UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE MEXICO

INSTITUTO DE INVESTIGACIONES BIOMEDICAS, UNAM.

FACULTAD DE MEDICINA

DE LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES DEL VIRUS DEL DENGUE,

P—— ————————  S———

GENOTIPO-2 MEXICANO

Tesis para obtener el grado de

DOCTOR EN CIENCIAS BIOMEDICAS

AREA INMUNOLOGIA
presenta

BLANCA HAYDE RUIZ ORDAZ

TESIS CON
MEXICO D.F. FALLA LE ORiGEN

TESIS CON
FALLA DE ORIGEN

1991



pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



INDICE

Resumen

Introduccion
Planteamiento del Problema
Objetivos

Diseno Experimental
Material y Métodos
Resultados

Discusidn

Bibliografia

Pag.

15
18
19
21
51
99

108



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 gue se presenten
epidemias de sindromes graves y porque puede volverse endémi-

co con altas tasas de mortalidad.

Actualmente existe una controversia acerca de 1los
planteamiento que intentan explicar el establecimiento de los
casos hemorrdagicos de la enfermedad y en donde se postula la
variacion antigénica versus la facilitacion de la infeccidn
mediada por anticuerpos heterotipicos no neutralizantes. Sin
embargo, existen casos de dengue hemorragico en el curso de
una infeccidén primaria a los cuales hasta la fecha no se les

ha encontrado una explicacidn.

Este trabajo pretende apoyar la hipdétesis relacionada con la
facilitacion de la infeccidn, en aquellos casos de dengue
hemorrédgico que se presentan en el curso de una infecciodn
primaria. En consecuencia se analizd el grado de conserva-
cién de la estructura secundaria de la glicoproteina de
envoltura de los flavivirus secuenciados a la fecha (ya que
esta proteina tiene un papel biolégico central en en esta

familia los cuales tienen una distribucién geografica dife-



rente y pertenecen a grupos seroldgicos distintos, ademas de
analizar y caracterizar a nivel primario, una cepa de dengue-

2 que causd problemas epidemiocldgicas en nuestro pais.

La cepa mexicana de dengue-2 mostrd ser antigénicamente uni-
ca ya que difiere de otras cepas en un numero importante de
epitopes. Al analizar la organizacién del genoma viral,
encontramos gque la region estructural es similar a la de

otros Flavivirus, con una homologia 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
aminoacidos se observé una homologia del 63.37 al 70.55%
entre los diferentes serotipos y de un 92.86 a 96.91% en el
mismo serotipo. Observamos que las variaciones en la secuen-
cia de aminodacidos aparentemente no se encuentran distribui-
dos uniformemente a lo largo de las proteinas, sino gque
existen dominios con mayor variabilidad y otros muy conserva-

dos.

Por otra parte, se determind la composicidn y distribucidén de
los motivos estructurales para las proteinas de nucleocap-
side, membrana y envoltura viral basados en diferentes prin-
cipios fisicoquimicos, heuristicos y estadisticos utilizando
el método conjunto de prediccién (77), lo que nos permitid

analizar e identificar estas proteinas en las diferentes fa-
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milias estructurales.

En el analisis estructural de la glicoproteina de envoltura

de 10 diferentes flavivirus se muestra gue aunque existe una

divergencia importante a nivel de estructura primaria (29 al
70% de homologia en secuencia de aminoacidos) se observa una
gran homologia y conservacién tanto en la proporcidén como en
la distribucidén de los motivos estructurales de la misma. Un
hallazgo importante es la conservacién de 12 cisteinas ca-
paces de formar enlaces disulfuro que podrian 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 comin para la glicoproteina de superficie, hecho
gue podria ser de gran importancia en la relacion huésped-
parasito en el curso de una infeccidén primaria y/o secundaria

por el virus del dengue.



INTRODUCCION.

La palabra dengue es el homdénimo castellano del vocablo sua-
wili "dengua" que significa calambre subito (1). El dengue
es una infeccidén 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 hemétéfaga del

mosquito Aedes aegypty y que afecta preferencialmente a las

células del sistema fagocitico mononuclear (1,2).

CUADRO I

ALGUNAS PROPIEDADES DE LOS 4 PROTOTIPOS DEL VIRUS DEL DENGUE

Dengue 1 Dengue 2 Dengue ) Dengue 4
(Hawaij) Nueva Guinea C (H-87) {H=341)
Fecha de coleccibn v 1944 1944 1956 1956
Lugar de colcceidn Hawaii Nueva Guinea Filipinas Filipinas
Origen Suero/plasma Suero/plasma Suero/plasma Suero/plasma
thumano) {humano! {humano) thumsano}
Forma del virus Esférica Esférica Esférica Esférica
Didmetro 50 - 55 nm 50 - 55 nm 45 ~ 50 nm , 45 = 50 nm
Hemaqglutinacibn de
eritrocitos de ganso 6.2 6.4 6.4 7.0
{pH Sptimo)
Neurotropisme {ratén) - - + +
Métodos serolégicos deo Inhibicién de la hemaglutinacidén, fijacién de complemento, neutra
deteccidn lizacién, inmunofluorescencia.

La enfermedad se considerd durante muchos afos 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 Americaﬁo (3). En 1957, debido a 1la
existencia de fiebre amarilla en América, la Organizacioén

Panamericana de la Salud auspicié una campafia de erradicacion



del Aedes, y es asi que el 20 de septiembre de 1963 se decla-
ra erradicado el mosquito (4), por lo que en nuestro pais
no se tuvo notificacidén de dengue de 1963 a 1978. Posterior-
mente se descuiddé la vigilancia epidemicldégica y en 1978
reaparece la enfermedad en el Sur de México. En 1980 alcanza
su morbilidad maxima (51,506 casos) ocupando el sexto lugar
dentro de las enfermedades notificables. En los anos si-
guientes invade por la costa del Golfo hasta el norte del
pais, afectando 23 estados (Fig. 1) (5). Actualmente circu-
lan 3 de los 4 serotipos y las principales &reas endémicas
son: Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Yucatan, Puebla y Veracruz.
En la poblacién mundial se ha estimado que ocurren arriba de

100 millones de casos anuales (6,7).

DENGUE EN MEXICO
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El dengue nos preocupa en México porque ha causado dgrandes
epidemias que han incapacitado temporalmente a miles de
individuos, porgue existe la amenaza de gue se presenten
epidemias de sindromes graves (actualmente solo tenemos
notificacion en forma aislada) y porque puede volverse endé-

mico con altas tasas de mortalidad.
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El virus afecta principalmente a personas jovenes y el espec-
tro clinico varia desde un cuadro febril hasta las formas
graves que pueden manifestarse como fiebre hemorragica (FHD)
o sindrome de choque (DSS), con una letalidad de un 10-40%.
En la forma clasica o dengue primario, después de un periodo

de incubacién de 2 a 8 dias, el cuadro clinico se expresa



bruscamente con fiebre intermitente bifdsica, escalofrios,
cefalea, mialgias, artralgias, dolor retro-orbitario, exante-
ma maculo-papular en el tronco y extremidades, nauseas y/o
vémito (1) (Fig. 2). En el dengue hemorragico el inicio se
presenta como en la forma clasica con fiebre muy elevada que
al remitir, el estado general se agrava bruscamente, los
pacientes entran en letargo presentande taquicardia, hipoten-
sién, déficit en la perfusion tisular periférica con manifes-
taciones hemorrdgicas que incluyen por lo menos una prueba de
torniquete positiva y cualquiera de los siguientes signos:
petequias, purpura, equimosis, epistaxis, hematemesis, gingi-

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

CUADRO II

CRITERIOS OE LA OMS PARA EL DIAGHROSTICO DE FHD Y SCD

Hallazgos clinicos

Fiebre - aparicifn aguda, continua y con duracién de 2 - 7 dfas,

Manjfestaciones hemorrdqicas ~ prueba de torniquete positiva, petequias, ~~
plrpura, equimosis, eplstaxis, sangrado de encias, hematemesis y/o melena,

Chogque - manifestado por pulsc répido y débil, con S 20 mm Hg de presifn o
hipotensién, escalofrio, cansancio,

Hallazgos de laboratorio

Trombocitopenia - :; 100,000/ mm3

ftemoconcentracién - lIncremento de hematocrito | 2 20%)

Grado de severidad

Grado f

= fiebre. prucba de torniquete positiva
o Grado 1] ~ manifestaciones de grado 1 y sangrado espontineo
i Grado I!i - falla circulatoria manifestada por pulso rdpido y débil, con
8 '<_ 20 mm Hg o hipertensién, escalofrfo, cansancio.
m{crado IV - Choque profundo, no se puede detectar presién sangufnea y pulso

el 90% de los casos, Yy en los examenes de laboratorio se
encuentra el hematocrito elevado, leucocitosis moderada,

hipoalbuminemia, disminucién del fibrindgeno, depresidén de



mds del 50% de los niveles de C3, del proactivador de C3, Yy

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

Se han propuesto dos hipétesis para tratar de explicar la
presentacion de las formas graves de la enfermedad: a) la
posible variacidén antigénica de las cepas virales mientras
circulan en la naturaleza y b) la infeccidn secuencial por
dos diferentes serotipos del virus. La primera posibilidad
fue sugerida por Ledn 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 infecciodn primaria (8). La variacidén antigénica

y bioldgica 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 aungque 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 geograficas, por huellas ("fingerprint") de
RNA, pudiendo observar una variacién intratipica importante
para las diferentes &reas geograficas. La segunda hipétesis
es mas aceptada en general, particularmente por el numero
elevado de casos de dengue hemorragico ocurrido durante las
epidemias por serotipo 2 en paises asidticos y del Caribe, en
individuos previamente expuestos al serotipo 1 (13,14). En
este sentido Halstead (15,16) postula que si la secuencia

infectante es 1-2, 3-2 ¢ 4-2, se presenta el fendmeno de



facilitacidén inmunolégica por la accidén de anticuerpos hete-

rotipicos no neutralizantes "facilitadores", con activacién
de macréfagos que conduce a la liberacidén de factores que
degradan a C3, tromboplastina leucocitaria y otras substan-
clas vasoactivas, lo cual predispone el establecimiento de
la coagulopatia de consumo con estado de chogque y/o manifes~

taciones hemorragicas (Fig. 4).
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La epideﬁia ocurrida en Cuba en 1981 es uno de los mejores
apoyos a la infeccidn secuencial, ya que en este pais no se
habian reportado casos de dengue desde la segunda guerra
mundial, hasta que en 1977-78 se presentdé una epidemia por
dengue 1 que afectd al 40% de la poblacidén total; la forma

predominante de la enfermedad fué benigna. En 1981 se in-



trodujo en Cuba el serotipo 2 y los sueros obtenidos de
pacientes con FHD/DSS mostraron una respuesta secundaria de
anticuerpos. Los ninos de 1-2 anos de edad no presentaron
FHD/DSS, ya que nacieron después de la epidemia por dengue 1
(17): de 124 ninos con DSS solo el 14% era de raza negra,
resultando mas afectados los sujetos de raza blanca y presen-
tandose una mayor proporcién de muertes en mujeres. Las
tasas generales de mortalidad fueron 5 veces mas elevadas en

nifos que en adultos (17).

Los datos epidemioldégicos sugieren que la severidad de la en-
fermedad puede estar relacionada principalmente con la raza,
edad, sexo, estado nutricional, un intervalo menor de cinco
anos entre la primoinfeccidén y la infeccidn secundaria, la
secuencia de infeccidn, la cepa viral, el estado inmune del
huésped, la densidad del vector, y la conjuncién de varios de

estos factores.

Aunque los datos epidemiocldgicos sugieren que el fendmeno de
facilitacién de la infeccidén viral, mediada por anticuerpos,
puede ser un factor predisponente en el establecimiento del
choque hemorrdgico (15,16), el hecho de que existan casos
auténticos de dengue hemorragico en el curso de una infeccidn
primaria, sugiere que otros factores, probablemente virales,
ademds de los mecanismos inmunoldgicos, pueden estar jugando

un papel importante en la relacién huésped-pardsito (18).



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-

risticas estructurales como propiedades biolégicas diferentes
a los alfavirus entre las que se encuentran: tamano, forma,
estructura, secuencia gendmica y estrategias de replicacién
(19). Esta familia esta compuesta de aproximadamente 66 espe-
cies de virus divididos en 3 grupos dependiendo de su forma
de transmisidon (mosquito, garrapata o sin vector conocido) vy

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 ENCEFALITIS JAPONE- RIO BRAVO
TRANSMITIDA POR SA.
GARRAPATA. MODOC

NTAYA
TYULENIY.

UGANDA S

DENGUE

[ TABLA 1) Complejos antigénicos de los Flavivirus definidos por

ensayos de neutralizacidn cruzada con antisueros policlonales

El virus presenta forma esférica de aproximadamente 50 nm de

didmetro, con un centro denso de 30 nm y una cubierta con



proyecciones finas alrededor de 2-5 nm (Fig. 5). El virién
esta constituido, de mads o menos 6% de RNA, 66% de proteinas,

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

viral dentro de la nucleocapside consiste de RNA monocatena-
rio de polaridad positiva con un coeficiente de sedimentacion
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 regidén 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 energia libre, por lo que han sido relacionadas

con senales importantes tanto en transcripcidén como



con sefiales importantes tanto en transcripcioén como
traduccién del genoma viral (22,24,25). Asimismo, se han
reportado secuencias cortas y repetidas muy conservadas en

Flavivirus, de las cuales una regién de 8 nucledtidos en el

extremo 5' es complementaria de 8 nucledtidos en el extremo
3', Estas secuencias son importantes en la replicacidén de
los alfavirus, durante la ciclizacidén del RNA (26), sin

embargo en Flavivirus su funcion en desconocida. El1 mRNA

viral es monocistrénico y posee un marco abierto de lectura
de aproximadamente 10,720 nucledtidos que codifica un precur-
sor poliprotéico de 3,391 aminoadacidos que es procesado pos-
transcripcionalmente dando lugar a tres proteinas estructu-
rales y siete no estructurales, cuyas propiedades bioldgicas
empiezan a conocerse Y que se encuentran en el siguiente
orden:

5'C-prM-E~NS1~NS2A-NS2B-NS3-NS54A-NS4B~NS5-3"

La proteina de la cdpside, también llamada V2, es un péptido
basico, no glicosilado con un peso molecular de 14,000 el
cual forma un complejo infeccioso con el RNA dando lugar a la
nucleocapside Fig. 6 (27). Se propone que su caracter

Bicapa lipidica

V/C (14 Kd)

A
~_— RN

VM (R Kd»

V/E(51-59 Kd)

Fig. 6
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basico este relacionado con la neutralizacidn parcial de
cargas del RNA. Esta proteina contiene una regidén muy con-
servada rica en aminoadcidos a polares (38-59) que ha sido
asociada con interacciones proteina-proteina ¢ RNA-proteina.
En el extremo carboxilo terminal la proteina C presenta una
regién hidrofébica de aproximadamente 14 aminodcidos, que ha
sido asociada con la secuencia sefial para la translocacion
del precursor de la proteina de membrana, al reticulo endo-

plasmdtico (28) (Fig. 28a).

El precursor de la proteina de membrana es un péptido glico-
silado de 11,400 daltones que se ha encontrado principalmente
en células infectadas y ocasionalmente en el viridén maduro
(29). Se ha observado que en los virus donde se encuentra la
proteina prM, la capacidad infectiva esta disminuida lo cual
ha sido relacionado con alteraciones en la desnﬁdacién viral,

durante la penetracioén celular (30).

El procesamiento enzimatico de prM da lugar a la proteina de
membrana o M (30) que es un péptido no glicosilado de 8 000
daltones. La localizacidén de la misma en el viridén no es
clara pero se postula que es una proteina integral de membra-
na que interactua especificamente tanto con la proteina de
envoltura como con el complejo RNA-C (6 nucleocapside) du-
rante el ensamblaje del virus (22). Rodeando la nucleocapside
viral se encuentra una bicapa de lipidos con los que interac-

ciona una glicoproteina transmembranal con un peso molecular

11



de 60,000 daltones también denominada E, V3 o Gp60. En esta
proteina residen las principales actividades bioldgicas del
virus como son: neutralizaciodn, hemaglutinacién,.unién a
receptores celulares, fijacidén del complemento, neurotropis-
mo, facilitacidén de la infecciodn, y otras (31). Trent y col.
(32) demostraron que la gp60 tiene una estructura antigénica
compleja en la que se han identificado determinantes antigeé-

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 topogra-
ficamente 19 epitopes en cuatro dominios utilizando tanto
ensayos de competencia con anticuerpos monoclonales como de
actividad bioldgica y especificidad seroldégica (34). Con
objeto de conocer el arreglo de estos epitopes en la superfi-
cie del viridn, recientemente se ha establecido un modelo
estructural para la proteina E del Flavivirus TBE, ("tick
borne encephalitis virus") en el que se propone el posible
plegamiento de esta glicoproteina, y la localizacidn de estos
epitopes 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 bioldégicas importantes mediadas por esta proteina
(35) . Hasta la fecha existen pocos trabajos referentes a la
caracterizacidén estructural y funcional de las proteihas
virales no estructurales, sin embargo, mencionaremos algunas

de sus propiedades en la replicacién viral.

12



CICLO LITICO Y REPLICACION DEL VIRUS DEL DENGUE. La adsor-
cién de los viriones a las células permisivas del sistema
reticulo endotelial se lleva a cabo por la interaccion de la
glicoproteina de capa externa con receptores para los compo-
nentes del sistema inmune, como los Fc de inmunoglobulinas 6
componentes del complemento, que funcionan como receptores
virales accesorios y cuya especificidqd de unioén 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 virién 6 el com-
plejo virus-anticuerpo al receptor, se lleva a cabo la pene-
tracion y el desnudamiento del RNA, eventos que parecen ser
simultaneos y dependientes de pH, mediante la fusidn de la
membrana viral con la membrana celular después de cambios
conformacionales en la proteina 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 sintesis de RNA y de las
proteinas virales (37), sin que exista bloqueo aparente de la
biosintesis macromolecular de la célula huésped. El1 RNA es
sintetizado asimétricamente en forma semiconservativa, impli-
cando la producciodon inicial de moléculas de RNA de polaridad
negativa, las que a su vez sirven de molde para la sintesis
de multiples cadenas de polaridad positiva, formando un

complejo replicativo intermedio de doble cadena.
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Aurique no existen datos previos de las enzimas involucradas
en este proceso, las proteinas virales NS4 y NS5 han sido
asociadas con actividad de polimerasas dependientes de RNA
(38). La traducéién del mRNA (+) se inicia en el nucledtido
97 y termina en el 10,720 aproximadamente, produciendo una
poliproteina que se procesa co-postranscripcionalmente en por
lo menos 10 proteinas 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
proteinas precursoras y productos finales (39). El1 analisis

de las secuencias de los Flavivirus y, los experimentos de

expresién de proteinas in vitro han implicado el procesa-
miento de las proteinas prM, E, NS1 (antigeno soluble de
fijacidon 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 regidn
hidrofébica asociada con la secuencia senal para la translo-
cacion de estas proteinas. Por otro lado, recientemente dos
grupos han propuesto a la proteina viral NS3 como proteasa
que presenta actividad parecida a la tripsina, como res-
ponsable de los eventos de procesamiento en la generacion
del amino terminal de las proteinas NS2B, NS3, NS4A y NS5 y
posiblemente en el extremo carboxilo terminal de la proteina
de la capside viral (39). La traduccidn de las proteinas
virales esta asociada al reticulo endoplasmico. La replica-
cién del RNA se lleva a cabo en la regién perinuclear y ha

sido asociada con membranas celulares (38), Y los procesos

14



de ensamblaje y maduracioén viral aun 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
hemorridgicos de la enfermedad y en donde se postula la varia-
cion antigénica versus la facilitacién de la infeccidén media-
tizada por anticuerpos. Sin embargo existen casos de dengue
hemorradgico en el curso de una infeccidén primaria a 1los
cuales hasta la fecha no se les ha encontrado una explica-
cidén. Cualquiera gue sea el resultado de esta controversia,
la situacidn 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 infeccidn inicial por serotipo 1 como por vivir en condi-
ciones donde se ha demostrado que el denqgue se transmite
facilmente. Si la variacioén del virus es importante, nos
encontramos en una situacion igualmente desfavorable pues
basta con la introduccidén de un virus especifico, como el
que azoto a Cuba (17), para que suframos consecuencias

graves.

Este trabajo pretende apoyar la hipotesis relacionada con la
facilitacién de la infeccién por medio de anticuerpo, en
aquellos casos de dengue hemorrdgico que se presentan en el

curso de una infeccidn primaria. En ausencia de estudios que
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apoyen, a nivel de estructura, la variacién de las cepas
virales mientras circulan en la naturaleza, estos casos po-
drian ser explicados si se produjeran anticuerpos contra
estructuras bioldégicamente importantes muy conservadas entre
los diferentes Flavivirus. Estos anticuerpos al reconocer
epitopes conservados podrian unirse con diferentes afinidades
sin neutralizar la actividad viral. En 1las infecciones cau-
sadas por el virus del dengue los anticuerpos podrian fun-
cionar como heterotipicos "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 Aarea; si una persona es primoinfectada por fiebre ama-
rilla, y luego primoinfectada con dengue, los anticuerpos
preformados contra fiebre amarilla podrian reconocer epitopes
de grupo y unirse a dengue sin neutralizar su actividad
viral, pero predisponiendo al individuo a presentar dengue

hemorragico, mimetizando una infeccidén secundaria.

En consecuencia se decididé analizar el grado de conservaciodn
de la estructura secundaria de la glicoproteina de capa

externa de los Flavivirus secuenciados hasta la fecha, los

cuales tienen una distribucion geografica diferente y per-
tenecen a grupos seroldégicos distintos, ademds de analizar y
caracterizar a nivel primario, una cepa viral gque causod

problemas epidemioldégicos en nuestro pais.
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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 (comunicacidn personal, Dr. Duane Gubler,
Center for Disease Control, Puerto Rico), ya gque tanto por
"fingerprint'" de RNA como utilizando anticuerpos monoclonales
tipo especificos, la cepa fué claramente identificada como
dengue-2; sin embargo, anticuerpos de 1liquido ascitico hi-
perinmune dirigido contra la cepa prototipo de referencia
para este serotipo (Nueva Guinea C) no neutralizaban o lo

hacian débilmente.
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OBJETIVOS

Aislar, identificar y caracterizar una cepa viral colec-
tada durante un brote epidémico en la Republica Mexicana

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

Establecer un banco de DNA complementario (DNAc) al

genoma de dengue-2 mexicano.

Aislar y caracterizar clonas que contengan secuencias de
proteinas de membrana (M), nucleocapside (C) y envoltura

(E) de este aislado viral.

Caracterizar las proteinas estructurales del dengue 2 me-

xicano a partir de la secuencia primaria.

Prediccion de la estructura secundaria de estas proteinas
utilizando principios fisicoquimicos, estadisticos y eu-

risticos.

Prediccidn y andlisis de la estructura secundaria de la
glicoproteina de capa externa de 11 diferentes Flavivirus
los cuales pertenecen a grupos seroldgicos distintos y

aislados en diferentes regiones geograficas.
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DISENO 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 CILONAS QUE CONTENGAN SECUENCIAS
HOMOILOGAS A 1.0S 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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ANALISIS ESTRUCTURAL DE DEN 2 MEXICANO

l

|
PROGRAMAS DE COMPUTACION

| S
r T L 1
| l | l
SEQUENCE ANALISIS  PREDICT? PC/GENE SEGANAL
PROGRAM 1B1 ' | |
(HOMOLIGIA) ‘ I L T 4
I |
! !
FISICOQUIMICAS ESTRUCTURA SECUNDARIA
l |
] i
f I 1 I L 1 i 1 1 L L 1
| | | | | | | | | | MOD 1 F 1CADOS NEL1CES DE
HIDROPATIA | HIDROFILICIDAD | FLEXIBILIDAD ANTIGENICIDAD  CHOU & FASMAN DELEAGE & ROUX LEVITT GARNIER | MEMBRANA
KYTE & DOOLITLE | HOOP & WOODS |  KARPUS  HOOP & W000S  (a, B, GIRO)  (a, B, GIRO)  (a, B, GIRO) (a, B, GIRO) CHOU & FASMAN |
| | WELLING GARNIER KLEIN
POLARIDAD HIDROFOBICIDAD (a, B, GIRO) E1SENBERG
GRAHAM M1YAZAWUA RAO & ARGOS

Diagrama 1



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 aisld de un caso de dengue
clasico durante un brote epidémico en el estado de Guerrero
en 1983. La recuperacidn se hizo a partir de las cabezas de
los moscos, las cuales se machacaron en un mortero estéril
con solucidén salina de fosfatos (PBS, pH 7.2) m&s suero
fetal bovino al 50%; la suspensiodon se clarificdé a 2,000 g
durante 30 min a 4°C, el sobrenadante se filtrd con membrana
Millipore y se guardo a ~-70°C como solucion madre. El virus
se propagd en la linea celular TRA-284, proveniente de la

larva del mosquito Toxorhynchites amboinensis la cual se

crecidé 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 deteccidén del
virus se llevé a cabo por inmunofluorescencia direéta, y la
identificacidén 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 ul del concentrado viral, y se
mantuvieron en cultivo a 28°C hasta observar efecto citopati-
co. La monocapa desintegrada se desprendié y se centrifugd a

650 g por 10 min; el botdn celular se resuspendidé en 1 ml de
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medio L-15 y se 'goteo" en portaobjetos de tefldn de 12 hoyos
en donde se fijaron con acetona fria. Estas preparaciones se
trataron con anticuerpos conjugados con isotioclanato de
fluoresceina (FITC) dirigidos contra todos los serotipos del

dengue y otros Flavivirus.

Los cultivés positivos se procesaron para la identificacién
del serotipo con anticuerpos monoclonales (Mab) especificos
preparados en ratén y se revelaron con un anticuerpo de cabra
anti~gamma globulina de raton marcado con FITC; los Mab
fueron proporcionados gentilmente por el CDC (Atlanta, GO,),
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 anti-dengue 4 ' (1H10).

La titulacion y clonacion de la poblacién viral se llevo a
cabo por ensayo de placa litica (42) para lo cual se inocu-
laron diferentes diluciones del virus (104, 103, 102, 101,
100, 1071 a "7) en monocapas de celulas VERO y/o LLCMKZ
provenientes de rinén de mono, las cuales se mantuvieron en
cultivo a 37°C en medio 199 que contenia SFT al 10%. Los
cultivos se cubrieron con una capa de agar suplementado con
SFT, medio 199, DEAE-Dextran, vitaminas, aminodcidos no
esenciales y antibidéticos. Posteriormente se incubaron
durante 7 dias a 37°C y el octavo dia se anadio una segunda
capa de agar con solucion de rojo neutro, para hacer visible

Yy contar el numero de unidades formadores de placas liticas
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(UFP). Con las clonas virales mds homogéneas que daban placas
de mediano tamano, se volvieron a infectar cultivos de célu-
las VERO en tres ocasiones consecutivas hasta obtener una

poblacién viral homogénea en la formacidn de placa litica.
ITI. 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 titulo y para su posterior ampli-
ficacidén. La purificacién del virion se hizo de la manera

siguiente (diagrama 2):

1. Se infectaron 15 cajas de cultiveo F-150 de células TRA-284
a una multiplicidad de infeccidén (MOI) de 0.1, y a los so-
brenadantes de cada uno de los cultivos se les midiéd
diariamente el titulo viral por hemaglutinacién directa
para lo cual, en una placa de microtitulacién se agrega-
ron 50 pl de solucidn de albumina 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 agregd 50 ul de eritrocitos de ganso (GRBC) a una
dilucidén 1:24 en amortiguador de barbituratos (DGV) a PpH
6.1, el que previamente mostré ser el pH d6ptimo. La
placa se incubd 60 min a temperatura ambiente y se
determind la dilucidén maxima que es capaz de aglutinar
GRBC. Los sobrenadantes se cosecharon cuando se observaba

un titulo viral elevado, 80 a 90% de efecto citopatico 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 concentrdé 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 resuspendidé en TNE (50 mM Tris, pH 8; 0.15 M NacCl, 1
mM EDTA) y se centrifugé 6 h a través de un gradiente
lineal preformado de CsCl (densidad: 1.19 a 1.24 g/cm3)
en TNE a 400,000 g. La banda correspondiente al virus se
colectdé por puncion lateral y posteriormente el CsCl se
eliminé por dilucidén con TNE y centrifugacion a 230,000 g
por 60 min a 4°C. Este material se guarddé a ~-70°C con

30% de SFT.
ITII. EXTRACCION DEL mRNA VIRAL

La extraccion del material gendmico del virus del dengue se
llevé a cabo por dos métodos diferentes. En el primero, los
virus purificados por gradiente de CsCl se trataron con una
solucidén litica (proteinasa K 100 ug/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 gue con-
tenia hidroxiquinoleina 0.1% y fB-mercaptoetanol 0.2%; dos

veces con una mezcla de fenol-cloroformo-alcohol isocamilico

25



en proporcion 25:24:1 y dos veces con cloroformo-isocamilico
(24:1); finalmente se precipité con 2.5 volumenes de etanol
frio y 1/10 de volumen de acetato de sodio 3M, pH 5 y se
congeld en hielo seco 15 min. El1 RNA se conservd en etanol
hasta su uso. La concentracién del mismo se estimdé por
densidad éptica a 260 nm (1 D.O. = 42 ug/ml) y por electro-
foresis en gel de agarosa. El gel se tindé con bromuro de
etidio (1 pg/ml en agua) y se observo con luz ultravioleta de

onda larga.

En el segundo método, el RNA se obtuvo por columna de inmu-
noadsorciodén a partir del concentrado viral, de la manera

siguiente:

1. Una mezcla de suero humano con anticuerpos anti-dengque
con titulos de 1:12,800 se absorbieron con una suspension
de proteina A-Sepharosa 4B al 10% durante 18 h a 4°C, por
inversion lenta; el exceso de anticuerpos se retird por
centrifugacidén sucesiva y se midid eficiencia de pegado

por inhibicién de la hemaglutinacioén (42).

2. El virus se pego al conjugado por inversién lenta durante
18 h a 4°C, posteriormente se lavé cinco veces con TNE a
4°C y se midié eficiencia de adsorcioén por hemaglutina-

cién.

3. Con 1la suspensioén anterior se montd una columna en una
jeringa de 3 ml, la cual se eluyé con TNE que contenia SDS

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

estas muestras se hizo la extraccién con solventes orga-

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 clono el genoma viral en un vehiculo de expresidn, si-

guiendo una estrategia general que se resume en cinco puntos:

A,

IV. A.

Sintesis de DNAc de doble cadena mediante la técnica

de los primeros "al azar" (inserto).

Preparacion del vector de clonacidén (el plasmido

PUC18) .

Preparacién del DNA recombinante (inserto + vector).

Transformacion de las moléculas recombinantes en cé-

lulas permisibles (cepa MC1061 de Escherichia coli).

Establecimiento del banco de genes.

SINTESIS DEL DNAc

En una reaccidén que incluye diversos pasos enzimaticos, se

llevé a cabo la sintesis del DNAc de doble cadena (dcDNAc) al

genoma del virus del dengue genotipo 2 mexicano. Para la

sintesis de la primera cadena se utilizaron 3 ug de RNA

monocatenario en un volumen de reaccién de 25 ul en so-
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lucién de Tris-HCl 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 desoxiribonucledtidos
trifosfatos (dATP, dGTP, dTTP y dCTP), 45 ng de hexanucleodti-
dos sintetizados al azar (Amersham) como iniciadores, 10 ucCi
de [3291—dATP (3,000 Ci/mM) y 40 U de transcriptasa reversa
del virus que ocasiona la mieloblastosis aviaria (AMVRT). La
reaccion se incub¢é a 42°C durante 60 min, se pasd a
hielo/agua (0°C) y se tomaron alicuotas de 1 pl para determi-
nar la cantidad de DNA de cadena sencilla (csDNAc) polimeri-
zada. Con este propdésito se fijaron estas muestras y las que
se tomaron al tiempo 0 de reaccidén en filtros de papel
Whatman (DEAE-81), los cuales se lavaron de marca no incorpo-
rada con Na,HPO, 0.5M, seis veces durante 5 min, con agua dos
veces 1 min y con etanol absoluto 2 veces 1 min. Posterior-
mente se estimdé la radiactividad incorporada en cada una de
las muestras utilizando tolueno-PPO como sistema de centelleo

liquido.

En la sintesis de la sequnda cadena se utilizd como templado

la molécula hibrida (mRNA + csDNAc) resultante de la reaccion
de sintesis de cadena sencilla y la enzima RNasa H (E. coli),
para digerir parcialmente el RNA, el cual funciondé como
iniciador y fué reemplazado eficientemente utilizando la
enzima DNA polimerasa I (E. coli). Consecutivamente se incor-
pord a la reaccién 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 reaccién de la primera cadena y de esta
forma corregir posibles errores en la sintesis de la doble
cadena. La reaccioén se llevé a cabo en un volumen de 125 pul
en una solucién que contenia: Tris-HC1l 100 mM pH8, DTT 2mM,
2-mercaptoetanol 5mM, KCl 60mM, Hepes 35 mM, MgCl, 7 mM, una
mezcla de 4ATP, dCTP, 4dGTP y d4dTTP 0.4 mM, csDNAc 60 ng/ul,
RNAsa H 2 U, DNA polimerasa I 57 U y ([32P]-dATP 15 uCi

(3000 Ci/mmol); 1la reaccion se incubd 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 incubé 10 min a 37°C y se paro anadiendo 4 ul de

EDTA 0.25 M, pH 8.

Se estimé el rendimiento de sintesis de dcDNAc de igual forma
que en la reaccidén anterior, tomando alicuotas de 1 ul al
inicio y término de la misma. E1 dcDNAc se extrajo con sol-
ventes organicos (fenol/cloroformo-isoamilico) de la manera
ya descrita y se purificdé mediante cromatografia en Sepha-
dex G50. Posteriormente se mididé la radiactividad de cada una
de las fracciones y el material del pico fadiactivo se preci-
pité con 5 volumenes de etanol y 1 volumen de acetato de

sodio 3M pH5, conservandose asi hasta su uso.

IV.B. PREPARACION DEL VECTOR DE CLONACION

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

utilizé el plasmido PUC 18 como vector de clonacién (Fig. 7),
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el cual es derivado del plasmido PBR 322 (fragmento Pvu
II-EcoRI), gue tiene un tamaho de 2.69 kb, cuenta con un
origen de replicacidén y en la posicién 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 aminoacidos de
la porcidén amino terminal de la pB-galactosidasa (Lac 2Z).
Dentro de éste se encuentra insertada la region del enlazador
miltiple ("polylinker") con 10 sitios dnicos de reconocimien-
to para las siguientes endonucleasas de restriccidn: EcoRI,
SacI, KpnI, Smal/Xmal, BamH, Xbal, SallI/Accl/HincII, PstI,
SphI y HindIII. El sitio de Pstl presente en el gen de la B8-

lactamasa (amp¥) en PBR 322, no se encuentra en PUC 18,

La purificacioén y amplificacién del plasmido se llevd a cabo
a partir de cultivo bacteriano Fig. 8; como cepa receptora se
utilizé a E. coli MC1061 [hsdR2, hsdM* hsds* araD139 (ara-
leu) 7697 (Lac)x 74, gal E15, galk 16, rpsh (Str® mcraA
mcBl], la cual se hizo competente para su transformacion de
la siguiente manera: un volumen de medio Luria (LB: tripto-
na 1%, extracto de levadura 0.5%, NaCl 0.5%) se inoculd con
1/10 de volumen de cultivo bacteriano crecido hasta su fase
estacionaria. El cultivo se mantuvo a 37°C con agitacién
media hasta que alcanzdé una densidad optica de 0.5 a 550 nm;
una vez que el cultivo alcanzdé la densidad adecuada se cen-
trifugé y con el objeto de permeabilizar su membrana se

resuspendié en la mitad del volumen original con una solucidn

31



de CaCl, 100 mM . Las células se incubaron 15 min a 4°Cy
se recuperaron por centrifugacién a 3000 g durante 5 min;
posteriormente se resuspendieron en 1/15 del volumen origi-
nal. A 200 ul de células competentes se les anadieron de
100 a 200 ng de DNA a transformar, y se incubaron 30 min a
4°C; a continuaciodn se dié un choque térmico a 42°C por 2 min
Yy se colocaron en hielo/agua a 0°C 1 min; finalmente se res-
tablecidé 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 estimdé el indice de transforma-

cion.
IV.C PREPARACION DEL DNA RECOMBINANTE

En la obtencién 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 méleculas, con
objeto de determinar con cual de estas se observaba el mayor

indice de transformacidn.

Inserto. En ambos casos se alinearon las moléculas de dcDNAc,
polimerizando los extremos 5' 6 3' protruyentes, con ayuda
del fragmento mayor de la DNA'golimerasa I (Klenow, 12 U) en
presencia de Tris-HCl 100 mM, pH 7.5 MgCl, 40 mM, DTT 1.5 mM,
dCTP, 4GTP, 4TTP, y 4dATP a 35 mM cada uno; la reaccion se

incubé 60 min a temperatura ambiente, posteriormente el
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dcDNAc se extrajo con solventes orgdnicos de la forma ya
descrita y se precipitd con 2.5 volumenes de etanol y 1/10 de

volumen de NaCl 2M. Una vez generados los extremos rasos en
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toda la muestra de DNA (120 ng), se tomd 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 solucién de
NaCl 50 mM, MgCl, 10 mM, Tris~HC1l 10 mM, pH 7.5 y de

2-mercaptoetanol 1 mM. La reaccion se incubé a 37°C por 60
min y posteriormente la enzima se inactivé a 70°C durante 10
min. Al bNA metilado y con extremos rasos se ligaron adapta-
dores para EcoRI ([5'd(pGGAATTCC)S5'] usando T4 DNA ligasa (5

U) en presencia de un amortiguador de Tris-HCl 50 mM, pH 7.8
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que contenia DTT 15mM, MgCl, 8mM, y ATP 2mM. La reaccidn se
incubdé a 15°C por 16 h y la enzima se inactivé a 70°C por 10
min. Posteriormente se generaron extremos cohesivos y com-
plementarios en el DNAc mediante digestion con 60 U de la
enzima EcoRI en una solucién de Tris-HCl 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 cromatografia de exclusidn en
BioGel A5M. La muestra se precipitd con 4 volumenes de

etanol y 1 volumen de NaCl 2M.

Vector. Se digirieron 10 ug del PUC 18 con 50 U de la enzima
Smal a 25°C por 4 h y 10 ug de este plasmido con 50 ug de
EcoRI durante 4 h a 37°C; para evitar la recircularizacion
del vector linearizado se utilizaron 150 U de la enzima
fosfatasa alcalina bacteriana (BAP de BRL) en Tris-HCl 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 precipitd con etanol y acetato de
sodio 3M, pH 8. El plasmido digerido se separdo del no digeri~-
do mediante electroelucioén, de la siquiente manera: a partir
del gel de agarosa (0.8%) se cortdé la banda del plasmido
linearizado y se colocd en una bolsa de didlisis (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
contenia 200 xl de solucidén de Tris acido bérico-EDTA (TBE)
diluido 10 veces la cual se cerrd en sus extremos, se colocd

en una camara 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 dialisis se cambio el sentido
de la polaridad, durante 40 segundos y se pardé la corrida.
La muestra se recuperdé del amortiguador por precipitacion con

etanol y acetato de sodio 3M pH 5.

Reaccién 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 reaccidén de
ligasa, se incubo a 14°C por 16 h en presencia de una solu-
cioén Tris-HCl 50 mM pH 7.8 que contenia ATP 2 mM, DTT 20 mM,

MgCl, 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-

formacidén con los plasmidos recombinantes de acuerdo al
procedimiento que se describe en la seccidén IV.B. Las ceélu-
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 clonas que no estaban aisla-
das se hizo una preparacion general de plasmido para su

almacenaje y uso posterior.

V. IDENTIFICACION DE CLONAS POSITIVAS

La clonas que contenian secuencias homdlogas a las proteinas
de nucleocapside (C), membrana (M) y de la glicoproteina de
envoltura (E) se identificaron por hibridacién homdloga a
partir del banco de DNAc de dengue 2 mexicano, utilizando
inicialmente como sondas dos clonas de DNAc de la regiodn
estructural (C38) y no estructural (C5) de dengue 2S1 (cépa
vacunal serotipo-2), ambas estan clonadas en el sitio péra
EcoRI del plasmido pGEMI; C38 contiene los nucleétidos 16 al
2103 que cubre la informacidén para las proteinas C, prM, M y
parte de la proteina E. La clona 5 contiene los nucledtidos

4635 a 7947 que corresponden a proteinas 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 Tecnoldgico de California,

Pasadena, CA.

El escrutinio inicial del banco se hizo por hibridacién 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 sdélido hasta que el
desarrollo de la misma fué de aproximadamente 2 mm de exten-
sién (12 h) a 37°C. Posteriormente se lisaron las bacterias
con NaOH 0.5M y NaCl 1.5M durante 5 min; los filtros se
neutralizaron con Tris HC1l 0.5 M y NaCl 1.5M dos veces du-
rante 5 minutos y se fijé el DNA a 80°C con vacio durante 2
h. Los restos celulares se eliminaron por lavado sucesivo, 3
veces con NaCl 0.36 M, Na,HPO, 20 mM, Na,EDTA 2mM pH 7.2

(SSPE) durante 5 minutos.

Los filtros se prehibridizaron a 42°C durante 3 h en 8 ml de
mezcla de hibridacién [amortiguador de citratos 9 mM, pH 7.4,
que contenia 0.9 M NacCl, 0.1% SDS, 100 ug/ml de DNA de esper-
ma de salmén desnaturalizado en solucion Denhardt's (0.1%
ficoll, 0.1% BSA, 0.1% PVP)]; transcurrido este tiempo se
hizo un pequefio corte en la esquina superior de la bolsa y
con ayuda de una pipeta Pasteur se retiro esta solucidn y se
agregaron 4 ml de la misma mezcla que contenia 200 ng de la
sonda previamente desnaturalizada por ebullicién 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 NaCl 50mM, que contenia
MgCl, 10 mM, DTT 1mM, gelatina 0.1 mg/ml, dCTP, dGTP, dTTP 20
uM cada uno y 15 uCi de [32P]-dATP 15 uCi (3000 Ci/mM). La
reaccién de marcado se hizo a 14°C durante 2 horas y se paro
a 70°C durante 10 min., La marca libre se elimind por croma-
tografia en Sephadex G-50. Una vez que se agrego 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
(1/X) (y/5) (2/10) (2),

concentracién en ug sonda, y = complejidad en kb y

medio de renaturacion del DNA

donde X

il

Z = volumen de reaccién en ml]. A continuacién 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 plastico (Ega-Pack) y se expusieron a
una pelicula Kodak (X-Omat) durante toda la noche a -70°C;
al dia siguiente se revelaron los films. Algunas clonas que
dieron senal positiva se utilizaron como sondas en una segun-
da e incluso una tercera hibridacidén en el banco de DNAc para
identificar clonas de los extremos 5' y 3' de los genes
analizados.
VI. PURIFICACION DE PLASMIDOS Y ANALISIS DEL TAMANO DE LOS
INSERTOS
Los pldsmidos se purificaron a partir de las clonas que dieron
sefial positiva para las proteinas estructurales y se digi-
rieron con enzimas de restriccién, con objeto de analizar el

tamafio de los insertos por electroforesis en gel de agarosa.
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La preparacidén de plasmido se hizo de la siquiente manera. Se
sembrdé una asa de cada una de las colonias bacterianas en 5
ml de medio LA y se crecidé con agitacidén rapida a 37°C hasta
su fase estacionaria; a continuacién 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 oéptica de 0.5 a 500 nm;
en ese momento se agregd cloranfenicol (150 upug/ml) para
favorecer el enrriquecimiento de los plasmidos, dejdndose en
agitacidén durante 18 h a 37°C. Posteriormente las células se
colectaron por centrifugacidén a 2,500 g durante 20 minutos,
retirdndose el sobrenadante y el paguete celular se resus-
pendié en 30 ml de solucidén TES (50 mM Tris pH 7.5, 80 mM
EDTA y 10% de sacarosa) mas 10 mg/ml de l}sozima, 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
continuacidn se hizo una precipitacién diferencial a partir
de los sobrenadantes con medio volumen de cloruro de litio al
20% y un volumen de isopropanol al 100%, los cudles se conge-
laron a -70°C, y descongelaron dos veces y se centrifugaron
a 15,000 g durante 10 min. E1 precipitado, se resuspendié en
500 pul de solucidén TE (10-1) (Tris HCl 10 mM, pH 7.5, EDTA 1
mM), con 30 ul de RNAsa A 1 mg/ml previamente hervida a
37°C por 1 h y el material insoluble se precipité por
centrifugacién a 17,000 g durante 5 min. Los plédsmidos se

recuperaron del sobrenadante por extraccioén con solventes
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orgadnicos (fenol/cloroformo) y se precipitaron con etanol y
acetato de sodio 3M, pH 5. Con objeto de analizar el tamarno
de los insertos, se hizo una doble digestidn de los plasmidos
(10 pg) com Eco/Hind III para los que tenian insertos en el
sitio para Smal, y con EcoRI (10 U) para los gque estaban
clonados en el adaptador de EcoRI. Los insertos se separaron
del vector por electroforesis en agarosa de bajo punto de fu-
sidén (Sea-plague al 2%), con voltaje constante (100 volts):
en el gel se incluydo como marcador de peso molecular al fago
X 174 digerido con HaelIlII. Al amortiguador de corrida
(TBE1X) se le agregd 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 bisturi. La agarosa
se pasd a un tubo Eppendorf con 10 volumenes 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 retird el
liquido agregéﬁdose un volumen de TE (10-.1) y recuperando
el DNA de los insertos por fusioén de la agarosa a 60°C du-
rante 10 min; a continuacidén el DNA se extrajo con fenol
cloroformo. Para retirar los restos de bromuro de etidio de
la muestra, antes de precipitarse se hizo una extraccién con
isopropanol saturado con TNE (NaCl 5M Tris 100 mM, EDTA 1

mM) .
VII. SECUENCIACION NUCLEOTIDICA

La secuenciacién del DNA se llevd 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 sintesis in vitro de una cadena de DNA con DNA poli-
merasa del bacteriofago T7, 1la 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-
cledtidos (ddNTPs), la enzima cataliza la polimerizacidén de
la cadena hasta que un ddNTP andlogo es incorporado. En
reacciones individuales para cada 2'-3'ddNTP se complementa
la informacidén de la secuencia, y las cadenas marcadas de
diferentes tamahos se resuelven por electroforesis en gel de
acrilamida, revelandose por autorradiografia. La secuencia

se obtiene por lectura directa del film.
A. Purificacidén del Templado

La purificacion 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 mpl8 en el sitio de Smal.
Con este propdésito se alinearon los extremos protruyentes de
la manera ya descrita en la seccidén IV.C y se ligaron con T4
DNA ligasa; los fagos recombinantes se transfectaron en la
cepa JM 101 de E. coli [F' tra D36, ProAt proB, lacI9, Lac

ZAM 151, Sup E thi (lac-proAB)] que se hizo competente con
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CaCl, para su transfeccién (seccién 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 dio 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 agregd 20 ul
de isopropil B-D tiogalactopirandsido (IPTG) 100 mM, 50 pul de
5-bromo-4-cloro-3-indolil B-~D galactopiranosido (X-gal) al 2%
en dimetil formamida (DMF), 200 ul de células JM10l en creci-
miento exponencial y 3 ml agar liquido en medio minimo esen-~
cial. La mezcla se homogenizd y se virtidé en cajas Petri con
agar sdlido en medio minimo. Se permitioé 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 JM10l1 previamente diluidas 1:100 en
medio fresco, y se incubaron a 37°C durante 6 h; estas se
centrifugaron en tubos Eppendorf y se recuperdé el sobrena-
dante guardandose a 4°C toda la noche. Al dia siquiente
se anhadieron 220 ul de PEG al 20% en NaCl 2.5 M, se dejd 30
min a temperatura ambiente, se centrifugd en microfuga du-
rante 15 min y se resuspendidé en 100 ul de Tris 10 mM, EDTA
0.1 mM. Finalmente el DNA se extrajo con solventes organicos
(fenol-cloroformo) y se precipitdé con etanol y NaCl 2M. E1l
csDNA se resuspendié en agua megapura estéril y se observd en

mini-gel de agarosa al 1%.

42



B. REACCIONES DE SECUENCIA: ALINEACION DEL "PRIMER" CON EL
TEMPLADO, REACCION DE MARCAJE, ELONGACION DE LA CADENA Y

Y TERMINACION DE LA SINTESIS

La alineacidén del iniciador de M13 con el templado se llevod a

cabo en un soloc tubo de reaccidén utilizando 0.5 pmoles de
"primer" universal (5' GTAAAACGACGGCCAGT-3'), 200 mM Tris-HCl
pH 7.5, 100 mM MgCl,, 250 mM NaCl y 2 pug de DNA en un volumen
de 10 ul; la mezcla se incubd en el multibloque a 65°c por 2
min y se dejd que la temperatura descendiera lentamente hasta
35°C (no menos de 30 min). Cuando la temperatura es menor de
35°C y la alineacidén es completa, se procede a la reaccién

de marcado. A la reaccién anterior (10 ul) se agregd una

mezcla de 7.5 uM de dGTP, dCTP y dTTP, 19 uCi/ul [a-328)
~-dATP (1000-1500 Ci/mmol), 0.1 M de DTT y 10 U de T7DNA
polimerasa en un volumen de 15.5 ul; la reaccidén se incubéd a

temperatura ambiente durante 5 min. Para la terminacidén de

la reaccién, se transfirieron 3.5 ul de esta mezcla a 4 tubos
Eppendorff marcados para cada nucledtido A, C, G y T; a cada
uno de estos tubos se agrego la mezcla de terminacion con

cada uno de los andlogos, de la manera siguiente:

Para G: 80 uM d4GTP, 80 uM dATP, 80 uM d4dTTP, 80 uM

ddGTP, 50 mM NacCl.

Para A: 80 uM dGTP, 80 uM 4dATP, 80 uM 4dCTP, 80 uM dTTP, 8 uM
ddATP, 50 mM NacCl.
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Para T: 80 uM 4GTP, 80 uM dATP, 80 uM d4dCTP, 80 uM 4TTP, 8 uM

ddTTP, 50 mM NaCl, y

Para C: 80 uM d4dGTP, 80 uM dATP, 80 uM 4CTP, 80 uM 4TTP,

80 uM ddCTP, 50 mM NaCl.

Se incubd la reaccidén a 37°C durante 5 min y se agregaron 4
pl de solucidén para detener la reaccidon 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 siliconizd con sigmacote.

El gel se precorrié una hora en amortiguador de TBE pH 8.3 a
1600 volts y 40~-50 watts, hasta que el gel alcanzdé una
temperatura entre 50 y 55°C. Las muestras se desnaturaliza-
ron a B80°C durante 2 min, inmediatamente antes de cargarlas
en el gel. En cada corrida se permitid 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 solucidn de
dcido acético al 10% con metanol al 12% durante 1 h, poste-
riormente se hornearon a 80°C toda la noche y al dia si-
guiente se sometieron a autorradiografia con pelicula Kodak

X-Omat a temperatura ambiente durante 18 h.

44



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' 6
3' se sintetizaron directamente a partir de mRNA con oligonu-
cledtidos sintéticos especificos de diferentes tamanos (no
menos de 12 nt), utilizando transcriptasa reversa (AMVRT). La
reaccioén se llevd a cabo mediante el procedimiento descrito

en la seccién IV.A.

El DNAc sintetizado de esta manera se amplificé para su
posterior utilizacidén en la sintesis de templado en analisis
dg secuenciacion, mediante el método de PCR, descrito origi-
nalmente por Mullis (46), el cual permite la amplificacidn
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 desnaturalizacién del DNA
otra gue favorece la alineacion de los "primeros" y una
adicional que ayuda a la polimerizacidn de la cadena sin-
tetizada; estos tres pasos consecutivos se refieren a un
ciclo y la reaccion esta basada en la repeticidon de estos
ciclos amplificando el segmento de 10° a 10% veces. Se utili-
26 una DNA polimerasa de 94 KDa termoestable gque posee una
alta procesividad (tagq DNA polimerasa). La reaccién se llevé
a cabo en un volumen final de 100 ul que contenia 10 mM de

Tris-HCl pH 8.3, 50 mM KCl, 1.5 mM MgCl,, 0.01% de gelatina
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(peso/vol) una mezcla de 200 uM de cada uno de los dNTP's,
1uM el "primer" & iniciador 5-3', 1luM del iniciador en sen-
tido 3'-5', 1 ng de DNA templado y 2.5 U de tag 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
evaporacién de la muestra a cada uno de los tubos se les
agregd de 50 a 100 ul de aceite mineral. La programacién del
multiblogue se hizo con el siguiente protocolo: el primer
ciclo se llevo a cabo una sola vez a %94°C 2 min, 50°C 3 min y
72°C 2 min. El segundo ciclo se repitidé 28 veces a 94°C 1
min, 50°C 2 min y 72°C durante 2 min. El udltimo 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 amplificacion las muestras se
limpiaron del aceite mineral con cloroformo, 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 NaCl 1.5 M con NaOH 0.5M 60 min a temperatura am-
biente para desnaturalizar el DNA, luego sen neutralizaron en
una solucion de Tris~HC1 1M pH 8.0 y NaCl 1.5M durante 1 h a
temperatura ambiente, con inversioén lenta; a continuacidén el
gel se saturod Con una solucion de SSPE 10X durante 30 min y
se colocd sobre un papel filtro Whatman de 3 mm que hacia
contacto con el amortiguador de transferencia (SSPE 15X);
éste se cubrié 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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cubrid con plastico Kleen-pack y se dejdé transferir 18 h a
temperatura ambiente. Al dia siguiente se recuperd¢ la nitro-
celulosa y se sumergiodo en SSC 6X 5 min a temperatura am-
biente; posteriormente se retirdé el exceso de SSC y se dejo
secar en una hoja de papel filtro; ya seco el DNA se fijo
por calor a 80°C con vacio durante 2 h y se guardd en papel

Whatman hasta su uso.

La reaccién de marcaje de los oligonucledtidos sintéticos
especificos se llevd a cabo en un volumen de 100 ul con 50mM
de Tris HCl pH 7.6, 1 mM de espermidina, 0.1M MgCl,, 1 mM
EDTA, 50 mM DTT, 300 ng de oligonucledétido, 20 uCi de 5'r32p-
ATP (3000 Ci/mmol) y 10 U de la enzima polinucleotido
cinasa. La reaccioén se incubd a 37°C por 30 min y posterior-
mente se pardé con 0.5M EDTA. Finalmente se hizo una extrac-
cidén con fenol, otra con cloroformo y se precipitd con etanol
y NaCl 0.5M. La hibridacién se llevd a cabo bajo el procedi-
miento de la seccion V utilizando como solucion hibridizadora
2 X 8sC, 0.2% SDS (w/v), 1mM EDTA, 50% de formamida y 2 X
solucidén Denhardt's. Las muestras positivas se subclonaron en
bacteriéfago M13mpl8, para el analisis de secuencia nucleo-

tidica de la manera descrita en la seccién VII.

IX. PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA

La prediccién de estructura secundaria de las proteinas

estructurales del virus del dengue se basdé 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 proteinas de
membranas se usaron las modificaciones de Chou/Fasman y
Garnier (52). En 1la prediccion de hélices de membrana se
utilizaron los programas de Rao y Argos (53), Klein (54) vy

Eisemberg (55).

La prediccién conjunta se llevé a cabo analizando las re-
giones concenso para cada motivo estructural, complementando
con los siguientes parametros fisicoquimicos: hidrofilicidad
de Hoop y Woods, (56) hidrofobicidad de Miyazawa (57), hidro-
patia de Kyte y Doolitle (58), flexibilidad de Karplus (59),
antigenicidad de Hoop y Woods (56), y polaridad de Graham

(60). En el cdlculo y anadlisis de la estructura secundaria
se utilizaron los programas Predict 7 de. Carmenes (61),
Seganal de Crofts (62) versién 1.03, Universidad de Illi-

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

En los meétodos de Chou y Fasman (47), Deleage y Roux (50) y
Levitt (51), se utilizdé una ventana de 7 residuos de aminoa-
cidos para calcular los valores de Pa y Pg en la proteina de
nucleocapside y la proteina precursora de mémbrana. En las
proteinas de membrana y de envoltura se utilizé una ventana
de 11 residuos de aminoacidos en los calculos de Pa, P8 y Pt.
Para los métodos modificados de Chou, Fasman y Garnier (47 y
62), asi como en los programas de Rao y Argos, (53) Eisemberg
y Klein (54 y 55) se utilizdé una ventana de 19 aminodcidos.

En todas las proteinas se usé inicialmente la constante de
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decisién (CD) mads simple y al observar los porcentajes de a +
B mayores del 50% se cambidé la CD = 0, CDB = 20, n =1, En
el método de Gascuel y Goldmar (4%) se utilizaron las si-

guientes constantes:

N[S]a = 1.10; N[(S]B = 1.545 y N[S] coil 0 1.00.

La prediccidén de la estructura para cada proteina se llevd a

cabo tomando en cuenta los siguientes parametros:

1. Prediccioén independiente por cada uno de los métodos.

2. Asignacién de alfa hélices con requerimiento minimo de 6
aminodcidos formadores de hélices alfa consecutivos, para
B plegada 4 aminodcidos consecutivqs con alta probabili-
dad de formar esta estructura y para giro 8 de 3 aminoa-
cidos con las mismas caracteristicas que los anteriores.

3. Cada residuo de a hélice asignado por una conformacidn
consenso fué corregido los parametros estadisticos pro-
puestos por Richarson (84) de la discrepancia en la lon-
gitud dada por los diferentes métodos, tomando en cuenta
la preferencia de los aminoacidos por los extremos de la
hélice, tomando en cuenta.

4. Correccién de las estructuras asignadas utilizando indi-
dices fisicoquimicos. Los indices de flexibilidad de
cadena e hidropatia se tomaron como indicadores recipro-
cos complementarios de la posicidén de segmentos polipép-

tidicos con respecto al interior hidrofébico de las
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proteinas (85).

Los segmentos con alta hidropatia y baja flexibilidad fue-
ron considerados como estructuras f-plegadas, mientras
que los segmentos con baja hidropatia y alta flexibilidad
fueron tomados como estructuras no definidas "al azar",

denominadas estructura no repetida (ENR) (72.

Prediccidn de hélices anfipaticas tomando en cuenta un

promedio de hidrofobicidad de 0 - .2, con un momento
hidrofoébico de 0.3 - 0.4, usando un angulo de 100 grados.
Los datos positivos se correlacionaron con la probabili-

dad de superficie e hidrofilicidad.

En la localizacidn externa de los segmentos se tomaron en
cuenta los indices de hidrofilicidad (antigenicidad),
probabilidad de superficie y polaridad, y en la locali-
zacidén interna los indices de hidropatia e hidrofobici-

dad.
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RESULTADOS

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

El aislado viral se identifico como dengue serotipo-2 por
medio de anticuerpos monoclonales tipo especificos; sin
embargo, los anticuerpos provenientes de liquido ascitico de
raton 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 llevd a cabo
la titulacidén y la clonacién de la misma. Se observd que se
tenia una poblacioén con un titulo muy bajo (1.4 X 103
UFP/ml), de crecimiento lento, que presentaba un efecto
citopatico tardio, 1la cual, después de 12 dias de infeccion

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

IDENTIFICACION DEL VIRUS (Den 2M)
POR INMUNOFLUORESCENCIA EN CELULAS TRA-284
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con una formacidén de placa litica muy heterogénea (Fig. 11).
Por lo anterior, se escogieron las poblaciones virales que
daban placas de mediano tamano y se clonaron en agar de la
manera ya descrita, hasta que se obtuve una poblacidn homogé-
nea. Esta se mantuvo durante 8 pases sucesivos en cultivos de
ceélulas TRA-284, con lo que se logrd aumentar el titulo a 1 X
108 UFP/ml; el tiempo en el que se observd el efecto citopa-

tico se redujo a 6 dias post infeccidén , y una fluorecencia

positiva en un 90% al octavo dia de infeccidén. Esta prepara-

—

NEGATIVA POSITIVA

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

Fig. 11

cién se observd por microscopia electronica, lograndose

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

Posteriormente la cepa viral se propagd en células TRA-284
con el objeto de llevar a cabo la extraccion del mRNA(+) a
partir del sobrenadante de los cultivos infectados segun los

procedimientos descritos en la seccién II. El rendimiento de

52



£S

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 logrd tener una concentracién adecuada de virus. Sin
embargo, se obtuvo una muestra mas pura de mRNA a partir de

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

FPurificacion de RNA por co- RNAsa Rl\?/llnsa

lumna de Inmunoadsorcion

41 ADSCRBIDO CON RNAsa
Adsorbido No adsorbido 2 NO ADSORBIDO CON RNAsa
3 ADSCRBIDO SIN RNAsa

4 ADSORBIDO SIN RNAsa

Fig. 13 Fig. 14
muestra con la enzima RNAsa A y analizarla mediante electro-
foresis en gel de agarosa, se aprecidé una degradacioén total
de la misma, lo que nos sugirid que se trataba de RNA
(Fig. 14). La concentracidén del mRNA estimada por densidad

éptica a 260 nm fué 2.8 ug/ul.
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ITI. CONSTRUCCION DEL BANCO DE DNAc

SINTESIS DE dcDNAc. En la figura 15 se muestra la estrategia
utilizada para la sintesis del DNAc del virus del dengue,
genotipo 2 mexicano. Para la primera cadena se utilizaron 3
pg de RNA., El rendimiento de la sintesis en esta reaccién
fué del 40% ya que se obtuvieron 1.2 pug de csDNAc estimado

por la incorporacidén de [32P]-dATP. Para la sintesis de 1la

5’ AUG 3
mRNA [ T ]
[ ] Random
Reverse transcriptase +dNTPs hexanucleotice
AUG primers
C B )
cONA IR e
E.coliRNase H
. AUG
s o v e e Y e e
cONA NN
NA pol ]
DNA polymerase +dNTPs
A'ETG
cCNA NN
- |
T4 DNA polymerase
A’}'G
5 |
.1 ]
Double-stranded cODNA
Fig. 15

segunda cadena, con el método aqui utilizado, no se necesité
hidrolizar el RNA del heteroduplex RNA-csDNAc, sino que se
usé como templado esta molecula hibrida y la enzima RNAasa H
con la cual se digiridé parcialmente el RNA para que funciona-
ra como iniciador. El RNA se reemplazdé utilizando las enzimas

DNA pol I, y T4 DNA polimerasa. Esta reaccidn se llevd a
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cabo con 600 ng de csDNAc igualmente determinados por incor-
poracién de [32P)-dATP. De esta manera se.obtuvo un DNA de
doble cadena sin estructura de horquilla. Esta muestra se
separd® de los nucledtidos libres por cromatografia en Sepha-

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

METILACION Y ALINEAMIENTO DEL DNAc. Se modificdé 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 tomd 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 clonacién (PUC1l8), se generaron
eXtremos cohesivos y complementarios en el c¢DNA mediante
digestion con EcoRI. El exceso de moléculas oligoméricas se
eliminaron de la preparacion utilizando cromatografia de
exclusién molecular Bio Gel ASM. Se recuperd el 76% de la

muestra (95 ng).

LIGADO DEL cDNA AL PLASMIDO VECTOR. Para ligar el inserto
con el vector se utilizé un exceso de vector con respecto al
DNAc, en una proporcioén molar aproximada de 3:1. Previamente

se digirieron 10 pg de PUC18 con Smal y 10 pg del plasmi-
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do con EcoRI y una vez linearizado tanto en extremos rasos
(Smal) como cohesivos (EcoRI) se desfosfataron con BAP para
evitar su recircularizacion (Fig. 16 y 17). La muestra se
limpié de BAP con solventes organicos recuperando . aprox-
imadamente 8.5 pg de cada preparacidén. El pléasmido digerido
se separo del no digerido por electroelucion en gel de agaro-
sa, logrando recuperar el 70% de la muestra, o sea 5.95 ug de

PUC18.

Purificacion del Vector

12 3 4 5

1 PUC/Sma I
2 PUC Eco RI
3 PUC 18

4 PUC/Sma I/BAP 1 PUC +cDNA TOTAL
5 PUC/Eco RI/BAP > PUC 18
Fig. 16 Fig. 17

TRANSFORMACION DE E. coli MC1l061 CON ILOS PLASMIDOS RECOMBI-
NANTES. La cepa competente para su transformacion con los

plasmidos recombinantes se utilizdé cuando tenia una eficien-
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cia para transformar PUCl1l8 super helicoidal (control) de
aproximadamente 2 1 X 107 transformantes/ug de plasmido. 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 clonacidn se obtuvo generando extremos
rasos y clonando en el sitio para Smal, ya que se observo un
indice de transformacion mas elevado que aquel utilizando la

clonacion en EcoRI (Fig. 18).

BANCO DE DNAc DEL GENOMA DEL VIRUS DEL DENGUE 2 MEXICA.NO
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TAMANO DEL BANCO DE DNAc. La probabilidad de obtener una
secuencia de DNA especifica representada en una biblioteca

gendémica puede calcularse por medio de la siguiente férmula:

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

en donde:
P = Probabilidad deseada
f = Proporcion fraccional del genoma en una sola recombi-
nante.

N = Numero de recombinantes necesarios.

Considerando que el genoma del virus del dengue tiene un
tamano aproximado de 11 kb y que el tamano promedio de 1los
insertos en el banco de DNAc es de 500 pares de bases, tene-

mos que:

N =41n (1 - 0.99) - g9 recombinantes

In1 -2 X110
1.1 X 107

Es importante considerar que la probabilidad de clonar los
extremos de los segmentos génicos es menor que la de clonar
regiones centrales. Sin embargo, esperabamos que el banco
estuviese bien representado, ya que evitamos el tratamiento
del DNAc con nucleasa S1, 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 homdélogas a las proteinas de
nucleocapside, membrana y de capa externa viral. La primera
busqueda de recombinantes se hizo en 1200 colonias, utilizan-
do sondas homdlogas C38 y C5 (Fig. 19a y 19b) del virus del

dengue S1 (cepa vacunal). En la sonda €38 ' se encuentran

OBTENCION DE LA SONDA
PARA  Gp&O

| c3
‘ C38<<:+ Hind I — 1353
b 8 _4078
— 872
— 603
)
" EcoR I
16 937 2403
c PM. | M| 2z E
942 1154
1
i 155 —""_ 3034 HhoI
» 4 234 5
v
S 16 2103}
l )
Lo PeM My 1 PGEM1-C38
"ot 2 CM
EcoRT 3 E
4 CM
5 (OX/Hae T
Fig. 19a. Fig. 19b.
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representados, casi en su totalidad, los genes que codifican
las proteinas estructurales, y en C5 se halla representado
casi el 60% de la informacion para proteinas no estructu-
rales. La hibridacién se efectud en '‘condiciones que permitie-
ran un 70% de homologia, o sea, un 30% de bases errodneas
durante la reasociacién de la doble cadena. Se lograron
identificar 102 clonas positivas para proteinas estructu-
rales, a las cuales se les hizo una segunda hibridacidn con
la sonda para la regidén no estructural, descartando 57 clonas
que presentaban una sefal que no podia distinguirse del
fondo. En esta forma con la sonda C38 se ratificaron 45

clonas (Fig. 20).
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CLONAS POSITIVAS PARA PROTEINAS
ESTRUCTURALES DEL VIRUS DEL DENGUE

Fig. 20
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ANALISIS DE LAS CLONAS POSITIVAS. E1l tamano de los insertos
de DNAc contenido en las 45 clonas gue dieron senal para
proteinas estructurales se determinaron mediante electrofore-
sis de los productos de digestion de sus plasmidos con las
enzimas de restriccién EcoRI/Hind III, lo que permitid prote-
ger el sitio de Smal; 1los resultados indican gque el tamano
varia entre 300 y 1000 pares de bases (Fig. 21). Con el
propdsito de identificar clonas especificas para cada una de
las proteinas virales, los geles se transfirieron a filtros
de nitrocelulosa y se hibridaron con oligonucledtidos sinté-
ticos especificos para cada proteina, marcados con 5'

1(32P-ATP) y la enzima polinucledtidocinasa.

Andlisis del tamano de los Insertos

““ﬂﬂ ~hﬁu§

i
L

1553
1078 —
872
603 —
310 —
234 —

©X 8 93101 3421222728

Fig., 21
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CARACTERIZACION DE LOS INSERTOS POR SECUENCIACION NUCLEOTIDI~
CA. El andlisis de la secuencia nucleotidica se llevé a cabo
por el meétodo de la cadena terminal (45), para lo cual los
insertos de las clonas (+) para proteinas estructurales se
recuperon por electroelucion y se subclonaron en bacteridfago

M13mpl8 y M13mpl9 (Fig. 22). La ubicacién de las regiones

SUBCLONACION DE INSERTOS EN M13 MP18

Fig. 22
secuenciadas se hizo por analogia con la secuencia reportada

previamente para la cepa prototipo de dengue-2 (Nueva Guinea
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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 hibridaciodén en el banco gendmico.

ESTRATEGIA DE SECUENCIACION DE LA REGION ESTRUCTURAL DE D2M

5T

13

- 221

—— 18

—

—~—p 481

+ 44
-+ 12

O 200 400 00 BOO 1000

4200 4400 4600 4800

2000 2200 2400
Fig.

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

DAS. Las secuencias

representadas en el banco,

de los genes en estudio, que no estaban

se sintetizaron directamente a

partir de mRNA(+) con oligonucledétidos sintéticos especi-

ficos. El material sintetizado se amplificdé por PCR para su

posterior utilizacién en la obtencidn de templado para anali-

sis de secuenciacion (Fig. 24a y 24b). E1l DNAc amplificado se

Amplificacion cONA por PCR

12345

A (DX /Hae TIT

2 cONA (PCR) E/CM

3 cONA (PCR) E

4 cDNA SIN AMPLIFICAR

{ Rondon Primer)
5 CONTROL (+)\

Fig. 24a
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Fig. 24b
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analizé mediante electroforesis en gel de agarosa y se con-
firmo por Southern blot utilizando los mismos oligonucleodti-
dos sintéticos marcados radiactivamente. Para el andlisis
posterior de la ‘'secuencia nucleotidica, las nuestras positi-

vas se subclonaron en bacteriéfago M13mpl8 (Fig. 24c y 24d).
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I I I I
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cDNA amplificado por PCR
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ANALISIS DE ESTRUCTURA PRIMARIA.

Al alinear tanto la secuencia nucleotidica obtenida para las
proteinas estructurales como la secuencia deducida de aminoa-
cidos con otras secuencias (28,63-71) reportadas para el
serotipo 2 del virus de dengue, encontramos que la organiza-
cion d el genoma en la region estructural es similar a la de
los Flavivirus reportados a la fecha. Inicialmente se encuen-
tra una regién no traducible de aproximadamente 97 nucledti-

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

ORGANIZACION DEL GENOMA DENGUE 2
(10 712)

97 nt 10 173 nt 443 nt

5'—CAP—{ ESTRUCTURAL NO ESTRUCTURAL —3!
/ . \

/ \

J L1 L ]

c prM E -NS1-NS2A-NS2B~-NS3-NS4A-NS4B-NS5

I
pr M
Diagrama 3

una estructura tipo CapIl (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 regiodn estructural comprende 2325
neucledtidos que corresponden a un producto poliproteinico de
775 aminodcidos (Fig. 26). La primera proteina codificada en

el genoma es la proteina de cdpside o C (Fig. 27a y 27b) 1la
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CODONES DE INICIO
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Displaying the Initiation codons: ATG, GTG.
On the complete sequence ( 2486 bases).
Using the Universal genetic code.
Fig. 25b

CODONES DE TERMINO
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Displaying the Stop codons: TAA, TGA, TAG.
On the complete sequence ( 2486 bases).
Using the Universal genetic code.
Fig. 25a
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SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y AMINOACIDOS DE LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES

DE DENGUE-2 MEXICANO
Fig. 26
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Fig. 27b
cual esta compuesta de 342 nucledtidos que corresponden a

114 aminoacidos, de los cuales un 22% son lisinas y argini-
nas, lo gue le confiere un caracter basico. Esta propiedad
podria estar asociada con la neutralizacién parcial de cargas

del RNA durante la formacién de la nucleocapside.

Se observa que esta proteina contiene una region rica en
aminodcidos hidrofébicos (45-63), la cual proponemos consti-
tuya la parte central de la proteina (Fig. 28a). En el
extremo carboxilo se encuentra otra regién hidrofébica de 12

aminoacidos (103-114), que podria funcionar como una secuen-
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SECUENCIA DE LA PROTEINA DE MEMBRANA DENGUE-2M
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cia sehal para la translocacién del precursor de la proteina
M al reticulo endoplasmico. Al final de esta regiodn se

encuentra el sitio probable de corte de la proteina.

De acuerdo con orden en el genoma encontramos a la proteina
precursora de membrana o prM, (Fig. 29a y b) que contiene

91 aminodcidos que corresponden a 273 nucledtidos 1-3. Es-

MAPA DE RESTRICCION ENZIMATICA DE LA
PROTEINA PrM
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ta proteina inicia con un segmento hidrofébico corto, que ha
sido propuesto como sefial de traslocacién al reticulo endo-
plasmico, sequido de cinco regiones altamente hidrofilicas

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

la una alta solubilidad (fig. 30). En la posicién 66 de esta
proteina se localiza un sitio probable de glicosilacién con
la siqguiente composicién: Ser-Asn-Ser~Thr. Hacia el extremo
carboxilo de prM se encuentra la secuencia Lis-Arg-Ser-vVal
que podria ser el sitio de corte de esta proteina precursora

para producir M (Fig. 29a y 31) la cual es una proteina inte-
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gral de membrana que contiene regiones tanto hidrofilicas

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

pueden interaccionar ya sea con la nucleocapside viral ¢é con
la proteina de capa externa. A la proteina M no se le ha
podido dar una ubicacidn exacta en el viridn, pero se piensa
que es una proteina importante en el ensamblaje del mismo.
En su extremo carboxilo encontramos un dominio altamente
hidrofobico (57-75) que podria funcionar como senal en la
traslocacion de la proteina E al reticulo endoplasmico, La
proteolisis entre M y E podria ocurrir pasando la Thr que se

encuentra en la posicidén 75.

A continuacidon de la proteina M en el genoma se encuentra la
proteina de envoltura ¢ E, la cual contiene 495 aminodacidos
que corresponden a 1485 nucledtidos (Fig. 33a y 33b).' En la
posicidén 67 se encuentra la secuencia Leu-Thr-Asn-Thr-Thr
propuesta como sitio probable de glicosilacidén. Esta protei-
na contiene aproximadamente 10 regiones ricas en aminoacidos
hidrofilicos, que estadn 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 podrian representar sitios inmunoreactivos.
(Fig. 34). Aungque es una proteina predominantemente hidro-
filica, en su extremo carboxilo presenta tres regiones alta-
mente hidrofdbicas que podrian 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 proteina es la existencia de 12

77
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SECUENCIA DE LA PROTEINA DE CUBIERTA (E) DENGUE 2M

(€
! M R €C I G I S N R O F V E G V 5 6 6 S %W V 0O [ VvV L E H 6 S €C V T T MM A K N 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

38 kK P T L O F E L I K S E A K @ P A T L R XK Y € I E A X L T N T T T D S§ R C 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

7 P T @ G E P T L N E E @ D K R F V C K K 8§ M V D R G W G N 6 C 6 L F G K G m
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

112 ¢ I v 1T C A M F 1 € K K N M E G K V V @ X E N W K Y T 1 VvV I T P H S G E E 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

149 H A V 6 ! D Y 6 K H GG K € Vv XK I 1 p @ s s I T D A E L ¥ G Y G T V T H t C 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

186 s P R T G L D F N E M V L L @ M N D K A R L V H R @ W F L D L P L P W L °P 222
556 UCU CCA AGA ACG GGC CUC GAC UUC AAU GAG AUG GUG WUG CUG CAA AUG AAU GAC AAA GCU AGG CUG GUG CAC AGA CAA UGG WUC CUA GAC CUA CCG WG CCA UGG CUG CCC 666

222 G A D T @ 6 R K W 1 @ X E T L v ¥ F K N R H A K K @ D V V V L ¢ S @ €E 6 7 259

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 GUWJ GUU GUC UWUA GGU UCC CAA GAG GGG ACC 777
260 M4 K T A L T G A T E I @ M S S5 G K L L F T G H L K €C R L K ¥ 0 kK L @ L K G 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 CAA CUU AAA GGG 8833
297 M S Y S M C T G K F XK vV V K E 1 A E K @ H G T 1 Vv I R V @ Y E G D 6 s P C 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 UCY CCA UGC 999

>

3. XK T P F E | M D L E KX R H V L G R L T T V N P I VvV 1T E K D S P L N 1 E A E 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

3/ P P F G D S Y 1 ! 1 6 vV E P 6 @ L KX L,D W F K K A 5§ § I G @ M F E T T M G 407
1111 CCU CCA WUC GGA GAC AGC UAC AUC AUC AUA GGA GUG GAA CCA GGA CAA WLUG AAG CUG GAC UGG UUC AAG AAA GCA AGU UCC AUC GGC CAA AUG UUU GAG ACA ACA AUG GGG 1221

408 A R K R M A 1 L G D T A M D F 6 S L 6 G V F T § 1 6 K A L H @ V F 6 A 1 Y 4
1222 GCU CGC AAG AGA AUG GCC AUU WG GGC GAC ACA GCC UGG GAU UUU GGA UCU CUG GGA GGA GUG UUC ACA UCU AUA GGA AAG GCU CUC CAC CAG GUU UUU GGA GCA AUC UAU 1332

45 6 A A F S 6 V S W T M K I L I 6 V I 1 T ¥ I G M N S R S T S L S V s L v Lt &

1333 GGG GCG GCG UUC AGU GGG GUC UCA UGG ACU AUG AAG AUC CUC AUA GGA GUC AUC AUA ACA UGG AUA GGA AUG AAU UCA CGU AGC ACC UCA CUG UCU GUG UCA CUA GUA UUG 1443
[NS1

482 vV 6 V VvV T L Y L 6 V M V a A ’ 495

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

LTNTT SITIO 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 patrdn de
plegamiento de la misma. Ya que esta proteina esta involu-
crada con funciones bioldgicas importantes, como la interac-
cidén tanto con el sistema inmune como con receptores celu-
lares del huésped, se propone que uno o mas cambios en su
estructura pueden afectar estas funciones, por lo que decidi-
mos llevar a cabo un analisis comparativo tanto de nucleodti-
dos como de aminodcidos de 1la misma, con la proteina E de

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

das para maxima homologia segun el algoritmo de Myers Yy
Miller, utilizando cuatro espacios libres (72) (Fig. 35).
Encontramos que la homologia para nucledtidos va del 51.8% al
96.9%, y para la secuencia de aminoacidos del 25.8% al 97%,
tomando en cuenta unicamente los aminoacidos idénticos (Tabla

IT y Fig. 36).

Los resultados indican que existe una regién de maxima homo-
logia en los aminodcidos que van de la posicidn 98 a 110; de
hecho la posicién 100 es 100% conservada en Flavivirus. (Fig.
35) De manera similar en la proteina 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 proteina E de estos 10

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

DIFERENTES FLAVIVIRUS

PE1l

PEJAM

PEPR

PEGUI

PEMEX

PE3

PE4

PEFA

PEEJ

PEEAG

PESL

>0 oAl O IS Z W0 Z W0 - ZW0nH Z W Z w0+ Z W0 W ZW0nH

Z0nhHAH

100
000
100
67.87| 100
24.44; 000
73.5 100
68.69196.36| 100
23.84}) 2.83( 000
74.1 190.8 100
67.07]196.97166.46| 100
25.25] 2.42(25.85{ 000
73.7 {95.4 |91.,8 100
64.65|96.36|87.68;91.72| 100
24.24) 2.83) 3.64| 3.63| 000
74 90.6 (96.9 |91.2 100
74.14165.66|66.67|65.66{64.85] 100
18.18[25.86(25.05[25.66(26.46| 000
74.6 72 72.1 {71.7 [72.7 100
60.80(61.29/61.82160.00]59.19|56.65] 100
28.50(24.80(30.10(32.73|27.67(24.22| 000
72.8 |73.6 |73.5 |73.3 |73.1 [71.9 100
40.80(37.92(38.72142.34(41.39(39.,16(36.98| 100
29.00129.94132.73)31.01126.93)133.,94(31.21] 000
52.3 152.9 152.4 |52.9 |52.4 (63.2 (57.1 100
49.60145.83125.79144.93[46.03]46.52(43.85143.25| 100
30.35135.71(33.73(129.82(32.14|41.35(34.52|35.12| 000
59.2 |59.4 |59.5 |[60.3 [52.9 54 57.8 |54.2 100
38.317129.08(36.93(|35.47136.67|36.38]136.74140.63(38.,23| 100
30.25129.50(33.,59[32.16(30.00{29.96|33.20|34.71|37.45| 000
52.2 |52.7 |51.8 (55.7 |51.8 |52.3 |52.4 |60.2 |66.8 100
49.00145.04{46.23146.82146.73[47.13145.24(44.27(70.46140.98| 100
34.72135.91(32.94|25.00(27.52|27.32(35.52(29.64(17.96|28.81| 000
53.9 [59.7 |60.9 |59.6 [54.2 |54.3 |61.4 54 72.8 |67.9 100
PEl PEJAM PEPR PEGUI PEMEX PE3 PE4 PEFA PEEJ PEEAG PESL
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D2 wNGC
D2 JAm
02 P.R
D2 MEX
D1
D3

1«13

D2NGC 12V
D2JAM
D2P.R
02MEX

D1

03

04

02NGC
02JaM
O2P.R
D2MEX
43}
03
o0&

261

o2nGC
02JAM
02P.R
O2MEX
¢}

369

03
bé
D2NGC 48)
02JANK
D2P.R
DZMEX

01

03

04
02NGC 601
D2JIAN
D2P.R
O2MEX

01

03
04

02NGC 721
D2JAN
02pP.R
O2mMEX

D1

()]

D4
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na, los cuales son capaces de formar enlaces disulfuro, Yy
pueden contribuir a la conservacion de su estructura secun-

daria (Fig. 35).

El andlisis de las regiones comparadas indica que las varia-
ciones esperadas en la secuencia de aminodcidos aparentemente
no se encuentran distribuidas uniformemente a lo largo de las
proteinas, sino que existen dominios con mayor variabilidad y

otros muy conservados.

PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA. En la Tabla III se
muestran la composicidén de los motivos estructurales predi-
chos para las 4 proteinas de dengue-2 mexicano obtenidas por

diferentes métodos, asi como la prediccidén conjunta.

Proteina "C".

En la prediccidén conjunta observamos que esta proteina esta
constituida por un 38% de hélice a, 27% de f-plegada, 4% de
giro B y 31% de ENR Tabla III. Distribuidas a lo largo de la
secuencia hay 5 regiones para a, 5 para B, 1 para giro By 6
ENR. Las estructuras se encuentran divididas de acuerdo a sus
caracteristicas fisico-quimicas de la manera siguiente: (Fig.
37a, b y 38) una estructura a, una hidrofdbica (49-55) y 4
hidrofilicas (1=7, 12-21, 64-72, 82-92). Estas tres ultimas
estan pfedichas en una region polar y flexible. Las estructu-

ras f se encontraron de la siguiente manera: una hidrofé-

bica (45-48) y 4 hi-drofilicas (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 PROTEINA PRECURSORA DE M
MET % a % f %GIROS %ENR % a+pf MET % a % B %GIROS %ENR % a+p
Ch&F| 22 31 19 28 53 Ch&F| 14 22 41 23 36
D&R 45 13 4 38 58 D&R 13 14 32 41 27

L 42 18 5 35 60 L 16 14 3 67 30
G 34 39 6 21 73 G 34 14 30 22 48
G&G 31 23 46 54 G&G 19 16 65 35
MCF 44 42 12 2 86 MCF 33 16 23 28 49
GM 43 32 8 17 75 GM 39 8 45 8 47
PROTEINA DE MEMBRANA M PROTEINA DE ENVOLTURA E
MET % a % f %GIROS %ENR % a+f MET % a % f %GIROS %ENR % a+p
Ch&F| 12 53 24 11 65 Ch&F| 15 30 34 2l 36
D&R 31 25 0 44 56 D&R 28 17 21 32 40
L 28 37 0 35 65 L 25 24 9 42 40
G 19 24 9 48 43 G 42 20 16 22 61
G&G 19 19 62 38 G&G 31 23 46 54
MCF 52 39 7 2 91 MCF 45 21 27 7 66
GM 60 23 0 17 83 GM 53 17 13 17 70

PREDICCION CONJUNTA DE LAS PROTEINAS
ESTRUCTURALES DE DENGUE 2 MEXICANO

$ a % S8 %GIROS $%ENR & a+f
C 38 27 4 31 65
PrM| 44 5 32 .} 19 49
M 33 21 0 45 54
E 39 16 22 21 55

85
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ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA C

Numero de

Residuo
1-7
8§-11

12-21
22-30
31-34
35-44
45-48
49-55
56-63
64~-72
73=-77
78-81
82-92
93-98
99-102
103-110
111-114

Estructura

Predicha

a
ENR
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7
4

(-
o

o

L OO UMIOVODLP DY
H

Longitud Comentarios

aHl,aPo,sFlex
aHl

aHl1l, tPo,sFlex
aHl,tFlex
tHl, sFlex
tHl,aFlex

aHp

aHp

sHp,sFlex

aHl
sH1l,aFlex(pico)
aH1

aHl,sFlex

aHl

aHl,aFlex

AHpP

aHp

Fig. 37a

Fig. 37b
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PROTEINA C

A ° P
Fig. 38
110). El unico giro es parcialmente hidrofilico y flexible

(31-34). Es importante resaltar que de 9 picos de flexibili-
dad 3 son estructuras a, uno es B, uno es giro B y 4 son
estructuras al azar. En esta proteina existe una regién muy
conservada e hidrofébica 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 nucleoproteina. Sequn
Hoop/Wood (Fig. 28d) se encuentran 8 regiones antigénicos que
corresponden a los 8 picos de flexibilidad de acuerdo a
Karplus (28c), encontrandose asociados a los principales

picos hidrofilicos de esta proteina (Fig. 28c).
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Proteina PrM.
En 1la prediccién conjunta (Tabla III )se observa que esta
proteina contiene un 44% de hélices a, 5% de plegamiento B,
32% de giros B y 19% de ENR. Distribuidos en la secuencia
existen 4 segmentos de ENR. De acuerdo a sus caracteristicas
fisicoquimicas estas estructuras se distribuyen de la si-
guiente manera (Fig. 39a, b y 40): 3 hidrofilicas y una
anfipatica. El plegamiento g fue hidrofdébico. Los giros B
fueron hidrofilicos; las ENR se clasificaron 3 como hidrofi-
licas y una como anfipatica. De los 9 picos de flexibilidad 3
son hélice a, 4 son giros f y dos son ENR. Esta proteina es
principalmente hidrofilica (Fig. 30c¢) que cuenta con 6 re-
giones altamente antigénicas y flexibles (Figuras 30d y c), Yy
cuenta solamente con una regién hidrofdébica pequena que pue-

de funcionar como el centro de las proteina (Fig. 30a y b).

PROTEINA prM

d
D
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PREDICCION ESTRUCTURA SECUNDARIA
PROTEINA PrMm
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ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA PrM

Numero de

Residuo
1-5
6-9

10-13

14-25

26=-32

33~48

49-55

56-~62

63-67

68~71

72=-75

76-80

81-84

85-91

Estructura Longitud Comentarios
Predicha
ENR 5 aHl, Hp
G 4 sHl,sFlex
ENR 4 aHl,sFlex
a 12 sHl,asPo,aFlex
G 7 aFlex
a 16 tHl, tHp
G 7 aHl,sFlex
a 7 aHl,aPo, tFlex
G 5 aHl
ENR 4 aFlex(pico)
G 4 saFlex
B 5 AHp
ENR 4 tHp, Hl
a 7 aHl, aPo,sFlex
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Proteina M

La prediccidén de la proteina M (Tabla III) permite estimar
un 33% de hélice a, 21% de plegamiento B, 0% de giros B y 45%
de ENR. A lo largo de la secuencia se encontraron (figuras
4la, b y 42) 3 estructuras de hélice a, un plegamiento f y 4
ENR. Las 3 estructuras de hélice a son hidrofobicas; el
plegamiento f es hidrofdbico y respecto a las ENR, dos son
hidrofilicas y dos hidrofdbicas. Los tres picos de flexibi-
lidad estan repartidos en 3 ENR, La proteina M en su extremo
amino terminal es pincipalmente hidrofilica (Fig. 32c¢) 1la
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 regidn se encuentra el

segmento transmembranal de la molécula (Fig. 43a, b y 44).

PROTEINA M

Fig. 42
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ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA M

Residuo

1-8

9-29
30-36
37-42
43-53
54~-56
57-67
68-75

Predicha
a
ENR
B
ENR
a
ENR
a
ENR

Estructura

Longitud Comentarios

8
21
7
5
11
3
11
8
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aHp

aHl, tPo, saFlex(pico)
aHl

aHp, sFlex

sHp

aFlex, tHl

aHp

aHp

Fig. 4la

‘Fig. 41b
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Proteina E

De acuerdo a la prediccion conjunta la proteina E (Tabla III)
contiene un 39% de hélice ¢, 16% de plegamiento B, 22% de
giro B y 21% de ENR. A lo largo de la secuencia existen 18
regiones de hélice a (8 hidrofilicas, 6 anfipaticas y 4
hidrofébicas), 11 plegamientos B (4 hidrofilicos, 5 hidrofé-
bicos y 2 anfipaticos), 19 giros f (11 hidrofilicos, 5 hidro-
fobicos y 3 anfipdaticos) y 16 ENR (9 hidrofilicas, 2
hidrofébicas y 4 anfipdticas) (Fig. 43a, b y 449). De los 10
picos de flexibilidad existentes en la molécula, 2
corresponden a estructuras o, 7 A giros f y uno en ENR. De
acuerdo a Hoop y Woods en esta proteina se encuentran
aproximadamente 21 regiones antigénicas (Fig.]34d)
relacionadas con los perfiles hidrofdlicos (Fig. 34c) que
corresponden a zonas flexibles (Fig. 34e). En la Fig. 34a se
aprecian 2 regiones muy hidrofébicas hacia el extremo amino
terminal que podrian corresponder a la region central de la
misma, alrededor del cual se podria estructurar esta
glicoproteina 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 prediccién conjunta

se encuentran resumidos en la Tabla 1V, Figs. 45, 46 y 47.
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Numero de Estructurs

Res{duo
1-5
6.9

10-14
15-1%
20-25
26-29
30-35
356-3¢9
40-44
45-56
57-60
61-67
68-76
1748.1)
82-88
8996
g7-109

110-125

126-135

136-143

164147

148-153

154-158

159-166

167149

170-176

177-184

185-191

192-200
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208-213
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224-230

Predicha
’

S W, O WO WO

ENR

ENR

o

[ I

s O a0

WSV D NNV MDYV W

et il
N O N OO WEWVMO OO0

ESTRUCTURAS OE LA PROTEINA E DE DENGUE 2 MEXICANO
Longitud Comentarios

sHl

sl

sHp

akp

aHp

aH§

sHl, aPo

all
all,aPo,sftex
all

aNl
aHl,aPo,sflex
s, aflex

sHl(pico),sPo(pico),sFlex

ahl

TH!

Thp, tPo
all, sPo
1Hl, 1Hp
all, aPo
all, tPo
all, abPo
aHl, sP0
sHl,sflex
shl, 1Po
sHp

shl

shp

aHl, sPo
sHp

slip
all,sPo,4flex
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231-236
2537-247
248-25%
254-258
259-267
268-273
274-217
a78-287
288-29%
295-303
304-309
310-318
319-325
326-33%
336-345
346-349
350-360
361-365
366-371
r2-3rs
376-382
383-384
387-3%
395-400
401-4%6
417-420
h21-4264
425-435
4356-439
4£40-470
AT1-475

476-495
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vl
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all,sPo

alp
aNi,aPo,sflex
all,tPo

sl

1HL, PO

ANl aPo, sflex
all

THE, THp
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shl

alt

aNi

sli,TPo
shl,tHp

alp
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aMp
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sMl,sPo, sflex
skpipico)

!Fig.
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PROTEINKA DE ENVOLTURA E PROTEINA DE ENVOLTURA E PROTEINA DE ENVOLTURA £ PROTEINA DY ENVOLTURA E
ENCEFALITIS ACARREADA DE FIEBRE AMARILLA DINGUE 2 JAMAICA
POR GARRAFPATA DENGUE ) -
pammain MET L a t 8 RGIROS VENR % a+p MET % a 1 J VGIROS AENR % a+f
'MET V0 V P VGIROS MENR V a8 MET % o \ f AGIROS VENR \ o+
by char| 30 ] 16 | 22 2] 68 chaf] 25 1 32 | 3 B | 57
chafi 22 | s | a4 9 | %7 cheF| J0 | 42 | 26 2| 12
...... Dek | 49 | 10 | 19 22 | 59 DeR | 44 | 11 | 18 27 | 5%
TR ] 48 6 | 18 TR} per | 35 | 20 | 14 3| 8
b L 56 | 29 2 13 | 8BS L S0 § 21 6 17| 1Nt
i L 6 | 13 ? 39 1 59 L 50 §{ 19 3 28 | &9
¢ G 23 | 27 7 43 | %50 G 211211 35 | 54
'] 23 25 17 35 ] 48 G 1001 1) 34 53
GeG | 13 | 25 62 8 GeG | 25 | 14 61 29
GeG | 14 | 18 o8 32 gsc | 17 | 22 61 39
WCF | 26 | 18 | 23 20 | s8 MceF | 32 f 14 ) 28 a0 | 4s
mer b is ] v | 43 ) 36 mer | 16§ 32 | 21 12 | 47
cn | 21 ] 17 7 55 | 38 GM | 28 | 14 9 51 | 19
oM | 20 | 16 | 13 85 | I8 cK | 14 | 12 | 28 6 | 26
PROTELINA DE ENVOLTURA E PROTEINA DI ENVOLTURA E PROTEINA DE ENVOLTURA E PROTEINA DE ENVOLTURA E
DENGUE 4 DENGUE 1 DENGUE 2 DE PUERTO RICO DENGUE 2 RUEVA GUINEA
MET % a o 2 MGIROS SENR \ a+f MET N o Ut J AGIROS RENR % a+f MET % o & f AGIROS SENR \ a+f MET ta & 8 AGIROS RENR % a+¢f
ChéF| 22 | 37 | 32 91 59 chér| 32 | 3% 32 1] 67 cher| 21 | 35 | 32 11 | 57 chaF| 23 | 38 | 34 5 61
ok | 41 | 14 | 18 27 | 55 D4R | 43 | 14 25 | 18 | &7 DER | 43 | 12 | 23 22 | 5% DER | 43 ) 11 ] 23 23 | 54
L 45 | 18 2 35 | 63 . IR 46 | 1% 1] 3§ 82 L 48 | 26 | 97 19 1 74 L 6 | 20 | 7 27 | &6
G 3% | 26 9 3 | 84 G TR 10 ] I8 | 52 G 28| 22 11 39 | 50 G 24 | 25 | 13 38 | 4%
GeG | 19 | 22 59 41 G&G | 37 ] 18 65 35 GiG | 18 | 19 61 37 GeG | 15 | 23 60 40
MCF | 27 1 171 20 36 | 44 wcr | 30 | 17 | 16 17 | 47 MCF | 28 | 14 | 20 18 | 42 McF [ 29 | 7 | 20 51 | 46
cM | 28 | 21 | 12 19 | 49 G | 26 | 17 ] 13 | 36 G | 26 | 14 9 51 | 40 cu | 24 ] 3151 10 51 | 39
PROTEINA DE ENVOLTURA E PROTEINA DE ENVOLTURA E o . G ENR
ENCEFALITIS JAPOHESA ENCEFALITIS DE SAH LUIS
PEJAN 13: 7 HL 10: 4 KL 10: 8 HL 19: 14 HL
MET t a Ut 8 AGIROS MENR \ a+8 MET % a § 8 MGIROS MENR & g+8 4 Hp, 2 ANF |4 Hp, 2 ANF 2 Hp 4 Hp, 1 ANF
!
chéFl 17 | 2 | 29 10 | =3 ch&F| 23 )30 46 ) 5] PEGUI 12: 6 HL 10: 5 HL 13: 10 HL 13: 9 HL
4 Hp, 2 ANF [4 Hp, 1 ANF |1 Bp, 2 ANF 4 Hp
DAR | 4} 9 | 22 28 | 50 oek | 38 ) 18 ] 21 23 | 56
PEPR 11: & HL 9: 6 HL 10: 6 HL 16: 14 HL
L SR ] 4 3% | 61 L 1| 18 3 48 | 49 4 Hp, 1 ARF 3 Hp 3 Hp, 1ANF 2 Hp
I 16 | 20 | 1% 49 | 36 G 30 1 11 | 13 6 | Q1 PE 13: 9 HL 9: 6 HL 12: 10 HL 23: 16 HL
3 Hp, 1 ANF 1 Hp 2 Hp 6 Hp, 1 ANF
Gic | 29 | 15 LY € GG | 11 | 14 75 2%
PE3 12¢ 4 HL 8: 5 HL 12t 9 HL 22: 11 HL
MerF § 25 | 23 | 22 20 | %8 mcF | 21 1 15 | 24 0 | 26 4 Hp, 4 ANF |2 Hp, 1 ANF |2 Hp, 1 ANF | 5 Hp, 4 ANP
CH | 14 | 20| 14 52 | 34 CM | 20 | 11 [ 12 9 | 39 PEA 11 5 HL 12: 6 HL 9t 5 HL 25¢ 12 HL
34p, 3 ANF | 3 Mp, 3ANF |2 Hp, 2 ANF | 4 Bp, % ANF
PEFA 12: 3 HL 12: 5 ML 10: 9 HL 18¢ 12 HL
2 Hp, 7 ANF |3 Hp, 4 ANF 1 ANF 2 Hp, 4 ANF
PREDICCION CONJUNTA DE LAS PROTEINAS PEEAG 12;: 6 HL 10: 2 HL 15: 10 HL 26: 12 HL
DL EKVOLTURA DE DISTINTOS FLAVIVIRUS 4 Hp, 2 ANF |4 Hp, & ANF 5 Hp & Mp, 8 ANF
PROT Y oV 8 AGIROS AENR V a*f PESL 10: 6 HL 11: 5 HL 13: 10 HL 11: 9 HL
3 Hp, 1 ANF 6 Hp 1 Hp, 2 ANF 2 Hp
PLIAM | 33 12 14 4) 4
PEEJ 11: 2 HL 10: 9 Hp 15 6 HL 19t 6 HL
PEGUI | I8 21 21 20 59 7 Hp, 2 ANF 1 ANF 9 Hp 13 Hp
PEPR 19 13 18 10 52
HET = METODO, CHLF = CHOU Y FASMAN {30,31), D4R =~ DELEAGE Y ROUX (36)
PEY 19 14 1n 36 53 L = LEVITT (37), G » GARNIER (32), G&G = GASCUEL Y GOLMARD,
MCF = CHOU Y FASMAN MODIFICADO, GM » GARNIER MODIFICADO.
PE) 32 14 16 1 38 46 PROT = PROTEINA, PEJAM = PROT. E DENGUE 2 JAMAICA, PEGUI = PROT. B
' DEN-2 N. GUINEA, PEPR = PROT. E DEN-2 P. RICO, PEMEX = PROT. E DEN-2
PEQ I8 1) 6 43 51 MEXICO, PEl = PROT. E DEN-1, PC) = PROT. E DEN~J, PE4 = PROT. E DEN-4
PEFA = PROT. E FIEBRE AMARILLA, PEEAG = PROT. E ENCEFALITIS ACARREADA
PLFA 33 14 12 41 47 POR GARRAPATA, PESL = PROT. E ENCEFALITIS DE SAN LUIS, PEEJ = PROT. E
ENCEFALITIS JAPONESA. H1 = HIDROFILICIDAD. Hp = HIDROPATIA. ANF =
PEEAG | 35 14 16 35 49 ANFIPATICA.
| PESL 25 22 23 10 47
z VLR 24 22 24 30 46
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PEY
PEZ

PEGUI
PEJAM

PEPR
PEMEX
PE4
PEEJ
PEESL
PEFA
PEEAG

PEY
PE3
PEGUI
PEJAM
PEPR
PEMEX
PE4
PEEY
PEESL
PEFA
PEEAG

PEY
PED
PEGU!
PEJANM
PEPR
PEMEX
PEL
PEEJ
PEESL
PEFA
PEEAG

B(1-5)HL
BLV-5)HL
B(1-5)INL
BC1-5)HL
B(V-5)H1L
BUV-SINL ovees
ACY-5)HL

srescrean smnae

(11141

sem s

AL1-6)ML

savrenmas

EWNR(144-176)H1
ENR(162-177)HL
ENR{142-170)L
ENR({163-176)K1
ENR(16&-153)H1

ENR{160-175)Hp
ENRCIS4-183)K1

ENR{162-184)HL
ENR{160-165)HL

al396-416)H\
a(397-416)H1
a(400-415)Ant
a{604-415)N1
all04-416)NL
a(L01-&18)N1
®(L04-418)HL
«(&07-422)ANt
a(406-414 ) Ant

sesccremnanres

ENR(6-18)KL
ENR(&-14)HL
ENR(6-11IHL
ENR(&-14)HL

ENR(6-11)HL

ENR(6-20)AN¢

ENR(T7-23)HL
ENR(5-7) ML

P L TN

*18)Ant

a(190-210)Hp
a(192-214)Hp
a{192-210)An{
a(190-205)Hl
a(191-200)Hp
a( 184-210)Ang
a(205-222)H1
a(193-206)K!1
a(193-224)Ant

ENR(A17-421)Hp
ENR(417-432)Hp
ENR(&16-422)Hp
ENR(416-432)Kp
ENR(L17-426)¥Hp
ENR(A17-420)M1
ENRCL19-431)Hp
ENR(422-431)Kp

8(19:26)Hp G(27-30)Hp a(4&0-64)KL
LUV5-25)Kp GE26-30)HL a(&2-57)Anf
HL20-29)Hp G(26-30)p a(38-54)H1
B(20-25)Hp G(26-30)Hp a(40-52)Ki
§(20-25)Hp G(26-30)Hp a(38-52)H1
£(20-25)Hp G(26-29)Hp a(k&-57)H1
BL21-24)Hp G(27-29)Hp a(34-64)Ant
B(19:25)Hp G(26-30)Hp a(Lé-57)Hp
819-25)Rp G(26-29)Hp a(40-58)KL

S*esrsmsen savemrreny

B(16:26)Mp G(27-29)Kp

a(255-288)Anf
a(230-264 )Ant
a(254-265)Hp
a(254-270)H1
a(254-266)HL
a{257-266)Hp
a{261-268)Hp
a(256-263)Ant
al262-270)Hp

a(k22-467)Hp
alad7-465)Hp
a(l29-467)Hp
®(&52-467)Hp
al{d27-487 )Kp
a(&39-4T0)Hp
8(4k9-466)Hp
a{L59-475)Kp

ENR(413-418)AnT a(454-478)Hp
ENR(&L15-443)ANT @(4h44-445)Hp
crcrermaiucensr g(hbh-468)Hp

a(b4-58)Ant
a(42-72)M1

ENR(267-276)M1
ENR(265-278)ML

ENR(267-280)Hp
EMR(271-288)AN

ENR(267-27B)41

srmsmsarTeamas

ENR(267+-270)Anf

ENR(263-280)H1
ENR{273-275)HL

S(65-T3)HL
G(69-733HL
G(&1-B2INHL
G(T0- 76)H1L
G(59-82)H!
G(68-7TTIHL
G(TS-TTIHL
Ge58-62)K1

srravresnn

G(T2-TT)NIL

al(78-89)K1
e( 78891
a(B3-93 )Ml
a(83-90IH!L
a(83-95)xl
a(B1-89)Hl
a(78-89)K1
al{79-86)HL
«(78-856)N1
a(B1-88)H(

a(305-312)HL  A(31%-325)M1
a{302-311)Anf A(318-323)Anf
al303-319)HL  p(320-326)Kp
a{306-318) 0L  A(319-325)Ant
a(304-318)Anf B({319-325)K!|
a(J09-318)HL  B(319-325)Hp
a(307-318)KL  A(319-324)KL
a(305-312)Ant A{320-327)Hp
A(321-329)Hp
A(315-323) Ant

ENR(271-2B1JANF cocemmtccass sncosreccens

a(474-495)Hp
2(&75-493)Hp
a(&74-494)Hp
o (475495 )Hp
a(&TH-495)Np
«(4TS5-495)Mp
a(4&T8-494)Hp
«{480-500)Mp
a(482-501)p
a{4T4-493)Kp
a(4LT8-4P0)Np
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G{9P-105)K1 a(115-124)K1
G(98-104)HL al117-134)N1
G(94-112)8p a(115-123)Hp  B(1346-142)Hp
G(98-106)H1 ac116-123)Anf B(138-142)Hp
G(96-194)Hp a(115-127)Hp
G(P7-109)K| «(109-125)Hp
GLOT-115)Hp ~ormrnmonnns
G(O8-115)anfa(116-126)N1
G(97-106)KL a(112-134)Anf B(135-141)ANnT
G(PE-105)K1 @ 118-126)N!1

G(328-333)HL
G(324-331)4l
G(327-335)K1
G(325-336)K1
G(326-3%4)ML
G(326-335)H1

Fig. 45a
A137- 3401
BACV35-145)Hp

AO\37-162)Hp
AU136- 142)H1
B(138-143)Hp
BC136- 147 )An¢
BC139-147)Hp

AC135-143)ML

B(352-356)Hp
P(34T-353)KL
#(350-360)Anf
Bi349-357)p
#(350-380) K1
#(350-360)K1

G(332-336)Anf B(347-353)Anf
G(328-336)Ant A(350-363)Np

G(330-337)kl

A(350-363)Kp

G(324-32B)ANf--crcenenns
G(327-338)Ant A(353-358)Hp

Fig. 45b
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DISCUSION

Se analizo el grado de conservacién de la estructura secunda-

ria de la glicoproteina de capa externa de los Flavivirus

secuenciados hasta la fecha, los cuales tienen una distribu-
cidén geografica diferente y pertenecen a grupos seroldgicos
distintos, ademdas de analizar y caracterizar a nivel prima-
rio, una cepa viral de dengue-2 gque causd problemas epidemio-

ldgicos en nuestro pais.

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 liquido
ascitico de ratdén, dirigidos contra la cepa prototipo de
referencia para dengue-2 (Nueva Guinea C); en nuestras manos
este aislado mostrdé las mismas caracteristicas. Posterior-
mente Monath y col. (73) encontraron que esta cepa mexicana
era antigénicamente unica por radioinmunocandalisis utilizando
anticuerpos monoclonales gque reconocen diferentes epitopes
para serotipo-2, analizando la curva de unién con un modelo
“matematico y con predicciones estadisticas que determinan si
la cepa en estudio esta relacionada con una "firma" comin,
localizando ademas los epitopes diferentes. Los autores
encontraron que tanto con Nueva Guinea C como con cepas ais-

ladas en Puerto Rico y el Caribe diferia por lo menos en 3
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epitopes, y de todos los demas topotipos de dengue-2 por lo
menos en 5 epitopes (comunicacion personal) (anexo 1). Esta
técnica fue comparada por estos mismos autores con andlisis
de huella digital de RNA ("finger print"), observando que
este aislado presentaba un patrén gendmico muy parecido a los
aislados de dengue-2 antes mencionados. El hecho de que
difiera el andlisis de firma (antigénico) y de huella de RNA
difiera, no es sorprendente, ya que los genes que codifican
las proteinas estructurales (antigenos) comprenden el 15% del
total del genoma y en la técnica de huella digital del RNA se
examina so6lo del 10 al 15% del RNA total, sin que quiera
decir que es la misma region la que se analiza, ademds de que
no revela diferencias a nivel nucleotidjico/antigénico o de
localizacion en el genoma. Por lo anterior resultaba intere-

sante para hosotros analizar esta cepa a nivel gendmico.

La localizacion de las proteinas estructurales se determind
por comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos de la
cepa prototipo para el serotipo-2 de dengue (Nueva Guinea C).
Los resultados obtenidos indican que la organizacidén del ge-
noma eS la misma que para otros Flavivirus reportados a la
fecha, El extremo 5' del RNA gendmico analizado contiene un
marco abierto de lectura que inicia después de la posicidén 96
y codifica para 3 proteinas estructurales, las cuales se
traducen en un producto poliproteinico 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 poliproteina podrian 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 proteina de la capside (74); una protea-
sa situada en el lumen del reticulo endoplasmico (75), 1la
cual podria romper 1la poliproteina en el extremo carboxilo
terminal de ¢, My E, y una proteasa del Golgi (76) la cual
ha sido implicada en la protedlisis de numerosas glicoprotei-
nas virales en el sitio: Arg-X-Arg/Lis-Arg y asociada en la

maduracién de prM a M (39).

Por andlisis de similitud de la regioén estructural observamos
que existe una homologia de aminodcidos 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 nucleotidica de 90.6 a 96.9% y entre los otros serotipos
del 71.9 al 74.6%., Se utilizo el método conjunto de predic-
cion (77) que combina algoritmos basados en diferentes prin-
cipios fisicoquimicos, heuristicos y estadisticos, con el
propdsito de conocer la distribucion de los motivos estructu-
rales a lo largo de la secuencia de las proteinas de nucleo-
capside, membrana o su precursor, y de envoltura viral, los
cuales nos dan una idea del patrdn de plegamiento. El1 anali-
sis de la estructura secundaria aqui propuesto, en correla-
cién con los algoritmos tanto de Taylor (78) como de Naka-~
shima y col. (79), los cuales utilizan los porcentajes y la

composicién de aminodcidos de los motivos estructurales pre-
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dichos para identificar diferentes familias estructurales,
nos permitidé clasificar a estas proteinas virales de la

siguiente manera:

C: Es una proteina soluble, con un indice (Gravy)l de hidro-
patia de -¥)que pertenece a la familia de las proteinas a/f,
(Fig. 38) compartiendo algunas de las caracteristicas que
distinguen a este grupo: un porcentaje de estructura alfa+
beta mayor del 50% (65% en esta proteina) (78), un grado de
alternancia de segmentos alfa-beta. Con una distancia del
centro de la proteina que corresponde a esta familia. Llama
la atencion el elevado porcentaje de ENR (31%), del cual el
25% corresponde a zonas muy hidrofdbicas, lo que sugiere la
posibilidad de que se encuentren en el interior de la pfo-

teina.

PrM: Es una proteina soluble que pertenece a la familia a/a
(Fig. 40) con indice Gravy de -7.17. Se observan dgrandes
zonas hidrofilicas, (Fig. 39a y b) que forman diferentes
tipos de giros y ENR 1lo que hace a la molécula particular-

mente muy flexible.

PROTEINA M: Proteina de membrana, que pertenece a la familia
a+f (Fig. 42) con un indice Gravy de + 4.5, con una a hélice

muy, hidrofdébica que corresponde al segmento transmembranal

<+ Los valores negativos del indice de hidropatia son va-
lores hidrofilicos.

102



de la molécula y regiones hidrofilicas en ENR, con gran
flexibilidad, lo que favorece su interaccioén con otras

moléculas.

PROTEINA E: Clasificada dentro de las proteinas de membrana,
con un indice hidropdtico de - 1.27, que pertenece al tipo
de proteinas a/f (Fig. 44); presenta 3 pasos transmembranales
(429-439, 444-474, y 481-500), que tanto en la prediccidn
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
proteinas globulares estas zonas habian sido predichas como
estructuras B debido al cardacter hidrofdébico de las F plega-
das que constituyen el centro de la proteina en la familia
a/B. Sin embargo, para justificar un arreglo transmembranal
B estable se requieren de 6 a 8 cadenas S (barril B) para
permitir interacciones en un ambiente lipidico, ya que sus
uniones de hidrdgeno estan dadas por interaccidén intercate-
maria mientras que la hélice alfa es estable en forma aislada
en un ambiente lipidico, ya que sus uniones de hidrdégeno son
intracadena, dando una estructura ordenada y estable. Por lo
anterior se corrigid esta predicciodén utilizando los métodos
de Rao y Argos (53), Eisenberg (55) y Klein (54) para segmen-

tos transmembranales.

El analisis de estructura secundaria para la glicoproteina de

capa externa de Flavivirus con una distribucidén geografica
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diferente que pertenecen a grupos serologicos distintos, se
llevé a cabo de acuerdo a Higgins y Sharp (80), por medio de
un alineamiento miltiple para maxima homologia de la secuen-
cia de aminodcidos de estas estructuras, ponderando las
propiedades fisicoguimicas de aminodcidos similares. Los
resultados que aqui presentamos indican gque existe una diver-
gencia a nivel de secuencia nucleotidica entre cepas de
dengue-2 en una proporcion del 8.8%; entre diferentes seroti-
pos del mismo en un 3.1 a un 9.4%, y en relacidon a otros

Flavivirus de un 25.9 a un 28.3%. Por otra parte, a nivel de

la secuencia de aminoacidos encontramos que existe una homo-
logia en la cepa de dengue-2 que varia 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

analisis de alineamiento se observa una longitud consenso de
517 aminoacidos incluyendo los 4 espacios de libertad, en la
cual existen 97 aminoacidos idénticos en las 11 proteinas, 1lo
gue representa un 18.8%, y 156 aminodacidos similares que
representan el 30.2%. Se observd que el 50% de los aminodci-
dos (similares + idénticos) para esta glicoproteina estan
conservados, resultando por demas interesante la regiodn que
va del aminoacido 98 al 110, donde se aprecia un 100% de
conservacion, y cuya region ha sido propuesta como sitio de
union al receptor celular (35). Podemos observar que existen
12 cisteinas altamente conservadas, cuyas posiciones han sido
previamente establecidas por Nowak (81), las cuales podrian

estar relacionadas con la conservacién y estabilizaciodn de la
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estructura tridimensional. Al respecto Heinz y col. (35) han
propuesto un modelo de estructura super secundaria para la

glicoproteina del Flavivirus TBE, con base al cual podriamos

sugerir que en esta proteina existe un dominio establecido
por 5 enlaces disulfuro comprendidos en los primeros 285
aminodcidos, y que no incluya a los aminodcidos 130 al 178.
Este dominio contiene regiones altamente hidrofilicas, expu-
estas, flexibles y por lo tanto probablemente antigénicas
(Fig. 48). Otra region dependiente probablemente de enlace
disulfuro va del aminodacido 300 al 400, en el que se presen-
tan estructuras altamente conservadas, como a hélices anfi-
paticas, que podrian representar determinantes antigénicos
potenciales para células T (82). Existe la posibilidad de un
tercer dominio que no presenta enlaces disulfuro, el cual
comprende del aminoacido 130 al 178 y que contiene el sitio

de glicosilacién para Flavivirus. De igual forma se observa

gque hacia el extremo carboxilo de la proteina existe una
regién hidrofébica altamente conservada que va del aminodcido
430 al 500 y que posee estructuras que podrian interactuar

con la membrana lipidica de los Flavivirus.

Finalmente cabe mencionar que en el alineamiento multiple de
las predicciones conjuntas para estas 11 proteinas, se obser-
va en general que la estructura secundaria propuesta es muy
conservada (Fig. 46) y gque existen regiones particularmente
conservadas como son: una hélice a con diferentes propie-

dades fisicoquimicas que aproximadamente va del aminoacido 38
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al 72; una estructura f plegada del aminoacido 135 a 147; un
giro hidrofilico del aminoacido 324 al 338, y dos hélices
alfa hidrofdébicas que van del aminoacido 422 al 470 y del 474
al 501, las cuales proponemos puedan ser epitopes funcional-
mente importantes para el virion. Por ejemplo, en MVE (virus
gue ocasiona la encefalitis del Valle de Murray) se han
definido regiones antigénicas de la glicoproteina de capa
externa, correlacionando la prediccion de giros § (ya que es
una estructura muy flexible en la molécula) con la determina-
cién de hidrofilicidad, flexibilidad y probabilidad de super-
ficie, con el propésito de hacer péptidos sinteticos, de
éstas regiones, que sean capaces de inducir inmunidad protec-
tora en un modelo murino (87). Con este material se ha logra-
do inducir proteccion en la cual, la habilidad de los mismos
para inducir una respuesta antipéptido en raton esta clara-
mente relacionada con la prediccién de epitopes 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 identificacion de epitopes
involucrados en los procesos de induccion de proteccidon o de

una respuesta inmunopatolodgica.

Ya que todas las cisteinas presentes en la glicoproteina de
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envoltura estan altamente conservadas en los Flavivirus
secuenciados a la fecha, es posible combinar los datos de
andlisis de secuencia, datos inmunoquimicos y fisicoquimicos
para proponer un modelo estructural de esta proteina y hacer
una correlacion de sitios bioldgicamente 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 homologia tanto en
los pérfiles fisicoquimicos (Fig. 47) como en proporcién y
«distribucién de los motivos estructurales, (Figs. 45a y b)
sugiriendo que todos los miembros de esta familia tienen una
arquitectura comin para esta glicoproteina, hecho que podria
ser importante en el contexto de la relacidn huésped-parasito
en el curso de una infeccidn primaria o secundaria por virus
del dengue,puesto gque la enfermedad ocurre por 4 serotipos

antigénicamente relacionados.

Estos hallazgos podrian cobrar importancia para esos casos de
dengue hemorragico ocurridos en el curso de una infeccioén
primaria, en los que no se ha comprobado la existencia de
variacioén antigénica de las cepas involucradas en el brote
hemorragico. Proponiendo que anticuerpos preformados contra
epitopes conformacionales (bioldgicamente importantes) muy
conservados, pudieran funcionar como anticuerpos heterotipi-
cos "facilitadores" y no neutralizantes, predisponiendo al
establecimiento de la manifestacidén hemorragica de la en-

fermedad.

107

PRI



BIBLIOGRAFIA

Kumate, J. y Gutiérrez G. 1985. Manual de Infectologia.

Edit. Méndez Cervantes. Undécima Ed. pp. 454-462.

Jack Colvard Jones. 1978. El comportamiento alimenta-
rio de los mosquitos. Investigacion y ciencia. Sci.

Amer. 86-92,.

Sabin, A.B. 1952, Research and dengue during world

war II. Am. J. Trop. Med. Hyg. 1: 30-50.

Halstead, S.B. 1984, Strategies for control disease in
the developing world XL. Dengue. Rev. Infect. Dis. 6:

251-259,

Boletin Mensual de Epidemiologia del Sistema Nacional de

Salud. 1989. 4: 37-42,

El Dengue en las Américas 1984. Reporte de la Organiza-
cion Panamericana de la Salud. Boletin Epidemiologico 5

85-91.

Halstead, S.B. 1981. The pathogenesis of dengue.
Molecular epidemiology in infectious disease. Amer. J.

Epidem. 114: 632-635,

108



8. Bornes, W. y Rosen, L. 1974. Fatal hemorrhagic
diseases and schock associated with primary dengue

infection on Pacific Island. Am. J. Trop. Med. Hyg. 23:

495-506.

9. Okuno, T., Okada, T., Kondo, A., Susuki, M. y Oya, A.
1968. Immunotyping of different strains of japanese
encephalitis virus by antibody absorption, heamaggluti-
nation-inhibition and the complement fixation tests.

Bull. WHO 38: 547-563.

10. Clarke, D.H. 1960. Antigenic analysis of certain group
B artrophod borne viruses by antibody absorption. J.
Exp. Med. 111: 21-32.

11. Monath, T.P., Cropp, C.B., Bowen, G.S. y Gardner, B.
1980, Variation in virulence for mice and rhesus
monkeys among St. Louis encephalitis strains of
different origin. Amer. J. Trop. Med. Hyg. 29: 948-

962.

12, Trent, D.W., Grant, J.A., Rosen, L. y Monath, T.P.
1983. Genetic variation among dengue-2 viruses of

different geographical origins. Virology 128: 271-284.

13. Halstead, S.B. 1988. Pathogenesis of dengue. Challenges

to molecular biology. Science 239: 476-481.

14. Dengue surveillance summary No. 5 September 1982,

109



15,

l6.

17.

18.

19,

20.

21,

Halstead, S.B. y Inc. 1977. Dengue viruses and
mononuclear phagocytes I. Infection erhancement by non-

neutralizing antibody. J. Exp. Med. 146: 201-206.

Halstead, S.B. y Inc. 1983, Comparision of p388 D1
mouse macrophage cell line and human monocytes for assay
of dengue 2 infection enhancing antibodies. Am. J.

Trop. Med. Hyg. 32: 157-161,

—

Guzman, M.G., Kouri, M.G., y Bravo, J. 1990. Dengue
hemorrhagic fever in Cuba, 1981-A retrospective sero-
epidemiologic study. Am. J. Trop. Med. Hug. 42 (2):

179-184.

Gubler, D.J. 1987. Factors influencing the
distribution and spread of epidemic dengue haemorrhagic

fever. Asian. J. Infect. Dis. 2: 128-132.

Westaway, F.G., Brinton, M.A., Gaidamovich, S.Y. 1985.

183-192.

Y
Flaviviridae. Intervirology 24

Calisher, C.H., Karabatsos, D., y Dalrymple, J.M. 1989.
Antigenic relationship among flaviviruses as determined
by cross-neutralization tests with polyclonal antisera.

J. Gen. Virol. 70: 37-43.

Vezza, A.C., Rosen L., Repik, P. y Bishop, D.H. 1980.
Characterization of the viral RNA species of prototype

dengue viruses. Am. J. Trop. Med. Hyg. 29: 63-65.

110



22, Rice, C.,M. 1986. Structure of the flavivirus genome. En,

S. Schlesinger, M.J. Schlesinger. eds. The Togaviridae

and Flaviviridaes. Plenum Pres, New York. Plenum Press.

pp. 279-326.

23. Wengler, G. y Wengler, G. 1981. Terminal sequences of the
genome and replicative-form RNA of the Flavivirus west

nile virus. Virology 113: 544-555,

24. Brinton, M.A. y Dispoto, J.H. 1988. Sequence and
secondary structure analysis of the 5' terminal region

of Flavivirus genome RNA., Virology 162: 290-299.

25. Brinton, M.A., Fernandez, A.V. y Amato, J. 1986. The
3'-nucleotides of Flavivirus genomic RNA form a

conserved secundary structure. Virology 153: 113-121.

26. Hahn, C.S., Hahn, Y.S. y Rice, C.M. 1987. Conserved
as element in the 3' untraslated region of Flavivirus
RNA and potential cyclization sequences. J. Mol. Biol.

198: 33-41.

27. Castle, E., Nowak, T., Leidner, V., Wengler, G. y
Wengler, G. 1985. Sequence analysis of the viral core
protein and the membrane-associated proteins V1 and V2 of £he
Flavivirus west nile virus and of the genome sequence

for these proteins. Virology 145: 227-236.

111



28.

29.

30.

31.

32.

Rice, C.M., Lenches, E.M., Dalgarno, L., Eddy, S.R.,

Skin §.J., Sheets, R.L., Trent, D.W. y Strauss, J.S.
1985.Nucleotide sequence of yellow fever virus: implications
for Flavivirus gene expression and evolution. Science

229: 726-733.

S ———

Kaufman, B.M., Summer, P.L., Dubois, D.R., Houston-Cohen,
W., Gentry, M.K., Timchak, R.L., Burke, D.S. y Eckels,
K.H. 1989. Monoclonal antibodies for dengue virus prM
glycoprotein protect mice against lethal dengue infec-

tion. Am. J. Trop. Med. Hyg. 41 (5): 576-580.

Markoff, L. 1989. In vivo processing of dengue virus
structural proteins: Cleavage of the pre-membrane

3345-3352.

protein. J. Virol. 63

S——

Monath, T.P. 1986. Pathobiology of the Flaviviruses.
En: S. Schlesinger, M.J. Schlesinger eds. The
Togaviridae and Flaviviridae. Plenum Press. New York.

pp. 375-440.

Roehring, J.T., Mathews, J.H. y Trent, D.W. 1983,
Identification of epitopes on the E glycoprotein of
Saint Louis encephalitis virus using monoclonal anti-

bodies. Virology 128: 118-126.

112



33. Heinz, F.X., Berger, R., Toma, W. y Kunz, C. 1983. A
topological and functional model of epitopes on the

structural glycoprotein of TBE virus defined by mono-

clonal antibodies. Virology 126: 525-537.

34. Heinz, F.X., Toma, W., Guirakhoo, F. y Kunz, C. 1986.
A model study of the use of monoclonal antibodies in
capture enzyme immunoassays for antigen quantification

esploitincg the epitope map of TBE virus. J. Biol. Stand.

14: 133-1-
35. Mandl, C. Heinz, F. y Kunz, C. 1989. Antigenic
structure = the flavivirus envelope protein E at the

molecular .evel, using TBE virus as a model. J. Virol.

63: 564-571.

! 36. Porterfield, J.S. y Cardosa, J. 1984, Host range and
tissue tropisms: antibody-dependent mechanisms. En:
A. L. Notkins y M. B.A. Oldstone, eds. Concepts in

Viral Pathogenesis. Springer-Verlag Press New York.

37. Brinton, M.A. 1986. Replication of Flaviviruses. En:
S. Schlesinger, M.J. Schlesinger eds. The Togaviridae

and Flaviviridae. Plenum Press, New York. pp. 327-374.

113



38.

39.

40.

41.

42.

43.

Strauss, J.H., Strauss, E.G., Hahn, Y.S., Han, C.S.
Galler, R. y Rice, M. 1987. Replication of alphavi-
ruses and flaviviruses: proteolytic processing of

polyproteins. UCLA Symp. Mol. Cell. Biol. 49: 209-225.

Strauss, J.H., Strauss, E.G., Han, C.S. y Rice, C.M.
1987. The genomes of alphaviruses and Flaviviruses:
organization and translation p 75-104. En, D.J.
Rowlands, M.A. Mayan y B.W.J. Mahy, eds. The Molecular

Biology of the Positive Strand RNA viruses., Acadenic

Press, Inc., London. pp. 75-144.

Kuno, G. 1982. Dengue virus replication in a polyploid
mosquito cell culture grown in serum-free medium. J.

Clin. Microbiol. 16: 851-857.

Henchal, E.A. Inc. 1983. Rapid identification of dengue
virus isolates by using monoclonal antibodies in an
indirect immunofluorescence assay. Am. J. Trop. Med.

Hyg. 32: 264-269.

——

CDC, 1981 Manual de Técnicas de Laboratorio para el diag-
nostico del Dengue. San Juan, Puerto Rico: CDC, Orga-

nizacion Panamericana de la Salud, 1-59.

Molecular cloning. A Laboratory Manual. 1989. T,
Maniatis, E.F. Fritsch y J. Sambrook, eds. Cold

Spring Harbor 2: 10.6-10.12,.

114



44,

45'

46.

47.

48,

49.

50.

Sanger, F., Miklen, S. y Coulson, A.R. 1977. DNA
sequencing with chain-terminating inhibitors. Proc. Nat.

Acad. Sci. USA. 74: 5463-5467.

Tabor, S. y Richardson, C.C. 1987. DNA sequence
analysis with a modified bacteriophage T7 DNA

polymerase. Proc. Nat. Acad. Sci. USA 8: 4767-4771.

Mullis, K.B. y Faloona, F.A. 1987. Specific synthesis
of DNA in vitro via a polymerase catalyzed chain

reaction. Meth. Enzymol. 155: 335-350.,

Chou, P.Y. y Fasman, G.D. 1979. Prediction of B8 turns.

Biophys. J. 26: 367-384.

Garnier, J., Osguthorpe, D.J. y Robson, B. 1978. Andlisis

of the accuracy and implications of simple methods for
prediccting the secundary structure of globular pro-

teins. J. Mol. Biol. 120: 97-120,.

Gascuel, 0. y Golmard, J.L. 1988. A simple method for
predicting the secondary structure of globular proteins.

CABIOS 4: 357-365.

Deleage, G.y Roux, B. 1987. An algorithm for protein
secundary structure prediction based on class pre-

diction. Protein. Engineering. l: 289-294.

115



51. Levitt, M. 1978. Conformational preferences of amino-

acids in globular proteins. Biochem. 17: 4277-4285,

52. Chou, P.Y. y Fasman, G.D. 1978. Prediction of the
secondary structure of proteins from their amino acid

sequence. Adv. Enzymol. 47: 45-148.

53. Rao, M.J.K. y Argos, P. 1986. A conformational preference
parameter to predict helices in integral membrane pro-

teins. Bioch. Biophys. Acta. 869: 197-214.

54. Klein, P., Kanehisa, M., y DeLisi, D. 1985. The detection
and classification of membrane-spanning proteins.

Bioch. Biophys. Acta. 815: 468-476.

55, Eisenberg, D., Schwarz, E., Komarony, M. y Wall, R.
1984. Analysis of membrane and surface protein
sequences with the hydrophobic moment plot. J. Mol.

Biol. 179: 125-142.

Siens———

56. Hopp, T.P. y Woods, K.R. 1981. Prediction of protein
antigenic determinants from amino acid sequences. Proc.

Nat. Acad. Sci. USA. 78: 3824-3828.

———

57. Miyazawa, S. y Jernigen, R.L. 1985. Estimation of effective
interresidue contact energies from protein cristal
structures: Quasi-Chemical approximation. Macromolecules

18: 534-552.

116



58.

59.

60.

61.

62.

63.

64.

Kyte, J., y Doolitle, R.F., 1982. A simple method for
displaying the hydropathic character of a protein. J.

Mol. Biol. 157: 105-132.

e —

Karplus, P.A., y Schulz, G.E. 1985. Prediction of chain
flexibility in proteins. Naturwissenschaften 72: 212-

213.

Granham, R. 1974. Amino acid difference formula to

help explain protein evolution. Science 185: 862-864,

Carmenes, R.S. 1989. A program for protein structure

prediction. M.M. Molina and J.M. Martin,

Sequence Analysis. 1987. A set of programs to aid in the
prediction of protein structure from sequence data by
anatomy crofts. Copyright, A.R. Crofts, University of

Illinois.

Irie, K., Mohan, P.M., Sasaguri, Y., Putnak, R. y
Padmanabhan, R. 1989. Sequence analysis of cloned
dengue virus type 2 genome (New Guinea-C strain). 75:

197-211.

Sumiyoshi, H., Mori, C., Ilikuch, Y., Nagamato, H. Yy
Garashi, A. 1987. Complete nucleotide sequence of the
Japonese encephalitis virus genome RNA. Virology 161:

497-510.

117



65.

66.

67.

68.

69.

70.

Coia, G. Parker, M.D. y Westaway, E.G. 1988. Nucleo-
tide and complete amino acid sequences of kunjin virus.
Definitive gene order and characteristics of the virus-

specified proteins. J. Gen. Virol. 69: 1-21.

———

Yaegashi, T, Uakhari, V.N., Faighny, R. y Padmanabhan,
R. 1986. Partial sequence analysis of cloned dengue

virus type 2 genome. Gene 46: 257-267.

Deubel, V., Kinney, R.M., y Trent, D.W. 1986. Nucleotide

sequence and deduced amino acid sequence of the
structural proteins of dengue type 2 virus, Jamaica

genotype. Virology 155: 365-377.

Trent, D.W., Kinney, R.M., Deubel, V., Rice, C.M. ¥y
Hahn, C. 1987. Partial nucleotide sequence of St.
Louis encephalitis virus RNA: Structural proteins, NS1,

NS2 and NS2b. Virology 156: 293-304.

balgarno, L., Trent, D.W., Strauss, J.H. y Rice, C.M.
1986. Partial nucleotide sequence of the Murray Valley
Encephalitis virus genome. Comparison of the enconded
polypeptides with yellow fever virus structural and

non-structural proteins. J. Mol. Biol. 187: 309-323.

Mandl, C.W., Heinz, F.X. y Kunz, C. 1988. Sequence of
the structural proteins of tick-born encephalitis virus

(Western Subtype) and comparative analysis with other

Flaviviruses. Virology 166: 197-205.

118



71,

72.

73.

74.

75.

76.

Mason, P.W., Phyllis, €., Mason, L. y Fourner, M.J.
1987. Sequence of the dengue-~l virus genoma in the

region enconding the three structural proteins and the

major nonstructural protein NS1. Virology 161: 262-267.

Myer, E.W. y Miller, W. 1988. Optimal aligment an

linear space. CABIOS 4: 11-17.

Monath, T.P., Wands, J.R., Hill, L.J., Brown, N.V.,
Burke, D.S., Grant, J.A. y Trent, D.W. 1986.
Geographic classification of dengue-2 virus strains

by antigen signature analysis. Virology 154: 313-324.

Bell, J.R., Kinney, R.M., Trent, R.D., Lenches, E.M.,

Dalgarde, L., y Strauss, J.H. 1985. Amino-terminal

aminoacid sequences of structural proteins of three

Flaviviruses. Virology 143: 224-229.

Svitkin, Y.V., Lyapustin, N., Lashkevich, V.A. y
Agol, V.I. 1984. Differences between translation
products of TBE virus RNA in cell-free systems from
Krebs~-2 cells and rabbit reticulocytes. Virology 135:

99-105.

Garoff, H., y Melancon, Inc. 1986. Reinitiation of
translocation in the semliki forest virus structural
polyprotein: Identification of the signal for the E

glycoprotein. EMBO J. 5: 1551-1560.77.,

119



77.

78.

79.

80.

81.

82.

Altamirano, M., Plumbridge, J. y Calcagno, M. 1991.
Secondary structure of Escherichia coli glucosamine-
6-phosphate deaminase from amino acid sequence and
circular dichroism spectroscopy. Biochim. Biophys. Act.

1076: 266-272.

Taylor, W.R.,y Thornton, J.M. 1984. Recognition of super

secondary structure in proteins. J. Mol. Biol. 173:

487-514.

Nakashima, H., Nishikawa, K., y Ooi, T. 1986. The folding
type of a protein is relevant to the aminoacid

composition. J. Biochem. 99: 153-162.

Higgins, D.G. y Sharp, P.M. 1989. Fast and sensitive
multiple sequence alignements on a microcomputer. Comp.

Appl. Bios. 5: 151-153,

Nowak, T. y Wengler, G. 1987. Analysis of disulfides
present in the membrane proteins of the west nile

Flavivirus. Virology 156: 127-137.

Margalit, I.J., Kower, B., Good, L.H. y De Lisi, C.
1987. Protein antigenic structures recognized by

T-cells: potential applications to vaccine design.

[ —1

Immunol. Rev. 98: 9-52.

120



83. Moore, J., Engelberg, A. y Barioch, A. 1988. Using pc/
gene for protein and nucleic acid analysis. Biotech-

niques 6: 566-572,

84. Richardson, J.S. y Richardson, D.C. 1988. Amino acid
preferences of specific locations at the end of the «

helices. Science 240: 1648-1652.

85. Nakashima, H. y Nishikawa, K. 1986. The folding type of
a protein is relevant to the aminoacid composition. J.

Biol. Chem. 99: 153-162.

86. Myer, E..W., y Miller, W. 1988. Optimal aligment in

linea space. CABIOS 4(1): 11-17.

87. Roehring, J., Hont, A.R. y Mathews, J:H: 1989. Synthetic
peptide vaccine strategy for inducing Flavivirus
immunity. 1In vaccines 89. Modern approaches to new
vaccines including prevention of AIDS. Ed. F. Brown.
Cold Spring Harbor Laboratory. Cold Spring Harbor, New

York. pp 347-350.

88. Lamb, M., Dalgamo, L. y Weir, R.C. 1987. Mapping of T
cell epitopes using recombinant antigens and synthetic

peptides. EMBO. 6: 1245-1251.

121



	Portada
	Índice
	Resumen
	Introducción
	Planteamiento del Problema
	Objetivos
	Diseño Experimental
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Bibliografía



