
IS 2 
2cJ' 

Universidad Nacional 
Autónoma de México 

FACULTAD DE CIENCIAS 

"ESTUDIO DEL GENOMA DEL VIRUS DEL DENGUE: 
ANALISIS DE LA ESTRUCTURA PRIMARIA DE LAS 
PROTEINAS DE NUCLEOCAPSIDE Y DE MEMBRANA 
DEL VIRUS" 

TESIS PROFESIONAL 
Que para obtener el Título de 
B 1 O LO G O 

e s e n t a 

JESUS ORTEGA LULE 

México, D. F. 1 9 9 1 

FALLA DE OIHGEN 



UNAM – Dirección General de Bibliotecas Tesis 

Digitales Restricciones de uso  

  

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA 

SU REPRODUCCIÓN TOTAL O PARCIAL  

Todo el material contenido en esta tesis está 

protegido por la Ley Federal del Derecho de 

Autor (LFDA) de los Estados Unidos 

Mexicanos (México).  

El uso de imágenes, fragmentos de videos, y 

demás material que sea objeto de protección 

de los derechos de autor, será exclusivamente 

para fines educativos e informativos y deberá 

citar la fuente donde la obtuvo mencionando el 

autor o autores. Cualquier uso distinto como el 

lucro, reproducción, edición o modificación, 

será perseguido y sancionado por el respectivo 

titular de los Derechos de Autor.  

 



Introducción .................................•........... l 

Planteamiento del problema ......................... · ... . 

Objetivos ....................... ; .....• 

Material y Métodos .............•..... 

a) Identificación de clonas 

b) Purificación de plásmidos 

los insertos .................... ~. 

e) Secuenciación nucleotidica ...... ~. 

I Purificación de ADN de cadena .s•9nc> . .LJLa .. , 

II Reacciones de secuencia ......... . 

ch) Amplificación del ADNc por 

de la polimerasa 

d) Predicción de la estructura 

proteinas . ........................... -~ · .. . 

Resultados .................................. ~~:· 

al Anélisis de las clonas positivas ......•. ,. 

b) Secuenciación nucleotidica de los insertos;~-' 

c) Sintesis y amplificación de regiones 

no representadas en el banco gen6mico .. 

ch) Análisis de estructura 

d) Predicción de la estructura 

Discusión ..............................• 

Conclusión ........................... ~ '. 

Lista de figuras ...........•......... ·._. .• <.·,·. O:; 

Bibliografia ..................... : .. • ":·;·. ; .......•...• ; 49 



INTRODUCCION 

El dengue es una enfermedad causada por el virus del mismo 

nombre, el cual pertenece a la familia Flaviviridae (1), que esta 

compuesta de aproximadamente 66 especies de virus divididos en 

tres grupos dependiendo de su forma de transmisión (mosquitos, 

garrapatas o sin vector conocido) y 8 subgrupos definidos anti-

génicamente (tabla 1) (2,49). El virus del dengue es transmitido 

principalmente por el mosquito Aedes ~. y con menos efi-

ciencia por otros miembros del Suborden Nematocera de la familia 

Culucidae, e infecta preferencialmente a las células del sistema 

reticuloendotelial. 

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 

l!ABLI 1) CoapleJos antl:énicos de los flaviviNI definidos por ensayos de neutraliuci6D cruzada con anti 
sueroo policlonales 

La enfermedad se consideró durante muchos años limitada a re-

giones de Africa, Asia y Australia. Sin embargo, durante la 

segunda guerra mundial se aislaron los serotipos 1 y 2 en el 



Continente Americano (2,31. En 1957 debido a la existencia de 

fiebre amarilla en América, la Organización Panamericana de la 

Salud auspició una campaña de erradicación del Aedes y es asi 

que el 20 de septiembre de 1963 se declaro erradicado el mosquito 

(3,4), por lo que en nuestro pais no se tuvo notificación de 

dengue de 1963 a 1978, en este Ultimo año reaparece la enfermedad 

en el Sur de México. En 1980 al~anza su morbilidad maxima (51,506 

casos) ocupando el sexto lugar dentro de las enfermedades no-

tificables (figura 1). En los años siguientes invade por la costa 

del Golfo hasta el norte del pais afectando 23 estados (figura 2) 

(4,SJ. 

60 J:ENGUE EN MEXICO 

A !'JOS 

fig ¡ ll1ilero de casos de de!lguo en llWco a partir de 1978. 

Actualmente circulan 3 de los 4 serotipos y las principales Areas 

endémicas son: Guerrero, Oaxaca, Chiapas, YucatAn, Puebla y 

Veracruz. En la población mundial se ha estimado que ocurren 

arriba de 100 millones de casos anuales (5,6,7). 
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La enfermedad tiene dos formas clinicas: el dengue clásico, que 

generalmente se presenta de manera benigna y el dengue 

hemorrágico que tiene dos variantes; el sindrome de choque por 

dengue (SCD} y la fiebre hemorrAgica por dengue (FHD), con una 

letalidad del 10 al 40 ?. de los casos. 

El dengue nos preocupa en México porque ha causado grandes 

epidemias que han incapacitado temporalmente a miles de indivi-

duos y, aunque sólo tenemos notificación en forma aislada de sin-

dromes graves, existe la amenaza de que se presenten epidemias y 

pueda volverse endémico, con altas tasas de mortalidad, ya que 

existen todas las condiciones epidemiológicas para el desarrollo 

de este tipo de manifestaciones como son: una población suscepti-

ble (primoinfectada), densidad adecuada del vector, tres de los 

cuatro serotipos circulando, clima propicio para el desarrollo 

del mosquito, etc. Los datos epidemiológicos muestran que el 

virus afecta principalmente a personas Jóvenes {menores de 15 

años de edad) y mujeres {16,14). 

Actualmente se proponen dos hipótesis para tratar de explicar 

el desarrollo de las formas graves de la enfermedad. La primera . 
propone la variación antigénica {de la proteina de envoltura 

viral) de los virus mientras circulan en la naturaleza (15). Y la 

segunda una facilitación de la infección mediada por anticuerpos 

_ het~_!'_?t_~_~ic_~_::; no neutralizantes, esto es, una infección secuen­

cial por distintos serotipos del virus del dengue (14). Esta 

última 'hipótesis es la más aceptada ya que se ha demostrado que 

durarite las distintas epidemias ocurridas tanto en paises Asiáti-

cos como del caribe (16) con FHD y seo, los pacientes habian 
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fig 1ii lticrofotografia del virus del dengue, la barra blanca aide apro:Wadnente 100 n1. 

Fig 5 ll>delo hipotético de la organizacibn de los cooponentes del virus del de!J&ue: lipidos. proteinas virales 
estructurales y APJI. 



estado previamente' infectados con un serotipo distinto · al ·que 

ocas.ior\6. el bro\;e epidé~ico (figura 3). 

Fig 3 Reiresenta<ion esi¡ueo.ltica del fen6oell0 de fadlltación Por anticuerpos y de los oecaniSIOS efectores y 
de a1plifleac!Oo que ¡>articipan en la patog-is de la FllD/SCD. 

La variación antigénica y biológica en flavivirus ha sido 

demostrada en Encefalitis Japonesa (50), Fiebre amarilla (51) y 

Encefalitis de San Luis (52). 

El virus del dengue es de aproximadamente 50 nm de diámetro 

(figura 4), y al igual que los demás flavivirus está compuesto de 

67. de ARN monocatenario de sentido positivo, 667. de proteinas, 

177. de lipidos y 97. de carbohidratos (5,6) (figura 5). El ARN 

contiene 10 712 bases (7,57,22), presenta una estructura de 

m7GppAmp en el extremo 5' (Cap tipo 1)(9) y carece de una se­

cuencia de poli A en el extremo 3' (8). Entre los distintos 

flavivirus en la región no traducible del ARN tanto del extremo 

5' como 3', exísten estructuras secundarias conservadas 
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(6,10,11), estables en cuanto a su energia libre por lo que han 

sido relacionadas con señales importantes tanto en transcrip-

ción, como en traducción del genoma viral durante la infección. 

Asimismo, se han reportado secuencias complementarias de aproxi-

madamente e bases (12) en los extremos S'como en el 3'. El ARNm 

viral posee un marco abierto de lectura ininterrumpido que 

presenta un cedan de inicio precedido de 3 o 4 codones de térmi-

no, el cual codifica para un precursor poliproteinico que es 

procesado postraduccionalmente, esto da lugar a tres proteinas 

estructurales y siete no estructurales que están codificadas en 

el genoma en sentido S' a 3' (figura&) (7,57,22). 

97 nt 

ORGANIZACION DEL GENOMA DENGUE 2 
(10 712) 

10 173 nt 

S '--CAP~ ESTRUCTURAL 1 NO ESTRUCTURAL 

/ \ 
/ 

D CJ 
c prM 

1 
DO 
pr M 

\ 

E -NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NSS 

rii. 6 Estructura goneral del ,..,.. del virus del dengue. 

443 nt 

1-3' 

La traducción se inicia con un péptido bésico de aproximada-

mente 14 000 daltones, no glucosilado, también conocido como 

proteína e, que forma la nucleocapside junto con el ARNm viral 

(7). Este complejo central forma una estructura icosaédrica 1 

(7,13). Se propone que el carécter bésico de la proteina C pueda 

estar relacionado con la neutralización de cargas del ARN, ayu-

s 



dando a la interacción ácido nucleico-proteina (7). Este péptido 

no forma anticuerpos CAc) con actividad neutralizante (18), y 

posee una región de aminoAcidos (aa} muy conservada que va del 

residuo 38 al 55 (13), 6 42 a 59 según diferentes autores, la 

cual está probablemente asociada a la interacción proteina­

proteina, proteina-ARN o ambas. En esta región predominan aa 

apelares. En algunos flavivirus este péptido carece de la metio­

nina inicial, en dengue no se ha comprobado pero se piensa que la 

falta de este aa es común en el grupo (13,18). En el extremo 

carboxilo terminal de la proteina se encuentra una región hi­

drof6bica de aproximadamen~e 14 aa, la cual ha sido propuesta 

como secuencia señal para la translocación de la segunda protei­

na, la precursora de membrana o prH, al reticulo endoplasmático 

(13,17,20,21,22). Sabemos que esta secuencia y la presencia de 

microsomas son necesarios tanto para la traducción de la región 

que codifica para las proteinas estructurales, como para la 

glucosilación. Durante el procesamiento postranscripcional no se 

requiere de la región que codifica a las proteinas no estructu­

rales (23). 

En el extremo 5', de acuerdo al orden en el genoma, después de 

la proteina de nucleocápside se encuentra la regi6n que codifica 

para el precursor de membrana o prM, el cual tiene un peso mo­

lecular de aproximadamente 11 400 daltones, que es un péptido 

glucosilado (7), cuyo procesamiento enzimático da lugar a la 

proteina de membrana o M. Esta proteina tiene un peso molecular 

de 7 000 a 8 000 daltones (13), y está asociada la bicapa 

lipidica. Su extremo carboxilo terminal, al igual que la proteina 

C, posee una secuencia hidrofóbica que sirve de señal para la 
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translocaci6n de la segunda glucoproteina (proteina El viral 

(13,25). Se ha propuesto que el corte de prM a M esté dado por 

una proteasa del Aparato de Golgi (7). Sin embargo se ha encon­

trado una región conservada de seis aa que incluye la secuencia 

cisteina-triptofano relacionada con el sitio activo de las tiol­

proteasas, en base a lo cual, se ha postulado que pueda presentar 

actividad tanto autocatalitica como proteolitica en algunas 

proteínas no estructurales {13,19}. 

Por su capacidad de inducir la formación Ac neutralizantes se 

propone que una región de la proteina M interaccione con el exte­

rior del virus (24). Asimismo, ha sido encontrada principalmente 

en células infectadas y en menor proporción en el virión maduro 

(13,26). Se ha observado que el corte de prM a M se da en condi­

ciones ácidas, semejantes a las que existen en el Aparato de 

Golgi durante el procesamiento postraduccional (26). 

La adsorción de los viriones a las células permisivas del 

sistema reticulo endotelial se lleva a cabo por la interacción de 

la glucoproteina de capa externa o E con receptores para los 

componentes del sistema inmune, como son los receptores para Fe 

de inmunoglobulina (complejo virus-anticuerpo) o receptores para 

algunos componentes del sistema del complemento. Una vez unido el 

viri6n. o el complejo virus-anticuerpo, al receptor, se lleva a 

cabo la penetración y el desnudamiento viral, eventos que parecen 

ser simultaneos y dependientes de pH (18). Los virus que con­

tienen la proteína prM presentan una disminución de la capacidad 

infectiva (13,26) 1 hecho que ha s!do relacionado con la denuda­

ción del viri6n durante la penetración a la célula huésped (26). 
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La proteina E es un péptido glucosilado transmembranal que 

vista al microscopio electrónico, se observa como espieulas de 

2-5 nm (figuras 4), es de aproximadamente 60 000 daltones, con­

tiene un 7 ~ de azúcares constituidos principalmente por: manosa, 

glucosamina, galactosa y íucosa. Antigénicamente es la proteina 

més importante, ya que en ella residen los epitopes especiíicos 

para grupo (flavivirusJ, subgrupo o complejo (dengue), tipo y/o 

subtipo (dengue 1,2,3,4), determinados serológicamente tanto por 

neutralización como por inhibición de la hemaglutinaci6n. Aunque 

en esta proteína residen las principales actividades biológicas 

del virus como son: unión a receptores, neu~ralizac16n, hemaglu­

tinaci6n, fijación del complemento, facilitación de la infección, 

neurotropismo, etc., aun no esta bien caracterizada a nivel bio­

lógico y bioquimico. 
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PLAHTEAHIENTO DEL PROBLEMA 

En base a los antecedentes anteriormente expuestos y con 

objeto de caracterizar un aislado de serotipo 2 del virus del 

dengue que ocasionó problemas epidemiológicos en nuestro pais, 

se llevó a cabo el analisis de la región del genoma que codifica 

para las proteinas estructurales. 

El interés particular de caracterizar esta cepa, es porque 

parece ser una variante antigéniea de este serotipo (comunicación 

personal Dr. Ouane Gubler, Center for disease control). La 

observación anterior esta basada en el hecho de que utilizando 

anticuerpos monoclonales tipo-especificas la cepa fue claramente 

identificada como serotipo 2; sin embargo, utilizando anticuerpos 

provenientes de liquido ascitico hiperinmune, dirigidos contra la 

cepa prototipo de referencia para este serotipo (Nueva Guinea C) 

no neutralizaban, o lo hacian muy débilmente. 

En este trabajo se presenta el análisis de la estructura 

primaria y secundaria para las proteinas de nucleocápside y mem­

brana del virus del dengue serotipo 2 eenotipo mexicano (dengue-2 

mexicano}. 
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OBJETIVOS 

l. Determinar la estructura primaria de las proteinas de nucleo­

cápside (C) y de membrana (M) del virus del dengue, serotipo 2 

genotipo mexicano (02-M), a partir de la secuencia nucleotidi­

ca 

z, Analizar la secuencia deducida de aminoácidos de las proteínas 

estructurales de este virus. 

3. Analizar y predecir la estructura secundaria de las mismas por 

métodos estadisticos y fisicoquimicos 

10 



-IDENTIFICACION DE CLONAS POSITIVAS 

La genoteca de ADN complentario CADNc) al ARN del virus del 

dengue, previamente establecida en el laboratorio (63), fue ras-

treada con objeto de obtener clonas que contuvieran secuencias 

homólogas a las proteinas de membrana y nucleocApside viral. La 

identificación de las mismas se hizo por hibridación en colonia 

utilizando una sonda especifica para la región estructural del 

dengue 2 51 (C 38) la cual esta clonada en el plAsmido pGEMI en 

el sitio para Eco RI Cficura 7). Esta sonda que fue donada por el 

Dr Young S. Hahn del Tecnológico de California, Pasadena, CA, 

contiene la región del nucleótido 1G al 2103 que abarca la infor-

mación para las proteínas e, prM, M, y E. 

C8TE.f1CICN OE L.C. SCNO~ 
PARA GpGO 

16 Z103 

L~::::G 1, 1 
1101 

1 
CtoRI 

fig. 7 La clona C38 fue generada por llgaciOn en el sitio Hind 111 de la clona C3 y clona B de dengue 251. 
contiene de los nucle6tldos 16 al 2103 qoJe represenun casi en su totalidad la regiOn estructural. !ata 
clona esta insertada en el sitio de EcoRI del pl!saido pGll!l. Donada por ei Dr Youn: S. llahn de CA!.!!CH, 
caurornia. 
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El escrutinio se hizo por hibridación en colonia al 70 7. de 

homologia¡ se sembraron 500 clonas tomadas al azar sobre filtros 

de nitrocelulosa colocados en medio sólido Luria-Ampicilina (LA) 

contenido en cajas de Petri, y se dejaron crecer 2 mm aproximada­

mente (12 h) a 37 ºC. Las bacterias fueron lisadas con NaOH O.S M 

y NaCl 1.5 M, la solución se utilizó dos veces durante 5 minu-

tos (min), posteriormente se fijó el ADN a 80 'C con vació du­

rante 2 h. Se lavaron los detritus celulares con una solución 

SSPE 2X (NaCl 0.36 H, NaP04 20 mH, Na2 EDTA 2 mH pH 7.2) durante 

5 min 2 veces. 

Los filtros se prehibridizarón a 42 'C por 3 h en una bolsa 

sellada con 8 ml de solución prehibridizadora [amortiguador de 

citratos 9 mH pH 7.4, NaCl 0.9 M, SOS 0.1 7., ADN desnaturalizado 

proveniente de esperma de salmón 100 µg/ml, ficoll 0.1 7., albu­

mina serica bovina (ASB) 0.1 7., polivinilpirrolidona (PVP)J. 

Transcurrido este tiempo se cortó la esquina de la bolsa, se 

extrajo la solución prehibridizadora con una pipeta Pasteur, y se 

agregó la misma solución con 200 ng de la sonda previamente 

desnaturalizada por ebullición durante 10 min y marcada radiacti-

vamente por la técnica de traducción de cortes (Nick 

translation), con las enzimas DNAsa I y el fragmento mayor de la 

ADN polimerasa I (Klenow). La reacción se llevo a cabo en presen­

cia de Tris 100 mM, NaCl SO mH, MgCl2 10 mM, ditrioteitol (DTTl l 

mM, gelatina 0.1 mg/ml, dCTP, dGTP y dTTP 20 µM de cada uno y 15 

µCi de 32P-dATP (3000 Ci/mMol). 

La reacción de marcado se hizo a 14 ºC por 2 h 1 y se detuvo a 

70 ºC durante 10 min. La marca libre se eliminó por cromatografía 

en sephadex G-50. Los filtros con la marca se incubaron a 42 ªC 
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durante un tiempo equivalente a 3 Cott [que determina el tiempo 

medio de renaturalizaci6n del ADN = (l/X) (Y/5) (Z/10), (donde X 

es la concentración en µg de la sonda, Y es la complejidad en 

kilobases (kb) y Z es el volumen de la reacción en ml)], pos­

teriormente se lavaron en SSPE 2X una vez y cuatro veces con SSPE 

0.2X durante 15 min cada una, finalmente los filtros fueron 

expuestos a una pelicula Kodak (X-Omat) toda la noche a -70 •e, 

al dia siguiente se reveló la pelicula. 

-PURIFICACION DE PLASMIDOS Y ANALISIS DEL TAMAÑO DE LOS INSERTOS 

La purificación de los plasmidos se hizo a partir de las 

clonas que dieron señal positiva para las proteinas estructu­

rales. Con este propósito se sembró un inóculo de cada colonia 

seleccionada en m~dio LA, y se dejó crecer en agitación conti­

nua répida a 37 ºC hasta alcanzar la fase estacionaria¡ a conti­

nuación se inocularon 500 ml de medio LA con 5 ml de cultivo y 

se incubaron a 37 •e, permitiendo su crecimiento hasta obtener 

una densidad optica (00) de 0.5 a una longitud de onda de 500 nm. 

Posteriormente se agregó el cloranfenicol (150 ~g/mll para favo­

recer la multiplicación del plasmido y se dejó en agitación 

por lB h a 37 •c. 

Las células se separarvn por centrifugación a 2 500 g por 20 

min, retirandose el sobrenadante y resuspendiendo el paquete 

celular en 30 ml de solución TES (Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 80 mM y 

sacarosa al 10 1.) con 10 mg/ml de lisozima, incubandose a tem­

peratura ambiente 10 min . 

. La lisis celular se llevó a cabo mediante ciclos de congela­

ción (etanol y hielo seco) y descongelación sucesiva, por tres 

13 



veces, y posteriormente fueron centrifugadas a 120 000 g cdurante 

45 min. A continuación se llevó a cabo una precipitación diferen­

cial a partir de los sObrenadantes con medio ·volumen .. de clor:uro -.. 

de litio al 20 %, y un volumen de isopropanol 

dose a -70 •e y descongelándose suavemente. 

Posteriormente la muestra se centrifugó a 15 000 · g 'por· ·10 min. 

y se recuperó el precipitado resuspendiéndose en 500 µl de solu-

ción TE (TrisHCl 10 mM pH 7.5 y EDTA 1 mMl, con 30 µl de RNAsa A 

mg/ml (previamente hervida), a 37 •e por 1 h. El material 

insoluble se precipito por centrifugación a 17 000 g 5 min. Los 

plásmidos fueron recuperados a partir del sobrenadante por ex-

tracción con solventes orgánicos (fenol/cloroíormo) y precipita-

ción con etanol absoluto más acetato de sodio 3 M pH S. 

Para analizar el tamaño de los insertos, se hizo una doble 

digestión (Eco RI/Hind IIIl de los plasmidos (10 µg) que tenian~ 

insertos en el sitio para Sma I y con Eco RI (10 µg) para los que 

estaban clonados en el adaptador de Eco Rl. 

Los insertos se separaron del vector por electroforesis en 

agarosa al o.e?., utilizando voltaje constante (100 volts). En el 

gel se incluyó como marcador de peso molecular al bacteriófago 

~X 174 digerido con Hae III. En el amortiguador de corrida TBE lX 

se agregó bromuro de etidio a una concentración de 0.5 µg/100 ml. 

Al finalizar la corrida las bandas se observaron con luz ultravi-

oleta de onda larga y se cortaron con un bisturi. Los fragmentos 

de agarosa se colocaron en bolsa de diálisis (previamente hervida 

durante 10 min con bicarbonato de sodio al 2 7. y 1 mM de EDTA, 

lavada con agua destilada y hervida en agua megapura) con 200 µl 
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de TBE (Tris-Acido B6rico y EDTA) 0.1 X y se extrajo el ADN por 

electroeluci6n a 150 volts durante 30 min. invirtiendo por 40 

segundos los polos para despegar el ADN adherido al papel de la 

bolsa de dialisis. Finalmente la muestra se colocó en un tubo 

eppendorf y se extrajo el ADN con fenol/cloroformo. Para retirar 

los restos de bromuro de etidio, presentes en la preparación 

antes de precipitarse se hizo una extracción con isopropanol 

saturado con TNE (Tris 100 mH, NaCl 5 H, EDTA 1 mH). 

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA 

La secuenciaci6n del ADN se llev6 a cabo por el método de la 

cadena terminal, descrito por Sanger (27) Y modificado por Tabor 

y Richardson (29). El método está basado en la síntesis ,1n. vitro 

de una cadena de ADN con ayuda de la ADN polimerasa del bacterió­

fago T7 la cual tiene baja actividad de exonucleasa 3'->5', 

utilizando como molde ADN de cadena sencilla (ADNcs). cuando se 

usa una mezcla apropiada de S' trifosfatos de desoxinucleótidos 

CdNTPs), incluyendo uno marcado radioactivamente y uno de los 

cuatro trifosfatos de didesoxinucle6tidos (ddNTPs), la enzima 

cataliza la polimerización de la cadena hasta que un ddNTP análo­

go es incorporado. En reacciones individuales para cada 2'-3' 

ddNTP se completa la información de la secuencia y las cadenas 

marcadas de diferentes tamaños se resuelven por electroforesis en 

gel de poliacrilamida, revelándose por autoradiografia. La se­

cuencia se obtiene por lectura directa de la pelicula. 

-A. PURIFICACION DE ADN DE CADENA SENCILLA. 

Los insertos a secuenciar se subclonaron en el bacteriófago 
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Ml3 mp 18 en el sitio de Sma !. Con este propósito se alinearon 

los extremos protruyentes con ayuda del fragmento mayor de la ADN 

polimerasa I (Klenow, 12 UJ en presencia de Tris HCl 10 mM, pH 

7.5, MgCl2 40 mM, DTT 1.5 mM, dCTP, dGTP, dTTP, dATP 35 mM de 

cada uno, la reacción se incubó durante 60 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente el ADNc se extrajo con solventes organi­

ces [fenol (25)/cloroformo-isoamilico(24:1) v/v] y se precipitó 

con 2 i volúmenes de etanol y 1/10 de volumen de NaCl 2M. Estos 

insertos se ligaron con ADN ligasa del bacteriófago T4, los fagos 

recombinantes se transfectaron en la cepa JM101 de ~ coli [F'tra 

036 Pro A+ pro B lac ¡q lac 2 AM 151 Sup E Thi Clac-pro AB)J que 

se hizo competente para su transformación, de acuerdo a la si­

guiente técnica: Un volumen de medio Luria {Triptona 1 7., extrac­

to de levadura 0.5 ?., NaCl o.s ?.) se inoculó con 1/10 del volumen 

de cultivo bacteriano crecido hasta su fase estacionaria. El 

cultivo se mantuvo a 37 ºC con agitación media, hasta que alcanzó 

una DO de o.s a 550 nm. Se centrifugó y resuspendió en la mitad 

del volumen original con una solución de CaCl2 100 mM. 

Posteriormente se incubaron 15 min a 4 ºC, se recuperaron por 

centrifugación a 3 000 g durante 5 min, y se resuspendieron en 

1/15 del volumen original. Por cada 50-100 ng de ADN recombinante 

(ADNr) se agregaron 300 µl de células competentes y se incubaron 

40 min en hielo/agua (O 'C) dando un choque térmico a 42 •e por 2 

min y a O ºC durante 5 min. A cad~ tubo se añadieron 20 µl de 

isopropil B-D Tiogalactopiranósido CIPTG) 100 mM, SO µl de S­

Bromo-4 cloro 3 indolil B-0 galactopiranosido (X-Gal) al 2 ~ en 

dimetilformamida CDMFJ, 200 µl de células JMlOl en crecimiento 

exponencial y 3 ml de agar en medio minimo esencial. La mezcla se 
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homogeneizó y se virtió en cajas de Petri con agar en medio 

minimo. Se permitió que el gel solidificara y a continuación se 

incubaron a 37 •e 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 

JMlOl previamente diluidas 1:100 en medio fresco y se incubaron 

a 37 •e por 6 h. Posteriormente se centrifugaron en tubos eppen­

dorf y se recuperó el sobrenadante guardándose a 4 •e toda la 

noche. 

Al dia siguiente se añadieron 220 µl de polietilénglicol (PEGl 

al 20 1. en NaCl 2.5 M, deJ~ndose 30 min a temperatura ambiente. A 

continuación las muestras se centrifugaron y se resuspendieron en 

100 µl de TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM). Finalmente el ADN se 

extrajo con solventes org3nicos (fenol/cloroformo} y se precipi­

tó con etanol y NaCl 2 M. El ADNcs se resuspendi6 en agua mega­

pura estéril y se observó en minigel de agarosa al 1 1.. 

-B. REACCIONES DE SECUENCIA; ALINEACION DEL INICIADOR (PRIMER) 

CO!I EL MOLDE, REACCION DE MARCAJE, ELONGACION DE LA CADENA Y 

TERMINACION DE LA SINTESIS. 

La alineación del iniciador de M13 con el molde (ADNcs) se 

llevó a cabo en un solo tubo de reacción utilizando 0.5 pmoles de 

iniciador universal (5' GTAAAACGACGGCCAGT 3'), 200 mM Tris HCl pH 

7.5, 100 mM MgClz, 250 mM NaCl y 2 µg de ADN en un volumen de 10 

µl, la mezcla se incubó en un multibloque a 65 •e por 2 min y se 

dejó que la temperatura descendiera lentamente hasta 35 •e (en no 
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menos de 30 min) . Después de que la temperatura __ fu.e_ JDeno~ ~. ~5 ªC 

se procedió con la reacción de marcado. A la reacción·: ·ánt.er1or ' . . . ... 

( 10 µ1) se le agregó una mezcla de 7. 5 µM de dGTP, dCTP, y ,, dTTP, 

19 µCi/µl [a3Ss-dATPJ 000-1 500 Ci/mmol, 0.1 M de DTT,y 10 U de 

ADN polimerasa del fago T7 en un volumen de 15.5 µl, y se incub6 

a temperatura ambiente durante S min. 

Para la terminación de la reacción, se transfirieron 3.5 µl de 

esta mezcla a 4 tubos eppendorf marcados para cada nucleótido A, 

T, G y C. A cada uno de los tubos se le agregó la mezcla de 

terminación con cada uno de los análogos de la manera siguiente: 

A; dGTP, dATP, dCTP y dTTP 80 µM de cada uno, BO µM de ddATP, 

NaCl 50 mM. 

C; dGTP, dATP, dCTP y dTTP BO µM de cada uno, 80 µM de ddCTP, 

NaCl 50 mM. 

G; dGTP' dATP' dCTP ~ dTT~','. BO . µM· ,~e :cada uno' ªº µM de ddGTP' 
·:;.·:::· 

NaClSOmM. 
--~_:_--. '_:' 

-;---:: """·--· 

T; dGTP, dATP,.dCTP y'dTTP 0 SO.µM·de 0 cada uno, 80 µM de ddTTP, 

NaCl so mM. 

Se incubo la reacción a 38 •e por s min y se agregaron 4 µl de 

solución para detener la reacc16n, que contenía 95 7. de formam~-

da, 20 mM de EDTA, O.OS 7. de azul de bromofenol, y O.OS 7. de 

xilencianol FF. Los fragmentos del AON obtenidos se separaron en 

un gel (de 80 cm de largo y 0.4 mm de espesor) al 5 7. de acrila­

mida, bisacrilamida (19:1) y urea 7 M (el vidrio chico previa-

mente se trató con 8-metacriloxipropiltrímetoxilano al 2 ?. en 

etanol, y el grande se sil1coniz6 con sigmacote). 
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El gel se precorrió una hora en amortiguador de TBE pH 8.3 a 

600 volts y 40-SO watts, hasta que el gel alcanzó una tempera­

tura entre so y SS ºC. Las muestras se desnaturalizaron a 80 'C 

durante 2 min inmediatamente antes de cargarlas en el gel. En 

cada corrida se permitio que el xilencianol presente en la mues­

tra migrara 80 cm, o llegara al frente de la corrida. Al termino 

de la misma se fijarón en solución de acido acético al 10 % con 

metanol al 12 7. durante 1 h. posteriormente se horneo a 80 'C 

toda la noche y al dia siguiente se sometio a autorradioerafia 

con pelicula Kodak X-Omat a temperatura ambiente durante 18 h 

- AMPLIFICACION DEL ADNc POR REACCION EN CADENA DE LA POLIMERASA 

(PCR). 

Las secuencias que no estaban representadas en el banco de 

ADNc y de los genes en estudio, ya fuera del extremo S' o 3' se 

sintetizaron directamente a partir de ARNm con oligonucleótidos 

sintéticos especificas de diferentes tamaños (no menos de 12 nt). 

utilizando transcriptasa reversa (AMVRT). Para la sintesis de la 

primera cadena se utilizaron 3 µg de ARN monocatenario en un 

volumen de reacción de 25 µl en solución de Tris-HCl 100 mM pH 8, 

ditiotreitol (DTTl 4mM, 30 U de inhibidor de ribonucleasas de 

placenta humana CHPRI}, una mezcla 20 mM de cada uno de los 4 

desoxiribonucleOtidos trifosfatos. 45 ng de hexanucleótidos 

sintetizados al azar (Amersham) como indicadores, 10 µCi de 

¡32p]-dATP (3 000 Ci/mM) y 40 U de transcriptasa reversa del , 
virus que ocasiona la mieloblastosis aviaria (AMVRTJ. 

La reacción se incubó a 42 ºC durante 60 min, se paso a 

hielo/agua (O ºC} y se tomaron alicuotas de 1 µl para determinar 
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la cantidad de ADN de cadena sencilla CADNccs) polimerizada. Con 

este propósito se fijaron estas muestras y las que se tomaron al 

tiempo O de reacción en filtros de papel Whatman (DEAE-Bll, los 

cuales se lavaron de marca no incorporada con Na 2HPo4 0.5 M, 6 

veces durante 5 min, con agua 2 veces 1 min y con etanol 2 veces 

mio. Posteriormente se estimo la radiactividad incorporada en 

cada una de las muestras utilizando Tolueno-PPO como sistema de 

centelleo liquido. 

En la sintesis de la segunda cadena se utilizó como templado 

la molécula híbrida (ARNm+ADNccs) resultante de la reacción de 

síntesis de cadena sencilla y la enzima RNAsa H CJL. coli), para 

digerir parcialmente el ARN, el cual funcionó como iniciador y 

fué reemplazado eficientemente utilizando la enzima ADN polimera­

sa I {~ coli}. Consecutivamente se incorporó a la reacción la 

enzima T4 ADN polimerasa. con actividad de exonucleasa 3'-5' con 

objeto de remover cualquier residuo remanente 3'de la reacción de 

la primera cadena y de esta forma corregir posibles errores en la 

sintesis de la doble cadena. 

La reacción se llevó a cabo en un volumen de 125 ~l en una 

solución que contenia, Tris-HCl lOOmM pH 8, DTT 2 mM, 2-mercapto­

etanol 5 mM, KCl &O mH, HEPES 35 mH, MgCL2 7 mM, una mezcla de 

dATP, dCTP, dGTP, dTTP 0.4 mM, ADNccs &O ng/ml, RNAsa H 2 U, ADN 

polimerasa I 57 U y ¡32pJ-dATP 15 µCi (3 000 Ci/mmol); la reac­

ción se incubó consecutivamente a 12 ºC durante 60 min, 22 •e por 

&O min, 70 •e por 10 min y agua/hielo (0 'Cl; finalmente se 

agregaron S U de T4 ADN polimerasa, se incubó 10 min a 37 •e y 

se paro añadiendo 4 µl de EDTA 0.25 M pH 6. 
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Se estimó el rendimiento de sintesis de ADNccs de igual forma 

que en la reacción anterior. tomando alicuotas de 1 µl al inicio 

y término de la misma. El AONccs se extrajo con solventes orgAni­

cos (fenol/cloroformo-isoamilico) de la manera ya descrita y se 

purifico mediante cromatografia de sephadex GSO. Posteriormente 

se midio la radiactividad de una de las fracciones y el material 

del pico radiactivo se precipito con 5 volumenes de etanol y un 

volumen de acetato de sodio 3 M pH s, conservandose asi hasta su 

uso. 

El AONc sintetizado de esta manera se amplificó para su poste- '\ 

rior utilización en la sintesis de molde en el analisis de se­

cuenciaci6n, mediante el método de PCR, descrito orieinalmente 

por Hullis (62), el cual permite la amplificación !Jl vitre de 

segmentos de ADN a través de una serie de reacciones a diferentes 

temperaturas. en las cuales primero hay una temperatura que 

permite la desnaturalización del ADN, otra que permite la alinea­

ción de los iniciadores y una adicional que ayuda a la polimeri­

zación de la cadena sintetizada; estos tres pasos consecutivos se 

reíieren a un ciclo y la reacción esta basada en la repetición de 

estos ciclos amplificando el segmento de 105 a 109 veces. Se 

utilizo una ADN polimerasa de 94 KD termoestable que posee una 

alta procesividad (taq ADN polimerasa). La reacción se llevo a 

cabo en un volumen final de 100 µl que contenia 10 mH de Tris-HCl 

pH 8.3, SO mH de KCl, l.5 mH de HgCl2, 0.01 7. de ~elatina 

(peso/volumen) una mezcla de 200 µM de cada uno de los dNTP's, 

µH de iniciador en sentido 5'-3', lµH de iniciador en sentido 

3'~s·, ng de ADN molde y 2.5 U de taq ADN polimerasa. Si la 

muestra contiene proteasa, se calienta a 95 ºC durante s min y 
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despues se agrega la enzima; para evitar la evaporación de la 

muestra a cada uno de los tubos se les agregó de SO a 100 µl de 

aceite mineral. 

La programación del multibloque se hizo con el siguiente 

protocolo: el primer ciclo se llevo a cabo de una sola vez a 92 

•e 2 min, so •e 3 min y 72 •e 2 min. El segundo ciclo se repitio 

28 veces a 94 •e 2 min, so ºC 2 min, 72 •e s min y 4 •e a horas. 

Al termino de la amplificación las muestras se limpiaron del 

aceite mineral con cloroformo y se analizaron tanto por electro­

foresis en gel de agarosa al 1.2 % como por Southern blot, de la 

siguiente manera: los geles se sumergieron en NaCl 1.5 M con NaOH 

O.SM 50 min a temperatura ambiente para desnaturalizar el ONA, 

luego se neutralizaron en una solución de Tris-HCl lM pH 8.0 y 

NaCl 1.SM durante 1 h a temperatura ambiente, con inversión 

lenta; a continuación el gel se saturó con una solución de SSPE 

lOX durante 30 min y se colocó sobre un papel filtro Whatman de 

3 mm que hacia contacto con el amorti~uador de transferencia 

(SSPE 15Xl; éste se cubrió con un filtro de nitrocelulosa previa­

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

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

(sanitasl, un vidrio y un peso de aproximadamente 400 g, se 

cubrió con plástico Kleen-pack y se dejó transferir 18 h a tem­

peratura ambiente. 

Al dia siguiente se recuperó la nitrocelulosa y se sumergió en 

SSC 5X 5 min a temperatura ambiente; posteriormente se retiró el 

eKceso de SSC y se dejo secar en una hoja de papel filtro; ya 

seco el DNA se fij6 por calor a 80'C con vacio durante 2 h y se 
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guardó en papel Whatman hasta su uso. 

La reacciOn de marcaje de los oligonucleótidos sintéticos 

especificos se llevó a cabo en un volumen de 100 ul con SOmM de 

Tris HCl pH 7.6, 1 mH de espermidina, O.lH HgCl2. 1 mH EDTA, 50 

mH DTT, 300 ng de oligonucle6tido, 20 uCi de s•y32p- ATP (3000 

Ci/mmol) y 10 u de la enzima polinucleotido cinasa. La reacción 

se incubó a 37•c por 30 min y posteriormente se paro con O.SH 

EDTA. Finalmente se hizo una extracción con fenol, otra con 

cloroformo y se precipitó con etanol y NaCl D.SM. La hibridación 

se llevo a cabo bajo el procedimiento de la secciOn V utilizando 

como soluciOn hibridizadora 2 X SSC, o.2r. SOS Cw/vl, lmH EDTA, 

501. de formamida y 2 X soluciOn Denhardt's. Las muestras positi­

vas se subclonaron en bacteriófaeo M13mp18, para el análisis de 

secuencia nucleotidica de la manera descrita en la sección C. 

-PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS PROTEINAS 

A la utilización de varios programas (estereoquimicos y esta­

disticos-empiricos) para predecir las estructuras secundarias de 

una proteína se denomina predicción conjunta, este método nos da 

una exactitud del 70 al 75 1. a lo largo de la secuencia de aa. 

Los métodos estadisticos-empiricos son la agrupación de los 

estadisticos y heuristicos, los cuales estan basados en paráme­

tros obtenidos del análisis de secuencias y estructuras conoci­

das. Los parámetros son fisicoquimicos y la comparación se hace 

con las estructuras observadas por cristalografia de rayos X, por 

ejemplo, hélices a, se ven cuales aa se presentan entre estas 

estructuras, cuales son casi exclusivas de las mismas, que aa son 

los que rompen la estructura, y la combinación de varios aa que 

23 



estructura tienden a formar. No se estudia su disposición en el 

espacio ni su posible empaquetamiento. 

Los métodos estereoquimicos toman en consideración la arqui-

tectura del posible empaquetamiento de la cadena polipeptidica y 

la interacción de las proteinas con moleculas de agua. Estos 

métodos estan basados principalmente en los éngulos ~I Y1 T1 W 
los cuales corresponden a los cuatro substituyentes del C0 . 

; corresponde al substituyente entre el C0 y el erupo car­

boxilico, ~ entre el Ca y el grupo amino1 Tes el éngulo de Ca y 

Ca y W es el enlace entre el grupo carboxilo y el amino. Basado 

en la arquitectura de estos substituyentes, se observa en aa con 

cadena lateral larga que el Ca tambien juega un papel importante 

en la arquitectura del posible empaquetamiento de la cadena 

peptidica. 

Para predecir la estructura secundaria de las proteinas de 

membrana y nucleocApside del virus del dengue se utilizaron 

distintos métodos estadisticos y fisicoquimicos (diagrama ll. 

Los programas fueron: Chou-Fasman (301 complementado con la 

predicción para giro B de los mismos ~utores {31). Este programa 

calcula los aa con alta probabilidad de formar hélices a (?al, 

los aa formadores de lémina B C?Bl y los aa con alta probabilidad 

de formar giros (Pt). Los aa de la secuencia que no esten en los 

tres grupos anteriores se denominan Estructuras No Repetidas 

CENRl y se calcula como ?c. Este programa esta clasificado en el 

grupo de los estadisticos, ya que, en la predicciOn de regiones 

estructurales toma como base, los estudios realizados en proteí-

nas cuya estructura terciaria ya es conocida por cristalografia 



de rayos X. Las magnitudes relativas (expresadas en porcentajes) 

de los valores de cada aa los clasifica en formadores, indifer­

entes y rompedores de cada estructura. 

El algoritmo de Garnier y col. (32) se clasifica dentro de los 

métodos heuristicos, el cual esta basado en las propiedades fisi­

coquimicas de cada aa, tomando en cuenta a los aa vecinos, esto 

es, lee por grupos de aa, a los cuales se les denomina 

"ventanas". Los autores recomiendan que si la proteina es soluble 

se debe utilizar una ventana de 7 a 9 aa y si la proteina es de 

membrana la ventana debera ser de 11 a 19 aa. El número de venta­

na <NV) es el mismo número de aa que se va a agrupar, esto es, 

que si tenemos un aa i se van a leer el mismo número de aa tanto 

hacia atras de i (i-x) como hacia adelante (i+x) donde x es el 

número de la ventana menos l dividido entre 2 [CNV-1)+2]. Este 

programa ademas require una información adicional, con el objeto 

de no subpredecir estructuras, la cual los autores denominararon 

constante 

porcentaje 

elección 

de decisión (CD), ésta es tomada en cuenta según 

que la proteina posee de hélice a y lámina e. 

correcta de la CD aumenta la exactitud del programa 

el 

La 

en 

un 7 7.. Garnier y col agrupan a las proteinas en 4 tipos difer­

entes de la manera siguiente: Las ricas en hélice a que tienen 

más del 307. de esta estructura y menos o igual del 10 7. de lámina 

0. Las ricas en lámina B que poseen mas del 30 ?. de B y menos o 

igual del 10 7. de hélices a. Las de estructura secundaria 

regular a y e con porcentajes menores al 25 ?. y las mixtas que 

son aquellas que no entran en ninguna de las anteriores . 

. Gascuel y Goldmar (33) utilizan un método estadistico que 

explora rigurosamente la composición de aa en cada tipo de 
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estructura secundaria. La distribución de los aa a lo largo de 

cada motivo eStructural es analizado según el porcentaje con que 

aparece en la estructura, esto es, se observo que hay aa que 

tienen cierta preferencia por aparecer al inicio de las hélices a 

o al final, estas observaciones son validas para los demás moti­

vos estructurales. Este método posee un parámetro equivalente a 

las constantes de decisión de Garnier y col, denominandolo pa­

rámetro N5 , que tiene la finalidad de aumentar la exactitud de la 

predicción. Este programa solo predice la probabilidad en tres de 

los cuatro motivos estructurales {Pa, PB y Pe). 

El algoritmo de Deleage y Roux (34) esta basado principalmente 

en los principios de Chou y Fasman (30) complementado por los 

parámetros propuestos por Nakashima y col (46). Estos autores 

proponen que la adición de estos parémetros eleva la exactitud de 

la predicción (7 a 8 ~) hecha por el algoritmo de Chou y Fasman 

unicamente. Este modelo de predicción se ha llamado metodo de 

doble predicción (34). 

Levitt (35) desarrolló un programa estadistico que análiza las 

coordenadas atómicas de un gran número de proteinas globulares 

con objeto de identificar regiones de hélice a, lámina a y giro, 

y está básado en los patrones de enlace de hidrógeno, distancias 

entre Ca y ángulos de torsión entre Ca· 

Los métodos modificados de Chou-Fasman y Garnier para proteí­

nas de membrana fueron desarrollados por Croft, A. (54) en base 

a los algoritmos originales de estos autores complementados con 

los parámetros propuestos por Rao y Argos (36) para la predicción 

de hélices de membrana. Se utilizaron estos métodos en la predic-
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ción de las estructuras transmembranales que podrian servir de 

anclaje a la proteina M. 

Para la predicción de hélices de membrana de la proteina M se 

utilizaron los algoritmos de: Rao y Argos (36) este se basa en 

las características fisicas de cada uno de los aa, Y perfecciona­

do por la comparación de la estructura propuesta para la bacteri­

orodopsina. El esquema fue ideado para delinear las regiones que 

probablemente esten asociadas a membrana, a partir de secuencias 

primarias de proteinas que se sabe interaccionan con la membrana 

lipidica. 

Klein y col (37) encontraron un análisis discriminativo que 

clasifica a las superf amilias de proteinas en seis grupos que 

pueden ser distinguidas sobre la base de cuatro variables, carac­

terizando la composición de aa y datos locales de la secuencia. 

Estas variables son promedio hidrof6bico, carga neta, longitud de 

la secuencia y variación periódica en residuos hidrof óbicos a lo 

largo de la cadena. 

Eisenberg 

hidrofóbico" 

estructura 

(38) análiza la estructura en terminas de "momento 

de la proteina completa y de los 

secundaria. El momento hidrof6bico es 

segmentos de 

el anlllisis 

conjunto de dos parametros, el momento cero y el momento uno. El 

momento cero esta definido como la suma de la hidrof6bicidad de 

cada residuo y el momento uno o momento dipolar hidrof 6bico que 

es análogo al momento dipolar electrice de un grupo de cargas 

(36). 

Los métodos fisicoquimicos utilizados fueron los siguientes: 

Hidrofilicidad (Hll de Hoop y Woods (39) que mide la capacidad de 

la molécula proteínica para interaccionar con el agua a lo largo 
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de la secuencia de aa dependiendo de las caracteristicas indi­

viduales de cada aa. Hidrofobicidad (Hb) de Miyazawa (40) la cual 

mide la repulsión de la molécula proteinica al agua. Hidropatia 

(Hpl de Kyte y Doolitle (41), que evalua la hidrofóbicidad y la 

hidrofilicidad simultaneamente a lo largo de la cadena de aminoá­

cidos. Flexibilidad (Flex) de Karplus y Schulz (42) este programa 

mide la correlación entre las láminas B, hidropatia máxima y 

flexibilidad minima, y entre asas predichas, alta flexibilidad de 

cadena y segmentos proteinicos que aceptan inserción de longitud 

variable de secuencias individuales. Antigenicidad (Ag) de Hoop y 

Wood (39) estos autores enfatizan el caracter polar promedio de 

los segmentos de la secuencia, el cual esta relacionado con los 

grupos antigenicos o capaces de producir una respuesta inmune. 

Polaridad (Poll de Graham (44). Este autor desarrollo una formula 

para ponderar las diferencias entre aa que combinan las propie­

dades que mejor correlacionan {como son composición, polaridad y 

volumen molecular> con la frecuencia de substitucion de residuos 

en las proteinas. 

Los análisis de las predicciones se hicieron en una computado­

ra PC/AT compatible y se utilizar6n los siguientes programas: 

Predict7 de R.S. Carmenes (53); Seqanal de A. Crofts (54) versión 

1.03, Universidad de Illinois, EUA; y PC/GENE Intelligenetics 

versión 6.26 (551. 

En los métodos de Chou-Fasman, Deleage y Roux, y Levitt, se 

u~ilizo una ventana de 7 aa para calcular los valores Pa y PB 

tanto en la proteína de nucleocápside (C) como en la precursora 

de membrana (PrMl. En la proteina de membrana (M) se utilizó una 
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ventana de 16 residuos de aa en los cálculos de Pa, PB, y Pt. 

Para los métodos modificados de Chou-Fasman y Garnier, asi como 

en los programas de Rao y Argos, Eisenberg y Klein, se utilizo 

una ventana de 19 aa. 

Para todas las proteinas se usaron inicialmente las constantes 

de decisiOn (CD) siguientes CDa=O, CDB=O, CDt=O y n=l. Después 

del análisis primario para observar los porcentajes de a+B ma­

yores de SO ?. se tomaron las siguientes constantes de decisión; 

CDa=O, CDB=20 CDt=O, n=l. En el método de Gascuel y Goldmar 

también se utilizaron inicialmente los parámetros estándares y 

posteriormente bajo el mismo criterio se modificaron a 

N[S]a=l.10; N[SJB=l.545 y N[S] coil=l.00. 

La predicción de la estructura para cada proteina se hizo 

tomando en cuenta los siguientes parámetros: 

1.-Prediccion de cada proteina por los distintos métodos 

2.-Asignacion de hélices alfa con un requerimiento minimo de 6 

aa consecutivos formadores de hélice a; para estructura B 4 

aa. consecutivos formadores de estructura B¡ y para giro un 

minimo de 3 aa consecutivos con alta probabilidad de formar 

giros. 

3.-La discrepancia en longitud para las hélices alfa dada por 

los diferentes métodos fue corregida por los parámetros 

estadisticos propuestos por Richardson (47}, tomando en 

cuenta la preferencia de los distintos aa. por los extremos 

de la hélice. 

4.-Corrección de las estructuras asignadas utilizando indices 

fisicoquimicos. Los indices de flexibilidad de cadena e 

hidropatia se tomaron como indicadores recíprocos y comple-
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mentarios de la posición de segmentos polipeptidicos con 

respecto al interior hidrofóbico de las proteinas (47). Los 

segmentos con alta hidropatia y baja flexibilidad fueron 

considerados como estructuras S; segmentos con baja hidropa­

tia y alta flexibilidad fuerón tomados como estructuras no 

repetidas según Crawford (59). 

5.-Las hélices alfa anfipáticas fueron predichas tomando en 

cuenta un promedio de hidrofobicidad de 0-0.2, con un momento 

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

datos positivos fueron correlacionados con la probabilidad 

de superficie e hidrofilicidad. 
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RESULTADOS 

ANALISIS DE LAS CLONAS POSITIVAS. 

El tamaño de los insertos del ADNc de las 45 clonas con señal 

positiva .<figura Ba) se determinó por electroforésis de los pro­

ductos de digestión de los plásmidos con las enzimas de restric-

ci6n EcoRI/Hind III, con objeto de proteger el sitio de Smal¡ el 

tamaño" de los insertos varió de 300 a 1000 pares de bases (pb) 

(figura Bb). 
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1uestra un 1arcador de peso 10lecular ltx/Hae JIII. en los otros carriles las clonas segUn el nÍllero 
asignado durante el escrutinio a la genoteca. 

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DE LOS INSERTOS. 

El anAlisis de la secuencia nucleotidica se llevó a cabo por 

el metodo de la cadena terminal (27). La ubicación de las re-

giones secuenciadas se hizo por analogia con la secuencia repor-

tada previamente para la cepa prototipo del virus del dengue-2 

31 



• ' •••••• 1. 1' 1• 
•••••••-••••-·---·-•-•••••••-••••••-••m 

1' 11 t 1 1 • L 1 1 1 1 1 t V 1 1 '1 1 L 1 1 1 f l L 1 11 1 1 1 1 1 t l 1 L 1 U 

--------------------------------------­~·' 11 ~· .. , ' 1 j'. L 1 1 L 1 1 P ' 1 1 1 1 L 1 1 11 1 1 1 1 1 1 1 i 1 1 'I' l 1 1 f ll 

---------------------------------------: .. ~ , ' ., ,..... 
9''1 1 1 ·1 1 t 11 L 1 1 L 1 1 1 1 t 1 1 1 11 1 1 1 L 1 t 1' 11 1 f 1 l 1 1 1 1 tll 

': ·.SJ4 -.~""...,""'"-""•••..c~"""C:CUtu.Milltlol&lMM U:MCl"'...,UA.UM -au-.iuu-au.utu a.i.t "" 

•n .1 1 r ·, 1 1 ' 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 a 1 1 1 1 1 1 • e 1 1 • • • • 1 • • 1 n• 

---------------------------------------'" e 1 1 t 1 1 1 1 e • 1 1 1 1 1 1 ' 1 , 1 1 e v 1 1 1 1 1 t v • 1 1 • 1 e t m 

M••·----------------------------------­-"' 1 1 1 l 1 1 1 1 l 1 1 V a L 1 t 1 'I 1 11 l L 1 1 1 1 1 1 11 11 1 1 1 1 1 11 1 Dl 

~--------------------------------------DJ l·V 1 1 1 1 1 V 1 L 1 1 t 1 1 1 1 11 a 1 1 1 l 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 f tK 

muu~~- ..... ~~~---uu~~~~--1t1oD•"1t1o~~--~~UUM~--"~M-
' m 1 L L ta 1 1 t 1 1 t 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 '1 1 1 1 11 1 t 1 t l l "°' 

--~~.um•~=w-~•~•-w-~-~u.t1LUM ...... ~uUCA""~~~~...i:-~--M 

•1 • • 1 t ' 1 1 • • 1 • 1 • 1 L • t 1 t 1 1 1 1 ' 1 1 • a 1 1 • 1 1 e 1 t • JU 
1IOO UrU"°'Ml/UWUta11CC,ll.CK.11M.lllllMltcAiCAO..u.tlLUlo\l1U;U..-,UCAWIUMIUAtttlttattWll""'MlllloC'*'--ICU Ull 

,..., • 1 1 1 t 1 t • • 1 e• 1 1 • 1 • 1, • 1 1 • 1 1 1 t' e••••'•••"" 
nlt .... Cl&J.a:utKIKJ.IUUl:l.UUCIM CUKJ.UA•lo\lu:tacl:IU;Mll--WWCIM.IMILUM W:IM.UILll.UMU w""'w IUI 

'" 11 1 1 • e 1 l t 1 1 1 1 1 ' 1 e 1 • t 1 t 1 1 1 • 1 1 1 ' ' • 1 1 • 11 1 ' u1 
W1 ~""""'""'~--1LU- ... cu'"a..ca.i;1.ccuw1t&dU.CU\IE.t1N.WllCll.CWW.,..U::U::C..C.UloW_LU; ... 1.-t Wl 

"ª 1 1 ' 1 ' ' • 1 ' • 1 •• ' ' 1 • ' ' 1 • 1 •• ' • 1 1 , •• 1 l 1 • 1 1 04 
UU .Ul<llC 8.C-IC.t.tcUCAtW"'Wu.tUUIU&C-11.1.11.toCIUKl.AMl.MJ_,#14.,..U""'-.U.CU CM'°"l.U*lt.U.llol: ltlW \UJ 

•n 1 1 •' • 1 '1 •te 1 r •' 1 1 • 1 • 1 •, l l 1" 1 • • "1 1' • • • 01 
M44 11.15 KJ.Cct~ l«Jia1Ullt511LCWIM\l:IJCUl&AltC'"Cl.Cu.tU.Cll!Uu;,11.CM\,UI; GIGCAA"5_,IAt#14ICllMC;CWMColl:l&A UA 11'4 

•n ' t 1 • l • 1 • 11 1 • 1 l • t 1 e 1 1 11 1 1 r 1 1 1 ' 1 t 1 1 1 • • 1 1 • sn 
nn l.UWC QIA.W CMA.CU\l,l;CU\CCo.i¡W UllUl.toCAUCAA--&.ICIM-CMUJ.a.&WO.CM attWClMMllCUlllaW.llACM l~I 

"'1 """ 1 1 1 1 1 1 1 1 1 1 • 1 1, • 1 1 1, • 1 1 1 1 1 1 t 1 e• 1 1 e 141 
"" '-"'! a&IUIU:Wll 1411.UCAAW 9'GU%UPQIUIUSl,C&Ula~NS-.U:CM-WIU -WM Qar¡y,c.U,- c.aucwww 117' 

""1 1 1 • 1 1 t • 1 1 1 1 1 1 1 1 e 1, 1 t 1 ""e 1 1 1 t • 1 •'' 1' 1 w 
tm "50.CloU-UC""'1oLM.C,t,l,QllW.Mll-UCAUICua:w;11CC.u, ... u.i;1&,U11Aa&11&.CW1AA-K.11AAl<.l.ICAACMJM.t..U.-U:IW Ut1 

.a•" 1' 1 a 1 1 1 r t 1.' t' 1 1 • 1 1 1 1 • 1 "1 e 1' 1 1 '• • 1" 1 llt 
,_. ... - UA"""llA"'ll.t "11:\DJCUIK»CIUCDIU.UU.S-- ... - ... W.MlUU&UllC l5C al!O.Cl.cc&Ua.<W:Ct&IWU&U. 1'91 

"" •••• , 1 • 1 1 • l , , ' ••• ' 1 1 1 • ' •• 1 • l • 1 o " ' 1 • 1 • '" 
"" IMU.SUCMllCUcutW: -W.ICA ..-,tfMCt.1"-C11;AWar;c:w.t ILCll-C - "°'" W CU""PAU.C ... MilolC-.CU.Cu¡MAICA,., l\llt 

'"' • 1 • • • 1 1 1 1 1 • 1 • • 1 1 1 " 1 t 1 1 1 1 " o 1 1 1 l • 1 • ' 1 • 1 ns 
'1111la..C1CCW-.CILUloUAU.U.,ll.C ... "'Wi1U.CU5 ... "51U1WllC"°'u.t&U.aa::~U01WJ"°"\,U,IO.C-. .. MaE&U.\,U,lliJll, zno 

t1'I 1 1 • 1 • • • 1 1 • 1 t 1 • • 1 1 1 ' t v t • e 1 1 1 1 " 1 1 1 11 1 1 • •no 
IZll ILllM ICUCLC UCUIUllLUllA ltlll.IC.-1..C IC59"W::..,"'U:llCAIMll:U..C»C.lllJCO.C-11AUll-C - º'"-- ..Ci,t,U Zlll .... 
n1 1 • • 1 • 1 1 • 1 t " 1 , a ,, ,, 1 1 , 1 1 ,, " • 1 , 

IDI uc.r. CC&lut Attutao.i¡\,U,l&i;UCA Q-. -LU:.a.c l'lM&.C.U.Qar¡i.-t O.C""U: 11.C&C. CMICCU. 

Fig.11 

'" "" 

SECUENCIA DE NUCLEOTIDOS Y AMINOAODOS DE LAS PROTEINAS ESTRUCTURALES 
DE DENGUE-2 MEXICANO 



(Nueva Guinea C} (figura 9}. En ocasiones hubo que hacer una 

segunda e incluso una tercera hibridización en el banco gen6mico 

con objeto de identificar clonas de los extremos 5' y 3' que no 

estaban representados en la genoteca. 

ESTRATEGIA DE SECUENCIACIDN DE LA REGIDN ESTRUCTURAL DE D2M 

5,t:::======================:::i3' 
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O ZOO 400 600 BOO '1000 -1200 1400 'l600 "EIOO 2000 2200 2400 

ns. 9 Estratei;ia de s~iacion de la regioo estructural de dengue 2 9elicano. 

-SINTESIS Y AHPLIFICACION DE REGIONES NO REPRESENTADAS 

Las secuencias que no estaban representadas en el banco 1 se 

sintetizaron directamente a partir de ARNm con oligonucleOtidos 

sintéticos especificos. El material sintetizado se amplificó por 

PCR para posteriormente utilizarlo en la obtención del molde en 

el análisis de secuenciación {figura 10). El AONc amplificado se 

observó mediante electroforesis en gel de agarosa. 

Para el análisis posterior de la secuencia nucleotidica, las 

muestras positivas se subclonaron en H13mp18. 

ANALISIS DE ESTRUCTURA PRIMARIA. 

La región estructural del virus del dengue 2 mexicano conti-

ene 2409 nucleotidos (nt) incluyendo 81 nt en el extremo 5' que 

representan la región no traducible 5' {RNTS') y 2328 nt que 

corresponden a un producto poliproteinico de 776 aa {figura 11). 
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La RNTS • presenta t. codones de término en las posici~:mes 42 

CUAAl, 48 (UGA), 57 (UGA) y 60 (UAA) que preceden al codori de 

inicio (AUGJ a partir del cual se encuentra un marco abierto de 

lectura ininterrumpida y 35 codones de inicio sin marco adecuado 

de lectura. 

En el ané.lisis de composiciOn de bases observamos que la 

región estructural de D2H contiene un 33 ?. de adenina, 25 ll de 

guanina, 21.2 ~de timina y 20.B?. de citocina. Tanto la composi-

ciOn de codones utilizados como la frecuencia de aparición de los 

aa se muestran en la tabla 2. 

COOONES UTILIZADOS EN LA SECUENCIA Y EL PORCENTAJE DE CADA UNO. 

m Pile 13 l.61 TCT Ser 5 .61 TI! Tyr .61 TGT Cy1 10 1.21 
ne Pile 18 2.31. !CC Ser 9 1.11 TAC !yr .9' roe Cy1 8 11 
nA l.ell 7 .9' !CA Ser 18 2.JI !AA 01 TGA o 01 
nG l.ell 11 1.41 TCG Ser 1 .11 TAG 01 TOO Irp 16 21 

CTT l.ell 7 .9' CCT Pro 7 .9' CA! H!s u 1.61 CGt "'' .31 
CTC l.ell 7 .9' ccc Pro 4 .SI CAC H!s 7 .9' CGC Are 11 
C!A l.ell 6 .71 CCA Pro 16 21 CAA Gin 14 1.81 CGA !rg .21 
C!G l.ell 30 3.81 ccc Pro 2 .21 CAG Gin 12 !.SI coo !rg 1 .11 

m lle 12 1.51 11:! Thr 7 .9' AA! !Sn 13 1.61 AGT Ser .61 
ATC lle 20 2.SI ACC Thr 16 21 AAC !Sn 10 1.21 AGC Ser 4 .51 
ATA lle 22 2.81 W:A Thr 40 5.11 AAA Lys 37 4.71 l/JA !rg 21 2.71 
ITG KIT 35 4.SI ACG Thr 11 1.U AAG Lys 21 2.71 AGG "'' e 11 

GTT Val 12 l.SI GCT Ala 7 .9' CA! !Sp 4 .SI CGt Gly 4 .SI 
GTC Val 11 1.81 GCC Ah 8 11 GAC !Sp 22 2.81 ooc Gly 12 1.51 
GTA Val 6 .71 GCA Ala 13 1.61 GAA Glu 31 3.9' GGA Gly 42 5.41 
GTG Val 19 2.41 GCG Ala 7 .9' GAG Clu lit 1.81 CGC Gly 12 1.11 

Ala 35 Gln 26 Leu 68 Ser 42 TAA O 

Are 43 Glu 45 Lys 58 Thr 74 TGA o 

Asn 23 Gly 70 MET 35 Trp 16 TAG o 

Asp 26 His 20 Phe 31 Tyr 12 

Cys 18 Ile 54 Pro 29 Val 51. 

Tabla 2. PORCOOAJI DE C000HIS UIILl!AOOS, OE BASIS H\JCL!OIIDICAS Y M\ll!RO OE AA DI LA SICUDICIA DE DE LAS 

PROT!Il<AS ESTRUC!URAUS DEL VIP.US O!L DDIGUI. 
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La primer proteina codificada es la proteina de capside o C, 

la cual esta compues'ta de 114 aa que corresponden a 342 nucle6-

tidos (figura 12). Contiene 22 '?. de aa b6sicos <K y R), lo cual 

le confiere un caracter alcalino a la nucleoproteina. Esta pro-

piedad es importante en la neutralización de cargas del ARN 

durante la formaciOn de la nucleocéipside. 

llCUUIClA Dl LA ,M>TUU Dl MUCLIOCM'llDI DJ-lt 

-• 1 •• 1 •••• 1 11 
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---------------------------------------
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Ji& 11 Secuericil mK:leotidiea y deducida de aa de la proteiM de nueleoüpalde o C. 

En la proteina e se observa un región hidrofObica (aa 45-60) 

(figura 13A y B) la cual se propone se encuentre en la parte cen-

tral de la misma. En el extremo carboxilo se encuentra otra 

reg!On hifrof6bica de 12 aa (103-114) que corresponderia al 

peptido señal para la translocaci6n de la siguiente proteina 

(precursor de membrana) al reticulo endoplé.smatico. Según el 

algoritmo de Hoop y Woods (39l para la hidrofilicidad se encuen-

tran dos regiones (1-44 y 64-102) que podrian ser las regiones de 

interaccion con el medio C figura 13C). De acuerdo con Hoop y 

Woods (figura 130) encontramos e regiones an'tigénicas que podrian 

coTresponder a los 8 picos de flexibilidad (figura 13E) (42}. 

34 

.. 
u• 



.1 

·' .. .. 
·' 
.1 .. 

.. 
·' 
.f 7 . -

+~ 
.1 B 

1.1 

.. 

Fig. 15 Gnfiw de los perfiles !islcoquilitos de la proteina pr". a) trldropath. bl hidrofobitidad. el hidro­
!lllcid>d. di ont1""'!cldad. el U01ibilidad. 



~a siguiente proteina secuenciada fue el precursor de membrana 

o prM y el péptido M C figura 14). El precursor de membrana con-

tiene 91 aa que corresponden a 273 nucle6tidos. Esta proteina 

inicia con dos aa hidrofóbicos y el resto de la misma es al ta-

mente hidrofiliea (figura 15C} lo que le confiere la caracteris­

tica de ser muy soluble. 

SECUENCIA DE lA PROTEINA DE MEMBRANA OENGUE-2M 
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111. U. Secuencia de nucleotidos y deducida de H de la proteína de leabrana o M. 

Además presenta S regiones antigénicaa y flexibles (aa 6-12. 

19-25, 29-34, 44-49, 56-65 y 92-91 (figura 15.0 y E) con una 

pequeífa región hidrof6bica Caa 35-43) (41) (figura lSA y BJ que 

se podria encontrar en el centro de la proteina. En el aa 66 se 

encuentra un si tío de glucosilaci6n que presenta la siguiente 

secuencia Ser-Asn-Ser-Thr. En el extremo carboxilo de prH se 

encuentra la secuencia Arg-Arg-Glu-Lys-Arg que podria ser el 

sitio de corte reconociao por enzimas procesador as para producir 

la proteina de membrana o M. 
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El péptido M es una proteina integral de membrana, que conti­

ene 225 nt que corresponden a 75 aa (figura 14) la cual alterna 

dos regiones hidrofilicas (aa 9-36, 54-56) con dos hidrofóbicas 

(aa 37-42, 57-75). Estas regiones podrian funcionar como sitios 

de interacción con la nucleocApside viral. Se propone que la 

principal función de la proteina M sea el ensamblaje del virus. 

La proteina M en su extremo amino terminal es principalmente 

hidrofilica !figura 16C), presenta 3 regiones antigénicas y 

flexibles (figura 160 Y E). Por otro lado el extremo carboxilo no 

contiene regiones antigenicas ni flexibles, en este extremo se 

encuentra la región transmembranal (36,37,38) de la proteina 

(figura 16F y G). Hacia el extremo carboxilo encontramos una 

región altamente hidrofóbica de 19 aa (figura lGA y 8) que funci­

onaria como señal para la translocación de la siguiente proteina 

la proteina E la cual no fue utilizada en este trabajo. 

Al alinear la secuencia deducida de aa para dengue 2 mexicano 

con las secuencias previamente reportadas para dengue 1, 3, 4 y 

diferentes topotipos del serotipo 2 (Nueva Guinea, Jamaica, 

Puerto Rico) {figura 17) observamos que en general la organiza­

ción del genoma en la región estructural es similar a la de otros 

flavivirus reportados a la fecha, y en particular que existen 

regiones muy conservadas en todas las proteinas. 
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TABLA 3 PORCENTAJE DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS PROTEINAS 

ESTRUCTURALES DE DENGUE 2 MEXICANO POR DIFERENTES HETODOS DE 

PREDICCION Y LA PREDICCION CONJUNTA 

PROTEINA DE NUCLEOCAPSIDE c 

MET ,,; a ,,; B l';GIROS l';ENR r. a+B 

Ch&F 22 31 19 28 53 

D&R 45 13 4 38 58 

L 42 18 5 35 60 

G 34 39 6 21 73 

G&G 31 23 46 54 

MCF 44 42 12 2 86 

GH 43 32 8 17 75 

PROTEINA DE MEMBRANA M 

HET ,,; a ,,; B :IGIROS l';ENR r. a+B 

Ch&F 12 53 24 11 65 

D&R 31 25 o '•4 56 

L 28 37 o 35 65 

G 19 24 9 48 43 

G&G 19 19 62 38 

HCF 52 39 7 2 91 

GM 60 23 o 17 83 

PROTEINA PRECURSORA DE M 

HET r. a r. B l';GIROS %ENR ~ a+B 

Ch&F 14 22 41 23 36 

D&R 13 14 32 41 27 

L 16 14 3 67 30 

G 34 14 30 22 48 

G&G 19 16 65 35 

MCF 33 16 23 28 49 

GM 39 8 45 8 47 

PREDICCION CONJUNTA DE LAS 
PROTEINAS ESTRUCTURALES DE 

DENGUE 2 MEXICANO 

,,; a ,,; B r.GIROS l';ENR % a+B 

c 38 27 4 31 65 

PrM 44 5 32 19 49 

M 33 21 o 45 54 

!![! = llllOOl, 1 a = POIClll!AJI DI lllLICI a, 1 B -.u¡ DI IJlllllA B, 1 GI~ = row;JJl!AJI DI GI~ B, 1 m = lllC!ll­
TAJI DE ESTlOCIURA llO i!Hllllol, C = flllll!IA Dl -!DI, 11'11 = Pll)!IJJIA PllMSW 11 l!llB1.lllol, ft = fllllllllol Dl 
IUIWA, Olll = lml Y PAiilAJI 130,311, DU • lllWlll Y llOOX (36), L = lJYin (37), G • GABlllEll 132), GlG = GAS:>JEL Y 
GOLllWI 1331, 11:1 • 1m1 Y PA- la>IFICADO, QI • G.llllI!l la>lflCADO. 



PREDlttlON ESTRUCTURA SECUND.lRIA 
DE LA PRDTEINA C 
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ESTRUCTURAS DE: LA PROTEINA C 

Numero de Estructura Longitud Comentarios 
Residuo Predicha 

• 1-7 a •Hl, •Po, •Fle~ 
b 8-11 ENR •lll 
e 12-21 a 10 •Hl,1Po,aFlex 
d 22-lO {! 9 •Hl, tFlex 

• '.ll-34 G • 1 Hl, • Flex 
r )5-44 ENR 10 1Hl, •Flex 

-,- 45-48 {! • •Hp 
b 49-55 a 7 •Hp 

_L 56-6) ENR 8 attp, •Flex 
j 64-12 a 9 •Hl 
t 7J-77 EtlR 5 afU, •Flexfpico} 
l 78-81 p 4 •Hl • 82-92 11 a.Hl, •Flex 
• 9)-98 {! 6 •Hl 
ñ 99-102 EtJR •Hl, •Flex 

b) o lOJ-110 {! •Hp 
p lll-114 ENR •Hp 

11:. 18 a) l'redlccillo por cada uno de los l!todos para bfüce a, !Milla B y para giro 8 • .Wlisit filic:o 
quWtos de la protelna C.Cl!ll'• CllJIJ Y FISWI (lO,ll), DU• DiWGl Y lil)IT.( 136), L • LEVITT (J7), 
G• GAl!fIEll (32), CM:• Gld:tlEL Y <:OUtARD 133), 117• al'.lV Y FISWI *'DJflClllO, Qt. GAlilllEll ta>IFIC!-
00, PBI• l'llDICCIOll, IWD> il.IIH, lAll!HISA l D!LISI ISOAP 137)1, RA• RAD Y ARCOS 136), ¡¡p. H!DllOPA­
lU 1411, $. HlllliOiOOICIDIJl (10), HJ.. H!DliOflLIClllAll (39), A'J• !N!IGDllCI~ DE W!LLIHG 145), 
AH!W• MTICillJC!D!D DE HOPI' 1 ll100S 133). 

bJ Tabla de predicción de tida una de la! estructur,u predic.bas de la proteína e ton loa coeen· 
tarlos flslcoquialeos de estas estructura IHh Hldrorillcldad, !¡p. Hldropatia, Fle1•fe11bilidad, 

"'"polarld>dl. 



PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA. 

En la tabla 3 se muestra la composicion y localizaci6n de las 

regiones estructurales predichas para las proteinas e, prM y M 

del virus del dengue 2 mexicano obtenidas por diferentes métodos, 

asi como su predicción conjunta. 

En la predicción conjunta de la proteina C observamos que está 

constituida por 38 ~ de hélice ª• 27 % de estructura B, 4 % de giro 

y 31 % de ENR. Encontramos a lo largo de la secuencia 5 regiones 

para hélice a, S para estructura B, 1 giro y 6 ENR (figura 18A), 

las cuales están divididas por sus caracteristicas fisicoquimicas 

de la manera siguiente (figura 188), Hélice a, 1 anfipatica (aa 

82-92)' hidrof6bica (aa 49-55) y 3 hidrofilicas (aa 1-7, 

12-21, 64-72), las dos primeras hélices a hidrofilicas son po­

lares. Las estructuras B fueron 1 hidrof6bica (aa 45-48) y 4 

hidrofilicas (aa 23-30, 78-81, 93-98, 103-110). El único giro es 

parcialmente hidrofilico y flexible (aa 31-34). De los 8 picos de 

flexibilidad 3 son hélices a, uno es B, uno es giro a y 4 son 

estructuras al azar (figura 19). 
PR07Elt>.'t. C 

ti ~ ñ _...2.--~ ,.. 

~==v,--
nc. 19 Esquema de la estructura secundaria de la proteina c. Los ciliOOros son trélices a, las fle:has son 

lbinas B, les rizos son giros B y las lineas son estructuras no repetidas. 
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PREOICCION ESTRUCTURA SECUNDARIA 
P'AOTEINA P1M 

i --1_ 
I ·":' ----1 

1 
' - -- ---•I --

ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA PrM 

Numero de Estructura Longitud Comentarios 
Residuo Predicha 
1-5 ENR •Hl, Hp 
6-9 e • •Hl, •Flex 

e 10-lJ ENR 4 •Hl, •Flex 
ch 14-25 o 12 •Hl, •Po, •Flex 
d.26-J2 e 7 •Flex 
e 33-48 o 16 fHl, lffp 
1 49-55 e 7 •Hl, •Flex 
1 56-62 o 7 •Hl,•Po,1Flex 
h 63-67 e 5 •Hl 
i 68-71 ENR 4 •Flex(pico) 
J 72-75 e 4 •Flex 
i 76-80 p 5 •Hp 
1 81-84 ENR 4 fHp, Hl 
1 85-91 7 •Hl, •Po, •Flex 

a) Prediccion por cad1 uno de los létodos para hélice a,lW.n.a 8 y para giro a en la proteína prK. 
fig, 2º b) Tabll de estructuras predichas con los coentarios Cisicoquilicos de cada estructura. Abrevia· 

turl! ver ple de 11 figura 12-1 



La proteina prM estA ~onstituida por un 44 1. de helice a, S % 

de estructura B, 32 % de giro y 19 % de ENR (tabla 3}. De acuerdo 

con el anAlisis estadistico encontramos en la secuencia 4 hélices 

a, 1 estructura B. S giros y 4 ENR (figura 20A). De acuerdo a 

sus propiedades fisicoquimicas se encontraron (figura 208) que 

de las 4 hélices a, 3 son hidrofilicas (aa 14-25, 56-62, 85-91) y 

1 anfipAtica (aa 33-48). La estructura B presente es hidrofóbica 

( aa 76-80). Los giros son hidrof ilicos (aa 6-9, 26-32 1 49-SS, 

63-67, 72-75) y las ENR son 3 hidrofilicas (aa 1-5, 10-13, 68-71) 

y una anfipática (aa 81-84). De los e picos de flexibilidad 2 son 

hélice a y 4 giros, 2 ENR (figura 21 l . 

PROTEINA prM 

fig:. 11 Esqueaa de la estructura secundaria de la proteina prH. Los cilindros son hélices a,. las Cleeh5s m, 
U1inas B, los rizos son giros B y las lineas son estructuras no repetidas. · · · 
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PREDICCION ESTRUCTURA SECUNDARIA 
DE LA P'ROTEINA M 
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ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA H 

Numero de Estructura Longitud comentarios 
:Residuo Predicha 

•Hp 1-8 /J 8 
9-29 ENR 21 •JU, IPo,•Flex(pico} 

J0-36 7 •Hl f! 
ch 37-42 ENR 5 •Hp, •Flex 
d 4l-5l Q ll •Hp 

54-56 ENR l •Flex, UH 
57-67 Q ll •Hp 
68-75 EllR 8 •Hp 

Fig 12-!!! aJ Predlccídn por cada uno de los llétodos para hélice • I!aina 8 y para giro 8 en la protelna H. 
b} Tabla de estructuras predichas con los co1entarios fisicoquilicos de cada estructura. Abrevia 

turas ver píe de figura de la IZ-1 



La proteina H se predijo con un 33 ?. de hélice a, 21 ?. de 

estructura 6 y 45?. de ENR (tabla 3). Repartidas a lo largo de la 

secuencia encontramos 2 hélices a, 2 estructura B y 4 ENR (figura 

22AJ. Las 2 hélices a son hidrofóbicas (aa 43-53, 57-67) (figura 

22Bl. Las estructuras B son una hidrofilica (aa 30-36) y una hi-

d1•ofobica (aa 1-Bl. En cuanto a las ENR dos son hidrofilicas Caa 

9-29, 54-56} y dos son hidrofóbicas (aa 37-42, 68-75) (figura 23) 

Flg 23 !squm de la estructura secundaria de la proteina H .. Los clllndros son Mlices a, las" flechas son 
láainas B, las rizos son giros B y las lineas son estructuras no repetidas. 
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La clasificación dentro de las familias de proteínas se hizo 

por medio de dos algoritmos, el primero de ellos propuesto por 

Nakashima y col. (46), que utiliza la composición de aminoécidos 

para su clasificación en familias y el segundo propuesto por 

Taylor y Thorton (58), que propone el porcentaje de regiones 

estructurales a y 8 (figura 24). Al analizar la prediccion secun-

daria de nuestras proteinas observamos que el método de Taylor 

(58) fue mas acertado, ya que esta clasificación ubica a nuestras 

proteinas en la familia que estructuralmente corresponde. 

100 

ll B 

15~ 

Fii 21 Graflca de la cluillcac!6n en dist!ntu !uiliu eotnicturaleo de lu protelnas C !CI, 
prtl (PI y H (H) del vinJS del dengue-2 1e1!cano. 
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DISCUSION 

ESTRUCTURA PRIMARIA 

Por analisis de homologia, encontramos que la secuencia nu­

cleotidica de la región estructural del virus del dengue-2 mexi­

cano, es similar a las secuencias reportadas para otros aislados 

del serotipo 2 (Nueva Guinea, Jamaica, Puerto rico), existiendo 

una similitud del 90 ?. al 967.. En la secuencia de aa la homologia 

entre los diferentes serotipos fué del 63.37 ?. al 70.55 ?. y de 

un 92.86 ?. al 96.91 1. dentro del mismo serotipo. Las variaciones 

en la secuencia de aa no están distribuidas uniformemente a lo 

largo de las proteinas, sino que existen regiones muy conservadas 

y otras con mayor variabilidad (figura 17). 

La organización del genoma encontrada es igual a la de los 

flavivirus en general (7,19,22,25,57). La composición de los 

codones en la región traducible (tabla 2) es similar a la repor­

tada en está familia, no encontrandose codones sin sentido. En 

porcentaje de bases encontramos que la frecuencia más elevada es 

de adenina con un 33 ~ y el aa más abundante es la treonina con 

un 9.4 &. 

La región estructural analizada comprende 776 aa y en el 

procesamiento postraduccional de esta poliproteina podrian estar 

involucradas por lo menos 3 proteasas; una que removeria la 

metionina inicial en la proteina e (21); otra proteasa ubicada en 

el lumen del reticulo endoplasmático (6,13,18) 1 la cual podria 

cortar el extremo carboxilo de e, M y E y finalmente una proteasa 

del aparato de Golgi la cual ha sido implicada en la proteolisis 

de numerosas proteinas virales, en secuencias con aa básicos y 
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probablemente asociada a la maduración de prM a H, aunque hay 

evidencias de que prH es autocatalitica (23). 

La proteina e tiene 4 regiones bien definidas que alternan en 

hidrofilicidad e hidrofobicidad, posee m&s del 20 ~de aa basi­

cos, lo cual se piensa este relacionado con su interacción con el 

ARN viral. Por la cantidad de picos de flexibilidad (figura 13El 

que presenta, se puede proponer que esta proteina tenca cierto 

movimiento. La primer región hidrof6bica (figura 13A Y Bl presen­

ta valores muy altos por lo que se cree, que esta es la res16n 

que forma la parte central de la proteina, alrededor de la cual 

se estructura el resto de la molécula. 

La proteina prH es principalmente hidroCilica lo cual esta 

relacionado con el hecho de que es un peptido que se "pierde" 

antes del ensamblaje viral, esto indica que posiblemente sea 

liberado al citoplasma o sea secretado al exterior celular cuando 

el virus sale al medio extracelular. 

La proteina M es claramente de membrana como se pudo consta­

tar por los alcoritmos especificos para este fin. Esta proteina 

presenta dos zonas bien definidas: una hidrofilica que se propone 

sea la reci6n de interacción con la proteina C, y un segmento 

hidrof óbico que se postula sea el segmento que tiene la interac­

ción con la proteina E. 

ESTRUCTUllA SECUNDARIA 

La utilización conjunta de varios métodos de predicción de 

estructura secundaria nos dio la posibilidad de aumentar del 10 

al 15 ?. la exactitud de la misma con respecto al porcentaje de 

los programas utilizados en forma individual, logrando acercar 

nuestra predicción a un &5 a 70 % de exactitud. 
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El analisis de nuestros datos dio los siguientes resultados: 

g. Es una proteina soluble con un indice de hidropatia 

(GRAVY [GRand AVerage of hYdropathyJ)lde -1. La cual pertenece a 

la familia a/B. ésto es que posee más del so 7. de la suma de 

hélice a y estructura B, la cual tiene una alternancia de estas 

estructuras (a, B>. Llama la atención el elevado porcentaje de 

ENR (31 7.), del cual el 25 7. corresponde a zonas muy hidrofobi­

cas, lo que auaiere la posibilidad de que se encuentren en el 

interior de la proteina . 

.1!!1!· Es una proteina soluble con un índice GRAVY de 7 .17. 

pertenece a la familia de proteinas a/a. Esto es que posee más 

del 35 7. de hélice a y menos del 15 ?. de estructura B. Su princi­

pal earacteristica son irandes zonas hidrofilicas las cuales 

están principalmente en giros y ENR. Posee casi el SO 7. de giros 

y ENR lo que le da potencialmente una gran flexibilidad. 

n. Proteina de membrana con un indice GRAVY de 4.S, pertenece a 

la familia de prote1nas a+0. Esto indica que tiene agrupaciones 

de hélice a en un extremo de la molécula y agrupaciones de 

estructura B en el otro extremo. Posee hélices a muy hidrofObicae 

que pueden corresponder a los segmentos tranamembranales y re­

giones hidrofilicas en ENR, con gran flexibilidad, lo que permi­

tiria su interacción con otras moléculas. 

Los perfiles fisicoquimicos son una herramienta importante en 

la correlación de la predicción de estructura secundaria de una 

proteina, con la predicción de su función, mediante los parAme-

1 Los valores negativos del 1M1ce de hidrop.it!a son valores hidroíUicos 
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tros propuestos. nos permitio por ejemplo verificar, si las 

regiones hidrofilicas de la proteina presentaban las condiciones 

necesarias para ser consideradas como regiones antigénicas. Este 

tipo de análisis ha sido propuesto principalmente por Hoop/Wood 

(39) y por Welling (45) en base a los estudios sobre proteinas ya 

caracterizadas. 

En referencia al aislado viral analizado cabe mencionar que 

éste nos fue enviado como una cepa probablemente variante a nivel 

antigénico, en base al antecedentf~ de que reaccionaba con anti­

cuerpos monoclonales contra serotipo 2 y no era neutralizado por 

anticuerpos provenientes de liquido ascitico de rat6n, dirigidos 

contra la cepa prototipo de referencia para dengue 2 (Nueva 

Guinea C). Posteriormente Monath y col (61) encontraron que esta 

cepa mexicana era antigénicamente única por radioinmunoanálisis, 

utilizando anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes 

epitopes del serotipo 2, analizaron la curva de uni6ñ con un 

modelo matemático, y con predicciones estadisticas que determina-

ron que la 

CsignatureJ 

cepa en estudio esta: relacionada con una "firma" 

común, localizaron ademés los epitopes diferentes. 

Los autores encontraron que tanto con la cepa Nueva Guinea e, 

como con cepas aisladas en Puerto Rico y el Caribe, diferia por 

lo menos en 3 epitopes, y de todos los demás topotipos de dengue 

2 por lo menos en 5 epi topes (comunicación personal). Esta técni­

ca fue comparada por estos mismos autores con el análisis de 

"huella digital" de ARN {fingerprintl, observando que este virus 

presentaba un patrón genómico parecido a los aislados de dengue 2 

antes mencionados. El hecho de que difiera el analisis de firma 
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(antigénico) y de huella digital de ARN, no es sorprendente, ya 

que los genes que codifican las proteinas estructurales compren­

den el 15 7. del total del genoma y en la técnica de huella digi­

tal del ARN se examina s6lo del 10 al 15 7. del ARN total, sin que 

signifique que es la misma regi6n la que se analiza, además de 

que no revela diferencias a nivel nucleotidico/antigénico o de 

localización en el genoma. 

CONCLUSION 

La secuencia nucleotidica obtenida para dengue 2 meKicano 

posee la misma organización general del eenoma que los flavivirus 

reportados a la fecha. 

La secuencia deducida de aa tiene gran similitud con 

diferentes aislados del serotipo 2. De igual manera el porcentaje 

de codones y bases asi como sus perfiles fisicoquimicos son muy 

similares. 

La estructura secundaria de cada una de estas proteinas nos 

permitió ubicarlas en las diferentes familias estructurales y 

conocer algunas de sus propiedades f isicoquimicas 
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