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RESUMEN

El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae, la cual posee
alrededor de 70 miembros. El virus del dengue esta compuesto por una
nucleocapside formada por la proteina de la capside y por el ARN viral. Rodeando
a la nucleocapside existe una bicapa lipidica en la que se encuentran embebidas
dos proteinas de membrana, hacia el interior e interaccionando con la
nucleocdpside se encuentra la proteina de membrana o M. Orientada al exterior del
virus e interaccionando con el medio circundante se encuentra la proteina de
envoltura o E. Esta ultima de 495 aminodcidos de longitud y con un peso
molecular de aproximadamente 60 kDa. La proteinade envoltura lleva a cabo la
mayor parte de las funciones biologicas en la interaccién virus-huésped.

La presente tesis consistio en llevar a cabo un andlisis a nivel de estructura
primaria y estructura tridimensional de la proteinade envoltura. Por un lado se
analiz6 la filogenia de la familia Flaviviridae, en donde se tomo la secuencia de
aminodcidos de la proteina E de las secuencias reportadas en el GenBank hasta
1995. Por otro lado, se llevo a cabo un estudio de modelaje molecular de la proteina
de envoltura a partir de la coordenadas cristalogréficas del virus de la encefalitis
transmitida por garrapata (TBE), de dos aislados de dengue serotipo 2, por un lado
estudiamos una cepa aislada de un paciente con dengue cldsico en nuestro pais
durante un brote en 1983 (la que denominamos D2M) y una cepa de un aislado de
dengue hemorr gico de un brote ocurrido en Malasia.

Los estudios de filogenia nos mostraron que el aislado mexicano pertenece
al subtipo V de los virus del dengue serotipo 2, ademds de que se encontraron
direfencias en cuanto a el orden de las ramas y nodos dentro del serotipo, .
principalmente en el subtipo III, los resultados obtenidos sugieren que el subtipo
I puede ser un grupo en transicién evolutiva, ya que, presenta grandes
similitudes en secuencia tanto con el subtipo 1V y el subtipo V. El modelaje
molecular se llevo a cabo a partir de la cristalografia de la fraccion soluble de la
proteina de la encefalitis transmitida por garrapata (TBE). Se tuvo como
principales pardmetros, a) la conservacion de la estructura secundaria, y b) la
conservacién de Jos 6 puentes disulfuros en la proteina. Se encontro que los RMS
entre las proteinas de envoltura del virus del dengue y el TBE estuvo dentro de los
pardmetros de proteinas homélogas. Obtuvimos una serie de 5 grupos de donde se
encontraban la mayor parte de las 30 mutaciones entre los dos aislados
(clasico/ hemorragico), en ellas se pudo observar por un lado que gran parte de las
mutaciones fueron de caracter conservativo, las superficies de solvatacién se
conservaron en su mayoria tanto en carga como en volumen, solo el grupo 4
presentd diferencias grandes en cuanto a volumen se refiere tambien presento un
cambio de carga aunque esto no resulto tan evidente como el cambio de posicion
de la cadena principal como de volumen de las cadenas laterales.
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INTRODUOVCCHION

El virus del dengue es miembro de la familia Flaviviridae, la cual comprende mas de 60
agentes etiologicos serologicamente relacionados, los cuales presentan estructura, morfogénesis,
organizacién del genoma y estrategia de replicacion similares (Westaway, E. G. y col, 1985). Los
flavivirus que son transmitidos por mosquito (principalmente por Afedes acqypte) han sido
clasificados en 6 subgrupos diferentes mediante analisis serologicos (utilizando anticuerpos
neutralizantes). Estos son los siguientes (Fig. 1): Dengue, Encefalitis Transmitida por Garrapata
(TBE), Tyleniy, Encefalitis Japonesa (JE), Uganda S, Ntaya, Rio Bravo y Modac (Porifield, J. S. 1980;
De Madrid, A. T. y Portfield, |. 5. 1974). Actualmente, se han identificado 4 diferentes serotipos del virus
del dengue (Portfield, |. 5. 1980), de los cuales en México circulaban los serotipos 1, 2 y 4 sin embargo, a

partir del mes de marzo de 1995 se reporto la presencia de dengue 3 en nuestro pais.

Cmnplejos /\ntigén'ucos de los Flavivirus Definidos por Ensayos de
Neutralizaciéon Cruzada con Antisueros Policlonales

TR et

Garrapata

Encefalitis transmitida por Dengue ~ RioBravo
Garrapata (TBE) incefalitis Japonesa Modoc
: Ntaya
Tyuleniy Uganda S

Fig. 1 Complejos antigénicos de los flavivirus.



Las particulas virales miden 60-70 nm de didmetro y estin compuestas de una bicapa
lipidica externa, en la cual se encuentran embebidas la glicoproteina de envoltura (E) y la proteina
de membrana (M) (Monath, T. P. 1990). La nucleocdpside es infecciosa y esta formada por un ARN
de polaridad positiva y por la proteina de la capside (C). El genoma de los flavivirus consta de
aproximadamente 11 000 nucledtidos de longitud, tiene un Cap tipo I en el extremo 5', y carece de
poliA en el extremo 3' (Rice, C. M. y col., 1986). El orden de las proteinas codificadas en el ARN es el
siguiente 5'-C-prM(M)-E-NS1-NS2a-NS2b-NS53-NS4a-NS4b-NS5-3'. El ARNm codifica para una
sola poliprateina la cual es procesada postraduccionalmente para formar los diferentes
polipéptidos virales, en la que parlicipan tanto proteasas celulares como virales (Rice, C. M. y col,
1985; Castle, E. y col, 1986; Coia, G. y col,, 1988; Deubel, V. y col,, 1988). Actualmente ademds de que se han
secuenciado los genomas completos de algunos aislados del virus del dengue serotipo 2 (Halu, Y.S.
y col.,, 1988; Deubel, V. y col., 1988; Gruenberg, A. y col,, 1988), de dengue-4 (Zlwo, B. y col,, 1986), y dengue-3
(Osatonri, K. y Suminoshi, H. 1990), también se han clonado y secuenciado un gran namero de
fragmentos de diferentes serotipos y topotipos. La comparacion de estas secuencias ha mostrade
en general una conservacion de las mismas, tanto en los 4 serotipos del dengue como en los otros
miembros del mismo género. Algunos dominios de las proteinas estructurales de dengue, fichre
amarilla y west nile muestran mds del 50 % de amino 4cidos idénticos. Ademds de estas
similitudes en secuencia, se encuentran perfectamente conservados los residuos de cistefnas en las
proteinas NSI, pr(M) y E, asf como dos sitios de glicosilacién en la proteina NSI de todos los
flavivirus (Deubel, V. y col., 1988).

La proteina E en los flavivirus es biologicamente muy importante, ya que presenta las
epitopes de uni6n al receptor, fusion a membrana (después de cambios conformacionales
inducidos por pH 4cido), es el principal antigeno de superficie viral, ademas de ser la proteina que
principalmente interacciona con el medio (huésped) durante el reconocimiento viral (Heinz, F. X.
1990).

En la proteina E del virus de la encefalitis transmitida por garrapata (TBE) se encontraron
mediante anticuerpos monoclonales 3 dominios antigénicos no sobrelapables, los cuales se
denominaron A, By C (Guirakloo, F. y col,, 1989). El dominio A esta dividido en dos subdominios Al
y A2. Este ltimo presenta una clara sensibilidad a SDS y a pH's 4cidos, lo cual concuerda con su
naturaleza discontinua (Heinz, F. X. 1990). En el dominio A1 se encuentra la region més conservada

de todos los flavivirus (98-111) localizada en ambos lados del segundo puente disulfuro



(DRGWGNG]H]JCGLFGK), en el complejo TBE existe la substitucion de una glicina por histidina.
Existen algunas evidencias de que esta secuencia puede estar involucrada en la fusion a
membrana por a) cambios conformacionales inducidos por pH dcido, que afectan a los epitopes
alrededor de la secuencia conservada, lo que indica un reareglo de la cadena polipeptidica en esta
area, lo cual podria ser importante en la exposicion del sitio de fusion (Heinz, F. X. 1990), y b) la
presencia de la secuencia GLFG después del puente disulfuro con el amino terminal de la
hemaglutinina 2 del virus de la influenza, asociada con la fusion a membrana (Wharton, S. A. y col,
1988). Asi mismo, se ha reportado que la secuencia inversa FLG se encuentra presente en el amino
terminal de la proteina de fusion F1 de los paramixovirus, esta misma secuencia se encuentra
repetida tanto en el sitio activo de fusion de la gp41 de los virus de la inmunodeficiencia humana 1
y 2, como en el virus de la inmunodeficiencia de monos (Gallager, W. R. 1987). La region 98-111 de Ia
proteina de envoltura del virus del dengue también presenta una secuencia homologa (con una
similitud de 60 %) con la region 759-779 del plasmindgeno (cerca del sitio activo), involucrada en
la induccion de anticuerpos de reaccion cruzada los cuales podrian jugar un papel importante en
la patogénesis del dengue hemorrdgico (Markoff, L. 1991).

En la enfermedad del dengue se presentan los siguientes sintomas: fiebre, artralgias,
mialgias, rash, ndusea y/o vomito. El espectro clinico puede ir desde un cuadro febril conocido
como Dengue Clisico en una infeccion primaria (en donde lo datos de laboratorio practicamente
son normales), hasta las manifestaciones graves como fiebre hemorrdgica por dengue (FHD) o
sindrome de choque por dengue-(SCD). En una infeccién secundaria generalmente se presenta
plaquetopenia por plaquetolisis, y disminucion de proteinas plasmaticas circulantes tales como C3
y fibrinégeno. Estudios realizados en pacientes con FHD muwestran una disminucion del
plasmindgeno e incremento en los productos de degradacion del fibrindgeno (PDF) los cuales se
elevan conforme se agrava la enfermedad.

Actualmente se desconocen los mecanismos involucrados en la presentacion del dengue
hemorragico, sin embargo, se han propuesto 2 hip6tesis: la primera postulada por Halstead
(Halstead, S. B. 1988), el cual propone que la presencia de anticuerpos heterotipicos no neutralizantes
es un factor de predisposicion de FHD, ya que estos facilitan la infeccion del fagocito
mononuclear ocasionando una activacién del macrofago, el cual a su vez activa diferentes sistemas
como la coagulacién, la fibrinolisis y el complemento presentindose una coagulopatfa de

consumao.



Aunque la hipdtesis anterior es la mds aceptada con base en datos epidemiologicos, no
explica los vasos de dengue hemorragico en el curso de una primoinfeccion. Para estos casos Leon
Rosen (Rosen, L. 1977), propuso que la variacion genética de las cepas mientras circulan en la
naturaleza, es un factor importante en la expresion de la virulencia. Actualmente no existen
reportes que demuestren que el virus per se tenga participacion directa en el establecimiento del
proceso hemorrdgico, por lo que en nuestro grupa (Mouroy, V., Ruiz, B. 1996) se evalud esta

posibilidad, observando que el virus del dengue es capaz de degradar fibrina y/o fibrinogeno.

El Virus del Dengue y la Fibrinolisis

El proceso fibrinolitico comprende la degradacion de la fibrina por una proteasa serinica
plasmatica denominada plasmina la cual es generada en el plasma como un precursor, esta
enzima corta especificamente el segmento del estrecruzamiento de 3 cadenas de la fibrina y separa
las protuberancias de las cadenas unidas covalentemente. La estructura reticular abierta del
codgulo sanguineo permite un acceso relativamente libre de la plasmina a las moléculas de fibrina
polimerizadas, facilitando asi la lisis del codgulo (Francis, C. W. & Marder, V. |, 1986). La plasmina se
forma mediante el corte proteolitico de un zimdgeno de 86 kD, denominado plasmindgeno.
Existen varias proteasas serinicas que activan el plasmindgeno, siendo la mas notable la enzima de
54 kD urocinasa (u-PA), la cual es sintetizada por el rifidn y aparece, como su nombre implica, en
la orina, asi como una enzima homologa llamada activador tisular del plasminégeno (t-PA), que
pesa 70 kD, y aparece en los tejidos vasculares (Los activadores del plasminégeno estén recibiendo
una considerable atencién médica, con el propésito de lograr disolver rdpidamente los coigulos
sanguineos). Otra molécula capaz de activar al plasmindgeno es la estreptocinasa, una proteina de
45 kD producida por algunos estreptococos. A pesar de su nombre, la estreptocinasa no muestra
actividad enzimdtica como la urocinasa (Voet, D. & Voet, |. G. 1992), actia formando un fuerte
complejo 1:1 con el plasminégeno, que activa la cascada de la fibrinolisis de la siguiente manera:

a) Se une de forma especifica al extremo carboxilo del plasminégeno, al que le confiere un
cambio conformacional.

b) Dicho cambio expone régiones sensibles a lisis por otro plasminégeno (no plasmina),
activando de esta manera al plasmindgeno y en consecuencia a la fibrinolisis, sin necesidad de un
activador como es el caso de la urocinasa (u-PA) o el activador tisular del plasminogeno (t-PA), al

substituir esta molécula a los activadores antes mencionados se presenta una degradacion de



fibrina exacerbada (un efecto similar podria ser ocacionado por el virus del dengue), produciendo
de esta forma problemas hemorrdgicos.

En un estudio reciente {levado a cabo por el grupo de Markoff (Markoff, L., y col., 1991) se
mostrd que en el proceso hemorrdgico posterior a una infeccion por el virus del dengue existen
anticuerpos dirigidos contra la proteina de envoltura viral que presentan reaccion cruzada con ¢l
plasminégeno. Dichos estudios mostraron que el sitio de reaccion cruzada es una region de 20
aminodcidos similares entre la molécula de plasminogeno (759-779) (el cual corresponde al sitio de
union de la SK en el plasmindgeno residuos 562-791) y la region mas conservada en todos los
flavivirus (98-111) Ia cual corresponde un dominio tipo-kringle de la proteina de envoltura viral.

En forma natural existen en el plasma proteinas que neutralizan la actividad producida
por la plasmina denominadas antiplasminas, entre las que se encuentran: los inhibidores de la
activacion del plasminégeno (PAI-1 y PAI-2) y la a-2-antiplasmina (a-2AP); los primeros actian
inhibiendo la activacion del zimdgeno de la plasmiﬂa, mediante la union de PAI-1y PAI-2, al
dominio kringle de las moléculas activadoras del plasmindgeno (se ha reportado que monocitos
infectados con el virus del dengue, producen PAI-1 y PAI-2 tanto in vitro como i vivo). La
segunda (a-2AP) (pertenece a la familia de las serpinas y es el inhibidor primario de la
plasmina), inhibe especificamente a la molécula activa del plasminogeno (plasmina), mediante
un mecanismo que comprende 2 uniones: la primera interaccién es de tipo ionico, en la cual se
une la molécula de a-2AP al kringle 1 de la plasmina (reaccion reversible) y en la segunda, se
Heva a cabo la unién covalente de la a-2AP a la serina 740 (residuo catalitico) en la cadena beta
de la plasmina (dominio catalitico), esta dltima es una reaccion irreversible. Los dos tipos de
inhibidores (PAI-1,2 y a-2AP) son los encargados de regular el mecanismo fibrinolitico.

Por otro lado, se ha reportado que anticuerpos monoclonales anti-dengue y anti-
urocinasa, son capaces de bloquear la unién de la a-2AP a la plasmina. Los anticuerpos anti-
dengue, como se menciond anteriormente fueron reportados por Markoff (Markoff, L., y col., 1991)
y cruzan con el zimdgeno especificamente en los aa 759-779 (Chungue, E y col., 1994), esta region se
encuentra en la parte catalitica de la plasmina y/o plasmindgeno, 19 aa cerca de la serina 740.
Nosotros previamente demostramos que el virus del dengue modifica la actividad de la a-2AP .
(Monroy, V., Ruiz, B.H. 1996), mediante la competencia del inhibidor con la particula viral; sin
embargo, no sabemos si esta se pueda llevar a cabo en la misma region o en sitios muy cercanos

a la serina 740, que le permitiesen bloquear la unién de la a-2AP y de esta manera modificar su



actividad (al bloquear la inhibicion, se exacerba la fibrinolisis). Asi mismo, desconocemos si el
virus pudiese bloquear la union de la «-2AP en presencia de fibrindgeno, ya que se ha
reportado que la fibrina protege a fa plasmina de la inhibicion. Aunque logramos demostrar que
existen diferencias en los mecanismos de regulacion de la fibrinolisis que dependen del aislado
viral (hemorrdgico vs clasico) con un modelo in oitro (Menroy, V. y Ruiz, B. 1996), desconocemos las
bases estructurales de este fendmeno.

Con base en lo anterior, nos propusimos analizar la estructura tridimensional de la
glicoproteina de envoltura del virus del dengue de 2 diferentes aislados, uno procedente de un

caso hemorragico y otro aislado de un caso de dengue clasico.

PLANTEAMIENTO

A la fecha la fisiopatogenia del dengue hemorrdgico atin se desconoce, y las hip6tesis
que intentan explicar el establecimiento de los casos desafortunados del padecimiento (Fiebre
hemorrdgica/Sindrome de choque por dengue) estin basadas en datos epidemiolGgicos y
favorecen la idea de la participacion de los anticuerpos heterotipicos no neutralizantes en el
curso de una infeccidon secundaria, (stafus inmunolégico del huésped). Sin embargo, se han
reportado casos de dengue hemorragico en el curso de una infeccion primaria (Rosen, L. 1977) (en
la cual no existen anticuerpos previos). Nosotros proponemos que el virus del dengue puede
tener participacion directa en la instalacion del fenémeno hemorragico, mediante la activacion
del plasmindégeno como una condicién previa al desarrollo del proceso fibrinolitico. Con base en
este planteamiento llevamos a cabo la evaluacion de la actividad biologica de diferentes aislados
virales, procedentes de casos hemorragicos y cldsicos en un modelo in vitro de fibrinolisis
(Monroy, V. y Ruiz, B. 1996). Asf mismo se analiz6 la activacion del plasmindgeno en presencia de
o 2 antiplasmina (cuya funcién es regular el proceso de fibrinolisis mediante la inhibicion de la
plasmina).

Observamos que ambos aislados virales fueron capaces de activar al zimdgeno
independientemente de la presencia de fibrina y/o fibrinogeno. La plasmina generada fue
capaz de degradar especificamente a la molécula de fibrina/fibrinogeno. Asi mismo,
demostramos que existen diferencias en los mecanismos de regulacion de la fibrinolisis que

dependen del aislado viral, ya que el aislado hemorragico bloqueo a la a-2 antiplasmina,



favoreciendo la exacerbacion de la activacion del plasminogeno (Monroy, V., Ruiz, B.H. 1996). Sin
embargo, desconocemos las bases estructurales de este fendmeno.

Con base en lo anterior, nos propusimos analizar estructuralmente (mediante modelaje
molecular, a partir de un cristal de una proteina homologa) tanto la glicoproteina de envoltura
(E) del virus del dengue procedente de un caso fatal de dengue hemorragico como la proteina

de un caso de dengue clasico y establecer las posibles diferencias a nivel conformacional.



ORBRJETIVOS

GENERAL

0 Establecer las Diferencias a Nivel de Estructura
Tridimensional entre la proteina de envoltura de un Aislado

de Dengue Clasico y un aislado de Dengue Hemorragico.

PARTICULARES

¢ Proponer un modelo tridimensional de la fraccion soluble
de la proteina de envoltura del virus del dengue 2 aislado

Mexicano (clasico), mediante modelaje molecular.

¢ Proponer un modelo tridimensional de la fraccion soluble
de la proteina de envoltura del virus del dengue 2 aislado
Malasia M1 (aislado hemorragico), mediante modelaje
molecular.



DISENO EXPERIMENTAL




MATERIAL V¥V METODONS

e BASES DE DATOS

En los andlisis tanto de estructura primaria como lterciaria se tilizaron las siguientes bases
de datos: EMBL (Kahn, Py Cameron, G, 1990) (version 43.0) la cual estd especializada en las
secuencias nucleotidicas de diferentes sistemas; estd dividida en mamiferos, organismos
relacionados con mamiferos, fagos, procariontes, y secuencias sintéticas. Utilizamos las divisiones
de mamiferos y organismos relacionados con mamiferos, ya que en éstas se encontraban las
secuencias de los flavivirus. Por otro lado, se emplearon las secuencias del SwissProt (Buiroch, A. y
Apweiler, R. 1996) (version 31.0) que no estaban reportadas en el EMBL, las coordenadas del Protein
Data Bank (Bernstein, F. C. y col,, 1977) (PDB [Version Abril 1995]), del PIR (George, D. G. y col., 1996)
version 45.0 especialmente enfocada a secuencias proteinicas. Ademas se utilizaron bases de datos
cuya principal caracteristica es la actualizacién continua como el SPUPDATE que presenta una
renovacion semanal del SwissProt, el GPUPDATE que actualiza su contenido diariamente con las
secuencias depositadas en el GenBank (Burks, C. y col., 1990), y que traduce a aminodcidos los
marcos abiertos de lectura para facilitar el acceso a los programas de escrutinio, de la misma
manera que lo hace el EMBLU, Finalmente, en la actualizacion de las secuencias de nucledtidos y
aminoécidos utilizamos el Network Entrez via Internet, que posee ademas de las bases de datos
antes mencionadas la facilidad de obtencion de mayar informacion de las secuencias. Las bases de
datos mecionadas inicialmente (EMBL y SwissProt) fueron utilizadas mediante el programa

Network BLAST (Altschul, W. 1990).

¢ ALGORITMOS

Los programas de computo que se corrieron en una PC IBM compatible fueron; el
PC/GENE (Moore, |, y col,, 1988) y Predict? (Carmenes, R. S. 1989). Del paquete PC/GENE usamos
los siguientes algoritmos; FSTNSCAN, FSTPSCAN (Lipman, D. |. y Pearson, W. R. 1985), SEQUIN,
TRANSL, PROSITE (Bairoch, A. 1993), PALIGN (Myers, E. W. y Miller, W. 1988), CLUSTAL
(Higgins, D. G. y Sharp, P. M. 1989) y PICASSO. Del paquete de Predict? se emplearon todas las

variantes para prediccion de perfiles fisicoquimicos.



En ambiente Unix (SGI) empleamos los programas; Insightll y sus modulos especializados;
Homology, Discover y Analysis (modelaje molecular y dindmica molecular), Rasmol 2.0b
(visualizacion de moléculas), VMD (visualizacion de moléculas, ademas de la realizacion de
cdlculos de superficies de solvatacion), Treealign (construccion de arboles filogenéticos y
alineamientos multiples), Phylip 3.5 (construccion de drboles filogenéticos de  parsimonia
ponderada), Clustalw (alincamientos multiples) (Higgins, D. G. y Sharp, P. M. 1989), Nehwork
Entrez (NCBI News, 1994), Network BLAST (programa de escrutinio de bases de datos a través de
red) (Stephen F. A. y col., 1990) PRO.CHECK (programa que verifica la calidad estereoquimica de la

estructura de proteinas) (Laskowski, R. A. y col., 1993)y las utilerias propias del protocolo TCP/IP.

¢ SECUENCIAS (Ver tabla 1)
En la Tabla 1 se resume tanto el nombre de los diferentes aislados del virus del dengue

como de otros flavivirus, asi como el nombre utilizado en las diferentes bases de datos.

Referencias

Cruzadas
Gl: 476941
Gl 464427
$P: P33478
PIR: A42551
- GB: M87512
1 GL221253
Gl 130422
PIR: B32401
SP: P27912
DDBJ: D00502
PIR: A32401
DDBJ: D00501
Gl 221241
Gl: 221251
- Gl; 130420
DDBJ: D00503
PIR; C32401
SP: P27910
Gl 130424
GB: M23027
SPyP17763
PIR; GNWVWP
Gl: 130421
SP: P27909
DDBJ: D00S504
EB: TOGDEN2N

Nombre

A47311
POLG_DENIS

" DENTAH
POLG_DENIA

"POLG_DENIC

__DENC49
~ DENP83
POLG_DEN18

POLG._ DENIW

POLG_DEN19

- DEN2NGC



Gl 323448

D2 (1) DEN2CGA PIR: JS0219
_ Gl 323448
D2 (1) DENENVH PIR: H43496
Gl: 323569
D2 (1) DENENVG PIR: G43496
) Gl: 323489

D2 (1) DENENVGLPF FB: DENENVGLS
Gl: 323501
D2 (i) DENENVGLPM Gl: 323515
D2 (lla) POLG_DEN2U PIR: PS0043

GP: DEN2PUC

D2 {llla) DENENVD SP: POLG_DEN26
PIR: GNWV14
GP; DENCMEMSB
D2 (llla) POLG_DEN27 PIR: GNWV24
GP; DENCMEMSA
D2 {llla) DENENVB PIR: D434%96
D2 (llla) DENENVE PIR: B43496
D2 (Illa) DENENVC PIR: C43496
D2 (llla) POLG_DEN21 PIR: $06747
GP: TOGDENMI
D2 (llla) POLG_DEN23 PIR: 06740
GP: TOGDENM3
D2 {11b) POLG_DEN22 PIR: S06741
GP: TOGDENM2
EB: X15433
S SP: P14338
D2 {IIIb) DENENVA PIR; E43496 ..
Gl 323475
D2 (ilib} DENENVGLPB EB: DENENVGL1
. Gl 323493
D2 (1) DENJAMA SP: POLG_DEN2YJ
PIR: GNWVIJA
GP: DENJAMCG
Gl:-323651
POLG_DEN2H GP: DENEP2
DDBJD10514
PIR: JQ1404
Gl 266816
SP: P29984
D2 (IV) DENENVGLPA Gl 323491
& £B: DENENVGLP
D2 (Iv) DENENVGLPC £B: DENENVGL2
: Gl: 323495
D2 (V) DENENVGLPE £B: DENENVGLA
Gl: 323499
D2 (Iv) DENENVGLPH EB: DENENVGL7
' Gl: 323505

GB: L10047




D2 (1v) DENENVGLPI EB: DENENVGLS
Gl 323507
GB:L10048
D2 {1v) DENENVGLPK EB: DENENVG10
Gl: 323511
D2 (V) DENENVGLPL EB: DENENVG
) Gl 323513
D2 (V) DENENVGLPJ . Gl: 323509
GB: 110049
D2 (V) DENENVGLPO EB: DENENVGL5
Gl: 323519
D2 {1V} DENENVGLPP EB: DENENVG 14
Gl: 323521
D2 (iv) DENENVF GB: M24449
PIR: F43496
Gl 323486
D2 (V) FLD2ENVG GB: X54319
SP: POLG_DEN2T
PIR: $11482
Gl: 59303
D2 (V) DENENVGLPD GB: L10043
E8: DENENVGL3
Gl: 323496
D2 (V) DENENVGLPG EB: TOGDENRC
Gl 323502
GB: 110046
D2 (V) DENENVGLPN GB: 110053
S Gl: 323516
D2 (V) POLG_DEN2P SP: P12823
GB: M19197
PIR: GNWVDP
R Gl: 323655
POLG_DEN2D “PIR: GNWVD2
S EB: DEN2ENVG
o <SP P30026 -
S Gl 266815
DENPPSP- Gl 323452
o GB: L0456}
DENENVGLYL - GB:L11433
- Gl: 323544
DENENVGLYK GB: 111432
FR Gl 323542
DENENVGLYA GB: 111422
‘ - GE323522
DENENVGLYC  GB: L11424
L Gl 323526
DENENVGLYE GB: L1426
Gl 323530
DENENVGLYD GB: L11425
L Gl: 323528
DENENVGLYF GBI L1427 -
o (1:323532
DENENVGLYG "GB L1428
S Gk 323534




DENENVGLYH & GB: L11429
N —— GI: 323536._-,__(,._

DENENVGLY] GB: 111430
Gl 323538

DENENVGLYJ GB: L11431
______ e Gl: 323540
DENENVGLYM GB: 111434
Gl 323546

DENENVGLYN GB: 111435
Gl: 323548

DENENVGLYO GB: 111436
Gl: 323550

DENENVGLYP GB: 111437
) B Gl: 323552
DENENVGLYQ GB: 111438
Gl: 323554

DENENVGLYV GB: L11619
Gl: 323564

DENENVGLYB GB: 111423
, Gl: 323524
DENENVGLYR GB: L11439
Gl; 323556

DENENVGLYS GB: 111440
Gl: 323558

DENENVGLYT GB: L11441
Gl: 323560

DENENVGLYU GB: 111442
Gl: 323562

DENENVGLYW GB: L11620
Gl: 323566

POLG_DEN3 SP: P27915
R GB: M93130
PIR: GNWYD3

Gl 323468,

R EB: DENCME
DENSP5AA GB: M25277

* GI323656
DENENVAA Gl: 323476
GB: M86733

POLG_DEN4 SP: P09846

‘ GB: M14931
PIR; GNWVDF

Gl: 323658

' EB: DENSIRA
S66064 Gl; 432576
PIR; A47666

- DVU18425 Gl: 604441
, GB; U18425
DVU18427 Gl 604445
GB: U18427

DVU 18428 Gl 604446
GB: U18428

DVU18429 GB: U18429
Gl: 604448
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DVU18431 GB: U18431
Gl 604452
DVU18433 GB: 118433
Gl: 604456
DVU18434 GB: U18434
Gl: 604458
DVU 18435 GB: U18435
Gl: 604460
DVU18436 GB: U18436
Gl: 604462
DVU18437 GB: U18437
Gl 604464
DVU18438 GB: U18438
Gl 604466
DVU18439 GB: U18439
Gl: 604468
DVU18441 GB: U18441
Gl; 604472
DVU18442 GB: U18442
Gl: 604474
JEU04521 GB: U04521
Gl: 440195
JEU4522 GB: U04522
Gl 440197
JEU15763 GB: U15763
' Gl: 687314
JEU03693 GB: U03693
: Gl: 517403
JEU03695 GB: U03695
: R  Gl.517407
- JEU03689. GB: U03689
P ~ GL 517395
JEU03690 GB:U036%0
SR R Gl 517397
"JEU03691 - GB: U03691
e Gl 517399 -
JEU03692 GB: U03692
LR Gl:517401
JEU03696 GB: U03696
SRR Gl: 517409
JEU21057 Gl 694117
SR __GBU21067
- JEU21054 GB; U21054
R Gl 694111
- JEVSAA GB: D90195
Gl: 221958
JEVCMNAA GB: M55506
Gl 331331
SP: POLG_JAEVI
S PIR: GNWVJS
JEU02367 GB; U02367
_ Gl 476083
POLG_JAEVS GB: 130491

15



JEVEG2 GB: 134095
Gl 496908
GB: 419433
GB: M15337
Gl 331327
GI: 496913
GB: M73710
G1:331334
SP: P08769

PIR: GNWV.JE
GB: M18370
GB: M16574
Gl: 130493

JEVSEND

JEVEGY
JEVCPRMEN

POLG_JAEVJ

POLG_JAEVN

JEU14163 GB: U141463
Gl: 537634
GB: 7340094

Gl: 496906

JEVEGI

8575726
POLG_WNV

Gl 913060
GB: M10103
PIR: GNWvVwv
SP: PO6935

GB: 130516
SP: P09732
GB: M24220
Gl: 332283

POLG_STEVM

MVEPCG

POLG_MVEV SP: P05769
Gl: 130496
PIR: GNWVMV
EB: X03467
GB: 130494
PIR: GNWVKY
DDBJ: D00246

PR GNWYY
EB: X03700
Gl 130529
SP:PI9901

PIR: GNWVYP
EB: X15062
Gl: 130530

POLG_YEFV2

SP:POSI4

POLG_YEFV8

SP: P29165
PIR: GNWVY8
DDB.: D00739

GB: U17067

Gl. 829369

YFU17067

GB: U21055
Gl 694113
GB: U21056
Gk 694115

YFU21055

YRU21056

GB: U17066
Gl: 829366
SP: Q04538
Gl: 730353

YFU1766

POWASSAN POLG_POWVL

[ KYASANUR -

KFDCMEDNA GB:483500
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EB: PWARTP
Gl: 443936
LANGAT POLG_LANVY SP: P29838
PIR: 841704

GB: M73835

mmmmm _ Gl 266825

LANGAT YFVENVE Gl: 336195
LANGAT POLG_LANVT SP: P29837
GB: M73835

PIR: A41704
Gl: 464428
OMSK OMSKFVEG GB: 396143
TBE TBEV1 GB: 62026
] TBE POLG_TBEVS GB: 130520
EB: X07755

PIR: GNWVTB
TBEENV 1 Gl 840913
$72426 Gl: 632897
TBCVEN2 Gl 840910
POLG_TBEVW SP: P14336

GB: M21498

; PIR; GNWVNE
FLAVSTRG Gl: 453597
TBEENVTURK Gl: 295278

'SSEVENV GB: X77470 .
Gl 899423
$8 | LOUPING POLG_LIV31 SP: P35764
B _ -~ PIR: JQ1882

- DDB; D12937 -

, LIVENVA Gl: 487409

LOUPING - POLG_LIV - GB; M59376

~ PIR:A38523 -

7 \ T SP:P22338

. LOUPING POLG_LIVN1 GBM94956

. S PIR: A43383 -

L SP: Q02478

LOUPING POLG_LIVK ~ PIR:JQ1883 .

o O ‘DDBJ: D12935

Ll SP; P35765
POLG_LIVNO PIR: JQ1884.

: Sy DDBJ: D12936
. B SR SP:P35766
W | NEGISHI POLG_LIVSB GB: M94957

; Cmy PIR: B43383

SP: Q02012

Tabla 1. Las abreviaturas utilizadas en la presente fueron las siguientes: D1, D2, D3 y D4, son los
diferentes serotipos del virus del dengue. Entre paréntesis se muestran los subtipos a los cuales pertenece
cada aislado (Lewis, J. A, y col., 1993). PIR (PIR), SP (SwissProt), EM (EMBL) y GB (GenBank). Langat; Virus
Langat, Powassan; Virus Powassan, Kunjin, Virus Kunjin, Louping; Virus de la Enfermedad de Louping,
Kyasanur; Virus de la enfermedad del bosque Kyasanur, OMSK; Virus de la Fiebre Hemorragica de OMSK,
SLE; Encefalitis de San Luis, JE; Encefalitis Japonesa, TBE; Encefalitis Transmitida por Garrapata, WN;
Virus del Oeste del Nilo, MVE; Virus del la Encefalitis del Valle de Murray, YF; Virus de la Fiebre Amarilla.
Posteriormente, estas secuencias fueron extraldas y editadas de los archivos del Entrez.



o ANALISIS ESTRUCTURAL

A partir de las bases de datos de estructura primaria (SwissProt, EMEL, Network Entrez y
GenBank [y las actualizaciones diarias]) obtuvimos las secuencias de los diferentes tlavivirus, las
cuales se tradujeron a aminodcidos y se editaron las regiones de interés (glicoproteina de
envoltura). Posteriormente, se analizaron las secuencias de las proteinas en el siguiente orden
(diagrama 1 [pag 19]): a) Se buscaron firmas estructurales y/o funcionales (con PROSITE), las
cuales fueron posteriormente analizadas buscando su posible presencia en la proteina
fisiologicamente activa. b) Se busco que las secuencias editadas no fueran ideénticas a ninguna otra
(con PALIGN). y ¢) Se llevo a cabo la reconstruccion de historias filogendéticas a partir de las
secuencias de aminoacidos (con CLUSTALW, TREEALIGN y PROTPARS [de PHYLIP]) para
observar la posible ruta de evolucion tanto de las diferentes proteinas, como de las regiones
conservadas y variables de la proteina E.

Los andlisis de evolucion llevados a cabo a partir de la estructura primaria se hicieron
inicialmente a méaxima parsimonia con el programa CLUSTALW (Higgius, D. G. y Sharp, P. M. 1989),
utilizando las variables recomendadas por el autor, para este tipo de secuencias, asi mismo,
utilizamos el programa PROTPARS del paquete Phylip version 3.5, con el cual se llevaron a cabo
los analisis con parsimonia ponderada, obteniendo multiples dendogramas (en este caso 50) los
cuales posteriormente fueron sintetizados en un dendograma consenso mediante el programa
CONSENSE. Los anlisis de los procesos evolutivos no se pudieron realizar al 100 % con el
programa TREEALIGN debido a que presenta limitaciones tanto en la construccion de los mismos

como en los alineamientos multiples cuando se le alimenta con gran cantidad de datos.
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- Estructura Primaria
- Programa y Resultado Obtenido

Estructura Terciaria
Programa y Resultado Obtenido

FSTNSCAN y FSTNSCAN; Rastreo de las
bases de datos del EMBL y SwissProt, para
busqueda de secuencias.

Network BLAST: Rastreo de bases via red
ethernet

Network ENTREZ: Obtencion de  las
secilencias resultantes del escrutinio realizado
con ¢l Network BLAST,

SEQUIN:; Edicion de secuencias de interés,

PALIGN;  Alincamiento  sencillo  de
secuencias aminoacidicas.
TRANSL;  Traduceion de  secuencias

nucleotidicas a aminodcidos.

PROSITE; Bisqueda de firmas funcionales
en las secuencias de interés.

PHYLIP;  Construccion  de  historias
evolutivas (Dendogramas) de las secuencias
virales,

CLUSTAL;  Alineamiento
secuencias de interés.
CLUSTALW; Alineamiento multiple de
secuencias a maxima parsimonia

miltiple  de

e FTP 130.199.044.1; Entrada a las bases de
datos del PDB via login anonymous y
obtencion de las coordenadas de interés.

Insightll:

¢ VIEWER: Visualizacion de  moléculas
obtenidas del PDB,

¢ HOMOLOGY; Extraccion, obtencion vy
alincamiento de los dominios homologos,
ademas de la asignacion de coordenadas y
realizacion de mutaciones puntuales, en las
proteinas.  Primeros andlisis  puntuales  de
minimizacion de energia.

¢ DISCOVER; Experinientos de minimizacion
de energia, dindmica molecular y caleulos de
drea de solvatacion.

¢ RASMOL; Visualizacion de macromoléculas

o VMD; Visualizacion de Macromoléculas y

caleulos de superficie de solvatacion.

aislado cldsico y uno hemorrdgico) nos basamos en la estructura cristalogréfica la proteina de

Diagrama 1. Herramientas para el andlisis de estructura Primaria y Terciaria

CONFORMACION

Para determinar la conformacion de la proteina de envoltura del virus del dengue (de un

envoltura del virus TBE.

Tabla 2. Coordenadas utilizadas para la construccion de la proteina de envoltura.




* MODELAJE MOLECULAR

Los sistemas macromoleculares con la complejidad de las proteinas no pueden ser
completamente entendidos tinicamente en términos de sus propiedades estructurales estaticas.
sino que también es necesario analizar sus propiedades dindmicas y termodindmicas. Por lo que
en ésle andlisis se llevo a cabo la determinacion de dichas propiedades mediante los mélodos de
simulacién de dinamica molecular, basados en procedimientos desarrollados originalmente para
estudios de mecanica estadistica de liquidos simples (Stillinger, F. H. y Ralwan, A. 1974). Los analisis
de estos datos se desarrollaron en el programa INSIGHT IT'V. 2.3.5 (Biosym, Technologies, Inc), y la
visualizacion se realizo en el RASMOL 2.5.

El desarrollo de funciones de potencial energético en conjuncion con mecanica molecular y
dindmica molecular, han hecho posible el estudio de grandes mwléculas, aunque su tamano y
complejidad estan en el limite de la capacidad de computo actual.

Las funciones de potencial energético juegan un papel central y critico en todos los
estudios de proteinas y son calculados generalmente de la siguiente forma:

V= Veniace + vang + Vior + Vaw + Ven + Vie

donde V representa el potencial energético total de un sistema molecular como funcién de un
grupo de coordenadas atémicas. El primer término (Veniace) describe Jos cambios inherentes a la
tensién de los enlaces, el segundg) (Vang) explica la modificacion del dngulo de los enlaces, el
tercero (Vior) detalla el movimiento de torsion de los enlaces, y los ultimos 3 términos comprenden
las llamadas interacciones no enlazadas que describen, tanto las contribuciones al potencial
energético debidas a las fuerzas de repulsion de corto alcanze como a las fuerzas de atraccion
London, las también llamadas fuerzas de van der Walls (Viaw), enlaces de hidrégeno e
interacciones electrostaticas Coulombicas (Vic).

Una caracteristica importante de las funciones de potencial energético (tabla 3), es la
existencia de términos armonicos y anarmoénicos que son necesariamente debidos a la
anarmonicidad inherente a muchas regiones del potencial energético superficial normalmente
encontrado en las proteinas. Para alcanzar una descripcion exacta de las propiedades dinamicas de
términos eldsticos en los enlaces anarménicos de términos de inclinacion, asi como de términos
cruzados que acoplen estos movimientos con movimientos torsionales, se llevd a cabo el andlisis

de las frecuencias vibratorias utiles de acuerdo con Hagler y colaboradores (Hagler, A. T. 1985 y



Hagler, A. T. y col,1989), particularmente a la descripcion exacta de las propiedades dindmicas

(frecuencias vibratorias de modo normal).

Tabla 3
Términos Comunmente Encontrados en la Funcién de Potencial Energético de
Proteinas.
- Iy - NFRRUY * o ) actan relacionnndos g s Brerzne
Tension del Enlace \/c"’m =3 Ar (r-r ) A,.\‘r(' estin uiluuun.ldns alas mx.r_/a%
enlace anudnicas constantes v con el equilibrio de la

distancia de enlace, respectivamente.

J + . . v
- Kqy 00 egtin relacionadas a fas fucrzas

armanicas canstantes y equilibria del angula
de enlace. respectivamente,

Angulo del Enlace |V, =Z K, (qq)
ang

" .y - B Q 7oty relact ala leirrera ene S
Torsion Vlm-:fl /\'Vn/?.[]'FC()S(Hd)"b)J V) esta rL.I.’monadoa la h.urm{n LI?LI"Q&(IL‘J
dihediales para rotacion donde n es la periodicidad de

rotacion. Multiples téminos son posibles
para eada dngulo dihedral.

‘/R”ij'Bii/Rbij) Ajj ¥ Bjj son parimetros de van der Walls y

van der Waals Viaw=2Z(A; ot par
iji Rjjes la distancia entre los centros
interacluantes.
o I TU
Enlaces H Vcl1=>‘,2(.cij/R i-DyR ) (,,.Jl,\ ‘DU Soil pardmetros de enlaces de Hy
i j>i Rijes la distancia entre centros
inleractuantes.
Electrostatica Viu:’(Q PN Qi Qj/ERii Qjy QJ" son curgas puntuales, Rjjes la
i j>i ’ distancia entre ellos y ¢ es la constante

diclectrica. kg es el termino de conversion
unitario.

Los potenciales energeticos junto con la ecuacion de Newton y eventualmente las formulas
termodinamicas dan como resultado la dindmica molecular de las proteinas.

De esta forma se llevaron a cabo los andlisis de modelaje molecular de la proteina de
envoltura (E) tanto de un aislado viral de dengue clasico (dengue 2 mexicano) como de dengue
hemorragico(dengue 2 Malasia M1). En ambos casos se conslruy¢ la fraccion soluble de la proteina
E, tomando como modelo el cristal de la fraccién soluble de la glicoproteina de envoltura del virus
de la Encefalitis Transmitida por Garrapata (TBE) (Rey, F. y col,, 1995). En la construccién de ambos
modelos se llevaron a cabo tanto diferentes alineamientos muiltiples utilizando distintos
programas (CLUSTALW, TREEALIGN y HOMOLOGY), como diferentes experimentos de
minimizacién de energia y dindmica molecular. Después de 2 000 pasos de minimizacién a los
modelos obtenidos se les aplico una prueba de calidad estereoquimica utilizando el programa

PROCHECK, con lo cual se obtuvieron las graficas de Ramachandran, las variaciones en la
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longitud de enlaces y el andlisis de los aminodcidos sobrelapados. La verificacion (validacion) de
las proteinas nos permitio obtener el parametro o criterio para eliminar los conférmeros que no

presentaran una estereaquimica congruente.

Analisis de la estructura terciaria

Obtencion de coordenadas de las proteinas cristalizadas a la fecha, las cuales se utilizarin como
molde

' \ 4
Modelaje de la fraccion soluble a partir de la proteina de Envoltura de la Encefalitis Transmitida
por Garrapata (TBE).
\ 4
Obtencion de la moléeula “cruda™
\ 4
Primera minimizacién de energia en algin asa de la proteina.
\ 4
Minimizacion de energia global de la molécula y dinimica molecular.
\ 4

Obtencion del conférmero geométricamente congruente y termodinanticamente estable.

Diag. 4

Finalmente, los modelos se construyeron a partir de los alineamientos obtenidos mediante
el programa HOMOLOGY, ya que fueron los unicos que después de la verificacion se apegaron a
los pardmetros previamente propuestos, El principal pardmetro tomado en cuenta fue el analisis
de las graficas de Ramachandran (estas consisten en la representacion en un plano en donde el eje
X son los 360° del dngulo ¢ [Ca-NHy] y el ¢je Y los 360° del dngulo y [Ca-COQ)), las cuales nos
mostraron la posicion de las cadenas principales (Co, NHa y COO) y su relacion con las cadenas
laterales (CB), dandonos un claro indicio de la geometria de la cadena principal de las proteinas.
Asi mismo utilizamos estas graficas para analizar la propension de las cadenas laterales por los
diferentes cuadrantes del plano (o, B y a izquierda). Cuando un aminoacido se salio de los
cuadrantes previamente definidos fue necesario revisar si las coordenadas de las cadenas laterales
se sobreponfan a otra cadena lateral vecina. En caso contrario, se analizé si los angulos del Ca
presentaban los grados correctos (120°) de un tetraedro. También se verificé si las cadenas

principales presentaban cfectos de agrupamiento como resultado de las regiones asa construidas e
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insertadas en los diferentes conformeros. Finalmente, si no se presentaban  problemas
estequiomélricos se verificd que tanto la cadena lateral como su carga estuviesen orientadas hacia

el solvente (se buscaron aminodcidos polares y apolares), o hacia el interior de la proteina.

TBE : SRCTHLENRDFVTIGTOGTTRVILVLELGGCVT I TAEGKE SMDVWLDATLYQENPAKTREYC 60
D2MAL MRCIGISNRDLVEGVSGGSWVDRIVLEHGSCVTITMAKNKPTLDFELIKTEAKQPATLRKYC 60
D2MEX MRCIGISNRDFVEGVSGGSWVDIVLEHGSCVT TMAKNKPTLDFELIKSEAKQPATLRKYC 60
TBE : LHAKLSDTKVAARCPTMGPATLAEERQGGTVCKRDQEDRGWGNHCGLYGRGS IVACVKAA 120
D2MAL IEAKLTNTTTESRCPTLGEPSLNEEQDKRLVCKHSMVDRGWGNGCGLFGKGGIVTCAMET 12

D2ZMEX IEAKLTNTTTDSRCPTQGEPTLNEEQDKRFVCKHSMVDRGWGNGCGLFGKGGIVTCAMET 120

TBE : CEAKKKATGHVYDANK IVYTVKVEPHTGDYVAANETHSGRKTASFT I S==SEKTILTMGE 178

D2MAL CRKNMEGKIVQPENLEYTIVVTPHSGEEHAV=GNDT==GKHCGKEIKI TpqSSITEAELTG 177

D2MEX CRKNMEGKVVQKENWKYTIVITPRSGEERAV=CI DT==GKHUGKEVKITpgSSITDAELTG 177
A kel A ~

TBE : YGDVSLLCRVASGYVDLAQTVILELDKTVEHLPTAWQVHRDWINDLAL PWKHE==:=GAQNW 235

DIZMAL : YGTVTMECS PRTGLD=FNEMVLLOMEN=====KAWLVHRQWF LDLPLPWLPGad tQGSNW 231
D2MEX : YGTVTMECS PRTGLD=FNEMVLLOMND=====KARLVHRQWFLDLPLPWLPGadtQGRKW 231

TBE : NNAERLVEFGAPHAVKMDVYNLGDQTGVLLKALAGVPVAHIEGTKYHLKSGHVICEVGLE 295
D2MAL : IQKETLVT FKNPHAKKQDVVVLGSQEGAIHTALTGATEIQMSSGNL=LFTGHLKCRLRMD 290
D2MEX IQKETLVTFKNRHAKKQODVVVLGSQEGTMHTALTGATEIQMSSCNL=LFTGHLKCRLKMD 290

TBE : KLKMKGLTY TMCDKTKFTWKRAPTDS GHDTVVMEV TFSGTK=PCRIPVRAVAHGSPDVNV 354

D2MAL KLOLKGMSYSMCT=GKFKVVEEIAETQHGTIVIRVQYEGDGs PCKIPFEIMDLEKRHVL= 358
D2MEX : KLOLKGMSYSMCT=GKFKVVKEIAEKQHGTIVIRVQYEGDGsPCKTPFEIMDLERRH VL= 358
TBE : AMLITPNPTIE=NNGGGFIEMQLPPGDNIIYVG====ELSHQWFQK 395
D2MAL : GRLITVNPIVTeKDSPVNVEAEPPFGDSYITIGvepgQLKLNWFKK 394
D2MEX GRLTTVNPIVTeKDSPLNIEAEPPFGDSYIIICvepgQLKLDWIKK 394

Figura 2. Alineamiento para fa construccion de fa fraccion soluble de fa proteina de envoltura del virus del
dengue 2 clasico y hemorragico. Las letras en mintisculas y resaltadas son los aminoacidos que
fueron construidos mediante la insercion de asas y minipéptidos. En la secuencia de TBE las letras
resaltadas son hojas f y las resaftadas y con doble subrayado son héllces a.

A parlir de los alineamientos estructurales, se inicié la asignacion de coordenadas de las
regiones que presentaban similitud. Las regiones que presentaron espacios (gaps), se manejaron
de Ia siguiente manera:

o Los espacios (gaps) que se encontraban en las secuencias de la proteina E del dengue se
deletaron de las regiones de TBE. Y posteriormente se unieron mediante minimizaciones de
energia.

o Los espacios que se encontraban en TBE se construyeron de las secuencias faltantes en la

siguiente forma:




¢ cuando comprendian de 3 a 5 aminodcidos se utilizo la téenica de modelaje de asas
(loops), pero en las regiones donde eran menores,

¢ se procedid a hacer un escrutinio en el PDB, y /o

¢ se buscaron en TBE secuencias similares a partir de las cuales se construyeron lo que
denominamos "minipéptidos" y con ellos se modelaron las regiones faltantes.

Una vez construidas las moléculas crudas, se posicionaron los enlaces disulfuro en los
diferentes conformeros y posteriormente se procedid a minimizar su energia total de la moleécula,
mediante 10 000 pasos de minimizacion. Junto con la minimizacion se relizaron 500 pasos de
dindmica molecular. Lo anterior se llevé a cabo con el objeto de posicionar correctamente los

segmentos que se habian insertado (Fig. 4).
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RESULTADO®S

Analisis Filogenético

Con el objeto de establecer las relaciones filogenéticas del aislado mexicano del virus del dengue
(DEN2M), tanto con los diferentes genotipos del serotipo 2 viral secuenciados a la fecha, asi como
con los demds serotipos del dengue y otros flavivirus, se construyé un dendograma, utilizando
como marcador genético a la glicoproteina E de los flavivirus. Observamos que el DEN2M estaba
ubicado dentro del subtipo V (previamente propuesto por Lewis. [Lewis, .A. y col,, 1993], que en
nuestro drbol se muestra con un ndmero romano entre paréntesis), el cual agrupa cepas
americanas de los aislados del serotipo 2 del virus del dengue (diagrama 3). Asi mismo,
observamos que la agrupacion de las secuencias de la proteina E correlacioné con los parametros
de clasificacion inmunoldgica de los diferentes serocomplejos (ver figura 1 [pag 1]) descritos para
los flavivirus. Nuestros resultados no correlacionaron totalmente con la clasificacion de Lewis para
el serotipo 2 en el subtipo I1I (Illa y-11Ib) ya que observamos varias diferencias en la disposicion de
las ramas y los nodos, proponiendo que este subtipo podrfa corresponder a un grupo en transicion
evolutiva, ya que las secuencias de los aislados presentes en estos, tienen similitudes con las
secuencias de los grupos vecinos (ver diagrama 3). Aunque entre los subtipos Illa y Illb existe
similitud a nivel de secuencia, las diferencias encontradas son lo suficientemente claras para
agruparlos en nodos diferentes, formando de esta forma ramas independientes del mismo nodo
externo. Asi mismo, el subtipo III es vecino del subtipo V, con el cual comparte similitud en
estructura primaria siendo esta rama (del subtipo 1II) mas heterogénea que la vecina del subtipo
IV, aunque se encontré una elevada similitud con el subtipo V, ninguno de estos aislados se
sobrelap6 en los nodos vecinos. Los dos nodos que agrupan al subtipo 11l de Lewis (Lawis, . A. y col.,
1993) corresponden segun nuestros criterios a dos grupos relacionados con los subtipos [V y V.
Para el serotipo 2 del virus del dengue, observamos que el 68.3 % de las secuencias fueron
de procedencia asidtica, el 14.6 % africanas y el 17.1 de cepas americanas. El subtipo I comprendié
tanto aislados asidticos como del continente australiano (Nueva Guinea), El subtipo 1l presento

tinicamente cepas asidticas. El subtipo III fue una mezcla de cepas asidtico-americanas, y como
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mencionamos anteriormente, no observamos diferencias ni en la division de Hla y b, ni en la
presencia de un nodo que contuviera todas las secuencias del subtipo 111, (va que este grupo
presenté una gran similitud con los subtipos vecinos (IV y V), quedando el grupo dividido en
dos). Aun con estas diferencias fue claro que las secuencias se encontraban delimitadas. El subtipo
IV comprendid una mezcla de cepas asidtico-africanas. Las cepas africanas presentaron gran
similitud entre ellas tanto en secuencia como en historia filogenética. El sublipo V fue el grupo
donde no predominaron las cepas asidticas, formidndose principalmente por cepas americanas con

la presencia de un par de aislados africanos.

5 % e, 5 - Vi ¥ i ”;i» . ‘v
Tabla 4. Resumen de las secuencias utilizadas para la construccion del dendograma de la proteina de
envoltura viral de los flavivirus.

En todo el género dengue predominaron las cepas asidticas, ya que el serotipo 1
comprendié tnicamente aislados asidticos. El serotipo 3 presentd 3 aislados americanos y el resto
fueron de procedencia asidtica. El serotipa 4 comprendié 6 aislados americanos y el resto fueron
asidlicos. Sin embargo, en el subtipo V del serotipo 2 fue en el dnico grupo en donde

predominaron los aislados americanos y africanos.
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Diagrama 3. Dendograma de 149 secuencias de aminodcidos de la proteina de envoltura (E), de: los
diferentes flavivirus.

Modelaje Molecular

La construccion de los modelos tridimensionales de la fraccion soluble de la proteina de
envoltura tanto del virus del dengue 2 aislado Mexicano (L04561) (aislado a partir de un paciente
con dengue cldsico) como de la protefna de envoltura del virus del dengue 2 aislado Malasia M1
(X15434), procedente de un caso. fatal de dengue hemorragico, se llevo a cabo siguiendo la

metodologfa descrita en Materiales y Métodos, Para la fraccién soluble de la proteina de envoltura
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del aislado de dengue 2 mexicano se obtuvo el conformero con el minimo de energia, las
diferencias en los valores de energéticos entre la molécula cruda y el conformero final se debieron
principalmente a las tensiones de los enalces peptidicos de las secuencias cortadas e insertadas
durante la construccién del modelo.

La fraccién soluble de la proteina E del virus del dengue Mexicano conservo los 3
dominios estructurales, el dominio I comprendio 3 regiones (1-51, 137-189 y 278-298) con un
total de 125 aminodcidos y el siguiente porcentaje de estructura secundaria: hélices o 17
aminoacidos (13.6 %), hojas P 47 aminodcidos (37.6 %) y giros 30 aminodcidos (24 %) con un
total de 75.2 % de estructura secundaria en el dominio 1. En este dominio estan presentes 2
puentes disulfuro (en TBE y dengue), y un barril de 8 hojas B el cual forma el nucleo del
dominio. La principal funcién asociada a esta region de la proteina es la de bisagra, la cual es
funcional cuando la molécula pasa de su forma dimérica a trimérica.

El dominio Il esta formado por 2 regiones (52-136 y 190-277) con un total de 173
aminodcidos y presenta una estructura secundaria del siguiente tipo, hojas f3; 41 aminoécidos
(23.70 %), giros; 37 aminodcidos (21.39 %). El dominio Il no presenta hélices a y contiene un
42,09 % de estructura secundaria total. En este dominio estdn presentes el 50 % de los puentes
disulfuro de la proteina (3), los cuales se ha propuesto que den rigidez a esta region de la
proteina siendo la pieza clave en la formacion de los trimeros al momento de presentarse un
cambio conformacional inducido por cambios en el pH del medio.

El dominio III estd compuesto de 95 aminodcidos el cual presenta una forma
caracteristica de dominio de inmunoglobulina, y contiene un puente disulfuro (de los 6 de la
molécula). Su estructura secundaria estd formada unicamente por hojas B de 25 aminodcidos
(26.31 %) y giros 25 aminodcidos (26.31 %). Este dominio tipo inmunoglobulina se ha propuesto
que sea el responsable del reconocimiento al receptor viral, ya que es aqui donde se han
encontrado que cambio puntuales en la secuencia pueden producir cambios en la penetracion
celular y el tropismo (Hasegawa, H. y col., 1992, Holzmunn, H. y col 1990, Pletnev, A. y col., 1992 y Lobigs,
M. y col., 1990).

En resumen la fraccion soluble de la proteina de envoltura del virus del dengue 2 aislado
Mexicano, presenta el siguiente porcentaje de estructura secundaria total en sus 394

aminodcidos: hélice a (13.6 %), hoja {3 (28.68 %) y giros (23.35 %).



Dominio | (1-51), (137-189), (278-298)
Hélices a (83-85, 101-103, 210-214, 258-263)
Hojas  (12-14, 20-26, 33-35, 41-42, 45-46)
(137-142, 158-162, 168-171, 180-186)
(282-288)
Giros  (3-7,16-17, 27-28, 36-38)
(150-152, 155-156, 164-165, 173-178, 187-189)
(297-298)
Dominio Il (52-136), (190-277)
Hojas [ (58-66, 62-66, 69-73, 90-99, 119-121, 124-126)
(238-240, 250-252)
(51-54, 75-77, 86-89, 106-107, 132-134)
(201-204, 24-226, 229-230, 236-237, 245-246, 265-267, 274-278)

Giros

Dominio 111 (299-394)
Hojas B (306-308, 324-326, 333-341, 350-351, 357-358, 376-378, 389-391)
Giros (309-310, 316-319, 328-329, 331-332, 342-344, 352-355, 360-362, 381-386)

La fraccién soluble de la proteina E del virus del dengue Malasia M1 al igual que el
conférmero anterior, estuvo compuesta por 3 dominios estructurales denominados I, 11 y III de
125, 173 y 95 aminoacidos respectivamente. El dominio 1 comprende 3 regiones en las que se
encuentran 1 hélice a, 8 hojas B y 12 giros. La hélice o contiene 3 aminoécidos, lo que
corresponde al 24 % del dominio, 43 aminodcidos se encuentran en las hojas B y estas
constituyen el 344 % del dominio. Los giros fueron menos abundantes que las hojas §, y
correspondieron al 28 % del dominio con 35 aminoacidos en esta conformacion.

El dominio II presenta 2 regiones que contienen 4 hélices o, 13 hojas § y 11 giros los
cuales estan constituidos por 18, 52 y 41 aminoécidos respectivamente, conteniendo 10.40 % de
hélices o, 30.05 % de hojas By 23.70 % de giros en todo el dominio.

El dominio IIl est4 formado por una sola regién, y no posee ninguna hélice o, estd
constituido por hojas 3 con 26 aminoéacidos que corresponden al 27.37 % del dominio y por giros
con 25 aminoacidos que forman el 26.3 % del dominio.

La fraccion soluble de la proteina de envoltura de la proteina E del dengue 2 Malasia M1
tiene la siguiente estructura secundaria: hélices a, 21 aminoécidos (5.33 %), hojas B, 121

aminoacidos (30.71 %) y giros, 101 aminoacidos (25.63 %).



Dominiol (1-561), (137-189), (278-298)
Hélices o (289-291)
Hojas P (20-26, 45-48,)
(135141, 158-162, 168-171, 181-186)
(282-288, 300-301)
Giros (37, 1617, 27-28, 36-37, 50-53)
(145-146, 149-152, 155-156, 163-166, 175-177, 187-189)
(297-298)
Dominio Il (52-136), (190-277)
Helices a (132-134, 210-214, 234-237, 258-263)
Hojas P (54-55, 57-60, 63-66, 69-73, 95-99, 109-116, 118-121, 124-129)
(196-199, 238-240, 250-252, 271-273, 276-277)
Giros (7577, 83-89, 101-104, 106-108)
(201-205, 222-227, 232-233, 245-246, 256-257, 265-266, 274-278)
Dominio 11l (299-394)
Hojas B (306-308, 323-326, 333-334, 337-341, 357-358, 376-380, 387-391)
Giros (316-318,328-329, 331-332, 342-344, 352-355, 360-362, 364-365, 381-386)

La comparacion de las desviaciones RMS (Root Medium Square, es una medida de
diferencias entre macromoléculas expresan en A) entre los aislados del virus del dengue

(Mexicano y Malasia) y la molécula molde (TBE) son los siguientes:

TBI Dengrue 2 Mexicano  Denpue 2 Malasia

Estas similitudes muestran que en promedio la desviacion RMS entre el TBE y el virus del
dengue 2 Mexicano fue de 1.697 A.. Para la fraccion soluble del virus del dengue 2 Malasia fue de
1.76 A, lo cual nos mostro el grado de similitud entre estas moléculas tanto a nivel de estructura

primaria como terciaria (Figura 4).



Estructura Secundaria de la Fraccién Soluble de las Proteinas de
Envoltura del Virus del Dengue 2 Mexicano y Dengue 2 Malasia

Helices o Hojas Giros

Dominiol  17(136%)  47(37.6%) 3024 %)
DEN2MEX  Doniinio If A1(070%) 37 (21.39)
25 (26,31 %)

Dominio Il . 25 (26.31 %)

R B
Dominio | 3Q24%)  43(344%)  35(8 %)
DEN2MAL  Dominioll  18(1040%)  52(30.05%) 41 (23.70 %)

Dominio {If 26 (27.31 %) 25(26.3 %)

01 /(25,63

Tabla 5. Resumen de la estructura secundaria de los conférmeros construidos mediante modelaje y
dindmica molecular para las proteinas de envoltura del virus del dengue 2 Mexicano y dengue 2
Malasia. Se muestran los amino&cidos que forman cada estructura secundaria y el porcentaje (entre
paréntesis) que representan tanto en el dominio como en la proteina completa.

En los estudios comparativos de las conformaciones de los dominios de las proteinas de
envoltura de ambos virus del dengue 2, nos encontramos que en general las similitudes
conformacionales concuerdan con los pardmetros de similitud en proteinas homélogas. En el
dominio I (figura 5) la desviacién de RMS fue de 1.64 A, o cual implica una similitud muy elevada
(en general se consideran que las similitudes entre proteinas homoélogas no deben tener
desviaciones RMS mayores de 2). La mayor similitud presente en la proteina fue la registrada para
el dominio Il en donde encontramos que fa desviacién RMS fue menor de 1 (0.96 A), el dominio [1I
o dominio tipo inmunoglobulina presentd una desviacion RMS de 1.39 A, presentandose un valor
total RMS en la proteina de 1.33 A, el cual se considero indicativo de similitud estructural, ya que
estos valores de desviacion solo se encuentran en moléculas homologas donde la identidad es
mayor al 60 %, teniendo una identidad entre las protefnas de envoltura del dengue 2 (mexicano y
Malasia) y de envoltura del virus de la encefalitis transmitida por garrapata de aproximadamente
36 %, complementandose con el 36 % de similitud entre ellas, dando como resultado que la

proteina E del virus del dengue y TBE presenten mas del 75 % de similitud global.



Estructura Secundaria de las Proteinas de Envoltura de los Virus del
Dengue 2 Mexicano y Malasia M1

1 10 20 30 40 50 60 70
! [ l I l I [ |
D2MEX : MRCIGISNRDFVEGVSGGSWVDIVLEHGSCYTTMARNKPTLDFELIKSEAKQPATLRKYCIEAKLTNTTT

D2MAL : MRCIGIQNI\DLVFGV 3GG bWVDIVLEHGSCVT'I’MA[\NKP'I‘ LDFELIKTEAKQPATLRKYCIEAKLTNT T

80 90 100 110 120 130 140

I I 1 I I | |
D2MEX :

D2MAL

7150 160 170 180 190 200 210
[ l I ! | l |
D2MEX : ITPHSGEEHAVGIDTGKHGKEVKITPQSSITDAELTGYGTVIMECSPRTGLDFNEMVLLOMNDKARLVHR

D2MAL : VTPHbGEEHAVGNDTGKHGKEIK] TPQSSITEAFL’I‘CYG'IVMCSPRTGI DF NEMVLLQMENKAWLVHR

220 230 240 250 260 270 280

| ! f | | I |

D2MEX : QWELDLPLPWLPGADTQGRKWIQKETLVIFKNRHAKKQDVVVLGSQEGTMHTALTGATEIQMSSGNLLET
D2MAL : UQLLDLPLPWLPGADTOGSNWIQKFTLVT{’KNPHN\KQDVVVLG SQE ALTGATEIQMSSGNLLFT

290 300 310 320 7330 340 350

| [ | [ | [ [
D2MEX : GHLKCRLKMDKLQLKGMSYSMCTGKFKVVKEIAEKQHGTIVIRVQYEGDGSPCKTPFE IMDLEKRHVLGR

D2MAL : CHLKCRLRM_DKI.QL[\GM YSMCTGKFKVVI:.EIAFTQHGTIVIRVQYLGD(;SPCKI PFEIMDLLKPHVLGR
360 7370 380 T390 400

[ | I | |
D2MEX : LTTVNPIVTEKDSPLNIEAEFPFGDSYIIIGVEPGQLKLDWFKK

D2MAL : LITVNPIV‘TEKDSPVNVFAI;PPF(.DSYIIIGVEPGQLKLNWFK}\

Figura 3. En negritas se representan las hojas 3, con subrayado sencillo los giros, y con doble subrayado
las hélices a.

Una vez llevado a cabo el refinamiento de las moléculas procedimos con un anélisis de las
mismas mediante modelaje molecular, con el propésito de encontrar diferencias en conformacién
estructural, para lo cual decidimos realizar la busqueda de las mismas en la estructura primaria. Se
localizaron un total de 30 diferencias distribuidas de la siguienie manera: 6 (20 %) en el dominio I,
17 mutaciones en el dominio II (la mayor parte 56.7 %), y 7 en el dominio III (23.3 %). La region
donde se presentaron el mayor nitmero de cambios fue en el dominio IT (donde la desviacion de
RMS ‘fue menor), probablemente debido a que las mutaciones encontradas fueron conservativas
en cuanto a su caracteristica fisicoquimica. Una vez localizadas las mutaciones en la estructura
primaria decidimos analizar cudles y cudntos aminodcidos estaban formando agrupamientos
cuyas distancias oscilaban alrededor de los 10 A, y de esta manera poder observar las diferencias
en cuanto a la superficie de solvatacion de las regiones en donde las cadenas laterales de estos

aminodcidos estaban presentes, Encontramos lo siguiente:



Mutacion - Tipo de Cambio
D2M ! DHF i
F'L ' 203 (1) Cambia
- b
ST 206 (1) Cambia
| + P Hf
D'E 229 () Cambia
+ P 4@
Q'L 230 (1) Cambia
+ P
TrS 243 (I) Cambia
+ » Hf
F*L 259 (1) Conserva
Hf
T 260 () Conserva
Hf .
AN 288 (1) ‘Conserva -
+
K'P 310 (1) Cambia
B + ) -
WhHL 315 (1) Cambia
' : + P4
KYE 335 (1) Cambia
+ P Hf
I"N 352 (1) ~ Cambin
o + ) Hf
Vi 365 (1) Conserva -
2 i M
D'E 367 (W)
N'YE 390 (1)

Tabla 6. Se muestran las mutaciones encontradas en la fraccién soluble de las protelinas de envoltura de los
virus del dengue 2 Mexicano y Malasia M1. En la primer y cuarta columna se presenta el nimero del
aminoacido en la proteina, en la segunda y quinta se muestra el cambio de aminoacido en cddigo de
una letra, en la tercer y sexta columna un comentario acerca del tipo de mutacion encontrada. Las
abreviaciones fueron las siguientes: +, Neutro el signo que esta entre paréntesis y se refiere a los
aminodcidos polares sin carga; -, negativos; +, positivos; Hf, hidrofobicos.

Se localizaron 5 grupos de aminodcidos que posiblemente estuviesen participando en las
diferencias conformacionales entre los virus hemorragicos y el virus de dengue clasico. Los
agrupamientos estaban constituidas por los siguientes aminodcidos (también se indica el dominio

en el que se localizan):



a) 71,77, 81, localizados en el dominio I (segun nomenclatura de Rey, [Rey, F. Y col, 1995]), muy
cerca del asa cd

b) 90, 120, 229 y 230, localizados también en el dominio 11

c) 202, 203, 206, 259 y 260, localizados en el dominio Il

d) 48, 135, 136 y 162, lvcalizados en el dominio central (1)

Iz

) 310, 335, 352, 365 y 367, localizados en el dominio I

e

Positivo Tl
Negativo 136 71172
Hidrafabico {206 132
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Neutro 229 315 (202 390 (77 153
230 203 120
259
335
352 .
Positivo Negativo  Hidrofébico  Neutro

Tabla 7. Se muestran los cambios de las fracciones soiubles, separadas por su caracteristica fisicoquimica
(Positivo, Negativo, Neutro e hidrofébico). Los cuadros sombreados muestran las mutaciones
conservativas. Los nimeros en la izquierda estuvieron localizados en agrupamientos, los de la
derecha son los que no se encontraron en agrupamientos.

De las 30 mutaciones observadas entre ambos aislados del virus del dengue 2 (Mexicano y
Malasia) mas del 40 % (zonas sombreadas de la tabla 7) fueron conservativas en cualquiera de sus
caracteristicas fisicoquimicas. Se encontré que las mutaciones presentaban las proporciones
descritas en la tabla 8. Aunque la mayoria de las mutaciones se localizaron en 5 agrupamientos (21
aminodcidos), hubo 9 aminodcidos que se encontraron dispersos desconociendo su participacién
en los cambios de la superficie de solvatacién; sin embargo, es posible que alguno de ellos estén
involucrados en la especificidad de unién a otra molécula como el aminodcido 390 o aminoacidos
equivalentes en diferentes flavivirus (TBE, Encefalitis del Valle de Murray, Encefalitis Japonesa o
virus quiméricos TBE/Dengue 4), el residuo 390 estd asociado con cambios en el tropismo viral

(Plenev, A. G. y col,, 1992), modificacion de fa enirada a las células en cultivo (Hasegawoa, H. y col., 1992),
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ademas de encontrarse involucrado en la atenuacion de las cepas virales en un modelo murino
(Holzmann, H. y col,, 1990, Lobings, M. y col,, 1990). En nuestros conformeros el aminodcido 390 estaba
mutado pero no presente en los agrupamientos analizados. Anteriormente se ha demostrado en
diferentes aislados del virus del dengue 2 (Blok, |, y col, 1992), en el que la mayoria de las
mutaciones a nivel de nucledtidos son conservativas. En el presente trabajo se comprobé que las

mutaciones en la secuencia de aminoédcidos también son conservalivas en cuanto a su

caracteristica fisicoquimica.

Conservativas 13
Neutro «» Hidrofobicos 6 20.0
Cargado « Hidrofébicos 3 10.0
Cargado < Neutro 6 20.0
Positivo « Negativo 2 6.7

Tabla 8. Tipos de mutaciones encontradas en las secuencias de dengue 2 Mexicarno (Clésica) y dengue 2
Malasia (hemorragico).

Las diferencias entre el los aislados Mexicano y Malasia a nivel de superficie se pueden

observar claramente en las figuras 6,7, 8,9, 10y 11.




Figura 4. Se presentan las regiones que se cortaron de la fraccion soluble del virus de la encefalitis
transmitida por garrapata (TBE), y las regiones que se construyeron para los conformeros det virus del
dengue 2 Mexicano y dengue 2 Malasia M1. En liston azul claro se muestra ia fraccion soluble del
TBE, las regiones azul marino corresponden a los residuos que fueron cortados durante la
construccion de los conférmeros de Dengue 2 Malasia y Mexicano. En liston amarillo se muestra la
proteina de envoltura del virus def dengue 2 mexicano. Las regiones en verde corresponden a los
aminodcidos construidos ya sea por minipéptidos o por generacion de asas. El listén rojo corresponde
a la proteina de envoliura del dengue 2 Malasia M1 y las regiones en carmesl obscuro son los
aminodacidos construidos para el conformero Malasia.

Se muestran las caras intema y externa de Ias proteinas, la cara interna se refiere a la que esta en
contacto con la superficie viral y externa se refiere a la que interacciona con el huésped.
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Figura 5. Se muestran los 3 dominios estructurales de la fraccion soluble de las proteinas de envoltura del
Virus del dengue 2 Mexicano y Malasia. Ademas se presentan las desviaciones de RMS entre los
diferentes dominics, asi como los enlaces disulfuro en esferas.
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Figura 6. Presenta la region 1 de las 5 agrupaciones de aminodcidos, 1a cual esta formada por los residuos
71, 77y 81. Se pueden observar las diferencias de las superficies de solvatacién, ocasionadas por los
cambios en estas posiciones, En color verde se encuentran fos aminoacidos neutros, en blanco los
hidrofébicos, en rojo los polares negativos y en morado los polares positivos. Los residuos son
identificados por su nombre en cédigo de una letra y el nimero de aminoacido en la estructura
primaria. Esta region se encuentra en el dominio |l de la proteina E.
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Figura 7. En esta figura se puede apreciar {a region 2 formada por los residuos 90, 120, 229 y 230 todos
localizados en el dominio II. Como se puede observar el amino4cido 90 no contribuye a la superficie
de fa molécula, ya que este residuo quedé oculto en el interior de la prolelna. Los aminoacidos 229 y
230 en el virus del dengue 2 Malasia son neutros comparados con los polares positivos que presenta
la protelna del virus del dengue 2 mexicano en la misma posicién, La prolelna de envollura del virus
del dengue 2 Malasia se vuelve mucho mas hidrofobica en esta regién en particular de ia protelna. El
cadigo de colores es el mismo que en Ia figura 6.






Figura 8. La region 3 esta compuesta por 5 aminoacidos, en esta todos los residuos estan involucrados enla
formacion de superficies de solvatacion. En la parte superior izquierda se conserva la caracteristica
hidrofébica de la molécula, pero hacia la parte inferior derecha se aprecian varios cambios siendo el
mas evidente la mutacidn del residuo 206 donde la arginina presente en la proteina de envoltura del
virus del dengue 2 mexicano es substituida por un triptofano en el dengue 2 Malasia. En este caso al

igual que la figura anterior, parte de la superficie de esta region también se vuelve muy hidrofébica.
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Figura 9. La region 4 esta compuesta de los siguientes 4 residuos el 48, 135, 136 y 162. La regién presenta
solo 2 aminoacidos que contribuyen a la superficie de la proteina y son el 48 y el 136. Algo muy
caracteristico del residuo 48 es el cambio de posicion de su cadena lateral con respecto al 136. En la
proteina de envoltura del virus del dengue 2 mexicano el residuo 48 esta practicamente sobre el 136,
pero en la proteina de dengue 2 Malasia la cadena lateral se orienta hacia la izquierda con respecto al
136, los otros 2 residuos quedan completamente ocultos y orientades hacia el centro de la molécula.
Esta regidn se encuentra en el dominio It de la proteina
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Figura 10. La region 5 estuvo compuesta por 5 residuos: 310, 335, 352, 365 y 367. Esta zona se encuentra
muy cerca de la region de interaccion entre los monomeros, y solo son evidentes 3 de los
aminoacidos. Lo mas notable es un cambio de carga en el residuo 310, siendo evidente (como en la
proteina de envoltura del dengue 2 Malasia) que la superficie hidrofobica es mayor. Otro cambio
evidente es el acomodo de las cadenas laterales en el dominio I}, esto es debido a que este dominio
es el que presenta mayor desviacion RMS de toda la molécula con airededor de 2.5 A Esta diferencia

se vuelve conspicua si se observa la zona superior de la imagen.
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Figura 11. En esta imagen se muestran las mutaciones entre las diferenles regiones. En liston azul claro se
muestra la cadena principal de fa molécula, las cadenas laterales amarillas coiresponden a la proteina
de envoltura del virus del dengue 2 Malasia M1, las cadenas laterales en azul plimbaga corresponden
a la proteina de envoltura del virus del dengue 2 Mexicano y los nlimeros en verde sefialan Ja posicion
en estructura primaria asl como su hombre en cédigo de una letra.,



T i e e g S

M1 Hemorragico

AL i T CPAWIOSE T

2 T




w—>>—
L - —

P i et i AT S ARSI e G RS i AR et o




Las diferencias de estructura primaria de la proteina de envoltura de los flavivirus nos
mostré un panorama global de como se ha diversificado esta familia en la naturaleza.

El cladograma (diagrama 3) sugiere que la primer divergencia de los flavivirus se dio entre
los virus transmitidos por garrapata y los transmitidos por mosquito. El dengue 1 estuvo
relacionado nicamente con aislados asiaticos. £l dengue 3 presentd una segrepacion en 4 lineas
gendticas (IV subtipos) relacionadas, mostrando una evolucion genética independiente. El subtipo
I agrupo a los virus de Indonesia, Malasia, filipinas e islas del Pacifico Sur. El subtipo Il virus de
Tailandia. El subtipo 11l a las cepas de Sri Lanka, India y Africa, y el subtipo IV a los aislados de
Puerto Rico y Tahiti. Andlisis de Ja distribucion mundial de dengue 3 han permitido la
identificacion de diferentes patrones epidemiologicos sugiriendo que algunos genotipos estén
asociados con diferentes formas de la enfermedad del dengue (Lanciotti, R. S. y col,, 1994).

Los virus del dengue 2 presentaron un cuadro mas complejo, ya que en este serotipo se
observé un incremento en la diversidad genética (quizd las poblaciones humanas favorecen un
intervalo de expansion de las cepas virales). El 68 % de los aislados fueron de origen asidtico, el
14.6 % de origen africano y el 17.1 % fueron cepas americanas. Lewis, anteriormente (Lewis, J. y col,,
1993) propuso la presencia de 5 diferentes sublipos representando distintas lineas evolutivas del
dengue 2, mediante andlisis filogenéticos de Ja estructura primaria de la proteina de envoltura del
virus del dengue serotipo 2 (en nuestro drbol, el nitmero de subtipo de acuerdo a Lewis esta en
paréntesis). Nuestros datos no confirmaron la definicion del subtipo III propuesto por Lewis, ya
que observamos grandes similitudes de este grupo con aislados del subtipo IV y V, aunque los
métodos utilizados por Lewis son fundamentalmente los mismos algoritmos (Méxima Parsimonia
y Parsimonia variable), los programas no fueron los mismos, seguramente ésta es una variable
para una diferenciacion de nodos. Los anlisis de las secuencias de las proteinas E, en especial los
alineamientos miltiples nos mostraron que la similitud de algunas de las firmas de subtipo con los
miembros del subtipo III con los subtipos IV y V, por lo tanto, nosotros proponemos que este
subtipo (el cual incluye una mezcla de cepas asiatico-americanas) es un grupo que se encuentra en
transicion evolutiva. Sin embargo, ‘nuestros resultados para los subtipos 1, II, IV y V (con algunas

diferencias) concuerdan con Lewis. El subtipo I incluyé cepas asidtico-australianas. El subtipo 1I
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Las diferencias de estructura primaria de la proteina de envoltura de los flavivirus nos
mostrd un panorama global de como se ha diversificado esta familia en la naturaleza.

El cladograma (diagrama 3) sugiere que la primer divergencia de los flavivirus se dio entre
los virus transmitidos por garrapata y los transmitidos por mosquito. El dengue 1 estuvo
relacionado dnicamente con aislados asidlicos. El dengue 3 presentd una segregacion en 4 lineas
genéticas (IV subtipos) relacionadas, mostrando una evolucion genética independiente. El subtipo
lagrupo a los virus de Indonesia, Malasia, filipinas e islas del Pacifica Sur. EI subtipo H virus de
Tailandia. El subtipo 11l a las cepas de Sri Lanka, India y Africa, y el subtipo 1V a los aislados de
Puerto Rico y Tahiti. Analisis de la distribucion mundial de dengue 3 han permitido la
identificacién de diferentes patrones epidemioldgicos sugiriendo que algunos genotipos estén
asociados con diferentes formas de la enfermedad del dengue (Lanciotti, R. S. y col., 1994).

Los virus del dengue 2 presentaron un cuadro mas complejo, ya que en este serotipo se
observé un incremento en la diversidad genética (quizd las poblaciones humanas favorecen un
intervalo de expansion de las cepas virales). El 68 % de los aislados fueron de origen asidtico, el
14.6 % de origen africano y el 17.1 % fueron cepas americanas. Lewis, anteriormente (Lewis, J. y col,,
1993) propuso la presencia de 5 diferentes subtipos representando distintas lineas evolutivas del
dengue 2, mediante andlisis filogenéticos de la estructura primaria de la proteina de envoltura del
virus del dengue serotipo 2 (en nuestro arbol, el nimero de subtipo de acuerdo a Lewis esta en
paréntesis). Nuestros datos no confirmaron la definicion del subtipo III propuesto por Lewis, ya
que observamos grandes similitudes de este grupo con aislados del subtipo 1V y V, aunque los
métodos utilizados por Lewis son fundamentalmente los mismos algoritmos (Mdxima Parsimonia
y Parsimonia variable), los programas no fueron los mismos, seguramente ésta es una variable
para una diferenciacion de nodos. Los andlisis de las secuencias de las proteinas E, en especial los
alineamientos multiples nos mostraron que la similitud de algunas de las firmas de subtipo con los
miembros del subtipo IIl con los subtipos IV y V, por lo tanto, nosotros proponemos que este
subtipo (el cual incluye una mezcla de cepas asiatico-americanas) es un grupo que se encuentra en
transicién evolutiva. Sin embargo, ‘nuestros resultados para los subtipos I, I, IV y V (con algunas

diferencias) concuerdan con Lewis, El subtipo I incluy6 cepas asidtico-australianas. El subtipo 11
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consistio unicamente de cepas asiaticas; el sublipo Tl por asidlico-americanas; el subtipo 1V
representd una mezcla de cepas astdticas vy africanas y el subtipo V fue el unico donde no se
presentaron aislados asidlicos, sino cepas americanas v africanas. I DEN2M se encontro ubicado
en el subtipo V, siendo el ajslado con mayor disimilitud de todo el serotipo.

Finalmente, debe de ser mencionado que se han llevado a cabo analisis filogendlicos en
flavivirus utilizando tanto proteinas estructurales como no estructurales que muestran resuttados
similares, 16 cual valida a la glicoproteina E como marcador filogenético. Nuestro dendograma
sugiere que los flavivirus transmitidos por mosquito estan evolucionando mis rapido que los
flavivirus transmitidos por garrapata. Esta distincion probablemente refleje las diferentes formas
de dispersion, propagacion y rango de huésped en las diversas cepas virales.

Los resultados estructurales muestran que los conformeros de las dos proteinas modeladas
del virus del dengue 2 a partir de su homoélogo TBE, conservan la conformacion general de la
molécula, asi como gran parte de su estructura secundaria. Los alineamientos de estructura
primaria y terciaria mostraron varias regiones cuya similitud fue mayor al 80 %, presentes en los
dominios I y llI, y aunque el dominio II fue la parte de Ia proteina viral donde se presentaron la
mayor parte de las diferencias en estructura primaria este dominio fue el mas conservado
conformacionalmente (posiblemente debido a las pocas deleciones/inserciones que se llevaron a
cabo en esta region). El dominio III fue la region de la proteina viral donde se presentaron el
mayor nimero de inserciones/deleciones y donde se observé una desviacion RMS mayor con
respecto a la proteina molde. Aunque ambos modelos mostraron una gran similitud
conformacional se presenté un 7.61 % de diferencias en aminodcidos. Como se apreci6 en algunas
de las regiones, la superficie de solvatacion y la presencia de residuos hidrofobicos se incremento.

Nosotros proponemos que la proteina E juega un papel importante en la relacion huésped
pardsito durante el proceso infecgioso. En nuestro laboratorio se evalud el papel del virus del
dengue en un modelo i vitro de fibrinolisis observando un comportamiento diferencial entre las
cepas cldsicas y hemorrdgicas, a nivel del reconocimiento, entre el plasminogeno/ plasmina y
moléculas inhibidoras de la cascada de la fibrinolisis. El presente trabajo sienta las bases
estructurales para futuros analisis en los evenlos de reconocimiento de las diferentes proteinas

involucradas en el mecanismo dle la fibrinolisis durante fa infeccion por el virus del dengue.



GAL®S AMAd

Algoritmo: Grupo de reglas para resolver un problema independientemente del software o hardware.

Aminodcido: Acidos carboxilicos con substitucion amina en posicion o, son los silares de las proleinas.

Angstrom: (A) unidad de longitud utilizada en la medicion de dimensiones afomicas. Es igual a 10 m.

Anticuerpo: Proteina producida como respuesta a la presencia de una substancia extraia en la sangre o los tejidos.

Arbo! Filogenético: Un diagrama ramificado que representa fas lineas genealogicas y secuencia de los eventos historicos que unen
organismos individuales, poblaciones o taxd

Arhovirus: Termino usado para describir cualquier virus de vertebrados tue es transmitido por un vector artopodo.

Bicapa: Doble capa de moléculas de lipido anfipaticas, las cofas de hidracarburo se encaran hacia el interior para formar una fase no
polar continua.

Cap: Secuencia de bases metifadas unidas al 5-{erminal de un ARNm que interacciona factores profeinicos involucrados en la
iniciacion de fa sintesis de proteinas.

Cépslide: Cubierta proteinica de un vinon o particufa viral.

Cladograma: Un diagrama ramificado que contiene entidades donde fa ramificacion esta basada en las conexiones historicas
inferidas entre las entidades por sinapomorfias. Esto es, un cladograma es un dendograma historico o filogenético.

CLUSTAL: Programa de alineamiento milliple de secuencias de aminoacidos y nucledlides, entre sus datos calcula un dendograma
analizando con méxima parsimonia y una matniz de mutaciones.

Codon de Inicio: Trinucledtido en un ARNm en el cual un fibosoma inicia el proceso de traduccion, por lo tanto establece el marco
de leclura. Usualmente AUG, pero puede ser GUG en procanotes.

Conformacion: La disposicion tridimensional o forma de una macromolécula.

Cristalografia de Rayos X: Empleo de I3 difraccion de rayos X por los cristales de un compueslo para determinar su estructura
fridimenslonal.

Dalton: Peso de un alomo de hidrageno (1.67 x 104 gr).

Dendograma: Un diagrama ramificado que contiene entidades unidas por algin criterio,

Dominlo: Regiones continuas compactas de la molécula, que son especialmente diferenles entre ellas. Los dominios estan
conectados por la cadena polipeplidica que corre a tavés de toda la molécuta. Miltiples dominios son comunes en proteinas
globulares de gran tamafio. Muy frecuentemente los dominios tienen diferentes funciones o deseinpefian fa nisma funcion de
manera independiente.

Enface Peptidico: Enlace covalente entre dos amincécidos en el cual el grupo a-amino de un aminoacido se une al grupo a-
carboxilo de olro, con la eliminacion de Ha0:

"Enlace Covalente: Enlace quimico por comparficion de pares de electrones.

Enlaces de Hidrogeno: Son aquellos que se forman enlre Ias cadenas faterales de los aminodcidos donadores yfo aceptores de
protones. Fuerza debil, de naluraleza eleclrostatica, existente entre un alomo eleckonegativo y un dlomo de hidrdgeno unido
covalentemente a un segundo atomo eleclronegativo.

Entropla: Aleatoriedad o dispersion de un sistema.

Estructura Secundaria: La conformacion resto a resto del esqueleto de una cadena polipeptidica.

Estructura Terclaria: Conformacion tiidimensional de la cadena polipeptidica de una proteina globular en su estado nalivo plegado.

Estructura Primarla: La estructura del esqueleto covalente de una proteina incluyendo la secuencia aminodcidica y los enlaces por
puente disulfuro inter e intracatenarios.

FSTNSCAN Y FSTPSCAN: Programas disefiados para el rastreo de bases de datos, para la bisqueda de secuencias (PC/IGENE).

GenPept: Traducciones de los marcos abiertos de lectura del GenBank para facilitar los escrulinios a 1a base de datos.

GpuPdate: Aclualizaciones acumulativas diarias del GenBank y del GenPept, tienen la misma utilidad que el SPUPDATE,

Grupo Amino; Grupa quimico caracteristicamente bésico porque tiende a unir protones para formar -NHzy'. EI amino terminal de un
polipéptido es el extremo can un grupo o amino fibre.

Hélice o: Conformacion helicoidal arroliada de 1a cadena polipeptidica con un maximo de enlaces de hidrégena inlracatenarios.

Hojas plegadas: Disposicion de fas cadenas pofipeplidicas lalerales, unidas por enlaces de hidrogeno, adeptando la conformacion (3
extendida.

interacciones de van der Waals; Interacciones débiles entre grupos moleculares no cargados que pueden ser conlribuidores
importantes a fa estabilidad de las proteinas. Fuerzas de alraccion débiles que actian solamente a distancias muy corfas y que
son resulianies de fa alraccion entre dipolos inducidos.
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Interacciones Electrostaticas; Son las que se presentan entre grupos de cadena laterat cargados positiva o negativamente. En
algunas ocaciones forman una sal dentro de la proteina y por esta razon son ocasionalimente llamados puentes salinos.

KabatPro: Base de datos Kabal especializada en secuencias de proleinas de interés inmunolégico.

Kringle: Dominio foramado por una triada de asas sostenidos por 3 puentes disulfure, los cuales les dan una conformacion

caracleristica

Ligando; Molécula o ion que se une a una proteina.
Netwark ENTREZ: Programa que a lravés de una fed ethernet explora las bases de datos para obtener secuencias aisladas o

familias de secuencias relacionas, incluyendo referencias y referencias cruzadas con otras bases de datos.

Network BLAST: Algoritmo cuya funcion es escrudinar las bases de datos a traves de una red ethernet, presenta ta parlicularidad de
explorar de forma no redundante 8 bases de datos de proteinas y 8 de acidos nucleicos.

PALIGN: Programa de alineaminento de estructuras primarias de proteinas (1:1) (PC/GENE).

Parsimonia: (Principio de simplicidad) Hipotesis que propone la utifizacion del menor numero de cambios evolulivos para la
inferencia de refaciones filogéneticas

PDB: Banca de dalos de proteinas (Brookhaven Protein Dala Bank) base de datos especializada en conformaciones (3D) de
biomoléculas.

Peso Molecular: Suma de fos pesos moleculares de fos dtomas constituyentes de una molécula.

PICASSO: Visualizacion y edicion de dendogramas y gréficas (PCIGENE).

PIR: (Protein Identificacion Resource) Base de dalos especializada en estructuras primarias de proteinas, presenta la caracteristica
de tener alas proteinas en forma jerarquica (superfamilias, familias, etc.)

Primera Ley de fa Termodinamica; En lodos los procesos la energfa total del universo permanece constante.

PROSITE: Rastreadar de secuencias de aminoacidos involucradas con las firmas funcionales y estructurales de las proteinas.

Proteina: Macromolécula compuesta de una o méds cadenas polipeplidicas cada una de las cuales posee una secuencia
aminoacidica caracterfslica y peso molecular.

Puente Disulfuro: Enlace covalente transversal formado enire dos polipéplidos mediante un residuo de cistina.

RMS: Root Medium Square, Desviacion que equivale a fa rafz cuadrada de la distancia entre dos &tomos (generaimente Ca),
utiizada para medir el grado de similitud o diferendia entre dos moléculas

Segunda Ley de ta Termodindmica: La Entrapia del universo tiende a aumentar

SEQUIN: Editor de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas (PC/GENE).

spupdate: Aclualizacion acumulativa del SwissPro!, ulllizada principalmente para lener 12 informacion mas reciente.

SwissProt: Base de dalos de estructuras primarias de proteinas, de) EMBL

TFD: (franscription factor protein) Base de datos enfocada a las proteinas involucradas como faclores de transcripcion.

TRANSL: Traduccion de secuencias de nucleotidos a aminodcidos.

Virian: Particula viral infecciosa 6 no infeclasa.

Virulencia: La capacidad de un agente infecioso, como un virus, para productr una enfermedad.

Virus: Agentes infecciosos causantes de enfermedades, mas pequeiios que las bacterias, que necesitan para su replicacion
células huésped inlactas y que contienen como componente genético ADN o ARN.

Zimégeno: Precursor inaclivo de una enzima; por ejemplo plasmindgeno.
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