realizar
la prediccion de epitopos B lineales basandose en mo-
delos de cadenas de Markov que emplean como Unico
dato la secuencia aminoacidica de dicho epitopo®).

RESULTADOS Y DISCUSION

De la base de datos IEDB se obtuvieron 225, 679,
270y 65 epitopos peptidicos (suman 1.239), tanto del
tipo B como del T, con una longitud aminoacidica igual o
superior a ocho, que corresponden con los serotipos
DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, respectivamente.
En este sentido, se descartaron aquellos cuya longitud
eraigual o inferior a siete aminoacidos, al centrar el pre-
sente estudio a bloques igual o superior a ocho amino-
acidos. Del total de secuencias analizadas, 593 epito-
pos no cumplian esa condicion en el DENV-2 (IVTEKD,
RGEARK y WFKKGS, entre otros muchos).

En las tablas 1 a 4, se muestran los resultados con-
seguidos una vez que fueron agrupados con el programa
Nomad con los datos disponibles hasta junio de 2012, y
se establecid que eran antigénicos de acuerdo al pro-
grama BepiPred: 47, 37, 73 y 15 (en total 172), corres-
ponden con los serotipos DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4, respectivamente.

Para visualizar el comentario anterior, se muestra
coémo se determind un epitopo consenso a partir del ana-
lisis de tres epitopos conseguidos en IEDB, siendo los
mismos: EHTGREIVDLMCHAT, KSEHTGREIVDLMCH,
y TGREIVDLMCHATFT (cuyos identificadores en el
IEDB son 12372(18), 33299(19), y 63946(19), respectiva-
mente). De manera que el programa Nomad alinea y ob-
tiene el consenso a ocho aminoacidos como se muestra
a continuacion:

>12372 EHTGREIVDLMCHAT
> 33299 KSEHTGREIVDLMCH
> 63946 TGREIVDLMCHATFT
Consenso TGREIVDL
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resaltado en negrita el consenso de los tres epitopos pa-
ra su rapida identificacion (se indico en gris claro, aque-
llos aminoacidos que omite el programa Nomad, para
efectos de visualizacion en el trabajo).

Con una simple consulta de las cuatro tablas, se
pueden apreciar los patrones que hay en las secuencias
aminoacidicas donde participan dos serotipos: por ejem-
plo, las secuencias YISTRVGM, KPWDV y VMDIISR es-
tan presentes tanto en DENV-1 como en DENV-3; mien-
tras que SGSPIVN, SGSPIy VEDYG las hallamos en
DENV-1y DENV-4. Por otra parte, TGREI y VKKDLIS
aparecen en DENV-1 y DENV-2, mientras que TDPASI
se identifica en DENV-2 y DENV-3 (en todos los casos,
se subrayan en las tablas para su identificacion).

Adicionalmente, se encuentra coincidencia de patro-
nes en un mismo serotipo; asi, GLYGNG aparece dos
veces en DENV-4, mientras que INWKG y EGKIV se
presentan en dos oportunidades en DENV-1. Finalmen-
te, se localizan SGSPIVD y EMGRLPT en DENV-2 (en
todos los casos, se resalto en negrita en las tablas para
su identificacion).

CONCLUSIONES

Através del procedimiento computacional mostrado
en el presente trabajo, se generaron e identificaron epi-
topos lineales consenso de células B que podian ser

efectivos contra el dengue, y por ende, seria ademas po-
sible ampliar este analisis a otras enfermedades, en vista
del volumen de informacion gendmica existente en la
base de datos IEDB.

El presente estudio incluyo todos los epitopos pepti-
dicos (T y B) presentes en la base de datos IEDB por una
razén computacional, en vista que si se hubieran descar-
tado los epitopos T, probablemente se hubiera encontra-
do los mismos epitopos B presentes en dicha base de
datos, sin tener un potencial epitopo B.

Por otra parte, la longitud de los epitopos consenso
fue de ocho aminoacidos. Se pudieron haber generado
epitopos con mayor o menor longitud, pero desde este
punto de vista, hubiera sido imposible conocer su exten-
sién ideal sin haber realizado ensayos in vitro. Incluso
se encontraron similitudes entre los patrones amino-
acidicos en las tablas 1 a 4, pero de igual manera, solo
pruebas en el laboratorio permitirian confirmar que son
realmente importantes.

Finalmente, se podria pensar que los epitopos con-
senso obtenidos con el programa Nomad eran antigéni-
cos por defecto, pero al reevaluarlos con el programa
BepiPred, se confirmé que esa suposicion era incorrecta.
De hecho, de los 1.239 empleados en el estudio, Unica-
mente 172 fueron considerados antigénicos. Solo resta
realizar los ensayos experimentales para validar la meto-
dologia computacional que se propone.

Tabla 1

Epitopos consenso lineal de células B derivados de las secuencias antigénicas del DENV-1,

provenientes de la base de datos IEDB (ver texto para detalles)

TACLGKSY KLEKEVAE ALKLSWFK PMKLVMAF TSGSPIVN
ITGFPGKT YISTRVGM LEGKIVQY TFDTEYQK TFVELMRR
PLNEGIMA PSWASVKK YSDRRWCF REGKIVGL SEHTGREI
EMGANFKA SVKKDLIS YYCAGLKK SRNKKPRI IENTTANI
TLYAVATT INWKGKEL TMRLLSPV INWKGREL SNELNHIL
EENLVKSL VEDYGFGI KCGSGIFV AIGKAWEE VKDKEENL
IVREAIKR MRRGDLPV FTNMEAQL TVWFVPSI RKTFDTEY
SRNSTHEM TALNDMGK PLTLTAAV LLTKPWDV SIILEFFL
QLAKRFSK TDISEMGA TLWEGSPG VMDIISRR TSRTTWSI
QHNYRPGY STGSQLAK
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Tabla 2

Epitopos consenso lineal de células B derivados de las secuencias antigénicas del DENV-2,

provenientes de la base de datos IEDB (ver texto para detalles)

AELTGYGT ATATPPGS ILKRWGTI [IGPGLQA AKQPATLR
ALHQVFGA ATLRKYCI EKRHVLGR DSGCVVSW VKKDLISY
AGGRAYNH DPASIAAR EALRGLPI EMGRLPTF CIKVLNPY
SGGSWVDI FLNEDHWF LKLNWFKK SGSPIIDK SGSPIVDK
SGSPIVDR YISTRVEM TGREIVDL ICSAVPSH ITAAAWYL
KAELEDGA ARDALDNL ARNTPFNM KKDQVVVL KKSKAINV
KMDIGVPL PEGIIPSM LEKTKKDL ENLMWKAQI HFTDPASI
TEMGRLPT CIEAKLTN
Tabla 3

Epitopos consenso lineal de células B derivados de las secuencias antigénicas del DENV-3,

provenientes de la base de datos IEDB (ver texto para detalles)

EAMKGLPI ITLYLGAV TKEGEKKK TDPASIAA MLLDNINT
VDLMCHAT EREKSAAI IKAGNVIA LDFNEMIL SGSPIINR
YISTRVGM TPEGIIPA IRYQTTAT KPWDVVPT QIANELNY
KTWAYHGS LLLGLMIL LHPGSGKT IQDEERDI NGKKVIQL
ILAGPMPV LNKDEDHA MPVTVASA ILEENMDV VGMGEAAA
KKLKPRWL QLANAIFK LALKEFKD VKKDLISY AARGYIST
KKPEVVVL TPPGTADA IVREAIKR VAAEMEEA VASAAQRR
TVMDIISR CLKPVILT HDWQQVPF YAQMWTLM LKRRSWPL
ILPEYGTL TEDGQGKA IEGKVVQY ITPQASTT LKGMSYAM
FGESNIVI LGDTAWDF LKINWYKK IPFSTEDG VLLTWIGL
IGKMFEAT LDIELQKT LKMDKLEL MKNKAWMV LPWTSGAT
IEGKITNI ITANPVVT CKHTYVDR FGSAYTAL MCTNTFVL
TAWDFGSV LKKEVSET NRKELLVT QLATLRKL LEHGGCVT
VEGLSGAT VHRQWFFD VTFKNAHA TMAKNKPT FGKGSLVT
VVPMVTQM VLNPYMPT LTDGPERV
Tabla 4

Epitopos consenso lineal de células B derivados de las secuencias antigénicas del DENV-4,

provenientes de la base de datos IEDB (ver texto para detalles)

PLKNDEDH
PARLASAI
VIGLYGNG

PMALKDFK
LVALLGAM
VVTLIPLC

PEREKTQA
IVGLYGNG
TTTASGKL

GTSGSPII
KKKLRPRW
FLEVEDYG

TTVVKVKY
PRWLDARV
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