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RESUMEN 

El dengue nos preocupa en México porque ha causado grandes 

epidemias que han incapacitado temporalmente a miles de 

individuos, porque existe la amenaza de que se presenten 

epidemias de síndromes graves y porque puede volverse endémi-

co con altas tasas de mortalidad. 

Actualmente existe una controversia acerca de los 

planteamiento que intentan explicar el establecimiento de los 

casos hemorrágicos de la enfermedad y en donde se postula la 

variación antigénica versus la facilitación de la infección 

mediada por anticuerpos heterotipicos no neutralizantes. Sin 

embargo, existen casos de dengue hemorrágico en el curso de 

una infección primaria a los cuales hasta la fecha no se les 

ha encontrado una explicación. 

Este trabajo pretende apoyar la hipótesis relacionada con la 

facilitación de la infección, en aquellos casos de dengue 

hemorrágico que se presentan en el curso de una infección 

primaria. En consecuencia se analizó el grado de conserva- 

ción de la estructura secundaria de la glicoproteina de 

envoltura de los flavivirus secuenciados a la fecha (ya que 

esta proteína tiene un papel biológico central en en esta 

familia los cuales tienen una distribución geográfica dife- 
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rente y pertenecen a grupos serológicos distintos, además de 

analizar y caracterizar a nivel primario, una cepa de dengue-

2 que causó problemas epidemiológicas en nuestro pais. 

La cepa mexicana de dengue-2 mostró ser antigénicamente uni-

ca ya que difiere de otras cepas en un número importante de 

epítopes. Al analizar la organización del genoma viral, 

encontramos que la región estructural es similar a la de 

otros Flavivirus, con una homología en secuencia nucleotidica 

del 71.9 al 74.6% entre distintos serotipos y 90 a 96% para 

el mismo serotipo. De la misma manera, en la secuencia de 

aminoácidos se observó una homología del 63.37 al 70.55% 

entre los diferentes serotipos y de un 92.86 a 96.91% en el 

mismo serotipo. Observartios que las variaciones en la secuen-

cia de aminoácidos aparentemente no se encuentran distribui-

dos uniformemente a lo largo de las proteínas, sino que 

existen dominios con mayor variabilidad y otros muy conserva-

dos. 

Por otra parte, se determinó la composición y distribución de 

los motivos estructurales para las proteínas de nucleocáp-

side, membrana y envoltura viral basados en diferentes prin-

cipios fisicoquimicos, heurísticos y estadísticos utilizando 

el método conjunto de predicción (77), lo que nos permitió 

analizar e identificar estas proteínas en las diferentes fa- 
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minas estructurales. 

En el análisis estructural de la glicoproteína de envoltura 

de 10 diferentes flavivirus se muestra que aunque existe una 

divergencia importante a nivel de estructura primaria (29 al 

70% de homología en secuencia de aminoácidos) se observa una 

gran homología y conservación tanto en la proporción como en 

la distribución de los motivos estructurales de la misma. Un 

hallazgo importante es la conservación de 12 cisteinas ca- 

paces de formar enlaces disulfuro que podrían estar relacio- 

nados con la estabilidad de la estructura tridimensional, 

cuyas posiciones, a han sido previamente establecidas (81), 

denotando que todos los miembros de esta familia tienen una 

arquitectura común para la glicoproteína de superficie, hecho 

que podría ser de gran importancia en la relación huésped- 

parásito en el curso de una infección primaria y/o secundaria 

por el virus del dengue. 



INTRODUCCION. 

La palabra dengue es el homónimo castellano del vocablo sua- 

wili "dengua" que significa calambre súbito (1). El dengue 

es una infección aguda y sistémica ocasionada por alguno de 

los cuatro serotipos de este virus (Cuadro I), que se trans- 

mite al hombre por la picadura de la hembra hematófaga del 

mosquito Aedes aegypt' y que afecta preferencialmente a las 

células del sistema fagocítico mononuclear (1,2). 

CUADRO I 

ALGUNAS PROPIEDADES DE LOS 4 PROTOTIPOS DEL VIRUS DEL DENGUE 

Dengue 1 	 Dengue 2 	 Dengue 3 	 Dengue 4 

(Havaii) 	Nueva Guinea C 	(H-071 	 (H-341) 

Fecha de colección 	 • • 1944 	 1944 	 1956 	 1156 

Lugar de colección 	 Hawaii 	 Nueva Guinea 	Filipinas 	Filipinas 

Origen 	 Suero/plasma 	Suero/plasma 	Suero/plasma 	Suero/plasma 
(humano) 	 (humano) 	 (humano) 	 (humano) 

Forma del virus 	 Esférica 	 Esférica 	 Esférica 	 Esférica 

Diámetro 	 50 - 55 nm 	50 - 55 nm 	 45 - 50 nm 	45 - 50 nm 

Hemaglutinación de 
eritrocitos de ganso 

(pH óptimo) 

Neurotropismo (ratón) 

6.2 	 6.4 6.4 	 7.0 

♦ 

Métodos serológicos de 	 Inhibición de la hemaglutinación, fijación de complemento, neutra 

detección 	 lización, inmunofluorescencia. 

La enfermedad se consideró durante muchos años como limitada a 

regiones de Asia, Africa y Australia. Sin embargo, ya du- 

rante la segunda guerra mundial se aislaron los serotipos 1 y 

2 en el Continente Americano (3). En 1957, debido a la 

existencia de fiebre amarilla en América, la Organización 

Panamericana de la Salud auspició una campaña de erradicación 



1987 

10-- 

o 	o 
19 78 1979 1980 1951 19W. 1943 19M 19M 

r7-7  
1990 19M 1989 

del Aedes, y es así que el 20 de septiembre de 1963 se decla- 

ra erradicado el mosquito (4), 	por lo que en nuestro país 

no se tuvo notificación de dengue de 1963 a 1978. Posterior- 

mente se descuidó la vigilancia epidemiclógica y en 1978 

reaparece la enfermedad en el Sur de México. En 1980 alcanza 

su morbilidad máxima (51,506 casos) ocupando el sexto lugar 

dentro de las enfermedades notificables. En los años si- 

guientes invade por la costa del Golfo hasta el norte del 

país, afectando 23 estados (Fig. 1) (5). Actualmente circu- 

lan 3 de los 4 serotipos y las principales áreas endémicas 

son: Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Yucatán, Puebla y Veracruz. 

En la población mundial se ha estimado que ocurren arriba de 

100 millones de casos anuales (6,7). 

DENGUE EN MÉXICO 

oicis 

Fig. 1 

2 



Vioefelo 
Le; 10 /.1 

l'unís •C 

r.) Titulo de ont,- 4,h1"., 

Cu %Ip13% 	 %ro  
d. 10 htmoglutinockin Irc 
( %viro ) 

10 
CncQu1  

Lievo3amliffirel  

HetriOloCtii0 (.) 

P1i3mMa X 103/min/ 79" 100 

e 
AlGum no (1;1 	) 	

; 

fihrencigerm 	10C 
I% del normo') 
	40 

Ct. PooacIlyedel 
( 	011 herrnal) 

C. 5 
	 110 

( 	del normal ) 	40 

Vise r' o 
Lo; 	!O /rri 
TIMockhortp:listpcsa 
ír,hitzer re% de lo 
herrog1v1Ir1Qs117r 
(lu cra ) 
Temí) •C 

ROikh 
Dolor ele ;Obsta 
Wor rirwBul:r 

inise 
54micks bel ira 
Line 0 el." xnlic 
1,4111pzIame;c1+: 
Sc";rode 
ercaitof 
Ltucac.oas / thrr.1- 

ChatZue 
Hm mototrito (s/s) 

P11:1111141e1 X 10"/ fr,rF 5 

IGO s 

11bl:frit/se 	(9 Ve) 

Iltmpo be 
Pr efrombor, o (%) 

2;w114- 

V't 

3'2 

Oi14411d0 

Dice tephi4e 	»oreo-ir lo babee 
11141 s 11 1.101}i21114  rl 	ri 

rnr- 

- 

~IVO 

41 141f /Mg' 
LJ 

e 16 I 	11 $ 3 

El dengue nos preocupa en México porque ha causado grandes 

epidemias que han incapacitado temporalmente a miles de 

individuos, porque existe la amenaza de que se presenten 

epidemias de síndromes graves (actualmente solo tenemos 

notificación en forma aislada) y porque puede volverse endé- 

mico con altas tasas de mortalidad. 

Hallazgos cl:mcos y de laboratorio de un coso trole() 

de liebre por dengue I  

Hallazgos clínico y de loborolorio de un coso típico 

de Síndrome de Choque por Dengue ( SCD) 1  

eccien 	Din post - infecciOn  

Ores Ilsiep.He M eporsciet fa liebre 
1%14%1%1110114211 

71 	Tj ITI1111T 

..4/ 

-----.0111111 --. 

1 
.......----..1\.....//".-- 

—...., 

1 i 	I 	! 	1, 	ii¡Ii 1, 

L' ,'2 3 41171110o121314 ,11 	t7  

Infección 
	

oro% 
	

Inletclon 

Fig. 2 
	 Fig. 

El virus afecta principalmente a personas jóvenes y el espec- 

tro clínico varía desde un cuadro febril hasta las formas 

graves que pueden manifestarse como fiebre hemorrágica (FHD) 

o síndrome de choque (DSS), con una letalidad de un 10-40%. 

En la forma clásica o dengue primario, después de un periodo 

de incubación de 2 a 8 días, el cuadro clínico se expresa 
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bruscamente con fiebre intermitente bifásica, escalofríos, 

cefalea, mialgias, artralgias, dolor retro-orbitario, exante- 

ma máculo-papular en el tronco y extremidades, náuseas y/o 

vómito (1) (Fig. 2). En el dengue hemorrágico el inicio se 

presenta como en la forma clásica con fiebre muy elevada que 

al remitir, el estado general se agrava bruscamente, los 

pacientes entran en letargo presentando taquicardia, hipoten- 

sión, déficit en la perfusión tisular periférica con manifes- 

taciones hemorrágicas que incluyen por lo menos una prueba de 

torniquete positiva y cualquiera de los siguientes signos: 

petequias, púrpura, equimosis, epistaxis, hematemesis, gingi- 

vorragia o melena (Fig. 3 y Cuadro II). Hay hepatomegalia en 

CUADRO II 

CRITERIOS DE LA OMS PARA EL DIAGNOSTICO DE FHD Y SCD 

Hallazgos clínicos  

Fiebre - aparición aguda, continua y con duración de 2 - 7 días. 

Manifestaciones hemorrágicas - prueba de torniquete positiva, petequias, 
púrpura, equimosis, epistaxis, sangrado de encias, hematemesis y/o melena. 

pague - manifestado por pulso rápido y débil, con < 20 mm Hg de presión o 
hipotensión, escalofrío, cansancio. 

Hallazgos de laboratorio 

Trombocitopenia - < 100,000/mm3  

Hemoconcentración - Incremento de hematocrito 1 > 20%) 

Grado de severidad 

Grado 	í - fiebre, prueba de torniquete positiva 

o 
x 
	Grado II - manifestaciones de grado 1 y sangrado espontáneo 

falla circulatoria manifestada por pulso rápido y débil, con 
o 

Grado III - <20 
mm Hg o hipertensión, escalofrío, cansancio. u 

o 
Grado IV - Choque profundo, no se puede detectar presión sanguínea y pulso 

el 90% de los casos, y en los exámenes de laboratorio se 

encuentra el hematocrito elevado, leucocitosis moderada, 

hipoalbuminemia, disminución del fibrinógeno, depresión de 



más del 50% de los niveles de C3, del proactivador de C3, y 

menos de 100,000 plaquetas/mm3  (1). 

Se han propuesto dos hipótesis para tratar de explicar la 

presentación de las formas graves de la enfermedad: a) la 

posible variación antigénica de las cepas vírales mientras 

circulan en la naturaleza y b) la infección secuencial por 

dos diferentes serotipos del virus. La primera posibilidad 

fue sugerida por León Rosen en 1974, con base en las observa- 

ciones hechas en 1972 durante un brote de dengue en la isla 

Nieu asociado con casos fatales causados por dengue-2 en el 

curso de una infección primaria (8). La variación antigénica 

y biológica en Flavivirus ha sido demostrada con cepas de 

virus que causan la encefalitis japonesa (9), cepas africanas 

y americanas de fiebre amarilla (10) y encefalitis de San 

Luis (11), y aunque parece ser un mecanismo general en Fla- 

vivirus, ha sido poco estudiado. Trent y col. (12) analiza- 

ron aislados de serotipo 2 del dengue procedentes de dife- 

rentes regiones geográficas, por huellas ("fingerprint") de 

RNA, pudiendo observar una variación intratipica importante 

para las diferentes áreas geográficas. La segunda hipótesis 

es más aceptada en general, particularmente por el número 

elevado de casos de dengue hemorrágico ocurrido durante las 

epidemias por serotipo 2 en paises asiáticos y del Caribe, en 

individuos previamente expuestos al serotipo 1 (13,14). En 

este sentido Haistead (15,16) postula que si la secuencia 

infectante es 1-2, 3-2 ó 4-2, se presenta el fenómeno de 
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CID 

facilitación inmunológica por la acción de anticuerpos hete- 

rotípicos no neutralizantes "facilitadores", con activación 

de macrófagos que conduce a la liberación de factores que 

degradan a C3, tromboplastina leucocitaria y otras substan- 

cias vasoactivas, lo cual predispone el establecimiento de 

la coagulopatía de consumo con estado de choque y/o manifes-

taciones hemorrágicas (Fig. 4). 
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Fig 4 

La epidemia ocurrida en Cuba en 1981 es uno de los mejores 

apoyos a la infección secuencial, ya que en este país no se 

habían reportado casos de dengue desde la segunda guerra 

mundial, hasta que en 1977-78 se presentó una epidemia por 

dengue 1 que afectó al 40% de la población total; la forma 

predominante de la enfermedad fué benigna. En 1981 se in-
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trodujo en Cuba el serotipo 2 y los sueros obtenidos de 

pacientes con FHD/DSS mostraron una respuesta secundaria de 

anticuerpos. Los niños de 1-2 años de edad no presentaron 

FHD/DSS, ya que nacieron después de la epidemia por dengue 1 

(17); de 124 niños con DSS solo el 14% era de raza negra, 

resultando más afectados los sujetos de raza blanca y presen-

tándose una mayor proporción de muertes en mujeres. Las 

tasas generales de mortalidad fueron 5 veces más elevadas en 

niños que en adultos (17). 

Los datos epidemiológicos sugieren que la severidad de la en-

fermedad puede estar relacionada principalmente con la raza, 

edad, sexo, estado nutricional, un intervalo menor de cinco 

años entre la primoinfección y la infección secundaria, la 

secuencia de infección, la cepa viral, el estado inmune del 

huésped, la densidad del vector, y la conjunción de varios de 

estos factores. 

Aunque los datos epidemiológicos sugieren que el fenómeno de 

facilitación de la infección viral, mediada por anticuerpos, 

puede ser un factor predisponente en el establecimiento del 

choque hemorrágico (15,16), el hecho de que existan casos 

auténticos de dengue hemorrágico en el curso de una infección 

primaria, sugiere que otros factores, probablemente vírales, 

además de los mecanismos inmunológicos, pueden estar jugando 

un papel importante en la relación huésped-parásito (18). 
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El virus del dengue que anteriormente formaba parte de la 

familia Togaviridae ha sido reclasificado recientemente, 

junto con los otros miembros del género Flavivirus, en la 

familia Flaviviridae (19), ya que presentan tanto caracte-

rísticas estructurales como propiedades biológicas diferentes 

a los alfavirus entre las que se encuentran: tamaño, forma, 

estructura, secuencia genómica y estrategias de replicación 

(19). Esta familia esta compuesta de aproximadamente 66 espe-

cies de virus divididos en 3 grupos dependiendo de su forma 

de transmisión (mosquito, garrapata o sin vector conocido) y 

8 subgrupos antigénicamente definidos (ver tabla I) (19). 

DIVISION DE LOS FLAVIVIRUS: 	POR VECTOR Y COMPLEJO ANTIGENICO 

VECTOR 

GARRAPATA MOSQUITO SIN VECTOR 

COMPLEJO ANTIGENICO 

ENCEFALITIS 
TRANSMITIDA POR 
GARRAPATA. 

TYULENIY. 

ENCEFALITIS JAPONE- 
SA. 

NTAYA 

UGANDA S 

DENGUE 

RIO BRAVO 

MODOC 

( TABLA 1] Complejos antigénicos de los Flavivirus definidos por 

ensayos de neutralización cruzada con antisueros policlonales 

El virus presenta forma esférica de aproximadamente 50 nm de 

diámetro, con un centro denso de 30 nm y una cubierta con 
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proyecciones finas alrededor de 2-5 nm (Fig. 5). El virión 

esta constituido, de más o menos 6% de RNA, 66% de proteínas, 

9% de carbohidratos y 17% de lípidos (21,22). 	El genoma 

viral dentro de la nucleocápside consiste de RNA monocatena-

rio de polaridad positiva con un coeficiente de sedimentación 

de 45S que contiene 10.7 Kb (22). En su extremo 5' presenta 

una estructura m7GppAmp (Cap Tipo I) (23) y carece de una 

secuencia de poli A en el extremo 3' (23). En la región no 

traducible de ambos extremos existen secuencias conservadas 

entre los distintos Flavivirus que se organizan en forma de 

tallos y asas dando una estructura secundaria estable en 

cuanto a su energía libre, por lo que han sido relacionadas 

con señales importantes tanto en transcripción como 
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con señales importantes tanto en transcripción como 

traducción del genoma viral (22,24,25). Asimismo, se han 

reportado secuencias cortas y repetidas muy conservadas en 

Flavivirus, de las cuales una región de 8 nucleótidos en el 

extremo 5' es complementaria de 8 nucleótidos en el extremo 

3'. Estas secuencias son importantes en la replicación de 

los alfavirus, durante la ciclización del RNA (26), sin 

embargo en Flavivirus su función en desconocida. El mRNA 

viral es monocistrónico y posee un marco abierto de lectura 

de aproximadamente 10,720 nucleótidos que codifica un precur- 

sor poliprotéico de 3,391 aminoácidos que es procesado pos- 

transcripcionalmente dando lugar a tres proteínas estructu- 

rales y siete no estructurales, cuyas propiedades biológicas 

empiezan a conocerse y que se encuentran en el siguiente 

orden: 

5'C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3' 

La proteína de la cápside, también llamada V2, es un péptido 

básico, no glicosilado con un peso molecular de 14,000 el 

cual forma un complejo infeccioso con el RNA dando lugar a la 

nucleocápside Fig. 6 (27). 	Se propone que su carácter 

Bicapn lipidica 

V:IC(14 Kd) 

RNA 

571+101K(1) 

VE151-59 Kd) 

Fig. 6 
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básico este relacionado con la neutralización parcial de 

cargas del RNA. Esta proteína contiene una región muy con-

servada rica en aminoácidos a polares (38-59) que ha sido 

asociada con interacciones proteína-proteína ó RNA-proteína. 

En el extremo carboxilo terminal la proteína C presenta una 

región hidrofóbica de aproximadamente 14 aminoácidos, que ha 

sido asociada con la secuencia señal para la translocación 

del precursor de la proteína de membrana, al retículo endo-

plasmático (28) (Fig. 28a). 

El precursor de la proteína de membrana es un péptido glico- 

silado de 11,400 daltones que se ha encontrado principalmente 

en células infectadas y ocasionalmente en el virión maduro 

(29). Se ha observado que en los virus donde se encuentra la 

proteína prM, la capacidad infectiva esta disminuida lo cual 

ha sido relacionado con alteraciones en la desnudación viral, 

durante la penetración celular (30). 

El procesamiento enzimático de prM da lugar a la proteína de 

membrana o M (30) que es un péptido no glicosilado de 8 000 

daltones. La localización de la misma en el virión no es 

clara pero se postula que es una proteína integral de membra- 

na que interactúa especificamente tanto con la proteína de 

envoltura como con el complejo RNA-C (ó nucleocápside) du-

rante el ensamblaje del virus (22). Rodeando la nucleocápside 

viral se encuentra una bicapa de lípidos con los que interac-

ciona una glicoproteina transmembranal con un peso molecular 
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de 60,000 daltones también denominada E, V3 o Gp60. En esta 

proteína residen las principales actividades biológicas del 

virus como son: neutralización, hemaglutinación, unión a 

receptores celulares, fijación del complemento, neurotropis- 

mo, facilitación de la infección, y otras (31). Trent y col. 

(32) demostraron que la gp60 tiene una estructura antigénica 

compleja en la que se han identificado determinantes antigé- 

nicos de grupo (Flavivirus) de subgrupo (dengue) o complejo, 

de tipo (dengue 1-2 - 3-4) y subtipo (dengue-2 Jamaica, 

Puerto Rico, etc.). Heinz y col. (33) localizaron topográ- 

ficamente 19 epitopes en cuatro dominios utilizando tanto 

ensayos de competencia con anticuerpos monoclonales como de 

actividad biológica y especificidad serológica (34). Con 

objeto de conocer el arreglo de estos epítopes en la superfi- 

cie del virión, recientemente se ha establecido un modelo 

estructural para la proteína E del Flavivirus TBE, ("tick 

borne encephalitis virus") en el que se propone el posible 

plegamiento de esta glicoproteína, y la localización de estos 

epítopes en 3 dominios globulares. Asimismo se ha propuesto 

la existencia de motivos estructurales relacionados tanto con 

la neurovirulencia de las cepas virales, como con otras 

funciones biológicas importantes mediadas por esta proteína 

(35). Hasta la fecha existen pocos trabajos referentes a la . 

caracterización estructural y funcional de las proteínas 

virales no estructurales, sin embargo, mencionaremos algunas 

de sus propiedades en la replicación viral. 
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CICLO LITICO Y REPLICACION DEL VIRUS DEL DENGUE. La adsor-

ción de los viriones a las células permisivas del sistema 

retículo endotelial se lleva a cabo por la interacción de la 

glicoproteína de capa externa con receptores para los compo-

nentes del sistema inmune, como los Fc de inmunoglobulinas ó 

componentes del complemento, que funcionan como receptores 

virales accesorios y cuya especificidad de unión esta media-

da por la naturaleza del virus infectante, la especificidad 

de los anticuerpos antivirales y por las condiciones bajo las 

cuales las células, el virus y los anticuerpos interaccionan 

juntos (36 ). Una vez que se ha unido el virión ó el com- 

plejo virus-anticuerpo al receptor, se lleva a cabo la pene- 

tración y el desnudamiento del RNA, eventos que parecen ser 

simultáneos y 'dependientes de pH, mediante la fusión de la 

membrana viral con la membrana celular después de cambios 

conformacionales en la proteína E, al parecer inducidos por 

un pH bajo (37). El desnudamiento viral ocurre en pocos 

minutos seguido por un periodo de latencia de 12 a 16 horas 

durante el cual se lleva a cabo la síntesis de RNA y de las 

proteínas virales (37), sin que exista bloqueo aparente de la 

biosíntesis macromolecular de la célula huésped. El RNA es 

sintetizado asimétricamente en forma semiconservativa, impli-

cando la producción inicial de moléculas de RNA de polaridad 

negativa, las que a su vez sirven de molde para la síntesis 

de múltiples cadenas de polaridad positiva, formando un 

complejo replicativo intermedio de doble cadena. 
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Aunque no existen datos previos de las enzimas involucradas 

en este proceso, las proteínas virales NS4 y NS5 han sido 

asociadas con actividad de polimerasas dependientes de RNA 

(38). La traducción del mRNA (+) se inicia en el nucleótido 

97 y termina en el 10,720 aproximadamente, produciendo una 

poliproteína que se procesa co-postranscripcionalmente en por 

lo menos 10 proteínas virales maduras. La poliproteina viral 

nunca se obtiene completa, ya que se procesa durante el 

estadio de polipéptido naciente, por lo que puede dar lugar a 

proteínas precursoras y productos finales (39). El análisis 

de las secuencias de los Flavivirus y, los experimentos de 

expresión de proteínas in vitro han implicado el procesa- 

miento de las proteínas prM, E, NS1 (antígeno soluble de 

fijación del complemento) y probablemente NS2A .y NS4B por 

medio de signalasas de la célula huespéd (38), las cuales 

cortan a nivel del extremo carboxilo terminal de la región 

hidrofóbica asociada con la secuencia señal para la translo- 

cación de estas proteínas. Por otro lado, recientemente dos 

grupos han propuesto a la proteína viral NS3 como proteasa 

que presenta actividad parecida a la tripsina, como res- 

ponsable de los eventos de procesamiento en la generación 

del amino terminal de las proteínas NS2B, NS3, NS4A y NS5 y 

posiblemente en el extremo carboxilo terminal de la proteína 

de la capside viral (39). La traducción de las proteínas 

vírales esta asociada al retículo endoplásmico. La replica- 

ción del RNA se lleva a cabo en la región perinuclear y ha 

sido asociada con membranas celulares (38), y los procesos 
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de ensamblaje y maduración viral aún no han sido esclareci- 

dos. 

PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA 

Actualmente existe una controversia acerca de los plantea- 

mientos que intentan explicar el establecimiento de los casos 

hemorrágicos de la enfermedad y en donde se postula la varia-

ción antigénica versus la facilitación de la infección media-

tizada por anticuerpos. Sin embargo existen casos de dengue 

hemorrágico en el curso de una infección primaria a los 

cuales hasta la fecha no se les ha encontrado una explica-

ción. Cualquiera que sea el resultado de esta controversia, 

la situación en la que se encuentra México no es favorable. 

Si la secuencia es la importante, tenemos entonces millones 

de habitantes en muy alto riesgo, tanto por haber sufrido 

una infección inicial por serotipo 1 como por vivir en condi- 

ciones donde se ha demostrado que el dengue se transmite 

fácilmente. Si la variación del virus es importante, nos 

encontramos en una situación igualmente desfavorable pues 

basta con la introducción de un virus específico, como el 

que azotó a Cuba (17), para que suframos consecuencias 

graves. 

Este trabajo pretende apoyar la hipótesis relacionada con la 

facilitación de la infección por medio de anticuerpo, en 

aquellos casos de dengue hemorrágico que se presentan en el 

curso de una infección primaria. En ausencia de estudios que 
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apoyen, a nivel de estructura, la variación de las cepas 

virales mientras circulan en la naturaleza, estos casos po-

drían ser explicados si se produjeran anticuerpos contra 

estructuras biológicamente importantes muy conservadas entre 

los diferentes Flavivirus. Estos anticuerpos al reconocer 

epítopes conservados podrían unirse con diferentes afinidades 

sin neutralizar la actividad viral. En las infecciones cau-

sadas por el virus del dengue los anticuerpos podrían fun-

cionar como heterotípicos "facilitadores" y no neutralizan-

tes. Por ejemplo, en el caso de la fiebre amarilla y el den-

gue, el vector trasmisor es el mismo y ambos virus coexisten 

en el área; si una persona es primoinfectada por fiebre ama-

rilla, y luego primoinfectada con dengue, los anticuerpos 

preformados contra fiebre amarilla podrían reconocer epítopes 

de grupo y unirse a dengue sin neutralizar su actividad 

viral, pero predisponiendo al individuo a presentar dengue 

hemorrágico, mimetizando una infección secundaria. 

En consecuencia se decidió analizar el grado de conservación 

de la estructura secundaria de la glicoproteína de capa 

externa de los Flavivirus secuenciados hasta la fecha, los 

cuales tienen una distribución geográfica diferente y per-

tenecen a grupos serológicos distintos, además de analizar y 

caracterizar a nivel primario, una cepa viral que causó 

problemas epidemiológicos en nuestro país. 
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El interés particular de trabajar y caracterizar una cepa 

aislada en México, es porque parece ser una variante antigé- 

nica de dengue-2 (comunicación personal, Dr. Duane Gubler, 

Center for Disease Control, Puerto Rico), ya que tanto por 

"fingerprint" de RNA como utilizando anticuerpos monoclonales 

tipo específicos, la cepa fué claramente identificada como 

dengue-2; sin embargo, anticuerpos de líquido ascítico hi-

perinmune dirigido contra la cepa prototipo de referencia 

para este serotipo (Nueva Guinea C) no neutralizaban o lo 

hacían débilmente. 
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OBJETIVOS 

1. Aislar, identificar y caracterizar una cepa viral colec-

tada durante un brote epidémico en la República Mexicana 

(1983), a partir de un caso de dengue clásico. 

2. Establecer un banco de DNA complementario (DNAc) al 

genoma de dengue-2 mexicano. 

3. Aislar y caracterizar clonas que contengan secuencias de 

proteínas de membrana (M), nucleocápside (C) y envoltura 

(E) de este aislado viral. 

4. Caracterizar las proteínas estructurales del dengue 2 me-

xicano a partir de la secuencia primaria. 

5. Predicción de la estructura secundaria de estas proteínas 

utilizando principios fisicoquímicos, estadísticos y eu-

risticos. 

6. Predicción y análisis de la estructura secundaria de la 

glicoproteína de capa externa de 11 diferentes Flavivirus  

los cuales pertenecen a grupos serológicos distintos y 

aislados en diferentes regiones geográficas. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

AISLAMIENTO Y PROPAGACION DEL VIRUS DEL DENGUE 
EN CELULAS TRA-284 

IDENTIFICACION DEL VIRUS POR INMUNOFLUORESCENCIA 
Y POR MICROSCOPIA ELECTRONICA 

CLONACION Y TITULACION DEL VIRUS POR ENSAYO DE 
PLACA LITICA EN CELULAS VERO 

PURIFICACION DEL mRNA (+) POR COLUMNA DE 
INMUNOADSORBENTE 

SINTESIS DEL DNA COMPLEMENTARIO (DNAc) AL mRNA(+) 
DEL VIRUS SIGUIENDO LA TECNICA DE LOS PRIMEROS 

AL AZAR "RANDOM PRIMER" 

ESTABLECIMIENTO DEL BANCO DE DNAc EN MC1061 UTILIZANDO 
COMO VECTOR EL PLASMIDO PUC18 

IDENTIFICACION DE CLONAS QUE CONTENGAN SECUENCIAS 
HOMOLOGAS A LOS GENES QUE CODIFICAN PARA LAS 

PROTEINAS ESTRUCTURALES (C, PrM, M Y E) 

SECUENCIACION DE NUCLEOTIDOS DE GENES QUE CODIFICAN 
PARA ESTAS PROTEINAS 

ANALISIS DE SECUENCIA NUCLEOTIDICA Y PREDICCION DE 
ESTRUCTURA SECUNDARIA UTILIZANDO LOS PROGRAMAS PUSTELL 

PC/GENE, SEQANAL Y PREDICT-7 (ver diagrama 1) 
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MATERIAL Y METODOS. 

I. AISLAMIENTO, IDENTIFICACION Y CLONACION DE LA CEPA VIRAL 

El virus se obtuvo a partir de mosquitos infectados obteni- 

dos de los Laboratorios San Juan del CDC en San Juan de 

Puerto Rico. La cepa viral se aisló de un caso de dengue 

clásico durante un brote epidémico en el estado de Guerrero 

en 1983. La recuperación se hizo a partir de las cabezas de 

los moscos, las cuales se machacaron en un mortero estéril 

con solución salina de fosfatos (PBS, pH 7.2) más suero 

fetal bovino al 50%; la suspensión se clarificó a 2,000 g 

durante 30 min a 4°C, el sobrenadante se filtró con membrana 

Millipore y se guardo a -70°C como solución madre. El virus 

se propagó en la línea celular TRA-284, proveniente de la 

larva del mosquito Toxorhynchites amboinensis la cual se 

creció en ausencia de suero fetal de ternera (SFT) a 28°C, 

utilizando el medio de cultivo Leibovitz's-15 (L-15), enrri- 

quecido con caldo de triptosa fosfato (40). La detección del 

virus se llevó a cabo por inmunofluorescencia directa, y la 

identificación del serotipo por medio de inmunofluorescencia 

indirecta, de la manera siguiente: 

Se infectaron células TRA-284 mantenidas en tubo de ensaye 

formando una monocapa con 10 pl del concentrado viral, y se 

mantuvieron en cultivo a 28°C hasta observar efecto citopáti- 

co. La monocapa desintegrada se desprendió y se centrifugó a 

650 g por 10 min; el botón celular se resuspendió en 1 ml de 
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medio L-15 y se "goteo" en portaobjetos de teflón de 12 hoyos 

en donde se fijaron con acetona fría. Estas preparaciones se 

trataron con anticuerpos conjugados con isotiocianato de 

fluoresceína (FITC) dirigidos contra todos los serotipos del 

dengue y otros Flavivirus. 

Los cultivos positivos se procesaron para la identificación 

del serotipo con anticuerpos monoclonales (Mab) específicos 

preparados en ratón y se revelaron con un anticuerpo de cabra 

anti-gamma globulina de ratón marcado con FITC; los Mab 

fueron proporcionados gentilmente por el CDC (Atlanta, G01), 

preparados por Henchal y col. (41) y 	son los siguientes: 

Mab anti-dengue-1 (15F3), Mab anti-dengue-2 (3HS) Mab anti- 

dengue-3 (5D4) y Mab antí-dengue 4 P(1H10). 

La titulación y clonación de la población viral se llevó a 

cabo por ensayo de placa lítica (42) para lo cual se inocu-

laron diferentes diluciones del virus (104 , 103 , 102 , 101, 

10 0 , 10-1  a -7 ) en monocapas de células VERO y/o LLCMK2 

provenientes de riñón de mono, las cuales se mantuvieron en 

cultivo a 37°C en medio 199 que contenía SFT al 10%. Los 

cultivos se cubrieron con una capa de agar suplementado con 

SFT, medio 199, DEAE-Dextran, vitaminas, aminoácidos no 

esenciales y antibióticos. Posteriormente se incubaron 

durante 7 días a 37°C y el octavo día se añadió una segunda 

capa de agar con solución de rojo neutro, para hacer visible 

y contar el número de unidades formadores de placas líticas 
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(UFP). Con las clonas vírales más homogéneas que daban placas 

de mediano tamaño, se volvieron a infectar cultivos de célu- 

las VERO en tres ocasiones consecutivas hasta obtener una 

población viral homogénea en la formación de placa lítica. 

II. AMPLIFICACION Y PURIFICACION DEL VIRUS 

La cepa clonada en agar de la manera anteriormente descrita, 

se mantuvo durante 8 pases sucesivos en cultivo de células 

TRA-284 para aumentar su título y para su posterior ampli-

ficación. La purificación del virion se hizo de la manera 

siguiente (diagrama 2): 

1. Se infectaron 15 cajas de cultivo F-150 de células TRA-284 

a una multiplicidad de infección (MOI) de 0.1, y a los so-

brenadantes de cada uno de los cultivos se les midió 

diariamente el título viral por hemaglutinación directa 

para lo cual, en una placa de microtitulación se agrega- 

ron 50 ml de solución de albúmina bovina al 0.4% en 

boratos salina (ABBS) por pozo y se hicieron diluciones 

seriadas al doble de los sobrenadantes; a todos los pozos 

se les agregó 50 ml de eritrocitos de ganso (GRBC) a una 

dilución 1:24 en amortiguador de barbituratos (DGV) a pH 

6.1, el que previamente mostró ser el pH óptimo. La 

placa se incubó 60 min a temperatura ambiente y se 

determinó la dilución máxima que es capaz de aglutinar 

GRBC. Los sobrenadantes se cosecharon cuando se observaba 

un titulo viral elevado, 80 a 90% de efecto citopático y 
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antes de que se presentara desprendimiento de la monocapa 

celular. 

2. Las muestras colectadas se clarificaron de detritus ce- 

lulares a 12,500 g durante 20 min a 4°C. El virus pre- 

sente en la fase acuosa se concentró con polietilen- 

glicol (PEG) al 7% (peso/volumen) por 18 h a 4°C y se 

precipito a 12,500 g por 30 min a 4°C. El paquete viral 

se resuspendió en TNE (50 mM Tris, pH 8; 0.15 M NaCl, 1 

mM EDTA) y se centrifugó 6 h a través de un gradiente 

lineal preformado de CsC1 (densidad: 1.19 a 1.24 g/cm3) 

en TNE a 400,000 g. La banda correspondiente al virus se 

colectó por punción lateral y posteriormente el CsC1 se 

eliminó por dilución con TNE y centrifugación a 230,000 g 

por 60 min a 4°C. Este material se guardó a -70°C con 

30% de SFT. 

III. EXTRACCION DEL mRNA VIRAL 

La extracción del material genómico del virus del dengue se 

llevó a cabo por dos métodos diferentes. En el primero, los 

virus purificados por gradiente de CsC1 se trataron con una 

solución lítica (proteinasa K 100 pg/ml, SDS al 0.1% y EDTA 

0.01 M, pH 8) durante 60 min a temperatura ambiente; 

posteriormente el RNA se extrajo dos veces con fenol previa- 

mente equilibrado con Tris 100 mM, EDTA 1 mM, pH 7.5 que con-

tenía hidroxiquinoleina 0.1% y p-mercaptoetanol 0.2%; dos 

veces con una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isoamilico 
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en proporción 25:24:1 y dos veces con cloroformo-isoamílico 

(24:1); finalmente se precipitó con 2.5 volúmenes de etanol 

frío y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M, pH 5 y se 

congeló en hielo seco 15 min. El RNA se conservó en etanol 

hasta su uso. La concentración del mismo se estimó por 

densidad óptica a 260 nm (1 D.O. = 42 µg/m1) y por electro-

foresis en gel de agarosa. El gel se tiñó con bromuro de 

etidio (1 4g/m1 en agua) y se observó con luz ultravioleta de 

onda larga. 

En el segundo método, el RNA se obtuvo por columna de inmu- 

noadsorción a partir del concentrado viral, de la manera 

siguiente: 

1. Una mezcla de suero humano con anticuerpos anti-dengue 

con títulos de 1:12,800 se absorbieron con una suspensión 

de proteína A-Sepharosa 4B al 10% durante 18 h a 4°C, por 

inversión lenta; el exceso de anticuerpos se retiró por 

centrifugación sucesiva y se midió eficiencia de pegado 

por inhibición de la hemaglutinación (42). 

2. El virus se pego al conjugado por inversión lenta durante 

18 h a 4°C, posteriormente se lavó cinco veces con TNE a 

4°C y se midió eficiencia de adsorción por hemaglutina-

ción. 

3. Con la suspensión anterior se montó una columna en una 

jeringa de 3 ml, la cual se eluyó con TNE que contenía SDS 

al 1%. Las fracciones se colectaron en tubos Eppendorf 
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que contenían un volumen igual de fenol. A partir de 

estas muestras se hizo la extracción con solventes orgá- 

nicos de igual manera que en el procedimiento anterior. 

IV. ESTABLECIMIENTO DE UN BANCO DE DNA COMPLEMENTARIO (DNAc) 
AL GENOMA DE DENGUE-2 GENOTIPO MEXICANO 

Se clonó el genoma viral en un vehículo de expresión, si- 

guiendo una estrategia general que se resume en cinco puntos: 

A. Síntesis de DNAc de doble cadena mediante la técnica 

de los primeros "al azar" (inserto). 

B. Preparación del vector de clonación (el plásmido 

PUCI8). 

C. Preparación del DNA recombinante (inserto + vector). 

D. Transformación de las moléculas recombinantes en cé- 

lulas permisibles (cepa MC1061 de Escherichia coli). 

E. Establecimiento del banco de genes. 

IV. A. SINTESIS DEL DNAc 

En una reacción que incluye diversos pasos enzimáticos, se 

llevó a cabo la síntesis del DNAc de doble cadena (dcDNAc) al 

genoma del virus del dengue genotipo 2 mexicano. Para la 

síntesis de la primera cadena se utilizaron 3 mg de RNA 

monocatenario en un volumen de reacción de 25 la en so- 
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loción de Tris-HC1 100 mM pH 8, ditiotreitol (DTT) 4mM, 30 U 

de inhibidor de ribonucleasas de placenta humana (HPRI), una 

mezcla 20 mM de cada uno de los 4 desoxiribonucleótidos 

trifosfatos (dATP, dGTP, dTTP y dCTP), 45 ng de hexanucleóti- 

dos sintetizados al azar (Amersham) como iniciadores, 10 uCi 

de (32P)-dATP (3,000 Ci/mM) y 40 U de transcriptasa reversa 

del virus que ocasiona la mieloblastosis aviaría (AMVRT). La 

reacción se incubó a 42°C durante 60 min, se pasó a 

hielo/agua (0°C) y se tomaron alicuotas de 1 id para determi-

nar la cantidad de DNA de cadena sencilla (csDNAc) polimeri-

zada. Con este propósito se fijaron estas muestras y las que 

se tomaron al tiempo O de reacción en filtros de papel 

Whatman (DEAE-81), los cuales se lavaron de marca no incorpo- 

rada con Na2HPO4  0.5M, seis veces durante 5 min, con agua dos 

veces 1 min y con etanol absoluto 2 veces 1 min. Posterior-

mente se estimó la radiactividad incorporada en cada una de 

las muestras utilizando tolueno-PPO como sistema de centelleo 

líquido. 

En la síntesis de la segunda cadena se utilizó como templado 

la molécula híbrida (mRNA + csDNAc) resultante de la reacción 

de síntesis de cadena sencilla y la enzima RNasa H (E. coli), 

para digerir parcialmente el RNA, el cual funcionó como 

iniciador y fué reemplazado eficientemente utilizando la 

enzima DNA polimerasa I (E. coli). Consecutivamente se incor- 

poró a la reacción la enzima T4 DNA polimerasa, con actividad 

de exonucleosa 3'-5' con objeto de remover cualquier residuo 
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remanente 3' de la reacción de la primera cadena y de esta 

forma corregir posibles errores en la síntesis de la doble 

cadena. La reacción se llevó a cabo en un volumen de 125 ¡d 

en una solución que contenía: Tris-HCI 100 mM pH8, DTT 2mM, 

2-mercaptoetanol 5mM, KC1 60mM, Hepes 35 mM, MgC12  7 mM, una 

mezcla de dATP, dCTP, dGTP y dTTP 0.4 mM, csDNAc 60 ng/jl, 

RNAsa H 2 U, DNA polimerasa I 57 U y (32P)-dATP 15 biCi 

(3000 Ci/mmol); la reacción se incubó consecutivamente a 

12°C durante 60 min, 22°C por 60 min, 70°C 10 min y 

hielo/agua (0°C); finalmente se agregaron 5 U de T4 DNA poli- 

merasa, se incubó 10 min a 37°C y se paró añadiendo 4 41 de 

EDTA 0.25 M, pH 8. 

Se estimó el rendimiento de síntesis de dcDNAc de igual forma 

que en la reacción anterior, tomando alícuotas de 1 41 al 

inicio y término de la misma. El dcDNAc se extrajo con sol-

ventes orgánicos (fenol/cloroformo-isoamilico) de la manera 

ya descrita y se purificó mediante cromatografía en Sepha-

dex G50. Posteriormente se midió la radiactividad de cada una 

de las fracciones y el material del pico radiactivo se preci-

pitó con 5 volúmenes de etanol y 1 volumen de acetato de 

sodio 3M pH5, conservándose así hasta su uso. 

IV.B. PREPARACION DEL VECTOR DE CLONACION 

En la construcción del banco de DNAc de dengue 2 mexicano, se 

utilizó el plásmido PUC 18 como vector de clonación (Fig. 7), 
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pUC 18 ATG ACC ATO ATT ACG AAT TCG AGC TCG GTA CCC GGG p  GAT CC1T CTA GAG TCG ACC TGC AGG CAT OCA AGC TTG GCA CTG GCC - 
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thr met ile thr pro ser leu his ala cys arg ser thr leu glu asp pro arg val pro ser ser asn ser leu 
pUC 19 ATG ACC ATG ATT ACG CCA AGC TTG CAT GCC TGC AGG TCG ACT CTA GAG GAT CCC CGG GTA CCG AGC TCG AAT TCA CTG 
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Acc I 	 Sma I 

	

lisnt II 	 Xma 1 
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el cual es derivado del plásmido PBR 322 (fragmento Pvu 

II-EcoRI), que tiene un tamaño de 2.69 kb, cuenta con un 

origen de replicación y en la posición 2352 presenta un 

fragmento de 433 pares de bases que contiene elementos regu- 

ladores del operon Lac [promotor (P) y operador (0)] junto al 

cual se encuentra el gen que codifica para 59 aminoácidos de 

la porción amino terminal de la p-galactosidasa (Lac Z). 

Dentro de éste se encuentra insertada la región del enlazador 

múltiple ("polylinker") con 10 sitios únicos de reconocimien- 

to para las siguientes endonucleasas de restricción: EcoRI, 

SacI, KpnI, SmaI/XmaI, BamH, XbaI, 	 PstI, 

SphI y HindiII. El sitio de PstI presente en el gen de la /3-

lactamasa (ampr) en PBR 322, no se encuentra en PUC 18. 

La purificación y amplificación del plásmido se llevó a cabo 

a partir de cultivo bacteriano Fig. 8; como cepa receptora se 

utilizó a E. coli MC1061 [hsdR2, hsdM+  hsdS4-  araD139 (ara- 

leu) 7697 	(Lac)x 74, gal E15, galk 16, rpsh (Strr mcrA 

mcBl), la cual se hizo competente para su transformación de 

la siguiente manera: un volumen de medio Luria (LB: tripto- 

na 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%) se inoculó con 

1/10 de volumen de cultivo bacteriano crecido hasta su fase 

estacionaria. El cultivo se mantuvo a 37°C con agitación 

media hasta que alcanzó una densidad óptica de 0.5 a 550 nm; 

una vez que el cultivo alcanzó la densidad adecuada se cen- 

trifugó y con el objeto de permeabilizar su membrana se 

resuspendió en la mitad del volumen original con una solución 
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de CaC12  100 mM . Las células se incubaron 15 min a 4°C y 

se recuperaron por centrifugación a 3000 g durante 5 min; 

posteriormente se resuspendieron en 1/15 del volumen origi- 

nal. A 200 pl de células competentes se les añadieron de 

100 a 200 ng de DNA a transformar, y se incubaron 30 min a 

4°C; a continuación se dió un choque térmico a 42°C por 2 min 

y se colocaron en hielo/agua a 0°C 1 min; finalmente se res- 

tableció el cultivo con 0.8 ml de LB a 37°C durante 45 min. 

Las células transformantes se seleccionaron en cajas Petri 

con medio LB que contiene 100 ug/ml de ampicilina (LA); a 

partir de estas muestras se estimó el indice de transforma- 

ción. 

IV.0 PREPARACION DEL DNA RECOMBINANTE 

En la obtención de plasmidos recombinantes se utilizaron dos 

estrategias (Fig. 8 y 9). Para la primera se generaron extre- 

mos cohesivos tanto en PUC 18 como en de DNAc, y en la segun- 

da se obtuvieron extremos rasos en ambas móleculas, con 

objeto de determinar con cual de estas se observaba el mayor 

índice de transformación. 

Inserto. En ambos casos se alinearon las moléculas de dcDNAc, 

polimerizando los extremos 5' ó 3' protruyentes, con ayuda 

del fragmento mayor de la DNA lolimerasa I (Klenow, 12 U) en 

presencia de Tris-HC1 100 mM, pH 7.5 MgC12  40 mM, DTT 1.5 mM, 

dCTP, dGTP, dTTP, y dATP a 35 mM cada uno; la reacción se 

incubó 60 min a temperatura ambiente, posteriormente el 
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Fig. 8 Fig. 9 
toda la muestra de DNA (120 ng), se tomó la mitad de la misma 

y se protegieron los sitios internos EcoRI con ayuda de la 

enzima EcoRI metilasa (20 U) en presencia de una solución de 

NaC1 50 mM, MgC12  10 mM, Tris-HC1 10 mM, pH 7.5 y de 

2-mercaptoetanol 1 mM. La reacción se incubó a 37°C por 60 

min y posteriormente la enzima se inactivó a 70°C durante 10 

min. Al DNA metilado y con extremos rasos se ligaron adapta- 

dores para EcoRI (5'd(pGGAATTCC)5'] usando T4 DNA ligara (5 

U) en presencia de un amortiguador de Tris-HC1 50 mM, pH 7.8 
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que contenía DTT 15mM, MgC12  8mM, y ATP 2mM. La reacción se 

incubó a 15°C por 16 h y la enzima se inactivó a 70°C por 10 

min. Posteriormente se generaron extremos cohesivos y com- 

plementarios en el DNAc mediante digestión con 60 U de la 

enzima EcoRI en una solución de Tris-HC1 10 mM, pH 7.5 du- 

rante 5 h a 37°C y 10 min a 70°C. El exceso de moléculas 

oligoméricas se limpio mediante cromatografía de exclusión en 

BioGel A5M. La muestra se precipitó con 4 volúmenes de 

etanol y 1 volumen de NaC1 2M. 

Vector. Se digirieron 10 pg del PUC 18 con 50 U de la enzima 

SmaI a 25°C por 4 h y 10 pg de este plásmido con 50 pg de 

EcoRI durante 4 h a 37°C; para evitar la recircularización 

del vector linearizado se utilizaron 150 U de la enzima 

fosfatasa alcalina bacteriana (BAP de BRL) en Tris-HC1 100 

mM, pH 8 a 37° por 30 min y 60°C durante una hora. Para 

limpiar el PUC 18 de BAP se extrajo dos veces con fenol, una 

vez con cloroformo y se precipitó con etanol y acetato de 

sodio 3M, pH 8. El plásmido digerido se separó del no digeri- 

do mediante electroelución, de la siguiente manera: a partir 

del gel de agarosa (0.8%) se cortó la banda del plásmido 

linearizado y se colocó en una bolsa de diálisis (previamente 

hervida 10 min con bicarbonato de sodio al 2% y 1 mM de EDTA, 

lavada con agua destilada y hervida en agua megapura) que 

contenía 200 ml de solución de Tris ácido bórico-EDTA (TBE) 

diluido 10 veces la cual se cerró en sus extremos, se colocó 

en una cámara horizontal de electroforesis para eluirla a 150 
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volts 	durante 30 min; transcurrido este tiempo para despe- 

gar el DNA de la membrana de diálisis se cambio el sentido 

de la polaridad, durante 40 segundos y se paró la corrida. 

La muestra se recuperó del amortiguador por precipitación con 

etanol y acetato de sodio 3M pH 5. 

Reacción de Ligasa. Tanto en las muestras con extremos rasos 

como con extremos cohesivos se utilizaron 60 ng de inserto y 

720 ng de vector digerido y desfosforilado en la reacción de 

ligasa, se incubó a 14°C por 16 h en presencia de una solu- 

ción Tris-HC1 50 mM pH 7.8 que contenía ATP 2 mM, DTT 20 mM, 

MgC12  10 mM, y 6 U de la enzima T4 DNA ligasa. 
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IV. D. TRANSFORMACION DE E. coli MC1061 CON LOS PLASMIDOS 

RECOMBINANTES Y ESTABLECIMIENTO DE LA GENOTECA 

La cepa de E. coli MC1061 se hizo competente para su trans-

formación con los plásmidos recombinantes de acuerdo al 

procedimiento que se describe en la sección IV.B. Las célu-

las transformantes se seleccionaron en cajas Petri contenien-

do medio LA, ya que el PUC 18 porta el gen que codifica para 

la resistencia a la ampicilina. Cada una de las clonas que 

crecieron en forma aislada se picaron en viales con LA y se 

sellaron con parafina. Con las dianas que no estaban aisla-

das se hizo una preparación general de plásmido para su 

almacenaje y uso posterior. 

V. IDENTIFICACION DE CLONAS POSITIVAS 

La clonas que contenían secuencias homólogas a las proteínas 

de nucleocápside (C), membrana (M) y de la glicoproteina de 

envoltura (E) se identificaron por hibridación homóloga a 

partir del banco de DNAc de dengue 2 mexicano, utilizando 

inicialmente como sondas dos clonas de DNAc de la región 

estructural (C38) y no estructural (C5) de dengue 2S1 (cepa 

vacunal serotipo-2), ambas estan clonadas en el sitio para 

EcoRI del plásmido pGEMI; C38 contiene los nucleótidos 16 al 

2103 que cubre la información para las proteínas C, prM, M y 

parte de la proteína E. 	La clona 5 contiene los nucleótidos 

4635 a 7947 que corresponden a proteínas no estructurales 
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NS3, NS4a, NS4b y el extremo amino de NS5, donadas gentil- 

mente por el Dr. Young S. Hahn del Tecnológico de California, 

Pasadena, CA. 

El escrutinio inicial del banco se hizo por hibridación en 

colonia al 70% de homologia, bajo el siguiente protocolo: Se 

sembraron 1,200 colonias tomadas al azar sobre filtros de 

nitrocelulosa contenidos en medio LA sólido hasta que el 

desarrollo de la misma fué de aproximadamente 2 mm de exten- 

sión (12 h) a 37°C. Posteriormente se lisaron las bacterias 

con NaOH 0.5M y NaC1 1.5M durante 5 min; los filtros se 

neutralizaron con Tris HCI 0.5 M y NaC1 1.5M dos veces du- 

rante 5 minutos y se fijó el DNA a 80°C con vacío durante 2 

h. Los restos celulares se eliminaron por lavado sucesivo, 3 

veces con NaC1 0.36 M, Na2HPO4  20 mM, Na2EDTA 2mM pH 7.2 

(SSPE) durante 5 minutos. 

Los filtros se prehibridizaron a 42°C durante 3 h en 8 ml de 

mezcla de hibridación [amortiguador de citratos 9 mM, pH 7.4, 

que contenía 0.9 M NaC1, 0.1% SDS, 100 pg/ml de DNA de esper- 

ma de salmón desnaturalizado en solución Denhardt's (0.1% 

ficoll, 0.1% BSA, 0.1% PVP)); transcurrido este tiempo se 

hizo un pequeño corte en la esquina superior de la bolsa y 

con ayuda de una pipeta Pasteur se retiró esta solución y se 

agregaron 4 ml de la misma mezcla que contenía 200 ng de la 

sonda previamente desnaturalizada por ebullición durante 10 

min y marcada radiactivamente por el método conocido como 

"nick-translation" (43), con ayuda de las enzimas DNAsa I y 
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DNA polimerasa I en presencia de Tris NaC1 50mM, que contenía 

MgC12  10 mM, DTT 1mM, gelatina 0.1 mg/ml, dCTP, dGTP, dTTP 20 

4M cada uno y 15 j2Ci de [32P)7dATP 15 pCi (3000 Ci/mM). La 

reacción de marcado se hizo a 14°C durante 2 horas y se paró 

a 70°C durante 10 min. La marca libre se eliminó por croma- 

tografía en Sephadex G-50. Una vez que se agregó la sonda 

radiactiva, los filtros se incubaron a 42°C durante un tiempo 

equivalente a 3 veces el Cot 1/2 [que determina el tiempo 

medio de renaturación del DNA = (1/X) (y/5) (Z/10) 	(2), 

donde X = concentración en pg sonda, y = complejidad en kb y 

Z = volumen de reacción en mi). A continuación los filtros 

se lavaron una vez con SSPE (15 min cada una) y cuatro veces 

con SSPE diluido 10 veces (15 min cada vez), luego se 

envolvieron con papel plástico (Ega-Pack) y se expusieron a 

una película Kodak (X-Omat) durante toda la noche a -70°C; 

al día siguiente se revelaron los films. Algunas donas que 

dieron señal positiva se utilizaron como sondas en una segun- 

da e incluso una tercera hibridación en el banco de DNAc para 

identificar donas de los extremos 5' y 3' de los genes 

analizados. 

VI. PURIFICACION DE PLASMIDOS Y ANALISIS DEL TAMAÑO DE LOS 
INSERTOS 

Los plásmidos se purificaron a partir de las donas que dieron 

señal positiva para las proteínas estructurales y se digi- 

rieron con enzimas de restricción, con objeto de analizar el 

tamaño de los insertos por electroforesis en gel de agarosa. 
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La preparación de plásmido se hizo de la siguiente manera. Se 

sembró una asa de cada una de las colonias bacterianas en 5 

ml de medio LA y se creció con agitación rápida a 37°C hasta 

su fase estacionaria; a continuación se inocularon 500 ml de 

medio LA con los 5 ml del cultivo anterior y se incubaron a 

37°C hasta que se obtuvo una densidad óptica de 0.5 a 500 nm; 

en ese momento se agregó cloranfenicol (150 mg/mi) para 

favorecer el enrriquecimiento de los plásmidos, dejándose en 

agitación durante 18 h a 37°C. Posteriormente las células se 

colectaron por centrifugación a 2,500 9 durante 20 minutos, 

retirándose el sobrenadante y el paquete celular se resus-

pendió en 30 ml de solución TES (50 mM Tris pH 7.5, 80 mM 

EDTA y 10% de sacarosa) más 10 mg/m1 de lisozima, mantenién- 

dose a temperatura ambiente durante 10 min. Para lisar las 

células se congelaron (con hielo seco y etanol) y descongela- 

ron 3 veces y se centrifugaron a 120,000 g por 45 min. A 

continuación se hizo una precipitación diferencial a partir 

de los sobrenadarites con medio volumen de cloruro de litio al 

20% y un volumen de isopropanol al 100%, los cuáles se conge- 

laron a -70°C, y descongelaron dos veces y se centrifugaron 

a 15,000 g durante 10 min. El precipitado, se resuspendió en 

500 ml de solución TE (10-1) (Tris HC1 10 mM, pH 7.5, EDTA 1 

mM), con 30 ml de RNAsa A 1 mg/ml previamente hervida a 

37°C por 1 h y el material insoluble se precipitó 	por 

centrifugación a 17,000 g durante 5 min. Los plásmidos se 

recuperaron del sobrenadante por extracción con solventes 
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orgánicos (fenol/cloroformo) y se precipitaron con etanol y 

acetato de sodio 3M, pH 5. Con objeto de analizar el tamaño 

de los insertos, se hizo una doble digestión de los plásmidos 

(10 pg) com Eco/Hind III para los que tenían insertos en el 

sitio para SmaI, y con EcoRI (10 U) para los que estaban 

clonados en el adaptador de EcoRI. Los insertos se separaron 

del vector por electroforesis en agarosa de bajo punto de fu- 

sión (Sea-plaque al 2%), con voltaje constante (100 volts); 

en el gel se incluyó como marcador de peso molecular al fago 

X 174 digerido con HaeIII. Al amortiguador de corrida 

(TBE1X) se le agregó bromuro de etidio (0.5 pg/100 ml) y al 

finalizar la corrida las bandas se observaron con luz ultra-

violeta de onda larga y se cortaron con bisturí. La agarosa 

se pasó a un tubo Eppendorf con 10 volúmenes de agua megapura 

estéril por 2 h a 4°C para permitir que difunda el bromuro de 

etidio y el amortiguador de corrida; luego se retiró el 

liquido agregándose un volumen de TE (10-.1) y recuperando 

el DNA de los insertos por fusión de la agarosa a 60°C du- 

rante 10 min; a continuación el DNA se extrajo con fenol 

cloroformo. Para retirar los restos de bromuro de etidio de 

la muestra, antes de precipitarse se hizo una extracción con 

isopropanol saturado con TNE (NaC1 5M Tris 100 mM, EDTA 1 

mM). 

VII. SECUENCIACION NUCLEOTIDICA 

La secuenciación del DNA se llevó a cabo empleando el método 

de la cadena terminal inicialmente descrito por Sanger (44) y 
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modificado por Tabor y Richardson (45). Este método se basa 

en la síntesis in vitro de una cadena de DNA con DNA poli- 

merasa del bacteriofago T7, la cual tiene alta procesividad 

y baja actividad de exonucleasa 3'-5', utilizando como tem- 

plado DNA de cadena sencilla. Cuando se usa una mezcla apro- 

piada de 5' desoxinucleotidos trifosfatos (dNTPs), incluyendo 

uno marcado radiactivamente y uno de los cuatro didesoxinu- 

cleótidos (ddNTPs), la enzima cataliza la polimerización de 

la cadena hasta que un ddNTP análogo es incorporado. En 

reacciones individuales para cada 2'-3'ddNTP se complementa 

la información de la secuencia, y las cadenas marcadas de 

diferentes tamaños se resuelven por electroforesis en gel de 

acrilamida, revelándose por autorradiografía. La secuencia 

se obtiene por lectura directa del film. 

A. Purificación del Templado 

La purificación del csDNA puede ser sencilla si se prepara a 

partir de vectores filamentosos como es el caso del bacterio- 

fago M13, por lo que en este caso los insertos a secuenciar 

se subclonaron en bacteriofago M13 mp18 en el sitio de SmaI. 

Con este propósito se alinearon los extremos protruyentes de 

la manera ya descrita en la sección IV.0 y se ligaron con T4 

DNA ligasa; los fagos recombinantes se transfectaron en la 

cepa JM 101 de E. coli (F' tra D36, ProA+  proa, lacIq, Lac 

ZAM 151, Sup E thi (lac-proAB)) que se hizo competente con 
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CaC12  para su transfección (sección IVB). 

Por cada 50-100 ng de DNA recombinante se agregaron 0.3 ml de 

células competentes y se incubaron 40 min en hielo-agua (0°); 

se dió un shock térmico a 42°C por 2 min y luego a 0°C, 

durante 5 min. A cada uno de los tubos se les agregó 20 41 

de isopropil ,p-D tiogalactopiranósido (IPTG) 100 mM, 50 41 de 

5-bromo-4-cloro-3-indolil p-D galactopiranosido (X-gal) al 2% 

en dimetil formamida (DMF), 200 41 de células JM101 en creci-

miento exponencial y 3 ml agar líquido en medio mínimo esen-

cial. La mezcla se homogenizó y se virtió en cajas Petri con 

agar sólido en medio mínimo. Se permitió que el gel solidi-

ficara y se incubaron a 37°C hasta observar el desarrollo de 

placas blancas de crecimiento lento (12-18 h). Estas placas 

se "picaron" con la punta de un palillo estéril, se sembraron 

en 3 ml de bacterias JM101 previamente diluidas 1:100 en 

medio fresco, y se incubaron a 37°C durante 6 h; estas se 

centrifugaron en tubos Eppendorf y se recuperó el sobrena-

dante guardándose a 4°C toda la noche. Al día siguiente 

se añadieron 220 41 de PEG al 20% en NaC1 2.5 M, se dejó 30 

min a temperatura ambiente, se centrifugó en microfuga du- 

rante 15 min y se resuspendió en 100 pl de Tris 10 mM, EDTA 

0.1 mM. Finalmente el DNA se extrajo con solventes orgánicos 

(fenol-cloroformo) y se precipitó con etanol y Nael 2M. El 

csDNA se resuspendió en agua megapura estéril y se observó en 

mini-gel de agarosa al 1%. 
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B. REACCIONES DE SECUENCIA: ALINEACION DEL "PRIMER" CON EL 

TEMPLADO, REACCION DE MARCAJE, ELONGACION DE LA CADENA Y 

Y TERMINACION DE LA SINTESIS 

La alineación del iniciador de M13 con el templado se llevó a 

cabo en un solo tubo de reacción utilizando 0.5 pinoles de 

"primer" universal (5' GTAAAACGACGGCCAGT-3'), 200 mM Tris-HC1 

pH 7.5, 100 mM MgC12 , 250 mM NaC1 y 2 mg de DNA en un volumen 

de 10 ml; la mezcla se incubó en el multibloque a 65°c por 2 

min y se dejó que la temperatura descendiera lentamente hasta 

35°C (no menos de 30 min). Cuando la temperatura es menor de 

35°C y la alineación es completa, se procede a la reacción  

de marcado. A la reacción anterior (10 ml) se agregó una 

mezcla de 7.5 mM de dGTP, dCTP y dTTP, 19 mCi/m1 [a-35S] 

-dATP (1000-1500 Ci/mmol), 0.1 M de DTT y 10 U de T7DNA 

polimerasa en un volumen de 15.5 Mi; la reacción se incubó a 

temperatura ambiente durante 5 min. Para la terminación de 

la reacción, se transfirieron 3.5 ml de esta mezcla a 4 tubos 

Eppendorff marcados para cada nucleótido A, C, G y T; a cada 

uno de estos tubos se agregó la mezcla de terminación con 

cada uno de los análogos, de la manera siguiente: 

Para G: 	80 MM dGTP, 80 mM dATP, 80 MM dTTP, 80 MM 

ddGTP, 50 mM NaCl. 

Para A: 	80 pM dGTP, 80 pM dATP, 80 mM dCTP, 80 MM dTTP, 8 MM 
ddATP, 50 mM NaCl. 
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Para T: 	80 pM dGTP, 80 pM dATP, 80 pM dCTP, 80 pM dTTP, 8 pM 

ddTTP, 50 mM NaC1, y 

Para C: 	80 4M dGTP, 80 4M dATP, 80 pM dCTP, 80 pM dTTP, 

80 pM ddCTP, 50 mM NaCl. 

Se incubó la reacción a 37°C durante 5 min y se agregaron 4 

pl de solución para detener la reacción compuesta de 95% for- 

mamida, 20 mM EDTA, 0.05% de azul de bromofenol y 0.05% de 

xilencianol. Los fragmentos del DNA obtenidos se separaron en 

un gel de acrilamida/bisacrilamida (19:1) ) al 6% con urea 7M 

de 80 cm de largo y 0.4 cm de espesor; el vidrio chico se 

trato previamente con r-metacriloxi-propiltrimetoxilano al 2% 

en etanol y el vidrio grande se siliconizó con sigmacote. 

El gel se precorrió una hora en amortiguador de TBE pH 8.3 a 

1600 volts y 40-50 watts, hasta que el gel alcanzó una 

temperatura entre 50 y 55°C. Las muestras se desnaturaliza- 

ron a 80°C durante 2 min, inmediatamente antes de cargarlas 

en el gel. En cada corrida se permitió que el xilencianol 

presente en la muestra migrara 90 cm, o llegara al frente de 

la corrida; al término de la misma se fijaron en solución de 

ácido acético al 10% con metanol al 12% durante 1 h, poste-

riormente se hornearon a 80°C toda la noche y al día si-

guiente se sometieron a autorradiografia con película Kodak 

X-Omat a temperatura ambiente durante 18 h. 
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VIII. AMPLIFICACION DEL DNAc POR REACCION EN CADENA DE LA 

POLIMERASA (PCR). 

Las secuencias que no estaban representadas en el banco de 

DNAc y de los genes en estudio, ya fuera en el extremo 5' ó 

3' se sintetizaron directamente a partir de mRNA con oligonu- 

cleótidos sintéticos específicos de diferentes tamaños (no 

menos de 12 nt), utilizando transcriptasa reversa (AMVRT). La 

reacción se llevó a cabo mediante el procedimiento descrito 

en la sección IV.A. 

El DNAc sintetizado de esta manera se amplificó para su 

posterior utilización en la síntesis de templado en análisis 

de secuenciación, mediante el método de PCR, descrito origi- 

nalmente por Mullis (46), el cual permite la amplificación 

in vitro de segmentos de DNA a través de una serie de reac- 

ciones a diferentes temperaturas, en las cuales primero hay 

una temperatura que permite la desnaturalización del DNA 

otra que favorece la alineación de los "primeros" y una 

adicional que ayuda a la polimerización de la cadena sin- 

tetizada; estos tres pasos consecutivos se refieren a un 

ciclo y la reacción esta basada en la repetición de estos 

ciclos amplificando el segmento de 105  a 109  veces. Se utili- 

zó una DNA polimerasa de 94 KDa termoestable que posee una 

alta procesividad (taq DNA polimerasa). La reacción se llevó 

a cabo en un volumen final de 100 pl que contenía 10 mM de 

Tris-HC1 pH 8.3, 50 mM KC1/  1.5 mM MgC121  0.01% de gelatina 

45 



(peso/vol) una mezcla de 200 pM de cada uno de los dNTP's, 

1MM el "primer" ó iniciador 5-3', 1pM del iniciador en sen-

tido 3'-5', 1 ng de DNA templado y 2.5 U de taq DNA polimera-

sa. Si la muestra contiene proteasas, se calienta a 95°C du-

rante 5 min y después se agrega la enzima; para evitar la 

evaporación de la muestra a cada uno de los tubos se les 

agregó de 50 a 100 pl de aceite mineral. La programación del 

multibloque se hizo con el siguiente protocolo: el primer 

ciclo se llevó a cabo una sola vez a 94°C 2 min, 50°C 3 min y 

72°C 2 min. El segundo ciclo se repitió 28 veces a 94°C 1 

min o  50°C 2 min y 72°C durante 2 min. El último ciclo se hizo 

solamente una vez a 94°C 1 min, 50°C 5 min, 72°C 5 min y 4°C 

8 horas. Al término de la amplificación las muestras se 

limpiaron del aceite mineral con clorofoimo, y se analizaron 

tanto por electroforesis en gel de agarosa al 1.2% como por 

Southern blot, de la siguiente manera: los geles se sumergi-

eron en NaC1 1.5 M con NaOH 0.5M 60 min a temperatura am-

biente para desnaturalizar el DNA, luego sen neutralizaron en 

una solución de Tris-HC1 1M pH 8.0 y NaC1 1.5M durante 1 h a 

temperatura ambiente, con inversión lenta; a continuación el 

gel se saturó con una solución de SSPE 10X durante 30 min y 

se colocó sobre un papel filtro Whatman de 3 mm que hacía 

contacto con el amortiguador de transferencia (SSPE 15X); 

éste se cubrió con un filtro de nitrocelulosa previamente 

puesto en SSC 2X y otro papel Whatman; para favorecer el 

flujo se coloco encima una capa de 8 cm de papel absorbente 

(sanitas), un vidrio y un peso de aproximadamente 400 g, se 
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cubrió con plástico Kleen-pack y se dejó transferir 18 h a 

temperatura ambiente. Al día siguiente se recuperó la nitro-

celulosa y se sumergió en SSC 6X 5 min a temperatura am-

biente; posteriormente se retiró el exceso de SSC y se dejo 

secar en una hoja de papel filtro; ya seco el DNA se fijó 

por calor a 80°C con vacío durante 2 h y se guardó en papel 

Whatman hasta su uso. 

La reacción de marcaje de los oligonucleótidos sintéticos 

específicos se llevó a cabo en un volumen de 100 41 con 50mM 

de Tris HC1 pH 7.6, 1 mM de espermidina, 0.1M MgC12 , 1 mM 

EDTA, 50 mM DTT, 300 ng de oligonucleótido, 20 4Ci de 5'r32P- 

ATP 	(3000 Ci/mmol) y 10 U de la enzima polinucleotido 

cinasa. La reacción sea incubó a 37°C por 30 min y posterior-

mente se paró con 0.5M EDTA. Finalmente se hizo una extrac-

ción con fenol, otra con cloroformo y se precipitó con etanol 

y NaC1 0.5M. La hibridación se llevó a cabo bajo el procedi-

miento de la sección V utilizando como solución hibridizadora 

2 X SSC, 0.2% SDS (w/v), 1mM EDTA, 50% de formamida y 2 X 

solución Denhardt's. Las muestras positivas se subclonaron en 

bacteriófago Ml3mp18, para el análisis de secuencia nucleo-

tídica de la manera descrita en la sección VII. 

IX. PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA 

La predicción de estructura secundaria de las proteínas 

estructurales del virus del dengue se basó en los métodos de 
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Chou y Fasman (47), Garnier et al. (48), Gascuel y Goldmar 

(49), Deleage y Roux (50) y Levitt (51); para proteínas de 

membranas se usaron las modificaciones de Chou/Fasman y 

Garnier (52). En la predicción de hélices de membrana se 

utilizaron los programas de Rao y Argos (53), Klein (54) y 

Eisemberg (55). 

La predicción conjunta se llevó a cabo analizando las re- 

giones concenso para cada motivo estructural, complementando 

con los siguientes parámetros fisicoquímicos: hidrofilicidad 

de Hoop y Woods, (56) hidrofobicidad de Miyazawa (57), hidro- 

patía de Kyte y Doolitle (58), flexibilidad de Karplus (59), 

antigenicidad de Hoop y Woods (56), y polaridad de Graham 

(60). En el cálculo y análisis de la estructura secundaria 

se utilizaron los programas Predict 7 de. Carmenes (61), 

Seganal de Crofts (62) versión 1.03, Universidad de Illi-

nois, U.S.A. y PC/Gene (83 Intelligenetics, Ver. 6.01. 

En los métodos de Chou y Fasman (47), Deleage y Roux (50) y 

Levitt (51), se utilizó una ventana de 7 residuos de aminoá-

cidos para calcular los valores de Pa y Pp en la proteína de 

nucleocápside y la proteína precursora de membrana. En las 

proteínas de membrana y de envoltura se utilizó una ventana 

de 11 residuos de aminoácidos en los cálculos de Pa, P/3 y Pt. 

Para los métodos modificados de Chou, Fasman y Garnier (47 y 

62), así como en los programas de Rao y Argos, (53) Eisemberg 

y Klein (54 y 55) se utilizó una ventana de 19 aminoácidos. 

En todas las proteínas se usó inicialmente la constante de 
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decisión (CD) más simple y al observar los porcentajes de a + 

Q mayores del 50% se cambió la CD = O, CDB = 20, n = 1. En 

el método de Gascuel y Goldmar (49) se utilizaron las si-

guientes constantes: 

N[S]a = 1.10; N(S)/3 = 1.545 y N[S) coil 0 1.00. 

La predicción de la estructura para cada proteína se llevó a 

cabo tomando en cuenta los siguientes parámetros: 

1. Predicción independiente por cada uno de los métodos. 

2. Asignación de alfa hélices con requerimiento mínimo de 6 

aminoácidos formadores de hélices alfa consecutivos, para 

Q plegada 4 aminoácidos consecutivos con alta probabili-

dad de formar esta estructura y para giro p de 3 aminoá- 

cidos con las mismas características que los anteriores. 

3. Cada residuo de a hélice asignado por una conformación 

consenso fué corregido los parámetros estadísticos pro- 

puestos por Richarson (84) de la discrepancia en la lon-

gitud dada por los diferentes métodos, tomando en cuenta 

la preferencia de los aminoácidos por los extremos de la 

hélice, tomando en cuenta. 

4. Corrección de las estructuras asignadas utilizando Indi- 

dices fisicoquímicos. 	Los índices de flexibilidad de 

cadena e hidropatía se tomaron como indicadores recípro- 

cos complementarios de la posición de segmentos polipép- 

tidicos con respecto al interior hidrofóbico de las 
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proteínas (85). 

Los segmentos con alta hidropatia y baja flexibilidad fue- 

ron considerados como estructuras p-plegadas, mientras 

que los segmentos con baja hidropatía y alta flexibilidad 

fueron tomados como estructuras no definidas "al azar", 

denominadas estructura no repetida (ENR) (72. 

5. Predicción de hélices anfipáticas tomando en cuenta un 

promedio de hidrofobicidad de O - .2, con un momento 

hidrofóbico de 0.3 - 0.4, usando un ángulo de 100 grados. 

Los datos positivos se correlacionaron con la probabili- 

dad de superficie e hidrofilicidad. 

6. En la localización externa de los segmentos se tomaron en 

cuenta los índices de hidrofilicidad (antigenicidad), 

probabilidad de superficie y polaridad, y en la locali- 

zación interna los indices de hidropatía e hidrofobici- 

dad. 
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RESULTADOS  

I. OBTENCION DE LA CEPA VIRAL Y DEL mRNA(+) 

El aislado víral se identificó como dengue serotipo-2 por 

medio de anticuerpos monoclonales tipo específicos; sin 

embargo, los anticuerpos provenientes de líquido ascítico de 

ratón dirigido contra la cepa prototipo de referencia para 

este serotipo (Nueva Guinea C), neutralizaron en muy bajo 

titulo. 	Una vez identificada la cepa viral, se llevó a cabo 

la titulación y la clonación de la misma. Se observó que se 

tenía una población con un título muy bajo (1.4 X 103  

UFP/ml), de crecimiento lento, que presentaba un efecto 

citopático tardío, la cual, después de 12 días de infección 

presentaba una fluorescencia positiva en un 80% (Fig. 10), 

IDENTIFICACION DEL VIRUS (Den 2M) 
POR INMUNOFLUORESCENCIA EN CELULAS TRA-284 

Fig. 10 
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con una formación de placa litica muy heterogénea (Fig. 11). 

Por lo anterior, se escogieron las poblaciones virales que 

daban placas de mediano tamaño y se clonaron en agar de la 

manera ya descrita, hasta que se obtuvo una población homogé- 

nea. Esta se mantuvo durante 8 pases sucesivos en cultivos de 

células TRA-284, con lo que se logró aumentar el título a 1 X 

108  UFP/ml; el tiempo en el que se observó el efecto citopá- 

tico se redujo a 6 días post infección y una fluorecencia 

positiva en un 90% al octavo día de infección. Esta prepara- 

NEGATIVA 
	

POSITIVA 

CLONACION Y TITULACION DEL VIRUS POR 
ENSAYO DE PLACA LITICA EN CELULAS VERO. 

Fig, 11 

ción se observó por microscopía electrónica, lográndose 

identificar el virión en el citoplasma celular (Fig. 12). 

Posteriormente la cepa viral se propagó en células TRA-284 

con el objeto de llevar a cabo la extracción del mRNA(+) a 

partir del sobrenadante de los cultivos infectados según los 

procedimientos descritos en la sección II. El rendimiento de 
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IDENTIFICACION DEL VIRUS DEL DENGUE A PARTIR DE CELULAS DE 
MOSCO (TRA-284) POR MICROSCOPIA ELECTRONICA 

Fig. 12 



mRNA(+) obtenido por ambos métodos fue bajo (1%), ya que no 

se logró tener una concentración adecuada de virus. Sin 

embargo, se obtuvo una muestra más pura de mRNA a partir de 

la columna de inmunoadsorción (Fig. 13). 	Al tratar esta 

Purificación de RNA por co- 
lumna de inmunoadsorción 

1 2 3 4 5 
Adsorbido No adsorbido 

Fig. 13 

Sin 
RNAsa RNAsa 

2 3 4 

'1 ADSORBIDO CON RNAsa 
2 NO ADSORBIDO CON RNAsa 
3 ADSORBIDO SIN RNAsa 
4 ADSORBIDO SIN RNAsa 

Fig. 14 

muestra con la enzima RNAsa A y analizarla mediante electro- 

foresis en gel de agarosa, se apreció una degradación total 

de la misma, lo que nos sugirió que se trataba de RNA 

(Fig. 14). La concentración del mRNA estimada por densidad 

óptica a 260 nm fué 2.8 mg/pl. 
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AUG 3' 5' 
mRNA 1  

II. CONSTRUCCION DEL BANCO DE DNAc 

SINTESIS DE dcDNAc. En la figura 15 se muestra la estrategia 

utilizada para la síntesis del DNAc del virus del dengue, 

genotipo 2 mexicano. Para la primera cadena se utilizaron 3 

pg de RNA. El rendimiento de la síntesis en esta reacción 

fué del 40% ya que se obtuvieron 1.2 1.1,(1 de csDNAc estimado 

por la incorporación de (32P3-dATP. Para la síntesis de la 

Reverse transcriptase 
AUG 
1 , 

cDNA IMMIMEMMEMOMMEMEMEMMEMMEMME 
E.coli RNase H 

• 
	 AUG 

ac¥ cbrocjOc= 
cDNA. MEMOMMUMMINMEMEMEMEMEMEM 

DNA potymerase 1 

ATG 
cDNA 1M~ 

11111111111~1 
T4 DNA polymerase 

 

Random 
hexanucteotide 
primers 

1111111111 
+ dNTPs 

  

1 

	
+ dNTPs 

ATG 
MMEMIMMEiOMMMEMEMMEMMIMME 
Magliggiggigagigagaggig~ligg 
Doubte-stranded cDNA 

Fig. 15 

segunda cadena, con el método aqui utilizado, no se necesitó 

hidrolizar el RNA del heteroduplex RNA-csDNAc, sino que se 

usó como templado esta molécula híbrida y la enzima RNAasa H 

con la cual se digirió parcialmente el RNA para que funciona- 

ra como iniciador. El RNA se reemplazó utilizando las enzimas 

DNA pol I, y T4 DNA polimerasa. Esta reacción se llevó a 
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cabo con 600 ng de csDNAc igualmente determinados por incor- 

poración de [32P)-dATP. De esta manera se obtuvo un DNA de 

doble cadena sin estructura de horquilla. Esta muestra se 

separó de los nucleótidos libres por cromatografía en Sepha- 

dex G-50, recuperando el 70.22% de la misma (625 ng). 

METILACION Y ALINEAMIENTO DEL DNAc. Se modificó el DNAc con 

objeto de obtener moléculas tanto con extremos cohesivos como 

con extremos rasos. En ambos casos primero se alinearon 250 

ng de la muestra total, polimerizando los extremos 5' o 3' 

protruyentes con la enzima Klenow; una vez generados los 

extremos rasos, se tomó la mitad de la muestra (aproximada- 

mente 125 ng) y se protegieron los sitios internos EcoRI con 

la enzima EcoRI metilasa. Al DNA metilado se ligaron 500 ng 

de adaptadores para EcoRI con T4 DNA ligasa, y posterior- 

mente, con objeto de tener moléculas susceptibles de ser 

ligadas con el vector de clonación (PUC18), se generaron 

extremos cohesivos y complementarios en el cDNA mediante 

digestión con EcoRI. El exceso de moléculas oligoméricas se 

eliminaron de la preparación utilizando cromatografía de 

exclusión molecular Bio Gel A5M. Se recuperó el 76% de la 

muestra (95 ng). 

LIGADO DEL cDNA AL PLASMIDO VECTOR. Para ligar el inserto 

con el vector se utilizó un exceso de vector con respecto al 

DNAc, en una proporción molar aproximada de 3:1. Previamente 

se digirieron 10 mg de PUC18 con Sitial y 10 mg del plásmi- 
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do con EcoRI y una vez linearizado tanto en extremos rasos 

(SmaI) como cohesivos (EcoRI) se desfosfataron con BAP para 

evitar su recircularización (Fig. 16 y 17). La muestra se 

limpió de BAP con solventes 	orgánicos recuperando , aprox- 

imadamente 8.5 mg de cada preparación. El plásmido digerido 

se separó del no digerido por electroelución en gel de agaro-

sa, logrando recuperar el 70% de la muestra, o sea 5.95 mg de 

PUC18. 

Purificación del Vector 

IL".. • • 	... 

"111» stip so ers. «Off 

1 2 3 4 5 

PUC/Sma I 
2 PUC Eco RI 
3 PUC 18 
4 PUC/Sma I/BAP 
5 PUC/Eco RI/BAP 

4 

41111111 

2 

1 PUC + cDNA TOTAL 

2 PUC 18 
Fig. 16 
	

Fig. 17 

TRANSFORMACION DE E. coli MC1061 CON LOS PLASMIDOS RECOMBI- 

NANTES. La cepa competente para su transformación con los 

plásmidos recombinantes se utilizó cuando tenía una eficien- 

57 



cia para transformar PUC18 super helicoidal (control) de 

aproximadamente k 1 X 107  transformantes/in de plásmido. Las 

bacterias transformantes se seleccionaron en presencia de 

ampicilina, obteniéndose un banco de DNAc del virus del 

dengue con aproximadamente 3,000 clonas. Cada una de las 

clonas que crecieron en forma aislada (aproximadamente 2,000) 

se guardaron en viales con LA y se sellaron con parafina. La 

mejor estrategia de clonación se obtuvo generando extremos 

rasos y clonando en el sitio para SmaI, ya que se observó un 

índice de transformación más elevado que aquel utilizando la 

clonación en EcoRI (Fig. 18). 

BANCO DE DNAc DEL GENOMA DEL VIRUS DEL DENGUE 2 MEXICANO 

Fig. 18 
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TAMAÑO DEL BANCO DE DNAc. La probabilidad de obtener una 

secuencia de DNA especifica representada en una biblioteca 

genómica puede calcularse por medio de la siguiente fórmula: 

N = ln (1-P) 
ln (1-f) 

en donde: 

P = Probabilidad deseada 

f = Proporción fraccional del genoma en una sola recombi- 

nante. 

N = Número de recombinantes necesarios. 

Considerando que el genoma del virus del dengue tiene un 

tamaño aproximado de 11 kb y que el tamaño promedio de los 

insertos en el banco de DNAc es de 500 pares de bases, tene-

mos que: 

N  = in (1 	0.99) 
5
__x

_15299 
 recombinantes 

ln 1 - 
1-.1 X 10 

Es importante considerar que la probabilidad de donar los 

extremos de los segmentos génicos es menor que la de donar 

regiones centrales. Sin embargo, esperábamos que el banco 

estuviese bien representado, ya que evitamos el tratamiento 

del DNAc con nucleasa Si,'la cual elimina el DNA de una sola 

cadena presente en ambos extremos del dcDNAc. 
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IDENTIFICACION DE CLONAS RECOMBINANTES. Uno de los objetivos 

de construir un banco de DNAc de dengue-2 mexicano, fue 

obtener clonas con regiones homólogas a las proteínas de 

nucleocapside, membrana y de capa externa viral. La primera 

búsqueda de recombinantes se hizo en 1200 colonias, utilizan- 

do sondas homólogas C38 y C5 (Fig. 19a y 19b) del virus del 

dengue S1 (cepa vacunal). En la sonda C38 se encuentran 

OBTENCION DE LA SONDA 
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Fig. 19a. 	 Fig. 19b. 

60 



representados, casi en su totalidad, los genes que codifican 

las proteínas estructurales, y en C5 se halla representado 

casi el 60% de la información para proteínas no estructu- 

rales. La hibridación se efectuó en 'condiciones que permitie- 

ran un 70% de homologia, o sea, un 30% de bases erróneas 

durante la reasociación de la doble cadena. Se lograron 

identificar 102 donas positivas para proteínas estructu- 

rales, a las cuales se les hizo una segunda hibridación con 

la sonda para la región no estructural, descartando 57 donas 

que presentaban una señal que no podía distinguirse del 

fondo. En esta forma con la sonda C38 se ratificaron 45 

donas (Fig. 20). 

4 i 
4  41 	o 
Ilb 	I . er  
• • 	4 4 
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é
II  

CLONAS POSITIVAS PARA PROTEINAS 
ESTRUCTURALES DEL VIRUS DEL DENGUE 

Fig. 20 
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ANALISIS DE LAS CLONAS POSITIVAS. El tamaño de los insertos 

de DNAc contenido en las 45 clonas que dieron señal para 

proteínas estructurales se determinaron mediante electrofore- 

sis de los productos de digestión de sus plásmidos con las 

enzimas de restricción EcoRI/Hind III, lo que permitió prote- 

ger el sitio de SmaI; los resultados indican que el tamaño 

varía entre 300 y 1000 pares de bases (Fig. 21). Con el 

propósito de identificar clonas específicas para cada una de 

las proteínas virales, los geles se transfirieron a filtros 

de nitrocelulosa y se hibridaron con oligonucleótidos sinté- 

ticos 	específicos para cada proteína, marcados con 5' 

7[32P-ATP) y la enzima polinucleótidocinasa. 

Análisis del tamaño de los Insertos 
a) 

St- a_ 
X u 

co O Z 	 N 	‘-- cv N 
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Fig. 21 
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CARACTERIZACION DE LOS INSERTOS POR SECUENCIACION NUCLEOTIDI- 

CA. El análisis de la secuencia nucleotídica se llevó a cabo 

por el método de la cadena terminal (45), para lo cual los 

insertos de las donas (+) para proteínas estructurales se 

recuperon por electroelución y se subclonaron en bacteriófago 

Ml3mpl8 y M13mpl9 (Fig. 22). 	La ubicación de las regiones 

SUBCLONACION DE INSERTOS EN M13 MP18 

Fig. 22 

secuenciadas se hizo por analogía con la secuencia reportada 

previamente para la cepa prototipo de dengue-2 (Nueva Guinea 
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4_ • 

C) (Fig. 23). En ocasiones para tratar de identificar clonas 

de los extremos 5' y 3', hubo que hacer una segunda e incluso 

una tercera hibridación en el banco genómico. 

ESTRATEGIA DE SECUENCIACION DE LA REGION ESTRUCTURAL DE D2M 

	 13' 
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Fig. 23 

SINTESIS Y AMPLIFICACION DE REGIONES 5'Y 3' NO REPRESENTA-

DAS. Las secuencias de los genes en estudio, que no estaban 

representadas en el banco, se sintetizaron directamente a 

partir de mRNA(+) con oligonucleótidos sintéticos especí-

ficos. El material sintetizado se amplificó por PCR para su 

posterior utilización en la obtención de templado para análi-

sis de secuenciación (Fig. 24a y 24b). El DNAc amplificado se 

Amplificación cDNA por PCR 
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Fig. 24a 
	

Fig. 24b 
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analizó mediante electroforesis en gel de agarosa y se con- 

firmó por Southern blot utilizando los mismos oligonucleóti- 

dos sintéticos marcados radiactivamente. Para el análisis 

posterior de la secuencia nucleotídica, las muestras positi- 

vas se subclonaron en bacteriófago M13mp18 (Fig. 24c y 24d). 

CLON A 5 
	

PCR /c DNA 

1 
	

ir 	I 
ACGT ACGT 
	

ACGT ACG 

Fig. 24c 

cDNA amplificado por PCR 
y clonado en bacteriofago M'13 

ft 111111 

2 3 4 5 6 7 

1 M13 R.F. 
2-7 DIFERENTES CLONAS 

RECOMBINANTES DE M13 

Fig. 24d 
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ANALISIS DE ESTRUCTURA PRIMARIA. 

Al alinear tanto la secuencia nucleotidica obtenida para las 

proteínas estructurales como la secuencia deducida de aminoá- 

cidos con otras secuencias (28,63-71) reportadas para el 

serotipo 2 del virus de dengue, encontramos que la organiza- 

ción d el genoma en la región estructural es similar a la de 

los Flavivirus reportados a la fecha. Inicialmente se encuen- 

tra una región no traducible de aproximadamente 97 nucleóti- 

dos en el extremo 5' (RNT5') (diagrama 3), la cual contiene 

97 nt 

ORGANIZACION DEL GENOMA DENGUE 2 
(10 712) 

10 173 nt 	 443 nt 

NO ESTRUCTURAL 	3' 

l 	 
E 	-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5 

5' —CAPI ESTRUCTURAL 

Diagrama 3 

una estructura tipo CapI (7 mGppAmp) y cuatro codones de 

término (UAA, UGA, UGA, UAA) (Fig. 25a) en las posiciones 42, 

48, 57, y 60, precedidas de un codon de inicio (AUG) (Fig. 

25b), que da un marco abierto de lectura ininterrumpido y 33 

codones de inicio sin marco adecuado de lectura. En el virus 

de dengue-2 mexicano la región estructural comprende 2325 

neucleótidos que corresponden a un producto poliproteínico de 

775 aminoácidos (Fig. 26). La primera proteína codificada en 

el genoma es la proteína de cápside o C (Fig. 27a y 27b) la 
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CODONES DE INICIO 

I  Fr5 -1 
1 	¡ 1 	1 	1 I 	Z 1 	j1 	1t 	1 lj 	11 	11 	I 1 . 
l 

-n: 24 

fr5'-2 1 
1 	1 ll 	1.1 	i 11 	1 1 	ill 	1 	I 	1 11 	li  

-n: 21 

Frs'-3 
-n: 	53 

1 1  11U 11 1111 	U 	21 1 	11U 1 1111 1W 	li 111 	t 1 1111 J121  

Fr3'-1 

_n: 	36 
ii 11 11 	1111! 1 	1 1 	1 	1 111 	11 	1 	1 11 1 	1 '411  

Fr3I -2 
n: 	28 

1 11 	1 	44 11.1 	1 1 	111 1 	li 	1 	1 1 4 1  

Fr313 1 1 	1 111 11114 11111 	11 4111 	111114 41 11/1 111 1 111_1Lk 

11 	
í  '''' 	

888
1 

588' 	1808' 	1580 

Displaying the lnitiation codons: ATG, GTG.  
On the complete sequence ( 2486 bases). 
Using the Univers,t1 genetic code. 

Fig. 25b 

CODONES DE TERMINO 

Fr5i_l  11111111111111 11 U1111110 111 1 	11 	II 	1 	1 	111 	111111 1 1 11111 

"n= 63 
Fr5,-2  

' 

i 	1 11 1! 	11 11 1111 j i 11 	11 	111111 1 1 

	

n- 	29 

Fr5I-3 

	

-Ti: 	4 
1-1 I 

fr3'-1 

..nr. 	45 
1 	1 1 	111 1 11111 1 1 	1 1 11111 	1 	[1jii 	1111 1 1111 	'1 

Fr31 -2 
n: 	33 

il 111411 	1 1 1 11111 	ii 1 1 	1 	1 J11 !Pf 

ir3*--3 n 
 ' 	7  

i 1 1 1 I 	1 	 1 1 1 
I  

11 	5881 	1888r  
Displaying the Stop codons: TAA, TGA, TAG.  
On the complete sequence ( 2486 bases). 
Using the Universal genetic code. 

  

15881  

 

28081  

   

Fig. 25a 
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rC 

1 	 íttr004KKAAN 	10 

1 CCA ALA C 4+ AGA CAG Alt C1 1  1CA GCG CAC 1CA Gel CAC cc,  AAT IC1 CAC Ctl ITT (Al AAG AGA GCA GA1 C1C IGL ICA LIC ALT GAC CAA CGG AAA AAG GCG AGA AAC 107 

lImPfkmtíACI1ovi 11(0 0LIKAtCLGIIL0CIGP1L11 47 

108 A1G CC! 11c ALt AIG C1G AAA CGC GAG AGA AIC CGC GIG 1CA ACI G1A CAL CAG IIG ACA AAG AGA IIC 1CA CIT GGA AlG CIG CAZ GGA CGA CGT CCA CIA ALA TíG .11C 218 

48 	m 	5 	1 	Y 	AILITIL 	1 	IPPIEGIL 	EA 	1/GT 	ItE51 	a 	Im 	Y 	l 	AGF 	84 

719 LIC ICC C1G CIC GCG 11C C11 CCI TIC CIA ACA Alt CCI CCA ACA GAA GGG ATA 1TA ALA AGA 1GG GCA ACA ATI ALA AAA !CA AAG CCI ATT AAT Glt CIG AGA GGC IIC 329 

rPirm 

1154EfICA41 14111 1 RAITAGm1lILIPTympftr 111 	11 11121 

330 AOC AAA GAG Ali GGA AGG LIC CIG AAT LIC 111 1AC AGG ACA CGT ACA ACT GCA GGC ATG AIC AIC AIC C1G ATI [CA *CA GTG LIC CCG lit CAT CiG *CC ACA CGC AAC 440 

122G(Pkm1vIOCEKG+5t11ílirtG1kme 1 1mAmDlGE 1158  

441 GGA GAA CCA tac AIG AIC GIC All ALA GAA LA1 AAA GGA AAA AGC CII Clt 111 AAG ACA AAC ele CCC ACG AAC LIC !GT ACC C1C AIG GCC AIG GAC CIT GGI GAG TIG 551 

159CEDI 	1 	11ECIlitt0NC1Em10Cw5h1515 11JVITGICI 	195 

552 1GY GAA GAC ACA Ale ACG 141 AAA 1G1 CCC 111 CIC AAG CAG AAC GAA CCA GAA CAC ATA CAI iGT 1GG ICC AAC ICC ACG ICC ACA TGG CIA ACT TAT GGG ACA 1GI ACG 662 

t41  

196 1 1 C E 011110ERSYALYPHYGmG1111I11wP4 55EGAWK232 

663 ACC *CA CCA GAG CAC AGA AGÁ GAA ALA AGA 1CA GIG CCA C11 Gil CCA CAC G1G Gel AIG GGA 11C CAG ACA CCA ACT GAA ACA IGG AIG 1CA ICA GAA GGG GCC IGG AAA 773 

231wv0il1 	CTY11.4k1GIV:mAAFLATTIG1ImFOOVL112#98 

774 CAI GTI CAG AGA ATI GAA ACT ICC A1C TIG AGA CAI CCI GCC 111 ACC ATA LIC GCA GCA TIC C1G GCA 1AC ACC ATA GGA ACG ACG CA1 IIC CAA AGA GIC CIG Ali 1TC 684 

iE 

269 	ILLIAIAPSM1PIRCIGISArkOtvEGYSGOS11 1401V1.1106 

885 LIC CTA C1G ACA GCC LIC GCT CC! 1CA ATG ACA ATO CGC ICC ATA GGA AlA !CA AAT AGG CAC ITT GIG GAA GCA GTG 1CA GCA GGG ACI 1GG GIT GAC ATA GII TIA GAA 995 

3071165C1(1 	1mAítrEF11.0111.11131AE0PA11.411C15A144 

996 CAT GGA AG1 IGT GTG ACG ACC AIG GCA AAA AAT AAA CCA ACA CIG CAC 111 GAA C1G ATA ALA ICA GAA GCC *AA CAA CCC GCC ACC TIA AGG MG TAC 10 ATA GAG GCT 1106 

14511.111110 50C110G11111CC00111 1/1EN5MY0RG180 

1107 AAA CIG ACC MC ACG ACA ACÁ GAC tCG CGC ICC CCA ACA CAA GGG GAA CCC ACC C1G AAT CAL GAG CAG CAC AAA AGG 111 G1C IGC AAA CAT ICC Ale GIA GAC AGA GAA 1217 

181WGIIGCGLFGEGGIYICANTICE4 4101OkYV0 E'EWW11417 

1218 TGG GCA 4A1 GGA !GT GGA I1A ITT GCA AAA GGA GGC LIC GIG ACC IGI GCG AIG 11C ATA ICC AAA AAG AAC AIC GAG GGA AAA GIC CTC CAG AAA GALA AAT ICC AM IAC 1328 

418 1 1 Y 1 1Pk5G1ELAYGIDIGírkGrfvt1 1P0$51 1 0 A 1 454 

1129 //CC ATC GIG ATA ACA CC! CAC ICA GGG GAA CAL CAT GCA G1C GGA All GAC ACA GCA AAA CAT CGI A1A GAA CIC AAG AlA ACA CCA CAG AGC ICC AIC ACA GAC GCG GAA 1439 

455EIGTGIvImEc5PeIGLD111»lift10Ptw0lcAALYNA0/91 

1440 CTG ACA GGC 1AI GGC AC1 Olt ACG ATG GAG 1GC iCi CCA ACA ACG CGC C1C GAC 11C A41 GAG AIG CII TIG C1G CAL AIG AAT GAC AAA CCI ACC C1G GIG CAC AGA CAA 1550 

492 Y 1 1 0  Lpyphrt. 1G,L 0 1 0 Go/ wioti I I y 1 1 1 II A W Alt 10 528 

1551 1GG 11C CTA GAC CIA CCG TIG CCA IGG CIL CCC GGA GCA CAC ACA CAA GGA AGA AAG ILG ATA CAG ALA GAG ACA CIG G1C ACC 11C AAA AAT CGC CAT GCG AAA AAA CAG 1661 

52901/Y1(1.GS 01C1mmIALIGA11 10ms5C11c11C1LEC565 

1662 Cal GIT G11 G1C TIA CGT ICC CAA GAG GGG ACC AIG CA1 ACA GCA CIC ACA GCG GC1 ACG CAA AIC CAG AIG TCA ICA GGA AAC tIC CIC 11C ACA GCA CAT CIT AAG TGC 1772 

566 A I. K M D í I. 0 lr GIA 5 1 5 mCIGE 1 K y Y E( IALE 0 «GT 1 Y 1 602 

1773 AGG CIG AAG LIC GAC AAA 11A CAA CIT AAA GGG AIC ICA IAC ICC AIG 1GC ACA GGA AAG ITT ALA G11 GTG AAG GAA Al* CC* GAA AAA CAL CAI GGA ACA AYA GIC Alt 1883 

bOSIIVOICCDCS PC E t 1 1 [ Imp 	 KIK Y 1 / 1 U.  1 1 Vhi A IVI 639 

1804 ALA G1A CAA TA1 CAA GCA CAC CCC TCI CCA ICC AAG ACC CCI 111 GAG AIA LIC CAI CIC CAA AAA AGÁ CAI GIT IIC CGC CCC C1G ACC ACA cid MC CCA ATI CIA ACA 1994 

640  E E 0 S 1 L r I E A E 1 A 1  G 0 5 1 1 II GV E ACCILEiDlaliEE AS 676 

1995 CAA MG GAC AGT CCA C1C MC A1A GAA CCA GAA CCI CCA TIC CCA CAC AGC TAC LIC A1C A1A GGA GTO GAA CC* GGA CAA IIC LAG CIG CAC IGG IIC AAG ALA GCA AG1 2105 

677 S 1G0KIE11011CARREttAI1C0 1AId01G51.GC1(115 I 713 

2106 TCC A1C GGC CAA AlG III GAG ACA ACA ATG AGA GCG CC1 CCC AAG AGA AlG GCC ATI 1TG GGC GAC ACA GCC IGG GA1 ITT GGA iCt CIG GGA GGA GIG TIC ACA 1C1 AlA 2216 

714 GEALM0MGA11GAAISGV5v1+1111.1GYI 1 1WIC141 750 

2217 CCA AAG GC1 CIC CAC CAG GTi lit GW GCA ATC IAT GGG GCG GCG TIC AGI GGC GiC SCA IGG ACT AIG MG LIC crc ATA GCA C1C LIC A1A ACA lee ATA GGA ATG AAT 2327 

051  

751  s A  SIStS Y StVEVGlivIir t G Y 10 AL 	 775 

2328 ICA CCI ACC ACC ICA CIG ICI GIG ICA CIA CIA TIG GTG GGA GIC GIG ACA C1G TAC CIG GAG CIC ATG GIG CAG GCC GA 
	 2406 

• 1111e$ vicisAILES DE GLUCOSItAC1011 

• SITIOS IMOLA/LIS DE AMIOACION 

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y AMINOACIDOS DE LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES 
DE DENGUE 2 MEXICANO 

Fig. 26 
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SECUENCIA DE LA PROTEINA DE NUCLEOCAPSIDE D2—M 

01  
M 	N 	D 	O 	R 	K 	K 	A 	R 	N 10 

1 GCA AGA CAA AGA CAG AUU CUU UGA GGG CAC UGA GCU CAC CGU AAU UCU GAC CUU UUU GAU AAG AGA GCA GAU CUC UGA UGA AUG AAU GAC CAA CGG AAA AAG GCG AGA AAC 111 

CN 11 MPFNMLKRERIRVSUVQQ1UKRFCLGMLOGRGPLKLF 47 
112 AUG CCU UUC AAU AUG CUG AAA CGC GAG AGA AUC CGC GUG UCA ACU GUA CAA CAG UUG ACA AAG AGA UUC UCA CUU GGA AUG CUG CAG GGA CGA GGU CCA CUA AAA UUG UUC 222 

48 MSLVAFLRFLTIPPTEGILKRWGT1KKSKA1NV1RGF 84 
223 AUG UCC CUG GUG GCG UUC CUU CGU UUC CUA ACA AUU CCU CCA ACA GAA GGG AUA UUA AAA AGA UGG GGA ACA AUU AAA AAA UCA AAG GCU AUU AAU GUU CUG AGA GGC UUC 333 

85RKEIGRMLN11YRRRTTAGNI 1 	ILIPTVMA 114 
334 AGG AAA GAG AUU GGA AGG AUG CUG AAU AUC UUA UAC AGG AGA CGU ACA ACU GCA GGC AUG AUC AUC AUC CUG AUU CCA ACA GUG AUG GCG 423 

Fig. 27a 



MAPA DE RESTRICCION ENZIMATICA DE LA 
PROTEINA C 
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Fig. 27b 
cual esta compuesta de 342 nucleótidos que corresponden a 

114 aminoácidos, de los cuales un 22% son lisinas y argini- 

nas, lo que le confiere un carácter básico. Esta propiedad 

podría estar asociada con la neutralización parcial de cargas 

del RNA durante la formación de la nucleocapside. 

Se observa que esta proteína contiene una región rica en 

aminoácidos hidrofóbicos (45-63), la cual proponemos consti-

tuya la parte central de la proteína (Fig. 28a). En el 

extremo carboxilo se encuentra otra región hidrofóbica de 12 

aminoácidos (103-114), que podría funcionar como una secuen- 
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SECUENCIA DE LA PROTEINA DE MEMBRANA DENGUE-2M 

oprM 

	

1FHLTTRMGEPHMIVIREEKGKSLLFKTKDGTNMCTLM 	37 
1 UUU CAU CUG ACC ACA CGC AAC GGA GAA CCA CAC AUG AUC GUC AUU AGA GAA GAA AAA GGA AAA AGC CUU CUG UUU AAG ACA AAG GAC GGC ACG AAC AUG UGU ACC CUC AUG 111 

	

38ANDLGELCEDTITYKCPFLKONEPEHIDCWSNSTSTW 	74 

112 GCC AUG GAC CUU GGU GAG UUG UGU GAA GAC ACA AUC ACG UAU AAA UGU CCC UUU CUC AAG CAG AAC GAA CCA GAA CAC AUA GAU UGU UGG UCC AAC UCC ACG UCC ACA UGG 222 
-••••=••=11. -.1=1•1•••• 

rM 

.4 	75VTYGTCTTTGENRREKRSVALVPHVGMGLETRTETWO4111 

INJ 	223 GUA ACU UAU GGG ACA UGU ACG ACC ACA GGA GAG CAC AGA AGA GAA AAA AGA UCA GUG GCA CUU GUU CCA CAC GUG GGA AUG GGA UUG GAG ACA CGA ACU GAA ACA UGG AUG 333 
* 

1125SEGAWKHVORIETWILRHPGFTIMAAFLAYTIGTTN148 

334 UCA UCA GAA GGG GCC UGG AAA CAU GUU CAG AGA AUU GAA ACU UGG AUC UUG AGA CAU CCU GGC UUU ACC AUA AUG GCA GCA UUC CUG GCA UAC ACC AUA GGA ACG ACG CAU 444 

149FORVLIFILLTAIAPSMT 	 166 

445 UUC CAA AGA GUC CUG AUU UUC AUC CUA CUG ACA GCC AUC GCU CCU UCA ATG ACA 	 490 

SNTS SITIO PROBABLE DE GLUCOSILACION 

SITIO PROBARLE DE CORTE 

Fig. 29a 



cia señal para la translocación del precursor de la proteína 

M al retículo endoplásmico. Al final de esta región se 

encuentra el sitio probable de corte de la proteína. 

De acuerdo con orden en el genoma encontramos a la proteína 

precursora de membrana o prM, (Fig. 29a y b) que contiene 

91 aminoácidos que corresponden a 273 nucleótidos 1-3. Es- 

MAPA DE RESTRICCION ENZIMATICA DE LA 
PROTEINA PrM 
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1 	 50 
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200 	225 

	 1 	  

ta proteína inicia con un segmento hidrofóbico corto, que ha 

sido propuesto como señal de traslocación al retículo endo- 

plásmico/  seguido de cinco regiones altamente hidrofílicas 

(6-9, 10-25, 26-32, 49-55,  y 63-67), que podrían conferirle a 

la una alta solubilidad (fig. 30). En la posición 66 de esta 

proteína se localiza un sitio probable de glicosilación con 

la siguiente composición: Ser-Asn-Ser-Thr. Hacia el extremo 

carboxilo de prM se encuentra la secuencia Lis-Arg-Ser-Val 

que podría ser el sitio de corte de esta proteína precursora 

para producir M (Fig. 29a y 31) la cual es una proteína inte- 

MAPA DE RESTRICCION ENZIMATICA DE LA 
PROTEINA M 
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Fig. 32 
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gral de membrana que contiene regiones tanto hidrofilicas 

(9-29, 54-56) 	(Fig. 32) como hidrofóbicas (37-42), que 

pueden interaccionar ya sea con la nucleocapside viral ó con 

la proteína de capa externa. A la proteína M no se le ha 

podido dar una ubicación exacta en el virión, pero se piensa 

que es una proteína importante en el ensamblaje del mismo. 

En su extremo carboxilo encontramos un dominio altamente 

hidrofóbico (57-75) que podría funcionar como señal en la 

traslocación de la proteína E al retículo endoplásmico. La 

proteolisis entre M y E podría ocurrir pasando la Thr que se 

encuentra en la posición 75. 

A continuación de la proteína M en el genoma se encuentra la 

proteína de envoltura ó E, la cual contiene 495 aminoácidos 

que corresponden a 1485 nucleótidos (Fig. 33a y 33b). En la 

posición 67 se encuentra la secuencia Leu-Thr-Asn-Thr-Thr 

propuesta como sitio probable de glicosilación. Esta proteí- 

na contiene aproximadamente 10 regiones ricas en aminoácidos 

hidrofílicos, que están en las posiciones 1-14, 30-109, 126- 

176, 185-191, 201-253, 259-273, 288-318, 326-371, 383-424 y 

405-475, que podrían representar sitios inmunoreactivos. 

(Fig. 34). Aunque es una proteína predominantemente hidro- 

fílica, en su extremo carboxilo presenta tres regiones alta-

mente hidrofóbicas que podrían servir como sitios de anclaje 

en la membrana viral. Estos dominios transmembranales se 

encuentran en las posiciones 425-435, 440-476 y 476-495. Un 

hallazgo importante en esta proteína es la existencia de 12 
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SECUENCIA DE LA PROTEINA DE CUBIERTA (E) DENGUE 2M 

rE 

	

1MRCIGISNRCIFVEGVSGGSWV01VLEHGSCVTTMAKM 	37 

1 AUG CGC UGC AUA GGA AUA UCA AAU AGG GAC UUU GUG GAA GGA GUG UCA GGA GGG AGU UGG GUU GAC AUA GUU UUA GAA CAU GGA AGU UGU GUG ACG ACC AUG GCA AAA AAU 111 

	

38KPTLOFELIKSEAKCIPATLRKYCIEAKI.TNTTTOSRC 	74 

112 AAA CCA ACA CUG GAC UUU GAA CUG AUA AAA UCA GAA GCC AAA CAA CCC GCC ACC UUA AGG AAG UAC UGU AUA GAG GCU AAA CUG ACC AAC ACG ACA ACA GAC UCG CGC UGC 222 

75 P T O G E P T L NEEO0K R F VCICHSMVDR GWGNGCGI. F G K G 111 

223 CCA ACA CAA GGG GAA CCC ACC CUG AAU GAA GAG CAG GAC AAA AGG UUU GUC UGC AAA CAU UCC AUG GUA GAC AGA GAA UGG GGA AAU GGA UGU GGA UUA UUU GGA AAA GGA 333 

112GIVTCAMFICKKNMEGKVVOKENIIKYT1VITPHSGEE 	148 

334 GGC AUC GUG ACC UGU GCG AUG UUC AUA UGC AAA AAG AAC AUG GAG GGA AAA GUC GUC CAG AAA GAA AAU UGG AAA UAC ACC AUC GUG AUA ACA CCU CAC UCA GGG GAA GAA 444 

149HAS,G1DTGKHGKEVKITP0sS1TDAELTGYGTVTMEC 	185 

445 CAU GCA GUC GGA AUU GAC ACA GGA AAA CAU GGU AAA GAA GUC AAG AUA ACA CCA CAG AGC UCC AUC ACA GAC GCG GAA CUG ACA GGC UAU GGC ACU GUU ACG AUG GAG UGC 555 

186SPRTGLDFNEMS/110MNDKAR1VHR0WF1011, 11, 1111) 	222 

556 UCU CCA AGA ACG GGC CUC GAC UUC AAU GAG AUG GUG UUG CUG CAA AUG AAU GAC AAA GCU AGG CUG GUG CAC AGA CAA UGG UUC CUA GAC CUA CcG UUG CCA UGG CUG CCC 666 

223GADTCIORKIII0KETLVTFKHRHAKKODVVV1GSOEGT 	259 

667 GGA GCA GAC ACA CAA GGA AGA AAG UGG AUA CAG AAA GAG ACA CUG GUC ACC UUC AAA AAU CGC CAU GCG AAA AAA CAG GAU GUU GUU GUC UUA GGU UCC CAA GAG GGG ACC 777 

2600INTALTGATEIGMSSGNILFTGHLKCRLKMDK101KG 	296 

778 AUG CAU ACA GCA CUC ACA GGG GCU ACG GAA AUC CAG AUG UCA UCA GGA AAC CUG CUG UUC ACA GGA CAU CUU AAG UGC AGG CUG AAG AUG GAC AAA UUA CM CUU AAA GGG 888 

297MSYSMCTGKFKVVKEIAEMIGTIVERVGYEGDGSPC 333 

889 AUG UCA UAC UCC AUG UGC ACA GGA AAG UUU AAA GUU GUG AAG GAA AUA GCA GAA AAA CAA CAU GGA ACA AUA GUC AUU AGA GUA CAA UAU GAA GGA GAC GGC UCU CCA UGC 999 

334KTPFEill0LEKRHVI.GR1TTVNPIVTEKOSPLNIEAE 	370 

1000 AAG ACC CCU UUU GAG AUA AUG GAU CUG GAA AAA AGA CAU GUU UUG GGC CGC CUG ACC ACA GUC AAC CCA AUU GUA ACA GAA AAG GAC AGU CCA CUC AAC AUA GAA GCA GAA 1110 

371 P P F G D S Y 1 1 1GVEPGQLKL,DWFKKASSIGOMFETTMG 407 

1111 CCU CCA UUC GGA GAC AGC UAC AUC AUC AUA GGA GUG GAA CCA GGA CAA UUG AAG CUG GAC UGG UUC AAG AAA GCA AGU UCC AUC GGC CAA AUG UUU GAG ACA ACA AUG GGG 1221 

408ARKRMAILGOTAWDFGS1GGVFTSIGKALHOVFGAEY 	444 

1222 GCU CGC AAG AGA AUG GCC AUU UUG GGC GAC ACA GCC UGG GAU UUU OCA UCU CUG GGA GGA GUG UUC ACA UCU AUA GGA AAG GCU CUC CAC CAG GUU UUU GGA GCA AUC UAU 1332 

445GAAF5GVSWTMK111GVIITWIGMN5RSTSLSVS1Vi 	481 

1333 GGG GCG GCG UUC AGU GGG GUC UCA UGG ACU AUG AAG AUC CUC AUA GGA GUC AUG AUA ACA UGG AUA GGA AUG AAU UCA CGU AGC ACC UCA CUG UCU GUG UCA CUA GUA UUG 1443 

rNS1 

4821.1GyVTLYLGVMV0A 	 495 

1444 GUG GGA GUC GUG ACA CUG UAC CUG GAG CUA UGG UGC AGG CUG AU 	 1485 

LTNTTSITIO PROBABLE DE GLUCOSILACION 
Fig. 33a 
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residuos de cisteina localizados en las posiciones 3, 30, 60, 

74, 92,205, 116, 121, 185, 285, 302, 333, capaces de formar 

enlaces disulfuro, y probablemente estabilizar el patrón de 

plegamiento de la misma. Ya que esta proteína esta involu- 

crada con funciones biológicas importantes, como la interac- 

ción tanto con el sistema inmune como con receptores celu-

lares del huésped, se propone que uno o más cambios en su 

estructura pueden afectar estas funciones, por lo que decidi- 

mos llevar a cabo un análisis comparativo tanto de nucleóti- 

dos como de aminoácidos de la misma, con la proteína E de 

10 diferentes Flavivirus (62-71), las cuales fueron alinea- 

das para máxima homología según el algoritmo de Myers y 

Miller, utilizando cuatro espacios libres (72) 	(Fig. 35). 

Encontramos que la homología para nucleótidos va del 51.8% al 

96.9%, y para la secuencia de aminoácidos del 25.8% al 97%, 

tomando en cuenta únicamente los aminoácidos idénticos (Tabla 

II y Fig. 36). 

Los resultados indican que existe una región de máxima homo-

logia en los aminoácidos que van de la posición 98 a 110; de 

hecho la posición 100 es 100% conservada en Flavivirus. (Fig. 

35) De manera similar en la proteína E existen otras re- 

giones significativamente conservadas localizadas tanto en el 

extremo amino (1-42) como en el carboxilo (410-445). También 

observamos dos regiones hipervariables, una del residuo 145 

al 170 y otra del 200 al 215. La proteína E de estos 10 

Flavivirus muestra una conservación de 12 residuos de cistei- 
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PROPORCION DE AMINOACIDOS Y NUCLEOTIDOS DE LA PROTEINA E EN 

DIFERENTES FLAVIVIRUS  

PE1 	I 

s 

100 
000 
100 

PEJAM I 
S 
N  

67.87 
24.44 
73.5  

100 
000 
100 

PEPR I 

N  

68.69 
23.84 
74.1  

96.36 
2.83 

90.8  

100 
000 
100 

PEGUI I 

N  

67.07 
25.25 
73.7  

96.97 
2.42 

95.4  

66.46 
25.85 
91.8  

100 
000 
100 

PEMEX I 

s 

64.65 
24.24 
74  

96.36 
2.83 

90.6  

87.68 
3.64 

96.9  

91.72 
3.63 

91.2  

100 
000 
100 

PE3 	I 

s 

74.14 
18.18 
74.6  

65.66 
25.86 
72  

66.67 
25.05 
72.1  

65.66 
25.66 
71.7  

64.85 
26.46 
72.7  

100 
000 
100 

PE4 	I 
S 
N  

60.80 
28.50 
72.8  

61.29 
24.80 
73.6  

61.82 
30.10 
73.5  

60.00 
32.73 
73.3  

59.19 
27.67 
73.1  

56.65 
24.22 
71.9  

100 
000 
100 

PEFA I 

N  

40.80 
29.00 
52.3  

37.92 
29.94 
52.9  

38.72 
32.73 
52.4  

42.34 
31.01 
52.9  

41.39 
26.93 
52.4  

39.16 
33.94 
63.2  

36.98 
31.21 
57.1  

100 
000 
100 

PEEJ I 

N  

49.60 
30.35 
59.2  

45.83 
35.71 
59.4  

25.79 
33.73 
59.5  

44.93 
29.82 
60.3  

46.03 
32.14 
52.9  

46.52 
41.35 
54  

43.85 
34.52 
57.8  

43.25 
35.12 
54.2  

100 
000 
100 

PEEAG I 

N  

38.31 
30.25 
52.2  

29.08 
29.50 
52.7  

36.93 
33.59 
51.8  

35.47 
32.16 
55.7  

36.67 
30.00 
51.8  

36.38 
29.96 
52.3  

36.74 
33.20 
52.4  

40.63 
34.71 
60.2  

38.23 
37.45 
66.8  

100 
000 
100 

PESL 1 
S 
N  

49.00 
34.72 
53.9  

45.04 
35.91 
59.7  

46.23 
32.94 
60.9  

46.82 
25.00 
59.6  

46.73 
27.52 
54.2  

47.13 
27.32 
54.3  

45.24 
35.52 
61.4  

44.27 
29.64 
54  

70.46 
17.96 
72.8  

40.98 100 
28.81 000 
67.9 100 

PE1 PEJAM PEPR PEGUI PEMEX PE3 PE4 PEFA PEEJ PEEAG PESL 

Tabla II 
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HOMOLOGIA DE AMINOACIDOS DE DIFERENTES SEROTIPOS DEL VIRUS DEL DENGUE 

rC 	 rprM 

02 0C 1 mwwoRKKARw 11/FwmLKRER wRvStvooLT KRFsLGmLoG RGFILKLImAL vAFLRFUIP PTAGILKRwG TIKKSKAlwv LRGFRKEIGR modILHARRR TAGml1MLIP TVMAFHLTTR 120 

02 JAm 	s 	 V 	A  

02 P.R 	D 	 H 	 H  

D2MEx 	D 	m 	DK I 	 5 	 E 	 Y 	T......I...  . 	P ...... 
DI 	TGR PS 	A 	S 	A 	.K.L.S. 0..m..V..F I 	A 	 A 	SF..14 .K 	..,.K. ..SI 	.M 	.1*. Sv1.11.. I. .AL 	 
D3 IGK PSI 	V 	GS .A 	.R.L.H. 0..m..V..F i ...... A.. ....V.A... .F...G..K. .E..K...Sw ..S.I.K.KK .SLCLM.ML . AIL 	S  

D4 	......VvR P 	 P G  V 	.T.LFS. K. .RmvL.F it. .v.S. 	 DL..w. 	K1 .1 	 G E 	STITLI.C... ..... S.S.. 

(44  
02mGC 121'0EPHmIVSR OEKGKSLIFK TEDGVWmG1L mAmDIGELcE DITTyKCPFL KowEPEDIDC WCHSTSTWVT YGTCTTTGEN RREKRSVALV PHVGmGLETR TETWMSSEGA WKHAOR1ETw 240 
D2JAM 	0 	 1 	 L  R 	 A 	 V  

02P.R   K.T 	  
D2MEK 	 I  E  	K T 	 H 	5 	 v  

DIG 	K 	R 	SA 	 1 	 M 	RI TET..0.v.. ...A.E.... ....50..0. ..D ...... A ....1..O.. .......... ..01.KV... 
03 	D...R...GK N.R. 	AS.I 	 1 	MCD 	Y 	mi TEV ....... ...1...... .,..w0A... ..D ...... A .......D.. .Q....A... .ROYEKV... 

D4 	D...L...AK H.R.RP.... .TE.I.K... 1 ...... m.. ..V ..... L. vwl. 	 t. 	m 	05..R 	T 	S 	A 	 V 5  

r£ 
02wGc 241 ILRHPGFTIM AAILAYTIGT THFORALIFI LLTAvAP5mT MRCIGISWRD FVEGv5GGSw VOIVLEHGSC vTTMROIKPT LOFEVIETEA KOPATIRKTC lEAKLUTTT DSRCPTOGEP 360 
D2JAM 	 F 	 A 	 L K 	S 	E 	 
D2P.R 	 V 	 A 	L K 	  

D2MEK 	 F 	 V 	 1 	 A 	 L  KS 	  
D1 	A 	VI .LF..HA... SIT.KGI... ..ML.T...A 	.V..G. 	.L..AT 	. V . 	..A.D. 	.1.LLK .v TM. .W .L. 	.1S 	 T 
03 	A 	1 .LF MY. 	SLT.KVV 	..ML.T. 	...v.vG. 	AGL..A1 	V . 	G. ....A.......1.10K... T.L .. L. .00.1 	I 	A 
04 	º..W.R.ALL .CFM..M..0 .G1..TVF.V .MML....YG ...V.VG... ........A. ..L ..... G. ....A0G.A. ....LTK.T. .EV.L..T.. ...515.1. 	Al 	 

02MGC 361 SlwEEDOKRF VCKHSMVDRG 11G0CGLFGK GGIVTCAmFT CKKHMKGKVV oPENLEYTIV 1TPHSGEEHA VG4TGKHGK EIKITPOSSI TEAELTOGT VIMECSPRTG LDFWEMVLLO 480 
D2JAM   L 	  A 	 E 	1. 	  
D2P.R 	1 	 E I 	V 	 V 	  

02MEX 	1 	  I .....E.....K..WK 	 I 	 V 	 D  

DI 	T.V....1w. ..RRIF 	 SLI. .K.K .V1KLE. i. .T. .K.SV1 V.V.T.00.0 . .E.HE .1 TAT. 	.APT 5.10..D .A L.LD 	  .T 

03 	I.P....0wY —.IV.— ...A...... .SL....K.0 .LESIE.... .H...K..VI ..v.T.D0.0 ...E.OGv1A 	.S.A.T EA.I.PE... LGL ....... .H....1..T 
D4 	 1.RRDV.... .......... ..v....K.S 	 R1 	V  v.V.w.DT.. ..... Sw.Av TAM...R.PS V.VK.PD..E LAD.E..LE .Y....1.MK 

D2MGC 481 METKAW1.~ OwFLOLPI" LPGADIOGSw WIOKETIv7F KwpHAKKoDv WLGSOEGAM HYALTGATEI OMSSGBILLFT GHLKCRLRMD KLOLKGMSYS MCIGKFKVVIC EIAETCHGT1 600 
D2JAM 	D 	 I  

02P.R 	.KD 	  
02MEK 	.0  R 	RK 	 R 	 1 	 K 	 K 	 
DI 	T..K.5.... K 	 TS..S.SOE T.14001.. 	.TA 	E 	 1  GTTTI.A 	K 	T 	V ...S .LE 	Y 	Y 

D3 	.K....m... ...F...... TS..1.KTPT wR  L 	A 	E 	 T G  TSI.A 	K 	K 	A ..1.11LVLK. .VS 	 
04 	.KK.I....K ....N..... TA....SEVH .141..RM... .V....R... T..E ...... .S..A....V DSGO..Hm.A 	KV..E 	R1 	1 	S. .51D. 	M 	T 

D2WGC 601 VIRMEGOG SPCKIPFEIM DLEKRHVLGR LITvwFhlvTE KDSPVHIEAE PPFGOsy111 GVEPG01KLw WFKKGSS1GO MIETImRGAK RmAILGOTAw HFGSLGGVFT SIGKALHOW 720 
D2JAM 	 F 	o 	  
D2P.R 	 1 	 T 	o 	 f 	o 	  
0214Ex 	 1 	T 	a 	A 	F 	D 	  
01 	Lvo.K...TO A 	 .550 .EKGVTGw. 	.A 	. 0 .E0........E 	.VV .AGEKA...5 	. 	.F.A.A...R 	 D. .1 ..... .V..LI..1. 

03 	1..K.E.K.ED A 	SIE GoGKAlow. 	..A .V .K .EE 	o 	...E.w.v 	SGOKA..I. .YR 	o: .F4A,A. .R 	 D. .V...LN .1...1«..1. . 
04 	.VK.K...A. A...V.I..R .Vw.EK.V.. I.SST.LAEw TH.VT...L. R.L_....V. ..GHSA.T.H ..R ...... K .F.S.T.... ......E 	 D...V..L.. .L...V..V. 

owSI 
020C 721 GAIYGAAFSG VSWIMKILIG VIITwIGmNS RsTSLSvsLv LVGWTLYLG vMVOADsGCV VSIJKHKELKc GSGIFI1DWV HIWTEDYKFQ PESPSKLASA 10KAHEEGIC GIRSV1RLEW 840 
D2JAM 	 1    A 	R  
D2P.R 	 1 	H 	 1  
02MEK 	 T  	 
DI ..A..VL... ...Y...G.. ILL..L.L.. ...... MTC1 A  M 	w .GR 	 ..V.wE   AD..KR.SA. .G..V...V. ....A..... 
03 	.SAYT.L... .......G.. .LL....L.. Kw..M.F.S1 AI.11 ..... .V... 
D4 	.5v.11M.G. ...MIR.... FLVL...T.. .w..MAmTCI A..GI..F.. F1....14. 

Fig. 36 
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414 

na, los cuales son capaces de formar enlaces disulfuro, y 

pueden contribuir a la conservación de su estructura secun- 

daria (Fig. 35). 

El análisis de las regiones comparadas 41dica'que las varia- 

ciones esperadas en la secuencia de aminoácidos aparentemente 

no se encuentran distribuidas uniformemente a lo largo de las 

proteínas, sino que existen dominios con mayor variabilidad y 

otros muy conservados. 

PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA. En la Tabla III se 

muestran la composición de los motivos estructurales predi- 

chos para las 4 proteínas de dengue-2 mexicano obtenidas por 

diferentes métodos, así como la predicción conjunta. 

Proteína "C". 

En la predicción conjunta observamos que esta proteína esta 

constituida por un 38% de hélice a, 27% de /3-plegada, 4% de 

giro /3 y 31% de ENR Tabla III. Distribuidas a lo largo de la 

secuencia hay 5 regiones para a l  5 para /3, 1 para giro /3 y 6 

ENR. Las estructuras se encuentran divididas de acuerdo a sus 

características físico-quimicas de la manera siguiente: (Fig. 

37a, b y 38) una estructura a, una hidrofóbica (49-55) y 4 

hidrofílicas (1-7, 12-21, 64-72, 82-92).  Estas tres últimas 

están predichas en una región polar y flexible. Las estructu- 

ras fl se encontraron de la siguiente manera: una hidrofó- 

bica (45-48)  y 4 hi-drofflicas  (23-30 78-81, 93-98, 103- 
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PORCENTAJE DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES 
DE DENGUE 2 MEXICANO POR DIFERENTES METODOS DE PREDICCION 

PROTEINA DE NUCLEOCAPSIDE C 

MET 	% a 	% 0 %GIROS %ENR % a+p 

Ch&F 22 31 19 28 53 

D&R 45 13 4 
. 

38 58 

L 
. 

42 18 5 35 60 
, 

G 34 39 6 21 73 

G&G 31 23 46 54 
, 

MCF 44 42 12 2 86 

GM 43 32 8 17 75 

PROTEINA DE MEMBRANA M 

MET 	% a 	% 0 %GIROS %ENR % a+p 

Ch&F 12 53 24 11 65 

D&R 31 25 0 44 56 

L  28 37 0 35 65 

G 19 24 9 48 43 

G&G 19 19 62 38 

MCF 
_ 

52 39 7 2 91 
, 

GM 60 23 0 17 83 

PROTEINA PRECURSORA DE 	M 

MET 	% a 	% # %GIROS %ENR % a+p 

Ch&F 14 22 41 23 36 

D&R 13 14 32 41 27 
, 

L 16 14 3 67 30 

G 34 14 30 22 48 

G&G 19 16 65 35 

MCF 33 16 23 28 49 

GM 39 8 45 8 47 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 

MET 	% a 	% # %GIROS %ENR % a+p 
, 

Ch&F 15 30 34 21 36 

D&R 28 17 21 32 40 
, 

L 25 24 9 42 40 

G 42 20 16 22 61 

G&G 31 23 46 54 

MCF 45 21 27 7 
a 
66 

GM 53 17 13 17 70 

PREDICCION CONJUNTA DE LAS PROTEINAS 
ESTRUCTURALES DE DENGUE 2 MEXICANO 

• 

% a 	% p 	%GIROS %ENR 	% (1413 

C 38 27 
. 

4 
. 

31 65 

PrM 44 5 32 	. 19 49 

M 33 21 0 45 54 

E 39 1 	16 22  21 55 

Tabla III 
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PREDICCION ESTRUCTURA SECUNDARIA 
DE LA PROTEINA C 

Fig. 37a 

ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA C 

Numero de Estructura Longitud Comentarios 

	

Residuo 	Predicha 
1-7 	 a 	 7 	.111,ÁPo l AFlex 
8-11 	ENR 	 4 	¿Hl 

12-21 	a 	 10 	Alil l tPo,AFlex 
22-30 	p 	 9 	¿H1,tFlex 
31-34 	G 	 4 	tHl,AFlex 
35-44 	ENR 	 10 	tHl / LFlex 
45-48 	O 	 4 	¿HP 
49-55 	a 	 7 	.tlip 
56-63 	ENR 	 8 	¿Hp, ¿Flex 
64-72 	a 	 9 	¿Hl 
73-77 	ENR 	 5 	AH1,AFlex(pico) 
78-81 	P 	 4 	Alil 

82-92 	a 	 11 	.1-11 1 ÁF1ex 
93-98 	¡3 	 6 	.H1 
99-102 	ENR 	 4 	.111,AFlex 

	

103-110 	P 	 8 	'HP 

	

111-114 	ENR 	 4 	Altp 
Fig. 37b 
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PROTEINA C 

Fig. 38 

110). El único giro es parcialmente hidrofílico y flexible 

(31-34).  Es importante resaltar que de 9 picos de flexibili-

dad 3 son estructuras a, uno es p, uno es giro p y 4 son 

estructuras al azar. En esta proteína existe una región muy 

conservada e hidrofóbica que va del residuo 45 al 63 (Figs. 

28a y 28b) la cual proponemos sea la parte central de la 

misma sobre la cual puede plegarse la nucleoproteína. Según 

Hoop/Wood (Fig. 28d) se encuentran 8 regiones antigénicos que 

corresponden a los 8 picos de flexibilidad de acuerdo a 

Karplus (28c), encontrándose asociados a los principales 

picos hidrofílicos de esta proteína (Fig. 28c). 
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Proteína PrM. 

En la predicción conjunta (Tabla III )se observa que esta 

proteína contiene un 44% de hélices a, 5% de plegamiento Pf 

32% de giros p y 19% de ENR. Distribuidos en la secuencia 

existen 4 segmentos de ENR. De acuerdo a sus características 

fisicoquímicas estas estructuras se distribuyen de la si-

guiente manera (Fig. 39a, b y 40): 3 hidrofílicas y una 

anfipática. El plegamiento p fue hidrofóbico. Los giros fi 

fueron hidrofílicos; las ENR se clasificaron 3 como hidrofí- 

licas y una como anfipática. De los 9 picos de flexibilidad 3 

son hélice a, 4 son giros /3 y dos son ENR. Esta proteína es 

principalmente hidrofIlica (Fig. 30c) que cuenta con 6 re- 

giones altamente antigénicas y flexibles (Figuras 30d y c), y 

cuenta solamente con una región hidrofóbica pequeña que pue- 

de funcionar como el centro de las proteína (Fig. 30a y b). 

PROTE1NA 	p r M 

Fig. 40 

88 



OMR 
MEM 

11~11 EF ~ME 
MEN 
UNEN MY PPF 

t:M; 

1F 
6 
1 

NOM 

MB 

FRE 

CMF 
14.1 
L 

Pf% 

1 

411 11  
1510WWW 

,1 	1 

Mi 

1111~1~1/ 
~NI VIII 

t
AA  

Yy 

URDE 
5 

UNIR CM 

MINN MI 
NOM 

  

4 
ffb 

it 
44.1i 
Al I 

  

MOMO 
IONES 

  

ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA PrM 

PREDICCION ESTRUCTURA SECUNDARIA 
PROTEINA PrM 

Fig. 39a 

Numero de Estructura Longitud 
Residuo Predicha 
1-5 ENR 5 
6-9 G 4 
10-13 ENR 4 
14-25 a 12 
26-32 7 
33-48 G 16 
49-55 7 
56-62 G 7 
63-67 G 5 
68-71 ENR 4 
72-75 G 4 
76-80 5 
81-84 ENR 4 
85-91 a 7 

Comentarios 

AH1, Hp 
AH1,AFlex 
AH1,AFlex 
AH1,APo/ AFlex 
AFlex 
tHlf tHp 
AHl I AFlex 
AH1,APo o tF1ex 
AH1 
AFlex(pico) 
AFlex 
AHp 
tHp, Hl 
AHlI APot AFlex 

 

 

Fig. 39b 
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Proteína  M 

La predicción de la proteína M (Tabla III) permite estimar 

un 33% de hélice a l  21% de plegamiento fl, 0% de giros 13 y 45% 

de ENR. A lo largo de la secuencia se encontraron (figuras 

41a, b y 42) 3 estructuras de hélice a l  un plegamiento /3 y 4 

ENR. Las 3 estructuras de hélice a son hidrofobícas; el 

plegamiento p es hidrofóbico y respecto a las ENR, dos son 

hidrofílicas y dos hidrofóbicas. Los tres picos de flexibi-

lidad están repartidos en 3 ENR. La proteína M en su extremo 

amino terminal es pincipalmente hidrofilica (Fig. 32c) la 

cual contiene 3 regiones antigénicas y flexibles (Fig. 32d y 

c). El extremo carboxilo y no contiene regiones antigénicas 

ni flexibles, sin embargo en esta región se encuentra el 

segmento transmembranal de la molécula (Fig. 43a, b y 44). 

Fig. 42 
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Fig. 41a 

ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA M 

Numero de Estructura Longitud Comentarios 
Residuo Predicha 
1-8 a 8 6Hp 
9-29 ENR 21 6111,tPot 6Flex(pico) 
30-36 7 *H1 
37-42 ENR 5 álip o .Flex 
43-53 a 11 6Hp 
54-56 ENR 3 6FlexI tH1 
57-67 a 11 ¿HP 
68-75 ENR 8 *Hp 

Fig. 41b 
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Proteína E 

De acuerdo a la predicción conjunta la proteína E (Tabla III) 

contiene un 39% de hélice a, 16% de plegamiento /3, 22% de 

giro p y 21% de ENR. A lo largo de la secuencia existen 18 

regiones de hélice a (8 hidrofílicas, 6 anfipáticas y 4 

hidrofóbicas), 11 plegamientos p (4 hidrofilicos, 5 hidrofó-

bicos y 2 anfipáticos), 19 giros p (11 hidrofílicos, 5 hidro-

fóbicos y 3 anfipáticos) y 16 ENR (9 hidrofílicas, 2 

hidrofóbicas y 4 anfipáticas) (Fig. 43a, b y 449). De los 10 

picos de flexibilidad existentes en la molécula, 2 

corresponden a estructuras a, 7 A giros /3 y uno en ENR. De 

acuerdo a Hoop y Woods en esta proteína se encuentran 

aproximadamente 21 regiones antigénicas (Fig. 34d) 

relacionadas con los perfiles hidrofólicos (Fig. 34c) que 

corresponden a zonas flexibles (Fig. 34e). En la Fig. 34a se 

aprecian 2 regiones muy hidrofóbicas hacia el extremo amino 

terminal que podrían corresponder a la región central de la 

misma, alrededor del cual se podría estructurar esta 

glicoproteína y 2 regiones hacia el extremo carboxilo 

terminal que corresponden a las regiones transmembranales, de 

acuerdo a las predicciones para hélices de membrana que se 

aprecian en la Fig. 34f y 34g. 

PREDICCION CONJUNTA PARA LA PROTEINA E DE 10 DIFERENTES 

FLAVIVIRUS. Los resultados tanto de las predicciones indi-

viduales para cada flavivirus como de la predicción conjunta 

se encuentran resumidos en la Tabla IV, Figs. 45, 46 y 47. 

92 



Numero de 

Residuo 

Estructura 

Predicha 

ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA E DE DENGUE 2 MEXICANO 

Longitud 	Comentarios 

Fig. 43a 

1.5 O 5 231.236 EMR 6 011,00o 
6.9 O 4 ahl 237.247 e 11' 011,1Po 

10.14 O 5 ¿Ni 248.253 8 6 .Hl 
15.19 G 5 .10 254.258 G 5 00,aFies(pico) 
20.25 0 6 00 259.267 EMR 9 Thi,aPo 
26.29 G 4 00 268-273 a 6 *hl 
30.35 0 6 .111 274-277 G 4 ahp 
36.39 G 4 0iI,8Po 278.287 EMR 10 iiiii,110 
40.44 DM 5 041 288.294 a 7 aiii 

45-56 a 12 ahl,aPo,afies 295.303 G 9 1111,hp 
57.60 EMR 4 ahl 304.309 $ 6 Mil 
61.67 e 7 041 310.318 a 9 011,0o 
68.76 G 9 011,0oi*Flex 319.325 0 7 alip 

77.81 EMR 5 ahl,arlex 326.335 G 10 011,0o,0lex 
82.88 a 7 041(pico),8Pc(pico). &Pies 336-345 e 10 4$1,1Po 
89.96 EMR 8 ¿hl 346.349 EMR 4 .141 
97.109 G 13 thi 350-360 0 11 1111,1Po 

110.125 a 16 Tiip,tPo 361.365 G 5 ahi ( 00o,diex 
126.135 EMR 10 ahl,diPo 366.371 e 6 .lit 
136-143 p 8 Iiii,110 372-375 G 4 1ht,thp 
144.147 O 4 011, &Po 376.382 0 7 allp 

148.153 e 6 011,1Po 383.386 EN! 4 &Mi 
154.158 G 5 011, &Po 387-394 e 7 Oil 

159-166 EMR 8 aill,Oo 395.400 EMR 6 .Ml 

167.169 G 3 aill,diea 401.416 e 16 aht,TPo 

170.176 e 7 aill,tPo 417.420 EMR 4 011,110 

177.184 A 8 ahp 421.424 G 4 ¿Mp 

185.191 G 6 Oil 425.435 e 11 ¿Np 

192.200 e 9 ahp 436.439 EMIR 4 Mip 

201.207 EMR 17 041,0o 440.470 e 30 00 

208-213 O 6 00 471.475 G 5 011,00,011ex 

214.223 EMR 9 00 476.495 e 19 00(pico) 

224.230 G 7 041,0o,arles Fig. 43b 
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PROTEINA E 

Fig. 44 
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PROTEINA DE ENVOLTURA E 
ENCEFALITIS JAPONESA 

MET 	% a 	1 0 ;GIROS IENR t 09 

ChIF 17 34 39 10 51 

DIA 41  9 22 25 50 

L 43 18 4 35 61 

C 16 20 15 49 36 

•060 29 15 56 44 

MCF 25 23 22 20 58 

CM 
1 

) 
14 20 14 52 34 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 
ENCEFALITIS DE SAN LUIS 

KET 	4 a 	t ii %GIROS %ENR t 04.0 

ChIF 22 30 46 1 53 

DI.R 38 18 21 23 56 

L 34 15 3 48 49 

C 30 11 13 46 41 

040  11 14 75 25 

MCF 21 15 24 40 36 

CM 28 11 12 49 39 1 
 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 
ENCEFALITIS ACARREADA 

POR GARRAPATA 

'MET 1 o 1 0 1CIROS tENR 1 211•0 
._ 

ChIF 

,o411 
22 

11:11 
rsz  

011 
. 	L 46 

13 

23  ElEillaiti 

IMIE1111EZIEll mummaggis 
101112011 

oca 
G  

20 

0"  
MCF 

CM 

• PROTEINA DE ENVOLTURA E 
DENGUE 4 

KET 	II a 	1 0 %GIROS %DM % a+0 

Ch6F 22 37 32 9 59 

0414 ' 41 14  III 27 55 

L 45 18 2 35 63 	. 

O 29 26 9 36 54 

CiC 19 22 59 41 

MCF 27 17 20 36 44 

CK 28 21 ' 12 39 49 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 

DENGUE 1 

MET 	t a 	% 0 %GIROS UNR 1 0,0 

ChIF 30 42 26 2 72 

DIR 35 20 14 31 55 

L 50 19 3 28 69 

G 30 23 13 34 5) 

040 17 22 61 39 

mcr 
1 

16 31 21 32 47 

CM 14 
t 

12 28 46 26 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 
DENGUE 1 

MET 	t e 	t 0 %CIPOS IENR 8 0+0 

Chi; 32 35 32 1 67 

DiR 
r 
43 14 

J 
25 18 57 

L 46 15 1 36 61 

C 28 24 10 311 52 

GIC 17 18 65 35 

MCI* 30 17 16 37 47 
r 
CM 26 17 13 44 36 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 
DE FIEBRE AMARILLA 

KET 	h o 	8 fi  %GIROS UNA 1 	0r0./ 
68 chlr 30 )6 32 2 

0411 49 10 19 22 59 

L 56 29 2 13 85 

C 23 27 7 43 50 

GiG  13 25 62 38 

MCF 26 18 23 	20 

1 

58 

CM 21 37 7 55 38 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 
DENGUE 2 DE PUERTO RICO 

MET 	1 a 	8 $ %GIROS IENR 8 a+P 

ch‘r 21 35 32 11 57 

DIR 43 12 23 22 55 

L 48 26 7 19 74 

G  28 22 11 39 50 

GIC 16 19 63 37 

MCF 28 14 20 38 42 

GPI 26 14 9 51 40 

. 
PROTEINA DE ENVOLTURA E 	1 

DENGUE 2 JAMAICA 

MET 	ta 	1080/ROS tENRta+0 

ChIF 25 32 35 8 57 

13614 44 11 18 27 
1 

55 

L 50 
+ 

21 w  6 77 71 

0 22 32 11 35 54 

060 25 14 61 39 

MCF 32 14 16 r  40 46 

GM 28 
r 
14 9 51 39 

PROTEINA DE ENVOLTURA E 
DENGUE 2 NUEVA GUINEA 

NET 	la 	1101GIROS IENR 4 a*0 

Ch&F 23 38 34 5 61 

UF/ 43 11 23 23 54 

L 46 20 7 27 66 

C 24 
2- 

25 13 38 49 

CIC 19 21 60 40 

MCF 29 17 20 51 46 
r 
CM 24 15 10 51 39 

i

PREDICC1ON CONJUNTA DE LAS PROTEINAS 
Ot ENVOLTURA DE DISTINTOS FLAVIV1RUS 

PROT 	t u 	1 O 	%GIROS IENR 	t 0+0 

PEJAM 33 12 14 41 45 

PECUI 38 21 	' 21  20 59 

PEPR 39 13 18 30 52 

PE1 19 14 11 26 53 

PE) 32 14 16 38 46 

PE4 38 13 6 43 51 

PEFA 31 14 12 41 47 

PEEAG )5 14 16 35 49 

PESE 
2 

25 22 23 30 47 

PEED 24 22 24 30 46 

o 0 C ENR 

PEJAH 

	

13: 	7 HL 

	

4 Hp, 	2 ANE 
10: 4 HL 

4 Hp, 2 ANF 
10: 	8 HL 
2 Hp 

19: 	14 HL 
4 Hp, 1 ANF 

PM,' 

	

12: 	6 HL 

	

4 Hp, 	2 ANF 
10: 	5 HL 

	

4 Hp, 	1 AME 
13: 	10 HL 
1 Hp, 2 ANF 

13: 9 HL 
4 Hp 

PEPR 

	

11: 	6 HL 

	

4 Hp, 	1 ANF 
9: 6 HL 
3 Hp 

10: 6 HL 
3  Hp, 	Imp.  

16: 	14 HL 
2 Hp 

PE1 

	

13: 	9 HL 

	

3 Hp, 	1 ANF 
9: 	6 HL 
3 Hp 

12: 	10 HL 
2 Hp 

232 	16 HL 
6  Hp, 1 AME 

PE) 12: 	4 HL 

	

4 Hp, 	4 ANF 
8: 	5 HL 

	

2 Hp, 	1 AHF 
12: 9 HL 

2 Hp, 1 ANF 
22: 	13 HL 
5 Hp, 4 ASE 

PE4 11: 	5 HL 
3Hp, 3 ANF 

12: 	6 HL 
3 Hp, 3ARF 

9: 	S HL 
2 Hp, 2 AME 

25: 	12 HL 
4 Hp, 	9 ANY' 

-, 
PEFA 

	

12: 	3 HL 

	

2 Hp, 	7 ANF 
12: 	5 HL 

3 Hp, 4 AM' 
10: 9 HL 
1 ANF 

18: 	12 HL 
2 Hp, 4 ANF 

PEEAG 12: 	6 HL 

	

4 Hp, 	2 ANF 
10: 	2 HL 

4 Hp, 	4 ARE 
15: 10 HL 
5 Hp 

26: 	12 HL 
6 Hp, a AME' 

PESE 10: 6 HL 
3 Hp, 	1 ANF 

11: 	5 HL 
6 Hp 

13: 	10 HL 
1  Hp, 2 »Ir 

11: 9 HL 
2 Hp 

PEED 11: 	2 HL 
7 Hp, 2 ANF 

10: 	9 Hp 
1 ANF 

15: 6 HL 
9 Hp 

19: 6 HL 
13 Hp 

MET - METODO, CHIF CHOU Y FASMAN (30,31), DiR * DELEACE Y ROUX (36) 
L * LEVITT (37), G CARRIER (32), CIG • GAsCUEL Y GOLMARD, 
MCF - CHOU Y FASMAN MODIFICADO, CM • GARNIER mopiricim. 
PROT - PROTEINA, VEJAN - PROT. E DENGUE 2 JAMAICA, PECU1 * PROT. 
DEN-2 N. GUINEA, PEPR 	PROT. E DIN-2 P. RICO, PERU - PROT. E DEN-2 
MEXIcO, PE1 a PROT. E DEN-1, PE) 	PROT. E DEN-3, PE4 • PROT. E DEN-4 
PEFA - PROT. E FIEBRE AMARILLA, PEEAG PROT. E ENCEFALITIS ACARREADA 
POR GARRAPATA, PESE - PROT. E ENCEFALITIS DE SAN LUIS, PEED * PROT. E 
ENCEFALITIS JAPONESA. Hl - HIDROFILICIDAD. Hp - HIDROPATIA. ANF * 
ANFIPATICA. 

Tabla IV 
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Fig. 45a 

PE1 

PE3 

PEGul 
PE JAN 

PEPR 

PEMEX 

PEA 

PEEJ 

PEESL 

PEFA 

PEEAG 

$(1.5)K1 EKR(6.113)N1 $(19.26)Kp G(27.30)12 a(40.64)141 G(65.73)111 a(711.89)141 G(99.105)141 «115-124)141 $(137-144)R1 

0(1.5)141 EMR(6.14)141 p(15.25)Kp G(26.30)il «42.57)Anf G(69.73)141 «78.89)141 G(9e.104)K1 3(117.134)Ki $(135.145)0 

0(1.5)K1 EKR(6.11)111 0(20.29)Kp G(26-30)Hp a(38.54)Kt G(61-82)H1 0(83-93)K1 G(94.112)13 a(115.123)mp p(136.142)10 
$(1-5)H1 EKR(6.14)H1 0(213.25)Kp G(26-30)Kp c(40.52)141 G(70.745)E1 3(53.90)141 G(98.106)111 •(116.123)Anf $(138.142)10 
$(1.5)141 EKR(6.11)111 0(20.25)0  G(26.30)14)  a(38.52)mi G(5942)141 a(83.95)N1 G(96-114)Kp 0(115-127)Np $(137.142)11 

0(1.5)141 

	

	 $(20.25)%p G(26-29)1115 «44.57)H1 G(68.77)N1 11(61-189)N1 

00.5)K' EKR(6.20)Anf $(21.24)Hp G(27-29)10 «34.64)Anf G(75.77)N1 «713.89)111 

#(19.25)0 G(26-10)14p •(46.57)Hp G(58.62)K1 0(79.86)141 

	 EKR(1.113)Anf 0(19.25)Hp G(26.29)O «40.55)K1 
11(1.6)N1 EMR(7-23)141 	  «44.58)Anf G(72.77)M1 •(78.66)141 

	 EKR(5.7) 141 $(16.26)mp G(27.29)Hp 41(42-72)M1 	 4(81-88)141 

G(97.109)141 «11:19.125)HP 0(136.142)H 

0(138.143)RP 

G(97.115)Kp 	  $(136-147)Anf 

G(96.115)»nfe(116-126)111 0(139.147)Np 

G(97.106)141 «112.134)Anf #(135.141)Anf 

G(%•105)141 «118.126)N1 #(135-143)N1 

PE1 

PE3 

PEGUI 

PEJAM 

PEPR 

PEmEX 

PEA 

PEEJ 

PEE51. 

PEFA 

PEEAG 

EKR(144.176)111 «190.210)Hp «255-26.5)Anf 

	  a(192-214)Hp «230.264)Anf 

EKR(162-177)141 a(192-210)Anf •(254.266)Hp 

EMR(142.170)111 «190.205)N1 •(254-270)141 

	  «254.266)N1 

EKR(163.176)141 3(191.200)0 	 
EKR(144.153)H1 «184-210)Anf «257.264)hp 

W(160-175)0 	  «261.268)Hp 

EKR(154.1153)Nt 4(205.222)111 

EKR(162-184)M1 «193.206)N1 0(256-263)Anf 

ENR(160.165)141 c(193.224)Anf a(262.270)HP  

M(267.276)141 «305.312)141 0(319.325)Ml 

ENR(265.278)141 •(302-311)Anf $(31e-323)Anf 

W(267.280)0 «303.319)111 #(320.326)» 

EKR(271.286)Anf e(306.3113)111 #(319.325)Anf 

EKR(267.278)« «504.315)Anf 0(319.325)M 

	  «309.318)141 P(319.325)HP 

EKR(267.270)Anf «307-3113)Ht $(319.324)141 

	  a(305.312)Anf e(320-327)0 

EKR(263.2110)« 	  P(321-329)0 

	

EKR(273.275)Nt 	  P(315-323)Anf 

ER11(271.201)Anf 	  

0(328.333)Nt #(352.356)O 

G(324.331)111 0(347.353)Ml 

G(327-335)« 0(350.380)Anf 

G(326-316)01 $(349-357)Mp 

G(326.314)HL P(350.360)141 

G(326-335)K1 $(350-360)141 

G(332-334)Anf P(347.353)Anf 

G(328-334)Anf #(350-343)mp 

G030.337)141 $(350.363)mp 

G(324-328)Anf 	 

G(327.33e)Anf P(353-358)Hp 

PE1 

PE3 

PEGU1 

PUM 

PEPR 

PEMEX 

Pf4 

PEEJ 

PEESI 
PEFA 

PEEAG 

«396.416)111 

4(397.416)M 

e(400.415)Anf 

3(404-415)141 

« 404.416)141 
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DISCUSION 

Se analizó el grado de conservación de la estructura secunda- 

ria de la glicoproteina de capa externa de los Flavivirus  

secuenciados hasta la fecha, los cuales tienen una distribu- 

ción geográfica diferente y pertenecen a grupos serológicos 

distintos, además de analizar y caracterizar a nivel prima- 

rio, una cepa viral de dengue-2 que causó problemas epidemio- 

lógicos en nuestro país. 

En referencia al aislado viral analizado cabe mencionar que 

éste nos fué enviado como una cepa probablemente variante a 

nivel antigénica, con base en el antecedente de que aunque 

reaccionaba con anticuerpos monoclonales contra serotipo-2 no 

era neutralizado con anticuerpos provenientes de líquido 

ascítico de ratón, dirigidos contra la cepa prototipo de 

referencia para dengue-2 (Nueva Guinea C); en nuestras manos 

este aislado mostró las mismas características. Posterior- 

mente Monath y col. (73) encontraron que esta cepa mexicana 

era antigénicamente única por radioinmunoanálisis utilizando 

anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes epitopes 

para serotipo-2, analizando la curva de unión con un modelo 

matemático y con predicciones estadísticas que determinan si 

la cepa en estudio esta relacionada con una "firma" común, 

localizando además los epítopes diferentes. Los autores 

encontraron que tanto con Nueva Guinea C como con cepas ais-

ladas en Puerto Rico y el Caribe difería por lo menos en 3 
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epitopes, y de todos los demás topotipos de dengue-2 por lo 

menos en 5 epitopes (comunicación personal) (anexo 1). Esta 

técnica fue comparada por estos mismos autores con análisis 

de huella digital de RNA ("finger print"), observando que 

este aislado presentaba un patrón genómico muy parecido a los 

aislados de dengue-2 antes mencionados. El hecho de que 

difiera el análisis de firma (antigénico) y de huella de RNA 

difiera, no es sorprendente, ya que los genes que codifican 

las proteinas estructurales (antígenos) comprenden el 15% del 

total del genoma y en la técnica de huella digital del RNA se 

examina sólo del 10 al 15% del RNA total, sin que quiera 

decir que es la misma región la que se analiza, además de que 

no revela diferencias a nivel nucleotidj.co/antigénico o de 

localización en el genoma. Por lo anterior resultaba intere- 

sante para nosotros analizar esta cepa a nivel genómico. 

La localización de las proteinas estructurales se determinó 

por comparación de la secuencia deducida de aminoácidos de la 

cepa prototipo para el serotipo-2 de dengue (Nueva Guinea C). 

Los resultados obtenidos indican que la organización del ge- 

noma es la misma que para otros Flavivirus reportados a la 

fecha. El extremo 5' del RNA genómico analizado contiene un 

marco abierto de lectura que inicia después de la posición 96 

y codifica para 3 proteínas estructurales, las cuales se 

traducen en un producto poliproteínico cuyo orden ha sido 

previamente establecido 	por Rice, (22), Dalgarno (78) y 

Castle (27) de la manera siguiente: 5'-C-prM (M)-E-NSI-3'. 
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En el procesamiento de esta poliproteína podrían estar invo- 

lucradas la actividad de 3 diferentes proteasas: una protea- 

sa necesaria para remover el primer residuo de metionina del 

amino terminal de la proteína de la cápside (74); una protea- 

sa situada en el lumen del retículo endoplásmico (75), la 

cual podría romper la poliproteína en el extremo carboxilo 

terminal de C, M y E, y una proteasa del Golgi (76) la cual 

ha sido implicada en la proteólisis de numerosas glicoproteí- 

nas vírales en el sitio: Arg-X-Arg/Lis-Arg y asociada en la 

maduración de prM a M (39). 

Por análisis de similitud de la región estructural observamos 

que existe una homología de aminoácidos entre cepas de dengue 

serotipo-2 que alcanza de un 92.86 a un 96.91% y con los 

otros serotipos de un 63.37 a un 70.55%. A nivel de secuen- 

cia nucleotídica de 90.6 a 96.9% y entre los otros serotipos 

del 71.9 al 74.6%. Se utilizó el método conjunto de predic- 

ción (77) que combina algoritmos basados en diferentes prin- 

cipios fisicoquímicos, heurísticos y estadísticos, con el 

propósito de conocer la distribución de los motivos estructu- 

rales a lo largo de la secuencia de las proteínas de nucleo- 

cápside, membrana o su precursor, y de envoltura viral, los 

cuales nos dan una idea del patrón de plegamiento. El análi-

sis de la estructura secundaria aquí propuesto, en correla- 

ción con los algoritmos tanto de Taylor (78) como de Naka- 

shima y col. (79), los cuales utilizan los porcentajes y la 

composición de aminoácidos de los motivos estructurales pre- 
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dichos para identificar diferentes familias estructurales, 

nos permitió clasificar a estas proteínas virales de la 

siguiente manera: 

C: Es una proteína soluble, con un índice (Gravy)1  de hidro- 

patía de -1
) 
 que pertenece a la familia de las proteínas a/p, 

(Fig. 38) compartiendo algunas de las características que 

distinguen a este grupo: un porcentaje de estructura alfa+ 

beta mayor del 50% (65% en esta proteína) (78), un grado de 

alternancia de segmentos alfa-beta. Con una distancia del 

centro de la proteína que corresponde a esta familia. Llama 

la atención el elevado porcentaje de ENR (31%), del cual el 

25% corresponde a zonas muy hidrofóbicas, lo que sugiere la 
• 

posibilidad de que se encuentren en el interior de la pro- 

teína. 

PrM: Es una proteína soluble que pertenece a la familia a/a 

(Fig. 40) con índice Gravy de -7.17. Se observan grandes 

zonas hidrofílicas, (Fig. 39a y b) que forman diferentes 

tipos de giros y ENR lo que hace a la molécula particular- 

mente muy flexible. 

PROTEINA M: Proteína de membrana, que pertenece a la familia 

a+p (Fig. 42) con un índice Gravy de + 4.5, con una a hélice 

muy, hidrofóbica que corresponde al segmento transmembranal 

1  Los valores negativos del índice de hidropatia son va-
lores hidrofílicos. 
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de la molécula y regiones hidrofflicas en ENR, con gran 

flexibilidad, lo que favorece su interacción con otras 

moléculas. 

PROTEINA E: Clasificada dentro de las proteínas de membrana, 

con un índice hidropático de - 1.27, que pertenece al tipo 

de proteínas a/fi (Fig. 44); presenta 3 pasos transmembranales 

(429-439, 444-474, y 481-500), que tanto en la predicción 

conjunta como en los métodos modificados de Chou-Fasman y 

Garnier (52,48) se consideraron como estructura alfa. Sin 

embargo, con los métodos tradicionalmente empleados para 

proteínas globulares estas zonas habían sido predichas como 

estructuras fi debido al carácter hidrofóbico de las p plega-

das que constituyen el centro de la proteína en la familia 

a/P. Sin embargo, para justificar un arreglo transmembranal 

Q estable se requieren de 6 a 8 cadenas # (barril p) para 

permitir interacciones en un ambiente lipidico, ya que sus 

uniones de hidrógeno estan dadas por interacción intercate- 

maria mientras que la hélice alfa es estable en forma aislada 

en un ambiente lipidico, ya que sus uniones de hidrógeno son 

intracadena, dando una estructura ordenada y estable. Por lo 

anterior se corrigió esta predicción utilizando los métodos 

de Rao y Argos (53), Eisenberg (55) y Klein (54) para segmen- 

tos transmembranales. 

El análisis de estructura secundaria para la glicoproteina de 

capa externa de Flavivirus con una distribución geográfica 
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diferente que pertenecen a grupos serolágicos distintos, se 

llevó a cabo de acuerdo a Higgins y Sharp (80), por medio de 

un alineamiento múltiple para máxima homología de la secuen- 

cia de aminoácidos de estas estructuras, ponderando las 

propiedades fisicoquímicas de aminoácidos similares. Los 

resultados que aquí presentamos indican que existe una diver- 

gencia a nivel de secuencia nucleotídica entre cepas de 

dengue-2 en una proporción del 8.8%; entre diferentes seroti- 

pos del mismo en un 3.1 a un 9.4%, y en relación a otros 

Flavivirus de un 25.9 a un 28.3%. Por otra parte, a nivel de 

la secuencia de aminoácidos encontramos que existe una homo- 

logía en la cepa de dengue-2 que varía del 91.5 al 96.97%, en 

otros serotipos del mismo del 56.65 al 74.14%, y en el caso 

de otros Flavivirus del 29.08 al 70.46% (Tabla II). En el 

análisis de alineamiento se observa una longitud consenso de 

517 aminoácidos incluyendo los 4 espacios de libertad, en la 

cual existen 97 aminoácidos idénticos en las 11 proteínas, lo 

que representa un 18.8%, y 156 aminoácidos similares que 

representan el 30.2%. Se observó que el 50% de los aminoáci- 

dos (similares + idénticos) para esta glicoproteina están 

conservados, resultando por demás interesante la región que 

va del aminoácido 98 al 110, donde se aprecia un 100% de 

conservación, y cuya región ha sido propuesta como sitio de 

unión al receptor celular (35). Podemos observar que existen 

12 cisternas altamente conservadas, cuyas posiciones han sido 

previamente establecidas por Nowak (81), las cuales podrían 

estar relacionadas con la conservación y estabilización de la 
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estructura tridimensional. Al respecto Heinz y col. (35) han 

propuesto un modelo de estructura super secundaria para la 

glicoproteína del Flavivirus  TBE, con base al cual podríamos 

sugerir que en esta proteína existe un dominio establecido 

por 5 enlaces disulfuro comprendidos en los primeros 285 

aminoácidos, y que no incluya a los aminoácidos 130 al 178. 

Este dominio contiene regiones altamente hidrofílicas, expu-

estas, flexibles y por lo tanto probablemente antigénicas 

(Fig. 48). Otra región dependiente probablemente de enlace 

disulfuro va del aminoácido 300 al 400, en el que se presen-

tan estructuras altamente conservadas, como a hélices anfi-

páticas, que podrían representar determinantes antigénicos 

potenciales para células T (82). Existe la posibilidad de un 

tercer dominio que no presenta enlaces disulfuro, el cual 

comprende del aminoácido 130 al 178 y que contiene el sitio 

de glicosilación para Flavivirus. De igual forma se observa 

que hacia el extremo carboxilo de la proteína existe una 

región hidrofóbica altamente conservada que va del aminoácido 

430 al 500 y que posee estructuras que podrían interactuar 

con la membrana lipídica de los Flavivirus. 

Finalmente cabe mencionar que en el alineamiento múltiple de 

las predicciones conjuntas para estas 11 proteínas, se obser- 

va en general que la estructura secundaria propuesta es muy 

conservada (Fig. 46) y que existen regiones particularmente 

conservadas como son: una hélice a con diferentes propie- 

dades fisicoquímicas que aproximadamente va del aminoácido 38 
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al 72; una estructura p plegada del aminoácido 135 a 147; un 

giro hidrofilico del aminoácido 324 al 338, y dos hélices 

alfa hidrofóbicas que van del aminoácido 422 al 470 y del 474 

al 501, las cuales proponemos puedan ser epítopes funcional-

mente importantes para el virión. Por ejemplo, en MVE (virus 

que ocasiona la encefalitis del Valle de Murray) se han 

definido regiones antigénicas de la glicoproteína de capa 

externa, correlacionando la predicción de giros j3 (ya que es 

una estructura muy flexible en la molécula) con la determina-

ción de hidrofilicidad, flexibilidad y probabilidad de super-

ficie, con el propósito de hacer páptidos sintéticos, de 

éstas regiones, que sean capaces de inducir inmunidad protec- 

tora en un modelo murino (87). Con este material se ha logra- 

do inducir protección en la cual, la habilidad de los mismos 

para inducir una respuesta antipéptido en ratón esta clara- 

mente relacionada con la predicción de epítopes para células 

T en el péptido (88) y la presencia de moléculas HLA clase 

II. 

En el caso del virus del dengue hemos visto que existen este 

tipo de estructuras (Figs. 43a y b), las cuales estan 

presentes en regiones altamente conservadas de la molécula, 

haciéndolos candidatos para la identificación de epítopes 

involucrados en los procesos de inducción de protección o de 

una respuesta inmunopatológica. 

Ya que todas las cisteínas presentes en la glicoproteína de 
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envoltura estan altamente conservadas en los Flavivirus 

secuenciados a la fecha, es posible combinar los datos de 

análisis de secuencia, datos inmunoquimicos y fisicoquímicos 

para proponer un modelo estructural de esta proteína y hacer 

una correlación de sitios biológicamente importantes dife-

rentes partes del péptido, ya que aunque exista un grado 

grado relativamenmente elevado de divergencia a nivel de la 

estructura primaria, se presenta una gran homología tanto en 

los pérfiles fisicoquímicos (Fig. 47) como en proporción y 

distribución de los motivos estructurales, (Figs. 45a y b) 

sugiriendo que todos los miembros de esta familia tienen una 

arquitectura común para esta glicoproteína, hecho que podría 

ser importante en el contexto de la relación huésped-parásito 

en el curso de una infección primaria o secundaria por virus 

del dengue,puesto que la enfermedad ocurre por 4 serotipos 

antigénicamente relacionados. 

Estos hallazgos podrían cobrar importancia para esos casos de 

dengue hemorrágico ocurridos en el curso de una infección 

primaria, en los que no se ha comprobado la existencia de 

variación antigénica de las cepas involucradas en el brote 

hemorrágico. Proponiendo que anticuerpos preformados contra 

epítopes conformacionales (biológicamente importantes) muy 

conservados, pudieran funcionar como anticuerpos heterotípi-

cos "facilitadores" y no neutralizantes, predisponiendo al 

establecimiento de la manifestación hemorrágica de la en-

fermedad. 
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