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INTRODUCCION

E1 dengue es una enfermedad causada por el virus del mismo
nombre, el cual pertenece a la familia Flaviviridae (1), que estai
compuesta de aproximadamente 66 especies de virus divididos en
tres grupos dependiendo de su forma de transmisioén (mosquitos,
garrapatas o sin vector conocido) y 8 subgrupos definidos anti-
génicamente {(tabla 1) (2,49). E1l virus del dengue es transmitido

principalmente por el mosquito Aedes aegypti, y con menos efi-

ciencia por otros mieabros del Suborden Nematocera de la familia
Culucidae, e infecta preferencialmente a las células del sistema

reticuloendotelial.

DIVISION DE LOS FLAVIVIRUS: POR VECTOR Y COMPLEJO. ANTIGENICOQ

VECTOR
GARRAPATA AAl MOSQUITO 417 SIN VECTOR
COMPLEJO ANTIGENICO

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

NTAYA
TYULENIY.

UGANDA S

DENGUE

[TABLA 1) Complelos antigénicos de los Flavivirus definidos pot ensayos de neutralisacion cruzada con anti
sueros policlonales

La enfermedad se consideré durante muchos afios limitada a re-
giones de Africa, Asia y Australia. 5in embargo, durante la

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



Continente Americano (2,3). En 1957 debido a la existencia de
fiebre amarilla en América, la Organizacién Panamericana de 1la

salud auspicio una campafia de erradicacién del Aedes y es asi

que el 20 de septiembre de 1963 se declaro erradicado el mosquito
(3,4}, por 1lo que en nuestfc pais no se tuvo notificacién de
dengue de 1963 a 1978, en este ultimo afio reaparece la enfermedad
en el Sur de México. En 1980 alcanza su morbilidad maxima (51,506
casos) ocupande el sexto lugar dentro de las enfermedades no-
tificables (figura 1). En los afios siguientes invade por la costa
del Golfo hasta el norte del pais afectando 23 estados (figura 2)
(4,5).
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Actualmente circulan 3 de los 4 serotipes y las principales Areas
endémicas son: Guerrero, Oaxaca, Chiapas, Yucatin, Puebla vy
Veracruz. En la poblacién mundial se ha estimado que ocurren

arriba de 100 millones de casos anuales (5,6,7).



DENGUE EN LAS AMERICAS
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Fig 2 Mapa de 12 distribucidn de los distintos serotipos virus del dengue en las Asericas.



La enfermedéd tiene dos formas c¢linicas: el dengue clasico, que
generalmente se presenta de manera benigna y el dengue
hemorragico que tiene dos variantes:; el sindrome de choque por
dengue (SCD) y la fiebre hemorragica per 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 sblo tenemos notificacién en forma a2islada de sin=-
dromes graves, existe la amenaza de que se presenten epidemias y
pueda volverse endémico, con altas tasas de mortalidad, vya que
existen todas las c¢ondiciones epidemiolégicas para el desarrollo
de este tipo de manifestaciones como son: una poblacién suscepti-
ble (primcinfectada), densidad adecuada del vector, tres de 1los
cuatro serotipos circulando, clima propicio para el desarrollo
del mosquito, etc. Los datos epidemiolégicos - muestran. que el
virus - afecta principalmente a personas jovenes (menores de 15
afios de edad) y mujeres (16,14}).

Actualmente se proponen dos hipoétesis para tratar de explicar
el desarrollo de las formas.graves de la enfermedad. La primera
propone - ‘la variacidén antigénica (de la proteina de envoltura
viral) de los virus mientras circulan en la naturaleza (15), Y la
segunda una facilitacion de la infeccién mediada por anticuerpos

hheteroti

CQE, no. neutralizantes. esto es, una infeccioén secuen-
cia; por “distintos serotipos del virus del dengue (14). Esta
ﬁitiha’”hipbtesis es la mds aceptada ya que se ha demostrado que
:durante las distincas epidemias ocurridas tanto en paises Asiati-

5cos  como del Caribe (16) con FHD y SCD, los pacientes habian



Fig & Microfotografia del virus del dengue, 1a barra blanca mide aproximadamente 100 na.
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Fig 5 ¥odelo hipotético de 1a organizacibn de los cosponentes del virus del dengue: lipidos, proteinas virales
estructurales y ARN. .



estado' previamente infectados oon un serotipo distinto al ‘que -

f;ocasioné el brote epidémico (figura 3)
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Fig 3 Sepresentacitn esquesitica del fendmeno de facilitacion por anticuerpos y de Jos secanismos efectores y
de asplificacidn que part;cipan en la patogiresis de la PHO/XD.

fa variacién antigeénica y bioldgica en flavivirus ha sido
demostrada en Encefalitis Japonesa (50), Flebre amarilla (51) ¥
Encefalitis de San Luls (52).

El virus del dengue es de aproximadamente 50 nm de didmetro
{(figura 4), y al igual que los demds flavivirus estd compuesto de
6% de ARN monocatenario de sentido positive, 66% de proteinas,
1?7% de 1lipidos y 9% de carbohidratos (S5,6) (figura S), El ARN
contiene 10 712 bases (7,57,22), presenta una estructura de
m’GppAmp en el extremo S' (Cap tipo 1)(9) y carece de una se-
cuencia de poli A en el extremo 3' {(8). Entre los distintos
flavivirus en la regién no traducible del ARN tanto del extremo

5 conmo 3', existen estructuras secundarias conservadas



(6,10,11), estables en cuanto a su energia libre por lo que han
sido relacionadas con sefiales importantes tanto en transcrip-
cién, como en traduccién del genoma viral durante la infeccidn.
Asimismo, se han reportado secuencias complementarias de aproxi-
madamente 8 bases (12) en los extremos S5'como en el 3'. ElL ARNm
viral posee un marco abierto de lectura ininterrumpido que
presenta un codon de inicio precedido de 3 o 4 codones de térmi-
no, el cual codifica para un precursor poliproteinico que es
procesado postraduccilonalmente, esto da lugar a tres proteinas
estructurales y siete no estructurales que estéan codificadas en
el genoma en sentido 5' a 3' (figura 6) (7,57,22).

ORGANIZACION DEL GENOMA DENGUE 2
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Fig. 6 Estructura general del genoma del virus del dengue.

La traducciéon se iniclia con un péptido basico de aproximada-
-mente 14 000 daltones, no glucosilado, también conoclido como
proteina C, que forma la nucleocapside junto con el ARNm viral
(%). Este complejo central forma una estructura icosaédrica,
(7,13). Se propone que el caracter basico de la proteina C pueda

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



‘dando a'la inﬁeiac?io@g‘acidq-nucleiéo-proteina (7). Este peptido
no formé ‘anticuerpos (Aéi c;n actividad neutralizante (18), vy
posee una regién de aminodcidos (aa) muy conservada que va del
residuo 38 al 55 (13), 6 42 a 59 segun diferentes autores, la
cual estd probablemente asociada a la interaccidn proteina-
proteina, proteina-ARN o ambas. En esta regién Ppredominan aa
apolare#. En algunos flavivirus este peéptido carece de la metio-
nina inicial, en dengue no se ha comprobadc pero se piensa que la
falta de este aa es comun en el grupo (13,18). En el extremo
carboxilo terminal de la proteina se encuentra una regién hi-
drofobica de aproximadamente 14 aa, la cual ha sido propuesta
como secuencia sefial para la translocacién de la segunda protei-
na, 1la precursora de membrana o prM, al reticulo endoplasmatico
(13,17,20,21,22). Sabemos que esta secuencia y la presencia de
microsomas son necesarios tanto para la traduccién de la regién
que codifica para las proteinas estructurales, como para la
glucosilacién. Durante el procesamiento postranscripcional no se
requiere de la region 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 nucleocidpside se encuentra la reglén que codifica
para el precursor de membrana o pr#, el cual tiene un peso mo-
lecular de aproximadamente 11 400 daltones, que es un péptido
glucosilado (7)), cuyo procesamiento enzimatico da lugar a 1la
proteina de membrana o M. Esta proteina tiene un peso molecular
de 7 000 a 8 000 daltones (13), y esta asociada a la bicapa
lipidica. Su extremo carboxilo terminal, al igual que la proteina

C, posee una secuencia hidrofébica que sirve de sefial para 1la



tfanslﬁééci&n dé la segunda glucoproteina (proteina E) - viral
(13,25).. Se ha propuesto que el corte de prM a M esté dado por
'una iéroteasa del Aparato de Golgi (7). Sin embargo se ha encon-
Vﬁrado una region 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
proteinas no estructurales (13,19).

Por su capacidad de inducir la formacién Ac neutralizantes se
propone que upa regi6dn de la proteina M interaccione con el exte-
rior del virus (24). Asimismo, ha sido encontrada principalmente
en células infectadas y en menor proporcién en el virién maduro
{13,26). Se ha observado que el corte de prM a M se da en condi-
ciones A&cidas, semejantes a las que existen en el Aparato de
Golgi durante el procesamiento postraduccional (26).

La adscorcién de los viriones a las células permisivas del
sistema reticulo endotelial se lleva a cabo por la interaccion de
la glucoproteina de capa externa o E con receptores para los
componentes del sistema inmune, como son los receptores para Fc¢
de inmunoglobulina (complejo virus-anticuerpo) o receptores para
algunos componentes del sistema del complemento. Una vez unido el
virién, o el complejo virus-anticuerpo, al receptor, se lleva a
cabo la penetracién y el desnudamiento viral, eventos que parecen
ser simultaneos y dependientes de pH {(18). Los virus que con-
tienen la proteina prM presentan una disminucién de la capacidad
infectiva (13,26), hecho que ha s?do relacionado con la denuda-

cién del virién durante la penetracion a la célula huésped (26).



La proteina E es un péptido gluccosilade transmembranal . que
vista al microscopioc electrénico, se observa como espiculas de
2-5 nm (figuras 4), es de aproximadamente 60 000 daltones, con~
tiene un 7 % de azucares constituidos principalmente por: manosa,
glucosamina, galactosa y fucosa. Antigeénicamente es la proteina
mas 1importante, ya gque en ella residen los epitopes especificos

" para grupo (flavivirus), subgrupo o complejo (dengue), tipo y/o
subtipo (dengue 1,2,3,4), determinados serclégicamente tanto por
neutralizacién como por inhibicién de la hemaglutinacidn. Aunque
en esta proteina residen las principales actividades biolégicas
del virus como son: unidén a receptores, neutralizacién, hemaglu~
tinacién, fijacién del complemente, facilitacion de la infecciébn,
neurotropismo, etc., aun no esta bien caracterizada 3 nivel bilo-~

légico v bloguimice.



PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

En basé a los antecedentes anteriormente eéxpuestos y con
objeto de caracterizar un aislado de serotipo 2 del virus del
dengue que ocasion¢é problemas epidemiolégicos en nuestro pais,
se llevd a cabec el analisis de la regiédn del genoma que codifica
para las proteinas estructurales.

El interés particular de caracterizar esta cepa, es porque
parece ser una variante antigénica de este serotipo (comunicacién
personal Dr. Duane Gubler, Center for disease control}. Lla
observacién anterior esta basada en el hecho de que utilizando
anticuerpos monoclonales tipo-especificos 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 anadlisis de 1la estructura
primaria y secundaria para las proteinas de nucleocapside v mem-
brana del virus del dengue serotipo 2 genotipo mexicano (dengue-2

mexicano}.



OBJETIVOS

1. Determinar la estructura primaria de las proteinas de nucleo-
capside (C) y de membrana (M) del virus del dengue, serotipo 2
- ‘genotipo mexicano (D2-M), a partir de la secuencia nucleotidi-

ca’-

2. Analizar la secuencia deducida'de aminoé;idosrdé lasrproteinés

estructirales de este virus.

3.7 Apnalizar y: predecir la estructura secundarja de ias mismas por

" métodos estadisticos v fisicgqﬁimicos

10 .



MATERIAL ¥ METODOS

~IDENTIFICACION DE CLONAS POSITIVAS

La genoteca de ADN complentario (ADNc) al ARN del virus del
dengue, previamente establecida en el laboratorio (63), fue ras-
treada con objeto de obtener clonas que contuvieran secuencias
homélogas a las proteinas de membrana y nucleocapside viral. La
identificacién de las mismas se hizo por hibridacion en coleonia
utilizando una sonda especifica para la regién estructural del
dengue 2 S1 (C 238) la cual esta clonada en el plasmido pGEMI en
el sitio para Eco RI (figura 7). Esta sonda que fue donada por el
Dr Young S. Hahn del Tecnolégico de California, Pasadena, CA,
contiene la regién del nucledtido 16 al 2103 que abarca la infor-

macion para las proteinas C, prM, M, v E.

CBTENCICN DE LA SCNDA
PARA CpBO

Fig. 7 La clona €38 fue generada por ligacién en el sitio Hind 111 de La clona C3 y clona 8 de dengue 255,
Contiena de los nuclebtidos 16 al 2103 que representan casi en su totalidad la regién estructural. Esta
clona esta insertads en el sitio de EcoRl del plasmido pOEML. Donada por el Dr Young S. Hahn de CALTECH,
California.
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El ;esérutiﬁio se hizo por hibridacién en celonia al 70 % ‘de
homblogia; se sembraron 500 clonas tomadas al azar sobre filtros
: de'nitréceiulosa colocados en medio sélido Luria-ampicilina '(LA)
:Eonteniﬁo en cajas de Petri, y se dejaron ¢recer 2 mm aproxXimada-
meﬁte (12 h) a 37 °C. Las bacterias fueron lisadas con NaOH 0.5 M
¥ Nécl 1.5 M, la solucibn se utilizé dos veces durante 5 minu-

‘1tos (min), posteriormente se fijé el ADN a 80 °C con vacié du-
rante 2 h. Se lavaron los detritus celulares con una solucién
SSPE 2X {NaCl 0.36 M, NaPQ, 20 mM, Naz EDTA 2 mM pH 7.2) durante
S min 2 veces.

Los filtros se prehibridizarén a 42 °C por 3 h en .una bolsa
gsellada con 8 ml de soclucioéon prehibridizadora (amortiguador de
citratos 9 mM pH 7.4, NaCl 0.9 M, SDS 0.1 %, ADN desnaturalizado
proveniente de esperma de salmén 100 pg/ml, fieoll 0.1 %, albu-
mina serica bovina (ASB) 0.1 %, polivinilpirrolidona (PVP}].
Transcturrido este tiempo se cortd la esquina de la bolsa, se
extrajo la solucioén prehibridizadora con una pipeta Pasteur, y se
agregé la misma solucién con 200 ng de la sonda previamente
desnaturalizada por ebullicién durante 10 min y marcada radiacti-
vamente por la técnica de traduccién de cortes (Nick
translation), con las enzimas DNAsa I y el fragmento mayor de la
ADN polimerasa I (Klenow). La reaccién se llevo a cabo en presen-
cia de Tris 100 mM4, NaCl 50 mM, MgCls 10 nM, ditrioteitol (DTT) 1
mM, gelatina 0.1 mg/ml, dCTP, dGTP y dTTP 20 uM de cada uno y 15
uci de 32p-dATP (3000 Ci/mMol).

La reaceion de marcado se hizo a 14 °C por 2 h, y se detuvo a
70 °C durante 10 min. La marca libre se elimindé por cromatografia

en sephadex G-50. Los filtros con la marca se incubaron a 42 °C

12



‘duranté un tiempo equivalente a 3 Coty [que determina el fiempo
'medio de renaturalizacién del ADN = {1/X) (Y/5) (Z/10), (donde X
es la concentracién en ug de la sonda, Y es la complejidad  en
kilobases (kb) vy Z es el volumen de la reaccién 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 -7¢ °C,
al dia siguiente se revels la pelicula.

-~PURIFICACION DE PLASMIDOS Y ANALISIS DEL TAMANO DE LOS INSERTOS

La purificacién de 1los plésmidos se hizo a partir de las
clonas que dieron sefial positiva para las proteinas estructu-
rales. Con este propésito se sembré un inéculo de cada colonia
seleccionada en medio LA, y se d;jo crecer en agitacioén conti-
nua rapida a 37 °C hasta alcanzar la fase estacionaria; a conti-
nuacién se inocularon 500 ml de medio LA con 5 ml de cultive. y
se incubaron a 37 *C, permitiendo su crecimiento hasta obtener
una densidad optica (DO) de 0.5 a una longitud de onda de 500 nm.
Posteriormente se agregd el cloranfenicol (150 ug/ml)} para favo-
recer la multiplicacion del plasmide y se dejé en agitacion
por 18 h a 37 °C.

Las células se separaron por centrifugacién a 2 500 g por 20
min, retirandose el sobrenadante y resuspendiende el paquete
celular en 30 ml de solucién TES (Tris 50 mM pH 7.5, EDTA 80 mM y
sacarosa al 10 %) con 10 mg/ml de lisozima, incubandose a tem-
peratura ambiente 10 min.

.La 1lisig celular se llevd a cabo mediante ciclos de congela-

cion  (etanol y hielo seco) y descongelacion sucesiva, por tres

i3



veces y posteriormente fueron centrlfugadas a. 120 000 g durante*

,AS min. A continuacibn se 11evo a ‘cabo una precipitacién diferen—7*~

cial' a:partir de los sobrenadantes con redio’ volumen de
de 1itio al 20 % y un volumen de isopropanol al 100 %
dose: a -70 °C y descongelandose suavemente

Posteriormente la muestra se centrifugéd a 15’00673rpor 10.;@;“
vy se recuperd el precipitado resuspendiéndose en 560 p1 qév §6lu-yf
ci6bn TE (TrisHCL 10 mM pH 7.5 y EDTA 1 mM), con 30 ul de RNAsa A
1 mg/ml (previamente hervida), a 37 °C por 1 h. E1 material
insoluble se precipito por centrifugacién a 17 000 g S min. . Los
plasmidos fueron recuperados a partir del sobrenadante por ex-—
traccion con solventes organicos (fenol/cloroformo) y precipita=-:
cién- con etanol absoluto mds acetato de sodio 3 M pH 5.

Para analizar el tamafio de los insertos, se hizo una déblé
digestion (Eco RI/Hind III1) de los plasmidos (10 pg) que “tenian:
insertos en el sitio para Sma I y con Eco RI (10 ug) para losrque
estaban clonados en el adaptador de Eco RI.

Los  insertos se separaron del vector por electroforesis en
agarosa al 0.8 %, utilizando voltaje constante (100 volts). En el

~gel se- incluy6 como marcador de peso molecular al bacteriéfago
¢X 174 digerido con Hae III. En el amortiguador de corrida TBE 1X
'se agregd bromurc de etidio a una concentracion de 0.5 ug/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 colocarcon en bolsa de dialisis (previamente hervida
durante 10 min con bicarbonato de sodio al 2%y 1 nmMde EDTA,

lavada con agua destilada y hervida en agua megapura) con 200 ul

14



de  TBE (Tris-Acido Bérico y EDTA) 0.1 X y se extrajo el ADN por
electroelucién a 150 volts durante 30 min, invirtiende por 40
segundos los polos para despegar el ADN adherido al papel de la
bolsa de dialisis. Finalmente la muestra se colocd en un tubo
eppendorf y se extrajo el ADN con fenol/cloroformo. Para retirar
los restos de bromuro de etidio, presentes en la preparacién
antes de precipitarse se hizo una extraccién con isopropanol

saturado con TNE (Tris 100 mM, NaCl 5 M, EDTA 1 mM}.

~ SECUENCIACION NUCLEOTIDICA

La secuenciaci6tn del ADN se llevd a cabo por el método de la
cadena terminal, descrito por Sanger (27) ¥y modificado por Tabor
Yy Richardson (28). El método esta basado en la sintesis jin yitro
de una cadena de ADN con ayuda de la ADN polimerasa del bacterié-
fago T7 1la cual tiene baja actividad de exonucleasa 3'-35',
utilizando como molde ADN de cadena sencilla (ADNcs). Cuando se
usa una mezcla apropiada de 5' trifosfatos de desoxinucleétidos
(dNTPs), incluyendo uno marcado radioactivamente y uno de los
cuatro trifosfatos de didesoxinucleétidos (ddNTPs), 1la enzima
cataliza la polimerizacién de la cadena hasta que un J4dNTP anilo-
80 es incorporado. En reacciones individuales para cada 2'-3'
ddNTP se completa la informacién de la secuencia y las cadenas
marcadas de diferentes tamafios se resuelven por electroforesis en
gel de poliacrilamida, reveldndose 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 bacteriéfago
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M13 mp 18 en el sitio de Sma I. Con este propésito se alinearon
108 -extremos protruyentes con ayuda del fragmento mayor de la ADN
'polimerasa I (Klenow, 12 U) en presencia de Tris HCl 10 mM, PpH
7.5; MgClps 40 mM, DTT 1.5 mM, dCTP, dGTP, dTTP, dATP 35 mM de
cada uno, la reaccidén se incubé durante 60 min a temperatura
ambiente. Posteriormente el ADNc se extrajo con solventes organi-
cos ([fenol (25)/cloroformo-isocamilico(24:1) v/v] y se precipito
con 2 % volumenes de etanol y 1/10 de volumen de NaCl 2M. Estos
ingertos se ligaroen con ADN ligasa del bacteriéfago T4, los fagos

recombinantes se transfectaron en la cepa JM101 de E.

¢coli [F'tra

D36 Pro A* pro B lac I9 lac 2 AM 151 Sup E Thi (lac-pro AB)] que
se hizo competente para su transformacioén, de acuerdo a la si-
guiente técnica: Un volumen de medio Luria (Triptona 1 %, extrac-
to de levadura 0.5 %, NaCl 0.5 %) se inoculé con 1/10 del volumen
de cultive bacterianc crecido hasta su fase estacionaria. El1
cultivo se mantuvo a 37 °C con agitacién media, hasta que alcanzé
una DO de 0.5 a 550 nm. Se centrifugé y resuspendidé en la mitad
del volumen original con una solucién de CaClg 100 mM.
Posteriormente se incubaron 15 min a 4 °C, se recuperaron por
centrifugacién a 3 000 g durante 5 min, y se resuspendiercn en
1/15 del volumen original. Por cada 50-100 ng de ADN recombinante
{ADNr) se agregaron 300 ul de células competentes y se incubaron
40 min en hielo/agua (0 *C) dando un choque térmico a 42 °C por 2
min y a 0 °C durante S min. A cada tubo se afiadieron 20 pl de
isopropil B8-D Tiogalactopirandsido (IPTG) 100 mM, 50 pl de 5-
Bromo-4 ' cloro 3 indolil B-D galactopiranosido (X-Gal) al 2 %2 en
dimetilformamida (DMF), 200 ul de células JM101 en crecimiento

exponencial y 3 ml de agar en medio minimo esencial. La mezecla se
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homogenéizo y se virtié en cajas de Petri con agar en medio
minimo. Se permitié que el gel solidificara y a continuacién se
incubaron a 37 °C hasta observar el desarrollo de placas blancas
de crecimiento lento (12-18 h)}. Estas placas se "picaron" con 1la
punta de un palillo estéril, se sembraron en 3 ml de bacterias
JM101 previamente diluidas 1:100 en medio fresco y se incubaron
a 37 °C por 6 h. Posteriormente se centrifugaron en tubos eppen-
dorf y Be recuperé el sobrenadante guardandose a 4 °C toda la
noche.

Al dia siguiente se afiadieron 220 ul de polietilénglicol (PEG)
al 20 % en NaCl 2.5 M, dejandose 30 min a temperatura ambiente. A
continuacién las muestras se centrifugaron y se resuspendieron en
100 ul de TE (Tris 10 mM, EDTA 0.1 mM). Finalmente el ADN se
extrajo con seolventes crganicos (fenel/cloroformo} y se precipi-
t6 con etanol y NaCl 2 M. EI ADNcs se resuspendid en agua mega-

pura estéril y se observé en minigel de agarosa al 1 7.

-B. REACCIONES DE SECUENCIA; ALINEACION DEL INICIADOR (PRIMER)
CON EL MOLDE, REACCION DE MARCAJE, ELONGACION DE LA CADENA Y
TERMINACION DE LA SINTESIS.

La alineacién del iniciador de Mi13 con el molde {ADNcs) se
llevd a cabo en un solo tubo de reaccién utilizando 0.5 pmoles de
iniciador universal (5' GTAAAACGACGGCCAGT 3'), 200 mM Tris HCl pH
7.5, 100 mM MeClg, 250 mM NaCl vy 2 ug de ADN en un volumen de 10
4l, la mezcla se incubod en un multibloque a 65 °C por 2 min y se

dejé que la temperatura descendiera lentamente hasta 35 *C (en no
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_menos deVBOAmih). Después de que la températura'fue'ﬁénﬁr 5‘35“0;_

7éé procedié con la reaccidén de marcado.‘A 15‘ reaccion
(10° u1) se le agregd una mezcla de 7.5 uM de dG
19 ucirul 1a355-dATP3 1 000-1 500 Ci/mmol, D.1 M de DIT y 10.U de
ADN polimerasa del fago T? en un volumen de 15, 5 ul y se’ incubo
2 remperatura ambiente durante 5 min.

Para la terminacién de la reaccién, se transfirieron 3.5 ul de
esta pezcla a 4 tubos'eppendorf marcados para cada nucledtido A,
T, G y C. A cada uno de los tubos se le agregé la mezcla de

terminacién con cada uno de los analogos de la manera siguiente:

A; dGTP, dATP, dCTP y dTTP 80 UM de cada uno, 80 uM de JdATP,
NaCl 50 mM.
C; dGTP, dATP, dCTP y dTTP 80 uM de cada uno, B0 uM de ddCTP,

NaCl 50 mM.

 G;_deP.‘dAféﬁ dCfé ¥ arr 80 0 80 uM de ddoTP,
;- dGTP, dATP, deTP TTP 80 Lt d . uno, 80 LM de ddTTP,
Nacl SO mM. . .

Se incubd la reaccién a 38 °C por S min y se agregaron 4 ul de
solucibn para detener la reacciédn, que contenia 95 7 de formami-
"da, 20 =nM de EDTA, 0.05 % de azul de bromofenol, y 0.05 % de
xilencianol FF. Los fragmentos del ADN obtenidos se separaron en
un gel (de 80 cm de largo y 0.4 mm de espesor) al 5 % de acrila~
mida, bisacrilamida (19:1) y urea 7 4 (el vidrio chico previa-
mente se tratd con 8-metacriloxipropiltrimetoxilano al 2 % en

etanol, y el grande se siliconizé con sigmacote),
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El" gel se_precorfio una hora en amortiguador de TBE pH 8.3 a
1 600 vﬁits y 40-50 watts, hasta que el gel alcanzé una tempera-
éura énﬁre 50 y 55 5C. Las muestras se desnaturalizaron a 80 °C
dﬁranteujz min inmediatamente antes de cargarlas en el gel. En
cada corrida se permitiso que el xilencianol presente en la mues-
tra migrara 80 cm, o llegara al frente de la corrida. Al termino
de la misma se fijarén en solucion de acido acétice al 10 % con
metanol al 12 % durante 1 h, posteriormente se horneo a 80 °C
toda 1la noche y al dia siguiente se sometio a autorradiografia

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 vy de los genes en estudio, ya fuera del extreme 5' o 3' se
sintetizaron directamente a partir de ARNm con oligonucleétidos
sintéticos especificos de diferentes tamafios (no menos de 12 nt),
utilizando transcriptasa reversa (AMVRT). Para la sintesis de la
primera cadena se utilizaron 3 pg de ARN monocatenario en un
volumen de reaccién de 25 pl en solucién de Tris-HC1 160 mM pH 8,
ditiotreitol (DTT) 4mM, 30 U de inhibidor de ribonucleasas de
placenta humana (HPRI)}, una mezcla 20 mM de cada uno de 1los &
desoxiribonucleétidos trifosfatos, 45 ng de hexanucleétidos
sintetizados al azar (Amersham) como indicadores, 10 uCi de
[32P]-dATP (3 000 Ci/mM) y 40 U de transcriptasa reversa del
virus que ocasiona la mielcblastosis aJ;aria {AMVRT) .

La reacciébn se incubd a 42 °C durante 60 min, EBe paso a

hiélo/agua (0 °C) y se tomaron alicuotas de 1 pl para determinar
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1a cantidad de ADN de cadena sencilla (ADNces) polimerizada. Con
este propésito se fijaron estas muestras ¥y las que se tomaron al
tiempo O de reaccién en filtros de papel Whatman (DEAE~81), los
cuales se lavaron de marca no incorporada con NagHPO, 0.5 M, 6
veces durante 5 min, con agua 2 veces 1 min y con etanol 2 veces
1 min. Posteriormente Be estime la radiactividad incorporada en
"‘cada una de las muestras utilizando Tolueno-FPO como sistema de

centelleo liquideo.

En la sintesis de la segunda cadena se utilizé como templado
la: molécula hibrida (ARNm+ADNccs) resultante de la reaccién . de
sintesis de cadena sencilla y la enzima RNAsa H (E. coli), para
digerir parcialmente el ARN, el cual funcion¢ como iniciador y
fué reemplazado eficientemente utilizando la enzima ADN polimera-
sa I (E. goli). Consecutivamente se incorpord a la reaccién la
enzima T4 ADN polimerasa, con actividad de exonucleasa 3'-5' con
objeto de remover cualquier residuo remanente 3'de la reaccién de
la primera cadena y de esta forma c¢orregir posibles errores en la
sintesis de la doble cadena.

La reaccidén se llevé a cabo en un volumen de 125 ul en una
s0lucion que contenia: Tris-HCl 100mM pH 8, DTT 2 mM, 2-mercapto-
etanol S mM, KCl 60 mM, HEPES 35 mM, MgCLy 7 mM, una mezcla de
dATP, dCTP, dGTP, dITP 0.4 mM, ADNccs 60 ng/mil, RNAsa H 2 U,  ADN
polimerasa I 57 Uy ([32P]-dATP 15 uCi (3 000 Ci/mmol): la reac~
cion se ipcubd consecutivamente a 12 °C durante 60 min, 22 °C por
60 min, 70 °C por 10 min y agua/hiele (0 °C); finalmente se
agregaron 5 U de T4 ADN polimerasa, se incubd 10 min a 37 °C y

se paro afladiendo 4 pl de EDTA 0.25 M pH 8.
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Se estim6 el rendimiento de sintesis de ADNccs de igual forma
que en la reaccién anterior, tomando alicuotas de 1 pl al inicio
v término de la misma. El ADNccs se extrajo con solventes organi-
cos (fenol/cloroformo-isocamilico) de la manera ya descrita y se
purifico mediante cromatografia de sephadex G50. Posteriormente
se midio la radiactividad de una de las fracciones y el material
del pico radiactivo se precipito con S volumenes de etanol y un
volumen de acetato de sodio 3 M pH 5, conservandose asi hasta su
uso. ’

El ADNc sintetizado de esta manera se amplificd para su poste-
rior wutilizaci{én en la sintesis de molde en e) analisis de se-
cuenciacién, mediante el método de PCR, descrito originalmente
por Mullis (62), el cual permite la amplificacién ipn yitro de
segmentos de ADN a través de una serie de reacciones a diferentes
temperaturas, en las cuales primero hay una temperatura que
permite la desnaturalizacién del ADN, otra que permite la alinea-
cién de los iniciadores y una adicional que ayuda a la polimeri-
zacién de la cadena sintetizada; estos tres pasos consecutivos se
refieren a un ciclo y la reaccién esta basada en la repeticién de
estos ciclos amplificando el segmento de 105 a 109 veces. Se
utilizo wuna ADN polimerasa de 94 KD termoestable que posee una
alta procesividad (tag ADN polimerasa). La reaccion se llevo a
cabo en un volumen final de 100 pl que contenia 10 mM de Tris-HCl
pH 8.3, 50 mM de KCl, 1.5 mM de MgCly, 0.01 % de gelatina
(peso/velumen) una mezcla de 200 puM de cada uno de los dNTP's,
1 uM de iniciador en sentido 5'-3', 1uM de iniciador en sentido
3'=5"', 1 ng de ADN molde y 2.5 U de taq ADN polimerasa. Si 1la

muestra contiene proteasa, se calienta a 95 °C durante S min vy
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despues se agrega la enzima; para evitar la evaporacion de 1la
muestra a cada uno de los tubos se les agregd de 50 a 100 ul de
aceite mineral,

La programacién del multibloque se hizo con el siguiente
protocolo: el primer cicle se llevo a cabo de una scla vez a 92
®C 2 min, 50 *°C 3 min y 72 °C 2 min. El segundo ciclo se repitio
28 veces a 94 °C 2 min, 50 °C 2 min, 72 °C 5 min ¥ 4 *C 8 horas.
Al termino de la anmplificacién 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 Scuthern blot, de la
siguiente manera: los geles se sumergieron en NaCl 1.5 M con NaCH
Q.54 60 min a temperatura ambiente para desnaturalizar el DNA,
luego se neutralizaron en upa solucién de Tris-HC1 1M pH 8.0 ¥
NaCl 1.54 durante 1 h a temperatura ambilente, con inversion
lenta; a continuacién el gel se saturéd con una solucidn de SSPE
10¥ durante 30 min y se colocd sobre un papel filtro Whatman de
3 mm que hacia contacte con el amortiguador de transferencia
{SSPE 15X); éste se cubrié con un filtro de nitrocelulosa previa-~
mente puesto en S5C 2X y otro papel Whatman; para favorecer el
flujo se coloco encima una capa de 8 cm de papel absorbente
(sanitas), un vidrio vy un peso de aproximadamente 400 g, se
cubrié coen plastico Kleen-pack y se dejd transferir 18 h a2 tem-
peratura ambiente.

Al dia siguiente se recuperd la nitrocelulosa y se sumergié en
58C 6X 5 min a temperatura ambiente; posteriormente se retiré el
exceso de SSC y se dejo secar en una hola de papel filtro: va

5e¢o el DNA se f1j6 por calor a 80°C con vacio durante 2 hy se
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guardé en papel Whatman hasta su uso.

La reaccion de marcaje de los oligonucledtidos sintéticos
especificos se llevd a cabo en un veolumen de 100 ul con 50mM de
Tris HC1l pH 7.6, 1 mM de espermidina, 0.1iM MgCly, 1 mM EDTA, SO
mM DTT, 300 ng de oligonucledtido, 20 uCi de 5'y32p- ATP (3000
Ci/mmol) y 10 U de la enzima polinucleotido cinasa. La reaccioén
se incubé a 37°C por 30 min y posteriormente se pard con O0.5M
EDTA. Finalmente se hizo una extraccion con fenol, otra con
cloroformo y se precipitéd copn etanol y NaCl 0.5M. La hibridacion
se llevé a cabo bajo el procedimiento de la seccién V utilizando
come solucién hibridizadorz 2 X SsC, 0.2% SDS (w/v), 1mM EDTA,
50% de formamida y 2 X solucién Denhardt's. Las muestras positi-
vas se subclonaron en bacteriofage M13mpiB8, para el analisis de

secuencia nucleotidica de la manera descrita en la seccidén C.

=PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS PROTEINAS

A la utilizacién de varios programas (estereoquimicos y esta-
disticos-empiricos) para predecir las estructuras secundarias de
una proteina se denomina prediccion conjunta, este meétodo nos da
una exactitud del 70 al 75 % a lo largo de la secuencia de aa.

Los métodos estadisticos-empiricos son la agrupacion de los
estadisticos y heuristicos, los cuales estan basados en parame-
tros obtenidos del andlisis de secuencias y estructuras c¢onoci-
das. Los parametros son fisicoquimicos y la comparaciédn se hace
con las estructuras observadas per cristalografia de rayos X, por
ejenplo, 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 combinacién de varios aa que
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estructura tienden a formar. No se estudia su disposiciébn en el
espacio ni su posible empaquetamiento.

Los métodos estereoquimicos toman en consideracion la  arqui-
tectura del posible empaquetamiento de laz cadena polipeptidica vy
la interaccion de las proteinas con moleculas de agua. Estos
métodos estan basados principalmente en los angules ¢, v, T, [}
los cuales corresponden a los cuatro substituyentes del Cg.

* corresponde al substituyente entre el C; y €l grupo car-
boxilico, Q entre el Cq ¥ el grupo aminoj Tes el angulo de Cq ¥
Cg ¥ @ 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 gue el Cp tambien juega un papel importante
en la arquitectura del posible empaquetamiento de la cadena
peptidica.

Para predecir 1la estructura secundaria de las proteipnas de
membrana vy nucleocapside del virus del dengue se utilizaron
distintos métedos estadisticos y fisicoquimicos (diagrama 1).

Los programas fueron: Chou-Fasman (30) complementado con 1la
prediccion para giro 8 de los mismos autores (31). Este programa
calcula 1los aa con alta probabilidad de former hélices a (Pa),
los aa formadores de lamina 8 (PB) y los aa con alta probabilidad
de formar giros (Pt). Los aa de la secuencia que no esten en 1los
tres grupos anterijores se denominan Estructuras No Repetidas
(ENR) y se calcula como Pc. Este programa esta clasificado en el
grupo de los estadisticos, ya que, en la prediccién de regiones
estructurales toma como base, los estudios realizados en protei-

nas cuya estructura terciaria ya es conocida por cristalcgrafia
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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 leos
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 numero de venta-
na (NV) es el mismo numero de aa que se va a agrupar, esto es,
que 8i tenemos un aa i se van a leer el mismo numero de aa tanto
hacia atras de i {(i-x) como hacia adelante (i+x) donde x es el
nimero de la ventana menos 1 dividido entre 2 [(NV-1)+2]. Este
programa ademis require una informacién adicional, con el objeto
de no subpredecir estructuras, la cual los autores denominararon
constante de decisién (CD), ésta es tomada en cuenta segin el
porcentaje que la proteina posee de hélice a y 1lamina B. La
eleccioén correcta de la CD aumenta la exactitud del programa en
un 7 %. Garniler y col agrupan a las proteinas en 4 tipos difer-
entes de la manera siguiente: Las ricas en hélice a que tienen
mas del 307% de esta estructura y menos o igual del 10 % de lamina
8, Las ricas en lamina B que poseen mide del 30 % de B y menos o
igual del 10 % de hélices a. Las de estructura secundaria
regular a y 8 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 composicién de aa en cada tipo de
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esfrﬂ&tufa Vsécuidaria.~La distribucién de-los aa a lo .largo de
cédﬁ motivo é;érﬁétural es anali?ado segﬁn el porcentaje con que
aparéce en 15 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 demAs moti~-

_ vos estructurales. Este método posee un parimetro equivalente a
las constantes de decisioén de Garnier y col, denominandolo pa-
rametro Ng, que tiene la fipalidad de aumentar la exactitud de la
prediccidn. Este programa solo predice la probabilidad en tres de
los cuatro motives estructurales {Pa, P8 y Pc).

El algoritmo de Deleage y Roux (34) esta basado principalmente
en 1los principios de Chou y Fasman (30) complementado por 1los
paridmetros propuestos por Nakashima y col (46). Estos autores
proponen que la adicién de estos parametros eleva la exactitud de
la predicciéon (7 a 8 %) hecha por el algoritmo de Chou y Fasman
unicamente. Este modelo de predicciédn se ha llamado metodo de
doble prediccién (34).

Levitt (35) desarrollé un programa estadistico que andliza las
coordenadas atémicas de un gran numerc de proteinas globulares
con objeto de identificar regiones de hélice a, lamina 8 y giro,
y ests basado en los patrones de enlace de hidrégeno, distancias
entre Cq ¥ angulos de torsion entre Cq.

Los métodos modificados de Chou-Fasman y Garnler para protei-
nas de membrana fueron desarrollados por Croft, A. (S54) en base
a los algoritmos originales de estos autores complementados con
los parametros propuestos por Rao y Argos (36) para la prediceién

de hélices de membrana. Se utilizaron estos métodos en la predic-
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cién de las estructuras transmembranales que podrianA servir  de
‘anclaje’ a la proteina M.

Para la prediccién de hélices de membrana de la proteina M- se
utilizaron los algoritmos de: Rao y Argos (36) este se basa en
las caracteristicas fisicas de cada uno de los aa, y perfecciona-
do por la comparacién de la estructura propuesta para la bacteri-
orodopsina. El esquema fue ideado para delinear las regiones gque
probablemente esten asociadas a membrana, a partir de secuencias
primarias de proteinas que se sabe interaccionan con la membrana
lipidieca.

KRlein y «col (37) encentraron un andlisis discriminativo que
clasifica a 1las superfamilias de proteinas en seis grupos que
pueden ser distinguidas sobre la base de cuatro variables, carac-
terizando 1la composicién de aa y datos locales de la secuencia.
Estas variables scon promedio hidrofébico, carga neta, longitud de
la secuencia y variacién periédica en residuos hidrofobicos a lo
largo de la cadena.

Eisenberg (38) analiza la estructura en termines de ‘''memento
hidrofébico” de 1la proteina completa y de los segmentos de
estructura secundaria. El momento hidrofébico es el analisis
conjuntc de dos parametros, el momento cero y el momento uno. El
momento cero esta definido come la suma de la hidrofébicidad de
cada residuo y el momento une ¢ momento dipolar hidrofébico que
=Y analogo al momento dipolar electrico de un grupo de cargas
{(38).

Los métodos fisicoquimicos utilizados fuerén los siguientes:
Hidrofilicidad (Hl) de Hoop Yy Woods (39) que mide la capacidad de

la molécula proteinica para interaccionar con el agua a lo largo
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de 1la secuencia de aa dependiende de las caracteristicas indi-
viduales de cada aa. Hidrofobicidad (Hb) de Miyazawa (40) la cual
mide 1la repulsién de la molécula proteinica al agua. Hidropatia
(Hp) de Kyte y Doolitle (41), que evalua la hidrofébicidad y 1la
hidrofilicidad simultaneamente a lo largo de la cadena de aminoa-
c¢idos. Flexibilidad (Flex) de Karplus y Schulz (42) este programa
mide 1la correlacién entre las laminas B, hidropatia mixima vy
flexibilidad minima, y entre asas predichas, alta flexibilidad de
cadena y segnmentos proteinicos que aceptan insercién de longitud
variable de secuencias individuales. Antigenicidad (Ag) de Hoop ¥
Wood (39) estos autores enfatizan el caracter polar promedio de
los segmentos de la secuencia, el cual esta relacionade con 1los
grupos antigenicos o capaces de producir una respuesta inmune.
Polaridad (Pol) de Graham (44). Este autor desarrollo una formula
para ponderar las diferencias entre aa que combinan las propie-
dades que mejor correlacionan (como son composicién, polaridad y
volumen molecular) con }a frecuencia de substitucion de residuocs
en las proteinas.

Los analisis de las predicciones se hicieron en una computado-
ra PC/AT compatible y se utilizardn los siguientes programas:
Predict? de R.S. Carmenes (53); Seqanal de A. Crofts (54) versién
1.03, Universidad de Illinois, EUA; Yy PC/GENE 1Intelligenetics
versibn €.26 (55).

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

utilizo una ventana de 7 aa para calcular los valores Pa .y PB

tanto en la proteina de nucleocapside (C) como en la precursora

de membrana {PrM). En la proteina de membrana (M) se utilizé una
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ventana de 16 residuos de aa en los calculos de Pa,. FB, y Pt.
Para los métodos modificados de Chou-Fasman y Garnier, asi como
en log programas de Rao y Argos, Eisenberg y Klein, se utilizé
una ventana de 19 aa.

Para todas las proteinas se usaron inicialmente las constantes
de decisién (CD) siguientes CDa=0, CD8=0, CDt=0 ¥y n=1. Después
del analisis primario para observar los porcentajes de a+8 ma-
yores de 50 % se tomaron las siguientes constantes de decisiong
CDa=0, <CDB=20 CPt=0, n=1, En el método de Gascuel y Goldmar
también se utilizaron inicialmente los parimetros estadndares y
posteriormente bajo el mismo criteric se modificaron a
N{Sla=1.10; N[S]B=1.545 y N[S] coil=1.00.

La prediccién de la estructura para cada proteina se hizo
tomando en cuenta los siguientes parametros:

1.-Prediccién de cada proteina por los distintos métodos
2.-Asignaclion de hélices alfa con un requerimiento minimo de 6
aa consecutivos formadores de hélice a; para estructura 8 4
aa. consecutivos formadores de estructura 8; 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 parametros
) éstadisticos propuestes por Richardson (47), tomando en
cuenta la preferencia de los distintos aa. por los extremos
de la heélice.
4.-Correccién de las estructuras asignadas utilizando indices
fisicoquimicos. Los indices de flexibilidad de cadena e

hidropatia se tomaron como indicadores reciprocos y comple-
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mentarios de la posicién de segmentos polipeptidicos con
respecto al interior hidrofébico de las proteinas (47). Los
segmentos con alta hidropatia y baja flexibilidad fueron
considerados como estructuras 8; segmentos con baja hidropa-
tia vy alta flexibilidad fuerén tomados como estructuras no
repetidas segun Crawford (59).

5.-Las hélices alfa anfipaticas fueron predichas tomando en
cuenta un promedio de hidrofobicidad de 0-0.2, con un memento
hidrofébico de 0.3-0.4, usando un angule de 100 grades. Los
datos positivos fueron correlacionados con la probabilidad

- de superficie e hidrofilicidad.
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: RESULTADOS

ANALISIS © DE LAS. CLONAS POSITIVAS.

El tan;aﬁorde los insertos del ADNc de las 45 clonas con  sefial
posif;iva ‘_j(‘t’igura 8a) se determint por electroforeésis de los 'pro-
dqctb§ dé bdigestiéﬁ de los plasmidos con las enzimas de restric-
cion Ec&RI/Hind III, con objeto de proteger el sitio de Smal; el
tamafioc de los insertos varioé de 300 a 1000 pares de bases (pb)

{figura 8b}.
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a) CLONAS POSITVAS PARA PROTEINAS
ESTRUCTURALES DEL VIRUS DEL DENGUE 2 ©X 8 9101

Fig. 8 al Clonas positivas por hibridacion en colonia para proteinas estructurales del virus del dengue 2.
b} Analisis del tanafo de los insertos por electroforesis en gel de agarosa, En el priser carril se
woestra un sarcador de peso wolecular (#x/Hae 111), en los otros carriles 1as clonas segun el nisero
asignado durante el escrutinio a la genoteca.

SECUENCIACION NUCLEOTIDICA DE LOS INSERTOCS.

El analisis de la secuencia nucleotidica se llevé a cabo por
el metodo de la cadena terminal (27). La ubicacion de las re-
giones secuenciadas se hizo por analogia con la secuencia repor-

tada previamente para la cepa prototipo del virus del dengue-2
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(Nueva Guinea C} {figura 9). En ocasiones huboc que hacer una
segunda e incluso una tercera hibridizacién en el banco gendmico
con objeto de identificar clonas de los extremos 5' v 3' que no

estaban representados en la genoteca.
ESTRATEGIA DE SECUENCIACION DE LA REGION ESTRUCTURAL. DE D2M

51 13
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Fig. 9 Estrategia de secuenciacon de 1a regitn estructural de dengue 2 mericanc.

~SINTESIS Y AMPLIFICACION DE REGIONES NO REPRESENTADAS

Las secuencias que no estaban representadas en el banco, se
sintetizaron directamente a partir de ARNm con oligonucleétidos
sintéticos especificos. El material sintetizado se amplificéd por
PCR para posteriormente utilizarle en la obtencion del molde en
el anadlisis de secuenciacion (figura 10). El ADNc amplificado se
observd mediante electroforesis en gel de agarosa.

Para el analisis posterior de la secuencia nucleotidica, las
muestras positivas se subclonaron en M13mp18.

ANALISIS DE ESTRUCTURA PRIMARIA.

La region estructural del virus del dengue 2 mexicane conti-
ene 2409 nucleotidos (nt) incluyendo 81 nt en el extremo S5' que
representan la region no traducible 5' (RNT5') y 2328 nt que

cox"responden a un producto poliproteinico de 776 aa (figura 11).
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La VRNTS;V presenfa 4 codones -de término en‘ las pcsiéipﬁes 42
(UAA) | w8 {UGA}, 57 (UGAf‘y 60 (UAA) que preceden al codon -de
inicio. (AUG) a partir del cual se encuentra un marco abiérto, der
lectura ininterrumpida y 35 codones de inicio sin marco adecuado
de lectura. )

En el analisis de composicion de bases observamos que la
region estructural de D2M contiene un 33 % de adenina, 25 2% de
guanina, 21.2 % de timina y 20.8 % de citocina. Tanto la composi-
cién de codones utilizados como la frecuencia de aparicion de los
aa se muestran en la tabla 2.

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

TIT Phe 13 56%  ICT Ser S 68 AT Iyr S5 6% TGT Oy 10 12X
TIC Phe 8 233 ICC Ser 9 L% MC Tyr 7 8 ¢ COys B 1T
TA lew 7 9% TCA Ser 18 23T TAA - O 0% 1A - 0 0
T Leu 11 143 G Ser 1 % M - 0 0% M6 Ip 16 2R
CIT lew 7 9% T Pro 7 9% CAT His 13 L6% OGT Arg 3 .33
CIC lew 7 9% OC Pro 4 5% CAC His 7 9% C6C Arg § 13
CIA lev 6 .73 COCA Pro 16 2% CAA Gln 14 181 CGA Az 2 .20
CI6 Leu 30 3.8 006G Pro 2 .28 CAG Gln 12 158 000 Arg 1 1%
AT lle 121 MT Thr 7 9% MT Asnp 13 1.61  AST Ser 5§ 6%
AIC lle 20 2.5% MC Thr 16 20 MAC dsn 10 128 AGC Ser 4 5K
AA lle 22 283 Mk Thr 40 ST MM Lys 37 473 AGA Arg 2L TR
AT MET 35 45T ACC Thr 11 141 MG Lys 21 270 MGG Arg B 1%
CIT val 12 558  GCT Ala 7 9% GAT asp 4 5% 66T Gly & .50
GIC Val 14 182 GCC Ala 8 1% GAC Asp 22 2.8%  G6C Cly 12 15T
GTA Val 6 .72 CA Ala 13 161 GAM Glu 31 398 GGA Gly 42 5.4l
GIG Val 19 2.4 GG Ala 7 .93 GAG Clu 14 1.B% 66 Gly 12 1.5%

Ala => 35 Gln => 26 Leu => 68 Ser => 42 --—- TAA O
ATg => 43 Glu => 45 Lys => S8 Thr => 74 TGA- O
Asn => 23 Gly => 70 MET =» 35 Trp =» 16 TAG ©
Asp => 26 His => 20 Phe = 21 Tyr => 12
Cys =» 18 Ile =» 54 Pro =» 29 val =» 51

Tabla 2. PORCENTAJE DE CODONES UTILIZADOS, DE BASES NUCLEOTIDICAS Y NWMERO DE AA EN LA SECUDNCIA DE DE LiS

PROTEINAS ESTRUCTURALES DEL VIRUS DEL DENGUE.

a3



Fig. 13 Graficas de andljsis fisicoquinicos de la proteina C. a) hidropatia. b) hidrofebicidad. ¢} hidrofilici-
dd. d) antigenicidad. e) flexibilidad.



La primer proteina cedificada es la proteina de capside o C,
la cual esta compuesta de 114 aa que corresponden a 342 nucleo-
tidos (figura 12). Contiene 22 % de aa basicos (K y R}, lo cuai
le confiere up caracter alcaline a la nucleoproteina. Esta pro-
piedad es importante en la neutralizacion de cargas del ARN

durante la formacidn de la nucleocapside.
SECUENCIA DE LA PROTEINA DE NUCLEOCAPSIDE D2-M

®
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Tig 12 Secuencia nucleotidica y deducida de a2 de la proteina de nucleocipside o C.

En la proteina C se observa un regi6on hidrofobica (aa 45-60)
{figura 13A y B) la cual se propone se encuentre en la parte cen-
tral de 1la misma. En el extremo carboxile se encuentra otra
regién hifrofébica de 12 aa (103-114) que corresponderia al
peptido seflal para la translocacién de 1la siguiente proteina
{precursor de membrana) al reticulo endopladsmatico. Segun el
algoritmo de Hoop y Woods (39) para la hidrofilicidad se encuen-
tran dos regiones (1-44 y 64-102) que podrian ser las regiones de
interaccion con el medio (figura 13C). De acuerdo con Hoop ¥y
Woods (figura 13D) encontramos 8 regiones antigénicas que podrian

co}responder a los B8 picos de flexibilidad (figura 13E) (42}.
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. 15 Graticas de los pérﬁlu f{xlw)uh&cos de 1 proteina pri. a) hidropatia. b) hidrofobicidad. 1 hidro-
{ilicided. d) antigenicidad. e} flexibilidad.



Ls siguiente proteina secuenciada fue el precursor de membrana

o prM y el péptide M (figura 14). El precursor de membrana <on-

; tiene 91 aa que corresponden a 273 nucledtidos. Esta proteina

‘ inicia con dos aa hidrofébicos v el reste de la miema es alta-~

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

TF 4 1 1t & % & € 2 B oMt ¥ LoE gt E S & F L L T K P VM A foL

tica de ser muy soluble.

SECUENCIA DE (A PROTEINA DE MEMSRANA DENGUE-2M

»

luuuuuu:aumucwmmu:muummmmmmmnuwuuu:mmummma‘mmmn{g&m' s

' i

S5 A % o L & E L 6 £.9 1 8 #.1 .6 € PoF L &4 v € e £a1 8 £ us # g1 § Ay

2 GLE MK GG A TKAL GAG G UG GAR GAC &CA AU ACE UAJ A4A U OCE WAAT GIC 485 TAG A4S CAE €k Gha B4 AA BA UGS 15 LCE AAE AT ACG UEE 40K WEK

)

3 GUA GO UM TAS ACK UG ALG ACE MCK GLd ShE

n

v U e 3 e talalet el

KRR el e e ot

ye e areile] @

386 ok oA LA GGG G2 0k AW AU G EAB ALK ALY BAK AT 15 AUC UG AUA'CAU O GOC UM ACC A MG GOA GOK GRK DU GCA UAC ACE M GGk ACG &K TW

*e

TR R R St L AL I S R SV E RS i I S Ui

48 U Gt AGA U [ A 46 S CUA O 42N GEE Mot 68 00 UK ATC A

$ 018 SI160 PHORANE OF GLUCOSILALION

SUTIO prosavte BE CORTE

Fig, Is Secuencfa de nucleotides y deducida de a3 ge la proteina de membrana a M.

Adends presenta 5 regiones antigénicas y flexibles (aa 6-12,
18-25, 29-~34, 44-49, ©58-~65 y B2-91 (figura 150y E) con una
pequefia region hidrofebica {aa 35-43) (41) (figura 1SA y B) gue
se podria encontrar en el centro de la proteima. En el aa 66 se
encuentra un sitic de glucoesilacién que presenta la siguiente
gecuencla Ser-Asn-Ser-Thr. En el extremo carboxilo de prH se
encuentra la secuencia Arg-Arg-Giu-Lys-Arg que podria ser el
sitio de corte reconocido per enzimas procesadoras para producir

la proteina de membrana o M,
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Fig. 16 Graficas de los perfiles fisicoquinicos de la proteina K. ) hidropatia, bi hidrofsbicidad. ¢} hidre
[ilicidad. d) antigsnicidad. ) [lexitididad. ) hollca do zeabrana (Paofirgaci. g rerbrany
{Flsfn y col). ) )




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 hidrofébicas
(aa 37-42, 57-75). Estas regiones podrian funcionar como sitios
de interaccién con la nucleccapside viral. Se propone que 1la
principal funcién de la proteina ¥ sea el ensamblaje del virus.
La proteina M en su extremo amino terminal es principalmente
hidrofilica (figura 16C}, presenta 3 regiones antigénicas vy
flexibles (figura 16D v E). Por otro lado el extremo carboxilo no
contiene regiones antigenicas ni flexibles, en este extremo se
encuentra la regiédn transmembranal (36,37,38}) de la proteina
{figura 16F y G). Hacia el extremo carboxilo encontramos una
regién altamente hidrofébica de 19 aa (figura 16A y B} que funci-
onaria como sefial para la translocacién 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-
cién del genoma en la regién estructural es similar a la de otros
flavivirus reportados a la fecha, y en particulaf que existen

regiones muy conservadas en todas las proteinas.
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ALINEAMIENTO MULTIPLE DE LA REGION ESTRUCTURAL DR L0S DIFERENTES SEROTIPOS DEL VIRUS DEL DENGUE
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JAER0  VIRVOYEGDGSPCKIPFEIMDLEKRHVLGRLITVNPIVTERDSPYNIEAEPPRGDSY LI IGVEPGOLKLAWFRKGSSICOMFETTHRGAKRMATLGDTAR
PRICOPRO VIRVOYEGOGSPCKTPFEINDLEKRHYLGRLITVYNPIVIEKDSPYNIEASFPFGDSY! I1GVEPGOLKLOWFKRGSSIGOMFETTHRCAKRMALLGDTAN
MEXICANA VIRVOYEGDGSPCKTPFRIMDLEKRHYLCRLYTVNPIVIERDSPLNIEAEPPFODSYL I CVEPCOLRLDWFKRASSI GOMFETTHRCARRMAL LCDTAN
PROTED]  LIKVEYKGEDAPCKIPFSTEDGOGKAHNGRLITANPVVTKKEEPVNIEAQPPRGESNIVIGSGDRALKI NNYRKCSSIGRMFGATARGARRMAT LGDTAR
PROTED4  VVKVKYEGAGAPCKVPI E[ROYNKEKVYGRL [SSTPLAENTNSVTNIELERPL-DSYIVIGYGNSAL TLHWFRKGSSIGRMFESTYRGARRMAILGETAN
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FROTED]  OFGSIGAVFTSVGRLINQIFGTAYGVLFSGYSWTMRIGIGILLIWLGLNSRSTSLSMTCIAVGHVILILGYMVRA 775
JAMPRO  DFGSLGGVFTSIGKALHOVICAIYGARFSCYSWTMKILIGVIITRIGMNSRSTSLSVSLVLVGVVILYLGAMYOA 775
PRICOPRO DFGSLGGVFTSICRALHOVFCAIVOAAFSCYSWTMRILIGVI ITWICKNSHSTSLEVSLVLYCIVILYLGWYAA 775
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PROTED4  DFGSVGGLITSLRAVHOVFCSVYTRMFGCVSUMNIRILIGFLVLRIGTNSRNTSMANTCIAVEGITLFLGFIVA 774
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FIGURA 17  ALINEAMIENTO WULTIPLE DE LOS AMINOACIDOS DX LA REGION ESTRUCTURAL DE LOS DIFERENTES SEROTIPOS DEL
VIRUS DEL DENGUE: LAS x MUESTRAN LOS SITOS CONSERVADOS DE LA SECUENCIA ¥ LOS * MUESTRAN LOS SITIOS
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TABLA 3 PORCENTAJE DE ESTRUCTURA SECUNDARIA DE LAS PROTEINAS
ESTRUCTURALES DE DENGUE 2 MEXICANO POR DIFERENTES METODOS DE

PREDICCION Y LA PREDICCION CONJUNTA

PROTEINA DE NUCLEOCAPSIDE C PROTEINA PRECURSORA DE M
MET % a 7% B ZGIROS ZENR % a+8 MET % a % B %GIROS ZENR R a+8
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 24 14 30 22 48
G&G 31 23 46 54 G&G 19 16 65 35
MCF 44 42 12 2 86 MCF a3 16 23 28 49
G 43 32 8 17 75 GH 39 8 45 a8 47

PREDICCION CONJUNTA DE LAS
PROTEINA DE MEMBRANA M PROTEINAS ESTRUCTURALES DE
DENGUE 2 MEXICANO

MET % a % B ZGIROS %ENR 7. a+B

% a % 8 %GIROS ZENR % a+8

Ch&Fy 12 53 24 11 65
[ 38 27 4 31 65

D&R 31 25 o 44 56
PrM| 44 S 32 i9 49

L 28 a7 0 35 65
M 33 21 0 45 54

G 19 24 9 48 43

G&G 19 19 62 38

MCF 52 39 7 2 91

aH | 60 23 o 17 83

MET = MET000, % o = PORCENTAJE DR HELICE o, % 6 POOCENTAJE DK LAMINA 8, % CIRS = PORCINTAJE D GIROS 8, S EMH = FORCEN-
TAIA DE ESTRUCTURA MO REPETIOA, C = PROTEINA DE M)CLEOCAPSIDE, pr¥d = PROTEINA PRECURSORA DE MEMBRAKA, M = PROTEDM DE
MDERANA, CHAF = CHOU Y PASWAW (30,31}, DAE = DELEACE Y WOUX {36, L = LEVITT (37}, G = GABNIER (32), GAG = GASCUEL Y
COLMARD {33), MCF = CHOU Y FASUAN MODIFICADD, G = GARNIER MODIFICADO.



PREDICCION ESTRUCTURA SECUNDARIA
DE LA PROTEINA C
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ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA C
Numero de Estructura Longitud Comentarios.
B Residuo Predicha . L L
‘A 1-7 a 7 s1Hl,+Po,sFlex -
b 8-11 ENR 4 sH1 : '
¢t 12-21 [+ 10 sHl,1Po,sFlex .
4 22-30 8 9 - #H1,1Flex
e J31=-34 G 4 1Hl, sFlex
f 35-44 ENR 10 tH1, sFlex
“§ 45-48 ) 4 s+Hp -
h 49-55 a 7 . sHp :
4 56-63 ENR 8 sHp,sFlex .
§ 64-72 a g sHY :
r 73-7m ENR .5 ifll, sFlex(picoe)
] 78-81 8 4 H1 )
8 82-92 a 11 LHl, sFlex
L 93-98 8 6 - LH1
i 99-102 ENR 4 slil, sFlex
p) 0 103-110 8 -8 +Hp
p lil-114 ENR 4 +Hp

Fig. 19 3l Prediccion por cada uno de los métodos para Bélice o, limina 8 y para gire B. Andlisis fisice
quinicos de 1a protena C.CHF= CHOU Y FASNAN (30,31), DAl RLEAGE ¥ ROUK (36), L = LEVITT (7},
G= GAENTER {32), GUG= GASCUEL Y GOLMARD [33), MCF= CHOU Y FASNAN MODIFICADO, (M= GARNTER MODIFICA-
10 . PHE: PREDICCION, KX&D= KLEIN, RANEKISA & DELISI [S0AP [37)], RAs RAO Y ARCOS (38}, HP= HIDROPA-
TIA (41}, HB- HIDROFOBICIDAD (401, HL= HIDROFILICTOAD (19], AM= ANTIGEMICIDAD DE WERLING (45},
#HEW= ANTICENICIDAD DE HOPP & WOODS (33).

b) Tabla de prediceitn de cada una de las estructuras predichas de 1a proteina C con los comen-

taries fisicoquimiccs de estas estructura (Hl= Hidrofilicidad, lips Midropatia, Flex-fenbilidad,
Po=polaridad).



PREDICCION DE LA ESTRUCTURA SECUNDARIA.

En la tabla 3 se muestra la composicion y localizacién de las
regiones estructurales predichas para las proteinas C, prM vy M
del virus del dengue 2 mexicano obtenidas per diferentes métodos,
asi como su prediceién conjunta.

En 1la prediccion conjunta de la proteina C observamos que esta
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 8, 1 giro y 6 ENR (figura 18A),
las cuales estan divididas por sus caracteristicas fisicoquimicas
de la manera siguiente (figura 18B): Hélice a, 1 anfipatica (aa
82-92), 1 hidrofbbica (aa 49-55) y 3 hidrofilicas (aa 1-7,
12-21, 64-72), las dos primeras hélices a hidrofilicas son po-
lares. Las estructuras 8 fueron 1 hidrofébica (aa 45-48) y 4
hidrofilicas (aa 23-30, 78-81, 93-98, 103-110). El Unico 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 8 ¥y 4 son

estructuras al azar (figura 19).
. PROTEINA C

a b c

Fig. 9 Esquen2 de 1a estructura secundaria de 1a proteina C, Los cilindros son hélices e, las flechas son
15ninas B, los rizes son giros B y las liness son estructuras no repetidas,
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PREDICCION ESTAUCTURA SECUNDARIA
PRAOTEINA PiM
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ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA PrM

Humero de
Residuo
» 1-5
b 6-9
¢ 10-13
ch 14-25
d726-32
e 33-48
f 49-55
§ 56-62
h 63-67
i 68-~71
§ 72-75
k 76-80
1 81-84
b | g5-91

a) Prediccion por cada umo de li:s métodos para hélice a,ldmina B y para giro B en la proteina pri.

Estructura Longitud Comentarios
Predicha
ENR 5 «H1, Hp
G 4 sHl,asFlex
ENR ‘4 4Hl,sFlex
a 12 4Hl,aPo, sFlex
c ? aFlex
a 16 tHY, tHp
G 7 aHl,sFlex
a 7 sHl,aPo,tFlex
G: 5 aHl
ENR 4 sFlex(pico)
G 4 sFlex
B S +Hp
ENR 4 tHp, H1
a 7 aHl,sPo,sFlex

Hg. 2 b) Tabla de estructuras predichas con los comentarios fisicoquimicos de cada estructura. Abrevia-
turas ver pie de la figura 12-I



La proteina prM estd ;onstituida por un 44 % de helice a, 5 %
de estructura B8, 32 % de giro y 19 % de ENR (tabla 3). De acuerdo
con el andlisis estadistico encontramos en la secuencia 4 hélices
a, 1 estructura B, 5 giros ¥y 4 ENR (figura 20A). De acuerdo a
sus propiledades fisicoquimicas se encontraron {(figura 20B) que
de las 4 hélices a, 3 son hidrofilicas (aa 14-25, 56-62, B5-91) y
1 anfipatica (aa 33-48). La estructura B presente es hidrofobica
(aa 76-80). Los giros son hidrofilicos (aa 6-9, 26-32, 49-55,
63-67, 72-75) y las ENR son 3 hidrofilicas (aa 1-5, 10-13, 68-71})
y una anfipatica (aa 81-84). De los 8 picos de flexibilidad 2 son

helice a y 4 giros, 2 ENR (figura 21).

PROTEINA. priv

Fig. 21 Esquesa de 1a estructura secundaria do 1a proteina pri. Los cilindros son hélices q, las [lech’s Stﬂ
18ninas B, 10s rizos son giros & y las lineas son estructuras ne repetidas. .
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ESTRUCTURAS DE LA PROTEINA M
Humero de Estructura Longitud Comentarios
Residuo Predicha
4 1.8 8 8 »Hp
b 9-29 ENR 21 aH1, tPo,sFlex(pico)
. € 30-36 B 7 +H1
¢h 37-42 ENR s «Hp, sFlex
d 43-53 a 11 sHp
- € 54-56 ENR 3 aFlex,tHl
f 57-67 a 11 sHp
] g 68-75 ENR 8 alp

Fig 12-111 2j Prediccidn

b} Tabla de estructuras predichas ¢
turas ver pie de figura de la 12-1

POr cada uno de los sétodes para Melice o Idnina § Y para glro & en 1a proteina ¥.
on los comentarios fisicoquinicos de cada estructura, Kbrevia



La proteina M se predijo con un 33 % de hélice a, . 21 % de
estructura B y 45 % de ENR (tablas 3}. Repartidas a lo largo de la
secuencia encontramos 2 hélices «, 2 estructura 8 y 4 ENR (figura
22A). Las 2 hélices a son hidrofébicas (aa 43-53, 57-67) ({figura
~ 22B). Las estructuras 8 son una hidrofilica (aa 30~36) vy una hi-
drofobica (aa 1-8). En cuanto a las ENR dos son hidrofilicas (aa

g9-29, 54-56} y dos son hidrofébicas (aa 37-42, 68-75) (figura 23)

PROTEINA™M

Fig 21 Esquesa de la estructura secundaria de la proteina H. Los cilindros son hélices o, 1as fleches son'”
14ninas 8, los rizos son giros 8 y las lineas son estructuras no repetidas, o



La clasificacioén dentro de las familias de proteinas se hizo
por medio de dos algoritmos, el primero de ellos propuesto por
Nakashima y col. (46), que utiliza la composicién de aminoaécidos
para su clasificacién en familias vy 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 clasificacién ubilca a nuestras

proteinas en la familia que estructuralmente corresponde.

100

%8

1577 - - ' \
: aa \

15 3':' llO
% a

¥Fig 24 Grafica de 1a clasificacitn en distintas fanilias estructurales de las proteinas € (C),
prit {P} y ¥ (M) del virus del dengue-2 mexicano.
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DISCUSION

ESTRUCTURA PRIMARIA

Por analisis de homologia, encontramos que la secuencia nu-
cleotidica de la regién estructural del virus del dengue-2 mexi-
cano, es similar a las secuenciés repertadas para otros aislados
. del serotipo 2 (Nueva Guinea, Jamaica, Puerto rico), existiendo
una similitud del 90 % al 96%. En la secuencia de aa la homologia
entre los diferentes serotipos fué del 63.37 % al 70.55 %2 y de
un 92.86 7% al 96.91 % dentro del mismo serotipo. Las variaciones
en la secuencia de aa no estan distribuidas uniformemente a lo
largo de las proteinas, sino que existen regiones muy conservadas
y otras con mayor variabilidad (figura 17).

La organizacién del genoma encontrada es igual a la de los
flavivirug en general (7,19,22,25,57). La composicién de 1los
codones en la regién traducible (tabla 2) es similar a la repor-
tada en estd familia, no encontrandose codones sin sentido. En
porcentaje de bases encontramos que la frecuencia mas elevada es
de adenina con un 33 % ¥ el aa mas abundante es la treonina con
un 9.4 %.

La regién estructural analizada comprende 776 aa y en el
procesamiento postraduccional de esta poliproteina podrian estar
involucradas por 1lo menos 3 proteasas; una que removeria la
metionina inicial en la proteina C (21); otra proteasa ubicada en
el 1lumen del reticulo endoplasmatico (6,13,18), la cual podria
cortar el extremo carboxilo de €, 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 basicos y
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probablemante asociada a 12 maduracién de pr¥ a #, aunque hay
evidencias de que prM es autocatalitica (23).

La proteina C tiene 4 regiones bien definidas que alternan en
hidrofilicidad e hidrofobicidad, posee mas del 20 % de aa basi-
cos, lo cual se piensa este relacicnadoe econ su interacciédn con el
ARN viral, Por la cantidad de picos de flexibilidad (figura 13E)
que presenta, se puede proponer gue esta proteina tenga cilerto
movimiento. La primer regioén hidrofébica (figura 13A y B) presen-
ta valores muy altos por lo que se cree, que esta es la regiédn
que forma la parte central de la proteina, alrededor da la cual
se estructura el resto de la moleécula.

La proteina prM es principalmente hidrofilica lo cual esta
relacionado con el hecho de que es un peptido que se “pierda"
antes del ensamblaje viral, esto indica que posiblemente =sea
liberado al citoplasma o sea secretado al exterior celular cuande
el virusg sale al medio extracelular.

La proteina M es claramente de membrana como se& pudo consta-
tar por los algoritmes especificos para este fin. Esta proteina
presenta dos zonas bien definidas: una hidrofilica que se propone
sea la regién de interaccidn con la proteina C, ¥y un segmento
hidrofébico que se postula sea el segmento que tiene la interac-
€ibén con la proteina E.

ESTRUCTURA SECUNDARIA

La utilizacién conjunta de varios métodos de predicciédn 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 prediccidn a un 65 a 70 4 de exactitud.
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Ellanalisis de nuestros datos dio los siguientes resultados:
C. Es una proteina soluble con un indice de hidropatia
{GRAVY [GRand AVerage of hYdropathy))lde -1. La cual pertenece a
la familia a/8, ésto es que posee mAs del S0 Z de la suma de
hélice a y estructura B, la cual tiene una alternancia de estas
- eBtructuras (a, B). Llama la atencién el elevado porcentaje de
ENR (31 %), del cual el 25 % corresponde a zonas muy hidrofébi-
cas, lo Qque sugiare la posibilidad de que se encuentren en el
interior de la proteina.
PrM. Es una proteina soluble con un indice GRAVY de - 7.17,
pertenece a la familia de proteinas a/a. Esto es que posee mas
del 235 % de hélice a y menos del 15 7 de estructura 8. Su princi-
pal caracteristica son grandes zonas hidrofilicas as cuales
estdn principalmente en giros y ENR. Posee casi el 50 7. de giros
¥y ENR lo que le da potencialmente una gran flexibilidad.
¥, Proteina de membrana cen un indice GRAVY de 4.5, pertenece a
la familia de proteinas a+B8. Esto indica que tiene agrupaciones
de hélice a en un extremo de la molécula y agrupaciones de
astructura B en el otro extremo. Posee hélices a muy hidrofébicas
que pueden corresponder a los segmentos transmembranales y re-
giones hidrofilicas en ENR, con gran flexibilidad, 1o que permi-
tiria su interaccion con otras moléculas.
Los perfiles fisicoquimicos son una herramienta importante en
la correlacidn de la prediccidn de estructura secundaria de una

proteina, con la prediccién de su funcién, mediante los parame-

L Los valores negativos del indfce de hidropatia son valores hidro(ilices



'ﬁfos propuestos. nos permitio por ejemplo verificar; si 1las
regibnes hidrofilicas de la proteinas presentaban las condicione§
necesarias para ser censideradas como regiones antigénicas. Este
tipo de andlisis 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 antecedente de que reaccionaba con anti-
cuerpos moneoclonales contra serotipo 2 y no era neutralizado por
anticuerpos proveniantes de liquide ascitico de ratén, dirigides
contra la cepa prototipo de referencia para dengue 2 (Nueva
Guinea C). Posteriormente Monath y col (61) encontraron que esta
cepa mexicana era antigénicamente unica por radioinmunoanalisis,
utilizando anticuerpos monoclonales que reconocen diferentes
epitopes del serotipo 2, analizaron la curva de uni6én con un
modeloc matemédtico, y con predicciones estadisticas que determina-~
ron que la cepa en estudio ests relacionada con una “firma”
{signature) comun, localizaron ademads los epitopes diferentes.
Los autorss encontraron que tanto con la cepa Nueva Guinea C,
coro con cepas aisladas en Puerto Rico y el Caribe, diferia por
lo menos en 3 epitopes, v de todos los demés topotipos de dengue
2 por lo menos en 5 epitopes (comunicacién personal). Esta técni-
ca fue conmparada por estos mismos autores con el analisis de
“huella digital" de ARN (fingerprint), observando que este wvirus
presentaba un patrén genomico parecido a los aislados de dengue 2

antes mencionados. E1 hecho de que difiera el anilisis de firma

L4



(antigénico) vy de huella digital de ARN, no es sorprendente, vya
que los genes que codifican las proteinas estructurales compren-
den el 15 % del total del genoma y en la técnica de huella digi-
tal del ARN se examina s6lo del 10 al 15 % del ARN total, sin que
signifique que es la misma regién la que se analiza, ademas de
que no revela diferencias a nivel nucleotidico/antigénico o de

localizacién en el genoma.

CONCLUSION

La secuencia nucleotidica obtenida para dengue. 2 mexicano
posee la misma organizacién generai del genoma 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
permitié ubicarlas en las diferentes familias estructurales y

conocer algunas de sus propiedades fisicoquimicas
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