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ABSTRACT

Dengue viruses with 4 different serotypes (DENI1, DEN2, DEN3, DEN4), are
transmitted by mosquito bites, of Aedes aegypli. Dengue virus-infected cases
show acute febrile illness (DF). however, some patients manifest severe
hemorthage (DHF) and shock (DSS). The heterogeneity of epidemic dengue virus
strains has been shown serologically and at the molecular level. However, it is
not clear which genomic change may be related with the virulence of a
particular strain. We identified 11 clones from a D-2 Mexican isclate which
produce lytic plaques of different sizes, and we analyzed genomic
heterogeneity among them, which revealed a direct correlation between the
percentage of genomic variability and the degree of virulence. Clones which
presented 100% homogeneity in electrophoretic pattems obtained by digestion
of heterohybrids, showed attenuated virulence in mice. However, clones with 80
% homogeneity produced a severe infection (70 % or more mortality). These
differences in electrophoretic patterns correlated with the number of
substitutions of nuclectides in the gene which codes for E protein of each clone.
Those mutations were silent with the excepfion of change at position 2102
(aminoacid 390) in clones with attenuated or with severe virulence. The clones
of attenuated virulence showed a substitution of Asp for Asn, ati the same
position that those presented in vcx_ccine_ strains. Flavivirus which cause
encephalitis such as JEV, MVE, KUN, SLE, carry a His in residue 390. The
mutation of Asp for His shown in clones D2ML1, D2ML2 and D2ML3 cause severe
neurovirulence. Based on these data, we conclude that the amino acid
substitution at position 390 affects a funcionally important structural e_leme:it
that is a major detérminant of neurovirulence. ' | -



RESUMEN

El dengue es un virus de RNA de cadena sencilla de =11Kb que codifica
para un precursor poliproteinico (3386 a.a.) que por cambios
postraduccionales genera 3 proteinas estructurales y 7 no estructurales (' C-
prM-M-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NSS 3Y). La proteina E tiene 495 a.a. y es
responsable de las principales funciones biolégicas del virus como son : enlace
al receptor, fusibn ¢ membrana, presenta los determinantes antigénicos de
neutralizacién, hemaglutinacién y tijacidon de complemento,y tiene un papel
importante en la patogenicidad del virus, definiendo el tropismo celular y/o
atectando la penetracidn viral,

Recientemente se han reportado varios trabajos sobre el andlisis de
secuencias entre cepas parentales y vacunales de fiebre amauilla, encefalitis
japonesa y encefalitis del Valle de Murnray, donde se asocia la variabilidad
gendmica con una reduccién en la patogenecidad, sin embargo, no se han
podido determincr cambios especificos sobre la proteina E asociados con la
virulencia de la cepa.

En aislados de virus (HIV, Polio, sarampién) se han detectado una
mezcla de variantes que producen placas liticas pequenias y grandes, donde
el tamano parece estar relacionado con la virulencia en ratdn.

Nosotros hernos aislado 11 clonas de la cepa de dengue-2 mexicano, de
acuerdo a su capacidad de generar placas liticas grandes (DZMLI, D2ML2,
D2ML3), medianas (D2MM1, D2MM2, D2MM3 vy D2MM4) y pequenas (D2MS1,
D2MS2, D2MS3 y ID2MS4). Posteriormente se purificé el RNA de cada una de ellas
y se formaron heterchibridos RNA:RNA con unc ribosonda especifica (obtenida
por transcripeién in vitro) que comprende del nucledtido 16 al 2103 del gen
que cedifica para la proteina E. Los heterohibridbs formados se dirigieron con
RNasaA 'y los fragmentos generados, se analizaron '_por electrotCréSiS en UREA-
PAGE al 6%, observando que existe una variacién a nivel 'ge'némi_co.entre'laé |
clongas. | | -

Al mismo tiempo se determirié la capacidad virulenta de cicxdd una de
las clonas en un médelo de encefalitls murino. Se observé que existe una



relacién directa entre la variacidn gendmica y la capacidad de virulencia de
las clonas. Asi mismo se observo que el fenotipo de la clona cornrelaciona con la
virulencia, con excepcién de la clona D2MS3, que presenta un fenotipo de
placa litica pequena tiene una variacion gendmica y una virulencic parecida
a una clona que produce un placa litica grande. ‘

Posteriormente se llevo a cabo la secuenciacion de las clonas, con el fin
de conocer cual es el cambio responsable del incremento o disminucién en la
virulencia. Al hacer el andlisis de similitud de secuencia entre ellas,
observamos un cambio importante en el dominio Il de la proteina E, en el
aminodcido 390 de Asp a His en las clonas que son altamente virulentas
(D2ML1, D2ML2, D2ML3). Este cambio cae dentro de una de las regiones mas
conservadas entre los flavivirus y se piensa que es la region responsable de la
fusién a membrana dependiente de pH dcido. Al llevarse a cabo el andlisis de
secuencia entre los flavivirus que producen encefalitis se observé que todos
presentan una His en ésta posicidn. Sin embatrgo, las clonas que producen una
placa litica pequerida, son poco virulentas, presentan en éste sitio el cambio de
Asp por Asn, que es un aminodcido presente en la cepa vacunal M3 de
Malasia (DEN2). Por lo cual podemos concluir que el cambio en la posicidn 390
es importante en la capacidad de producir encefalitis en dengue.



INTRODUCCION.

El dengue es un problema de saiud pablica en la mayoria de los paises
tropicales, siendo las principales dreas endémicas el Sureste de Asict, Africa y
en América.

La primera epidemia de la enfermedad fué descrita en Filadeltia en
1780 por Benjamin Rush, notificandose durante los anos siguientes otras
epidemias en Norteamérica, el Caribe, Asia y Australia (Cohen y col., 1964).
En 1906, Brancot reporta la transmision de la enfermedad por el vector Aedes
agypti En 1944, Sabin y Schlesinger aislaron el virus de ratones infectados,
estableciéndose la existencia de mds de un serotipo mediante ensayos de
reaccién cruzada utilizendo antisueros humanos (Sabin y col., 1945).

Actualmente se reconocen cuctro serotipos del virus del dengue (DENT1,
DENZ2, DEN3, y DEN4), los cudles crecen en una variedad de cultivos celulcres
primarios y continuos thumanos, BSC-1; mono, LLC-MK2, Vero; mosquito, TRA-
284; hamster, BHK-Zl), replicandose jp_vive en mosdquitos, hamsters y en
cerebro de ratones lactantes (Briton, 1988). Los diferentes serotipos han sido
aislados a partir de pacientes ya sea de casos de dengue clasico yfo dengue
hemorrdgico/sindrome de choque (DHF/DSS). |

El dengue es una virosis aguda y sistémica que causa una gran
" morbilidad y mortalidad en nifios y adultos jévenes que habitan en regiones
tropicales (Asia, Oceania, Australia y América), en donde prevalece el vector
y en las cudles reside la mitad de la poblacién mundial (Halstead, 1980)
(Figura 1). - | _ | |

A nivel mundial se reportc_m ‘anualmente qproximddotmerite 10
millones de casos de dengue, predominando la tot:ricx clasica de la
enfermedad (90 % de los casos)Halstead, 1990, la cual inicia abruptamente
después de un periodo de incubacién de 2-7 dias con fiebre elevada, dolor de
cabeza, dolor retroocular Y lumbosacral. Los sintomas iniciales son seguidos
de mialgias, artzalgias y dolor éseo generdlizadc que iijcremehtq en
severidad, asi como anbrexia. ndusea, vémito y debilidad, '



- Paises con reciente acitividad de dengue

Figura 1. DISTRIBUCION MUNDIAL DE DENGUE EN 1995



En 1954, se describié una enfermedad febril con signos hemorrdagicos
en una epidemia en Manila, cuyos agentes causantes fueron los virus del
DEN3 y DEN4; a esta enfermedad se le denominé fiebre hemonagica de
dengue (DHF) y mds tarde se presentd en el Sureste de Asia, donde
actualmente existe en forma tanto endémica como epidémica, con altos
indices de morbilidad (Cohen, y col., 1964). La manifestacién hemorragica
inicialmente se presenta como en la forma cldsica, que después de 2-5 dias
progresa rapidamente causando irritabilidad, choque con hipotermia en las
extremidades, diaforesis, cianosis periférica, hipotensién, aparicién de
hemorragias espontdneas como petequias, equirhosis y epistaxis. El progreso
del choque es rdpido si no hay tratamiento fisiolégico oportuno, con una
letalidad del 40 %. De las personas que presentan dengue del 5 al 10 %
desarrollan DHF/DSS. (Monath y col., 1986).

Desde 1981 se han notificado casos de dengue hemordgico en Latino
Ameérica: Suriname, México, Republica Dominicanc, Haiti, Aruba, Nicaragua,
Colombia, Puerto Rico, Santa Lucia, Estados Unidos, Islas Virgenes, Brasil, El
Salvador y Honduras (PAHO, 1992).

Halstead propone que la forma severa de la enfermedad tiene bases
inmunopatolégicas y que ocurre en individuos previamente infectados con un
serotipo heterdlogo del dengue (Halstead y col., 1979). En Thailanda se
hospitalizan 20 000 pacientes anualmente con DHF y en Bangkok se ha -
demostrado que muchos de los casos de DHF/DSS son el resultado de una
infeccién secuencial con diferentes serotipos del virus, especialmente cuando
la segunda infeccidn es con serotipo 2. '

Las causas por las cuales se presenta DHF/DSS no_estc'xn todqvi_cz. bien
entendidas, pero se ha planteado la hipdtesis que la facilitacién
inrnunolégica mediada por anticuerpos no neutralizcmtes heterotipicos en el
transcurso de una infeccion secundcxria (Halstead y col., 1981; Portefield y
col..1982; Halstead y col., 1984), ocasionande una activacién de los
macréfages, es un factor predisponente. Los macrdfagos a su vez activan los
sistemas de coagulacién y/o fibrinolisis, ecasionando una cocxgulopath de
consumo. Asi mismo, otros estudios han demostrado que la existencm de
anticuerpos maternos contra el virus, en nifios lactantes, mcrementan la
probabilidad de presentar DHF/DSS (Milns y col., 1989; Naside y col., 1993).



Sin embargo, se han reporiado cases de DHF/ISS en el curso de una
infeccion primaria, lo cual sugiere que probablemente exista variabilidad
gendmica yfo antigénica viral que puede influir en la expresion de la
virulencia (Barnes y Rosen, 1974).

Rosen en 1977 propuso que DHF/DSS es causado por variantes del
virus del dengue con un potencial patogénico incrementado (Rosen, 1977). La
importancia del potencial patogénico dentro de la variacion natural ha sido
estudiado recientemente por varios autores {Igaroshi y col., 1984; Monath y
col., 1986) sugiriende que ésta influye directamente tanto en la virulencia
hacia el huésped (humano), como en su capacidad de infectar al vector.
Los estudios Nevados a cabo por Schlesinger en 1980 sugieren la existencia
de una mezcla de poblaciones virales con diferentes propiedades virulentas
dentro de aislados independientes del virus del dengue (Schlesinger, 1980),
observando en la mezcla de variantes (formando placas liticas grandes y
pequenas) que el tamano de piaccz litica conelacionaba con el grado de
virulencia en ratén, sensibilidad a temperatura y atenuacién en primates no
humanos (Eckels y col., 1976; Hanison, y col., 1977).

En un esfuerzo para entender los mecanismos de atenuacién en
flavivirus se ha llevado a cabo la secuenciacién a nivel tanto de nucledtidos
como de aminodcidos del genoma completo de cepas atenuadas del virus
de la tiebre amarilla (YF), del virus de la encefalitis Japonesa (JEV) y el virus
del dengue. Estas secuencias fueron comparadas con las secuencia de las
cepas parentales (Aihara v col., 1991; Block y col., 1992; Hahn y col., 1987;
Nitayaphan y col., 1990) y en todos los casos se identificaron numerosos
cambios de aminodcidos a lo largo del genoma viral,

La hibridizacién de oligonucledtidos con el RNA, los ensayos de RNA
mediante huslla digital (fingerprinting), la hibridizacién RNA-DNA y el andlisis
antigénico, han sido herramientas atiles en los andlisis de epidemiologia
molecular, determinando el origen y expansién de las cepas virales,
clasiticdndose dentro de vqriantés geogrdﬁcas o topotipos (Tabla D,
encontrdndose ademds, cambios genéticos en las poblaciones virales, dentro
de una drea geogrdtica determinada con la aparicién de nuevos genotipos
por mutacidn y seleccidon natural (Heinz y col., 1986; Kerschner y col., 1986;
Monath y col., 1986).



Tabla 1

TOPOTIPCS DEL VIRUS DEL DENGUE

DEN 1

DEN2 DEN3

DEN4
1. Filipinasa 1. América/India/ 1. Tailandia 1. América
2. Mdlasia Pacifico Sur 2. Indonesia 2. Fllipinas
3. Tallandia 2. Caribe 3. Caribe 3. Tallandia
4. Africa/ Srilanka 3. Filipinas/Taiwan 4. Sri Lanka 4. Sri Lanka
5. América 4. Seychelles 5. Filipinas 5. Africa
6. India $. Africa (endemic)
7. Indonesia 6. Africa (enzootica)

8. Islas del Pactifico

7. Malasia
8. Sr Lanka
9. Indonesia
10. Thailandic

. oLos topotipos son designados con numeros argbiges para cada serotipo



PROTEINAS VIRALES.

El virus del dengue mide 50 nm de diametro, pertenece a la tamilia
Flaviviridae, su material genédmico es un RNA de cadena sencilla de
polaridad positiva el cual codifica para un precursor poliproteinico (3386
a.a.). El procesamiento del precursor poliproteinico en flavivirus, genera al
menos 10 proteinas virales. En la Tabla i, se resume la informacién cque se
tiene sobre estructura, maduracién y posible funcién de estos polipéptidos.

La proteina E (P.M. 53-60 Kd) es la principal proteina estructural del
viridn la cual presenta la mayor parte de las actividades bioldgicas del
mismo que incluyen el ensamblaje del viridn, enlace al receptor, fusién a
membranda, hemaglutinacién, tijacidn del complemento, neurctropismo y es el
principal blanco para anticuerpos neutralizantes (Heinz y col.,1984). La
digestidon de E con proteasas indica que es una proteina de membrana
tipica con un ectodominio en el extremo N-terminal que presenta 2 segmentos
transmembranales que sirven para anclar a la proteina en la bicapa lipidica
via un dominio hidrofébico que se localiza en el extremo C-terminal . El
mondémero de la proteﬁmbontiene 500 aminodcidos.

La proteina E se encuentra formando dimeros sobre la supetticie de los
viriones maduros a pH fisiolégicos, la exposicidn a pH dcidos (mds bajos de
6.5) induce un cambio conformacional inmeversible en la proteina que tiene
como consecuencia la formacién de trimeros. Se postula que este cambio
conformacional es critico para la fusién de la membrana del virus con la
membrana del endosoma, una vez que el virus ha entrado a la célula. Los
viriones inmaduros no presentan este cambio conformacional en la proteina E
cuando son expuestos a pH dcido, debido a la presencia de prM,
proponiéndose que una de sus funciones sea la de prevenir esta inactivacion
~ inmreversible durante el tramsporte del virus a través de los compartimientos
acidicos de la red trans-Golgi. Rey y colaboradores lleVaion a cabo la
cristalizacién de un fragmento dimérico soluble (sE) de la proteina E a una
resolucién de 2 A (Rey y col., 1995X Figura 2). El fragmento fue obtenido a
partir del tratamiento de los viriones con tripsiﬁci. Este comprende del
residuo 1 - 395, faltandole 105 amincdcidos que corresponden al fragmento
de anclaje a la membrana.



TABLA II. PROPIEDADES DE LAS PROTEINAS DE

FLAVIVIRUS

Proteincs Peso Carte en Corte en | Hidrolcbic- | Carga Dominio Sitios de Propiedades Funcién
© B favivinus | molecular | Ndemminad | Cleminal | dad (YF) neta asociads | glicosilacidn adicionales
) | | oy 4¢3 membrango aN
;; ; N-terrmina heteroge- Enlace o RNA; precursot
) | neobdsico; ancicie de la nucieocapside;
C (cnclaia) 12.3 -137 i M S £ +25 St NO hidrofébico secuencia piM seict
O N H-terminal heteroge- Demmunadamientc ?:
L regbdsico; nucieo- Eventes tempranas?
C (virton) }0.5 -11.7 M bC 37 +24 chpside del virus
Anclale tonsmembra-
: nal: dominio luminal: ‘e arert v
M 181-19.0 s s » +5 sI st PIMIE heterodimero; Mortogeness vitai yio
precursar M. asociada o wansporte
# membrcna
ﬂ Dominio luminal: 6 CC . .
3 9.8-107 5 DL 31 +1 NO st ’ m,_‘; m's‘:,'v ag; Precursor glicosilado de M
. Ancicis fasmernbra- Camponente espicuiar del
. T nal.ectodominio: virion: enlace y entrada
M §2-85 DL S % +4 =2 RO protsinc de membrana
. del virus
. i Andode tremsmernabras | Ensamblaie del virion: enlace
) 3 na; 12 C-Crelsduct conr | al receptor: tusién a membra-
E 53.3-43 s s 4 5 S SUNO servodos: proteing de na: princpal antgeno vizal
h envoltwa
Forma asodxada-mem-
NS} 39.2-400 s L2 34 2 NO? st brana y secrelada: Madwagen del virus 7.
‘ dimero: antigeno CF Anticuerpes protecty
- \ . . Hidrofobico; poco Madwracien de NS
. 2 ] i
NS2A 237-284 L7 oc 6 +9 . J NO conservada
3 Hidrofobica: poco Asocada g membrana:
NS28 13.8-145 | oC DC £4 7 ? NO conservade componente tepicasc’
proteqsa
! Dominio serin-proteas: Proteusa, helicass
N53 6B5-695 joled DC k¥ 0 NO NO Mctivo de enloce NTP;
S : i muy conservada
. ! : S -
! ~ : Hidrotdpica: poco Componente de repicasa
-3 H - ¥,
NS4A 16.0-164 } e S % 2 ? { HO conservada ascaada o membrans;
' - o~ i Hdrotdhica: poco Componente de repbeasa
L] - H M b
_ 1\'545 245-279 i > oc j @ *3 ' f HO conservada asodada a membrana;
" —
Nss ) 103- 104 i DC NIA i 3z +14 NO 3 N Motvo GDD; muy INA I nerasa
‘ J conservada

DC = Corte despues de 2 fesducs basicos en ateplasma, DL = Corte después de 2 resducs bawses en el lumen, L= lumen. S = Sefiaiasa del huesped:
M=Metcning amine-peptidasa cetuler. B poscentiaie de hidrelobiadad esta dado por el contenide de Ala. Phe, Qe Leu, Met, Vel Trp. Ty
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Figura 2. Estructura tridimensional del fragmento soluble de la proteina E de
TBE (dimero). a). Representa al dimero de la proteina visto de la parte de afuera
de la particula viral. b). Vista de la cara lateral el dimero de la proteina E. -

La proteina E ocupa un drea de 1 600 A2, La interface intrasubunidad entre los
dominios I y II ocupa una supetticie de 450 A2 sobre cada dominio. Las hojas
B estan representadas por listones con flechas; las alia hélices por listones en
espiral; las asas con listones delgados. Los puentes disulfuro y el motivo de
carbohidrato se muestran en estructura quimica.



La estructura de la proteina tiene las siguientes dimensiones; de ~150 A
x 55 A x 30 A . Como se observa en la figura 2b el dimero es alargado vy
paralelo a la membrana vy tiene una extension radial de cerca de 30 A. Enla
cara externa (forma convexa) de la proteina se encuentran localizadas las
asas que varian de tamano y secuencia entre los flavivirus, asi como los
principales sitios antigénicos y el carbohidrato. La cara intermna (parte
concava) contiene el C-terminal proyectado hacia la membrana.

El mondmero estd formado por tres dominios distintios:
Dominio | o dominio central, contiene cerca de 120 residuos en tres segmentos
(1-51, 137-189, y 285-302), que se encuentran plegados en 8 hojas § formando
un barril . Hay dos puentes disulfuro en este dominio.
Dominio I o dominio de dimerizacién comprende los residuos 52-136 y 190-
284 que forman una estructura tipo digitiforme extendida. Dentro de este
dominio se encuentra el asa cd formada por los residuos 98-113, que son los
mds conservados entre los flavivirus, es una regién rica en glicina y
ligeramente hidrofdbica,
Dominio 1lI, estd compuesto por los residuos 303-395 que forman un dorninio
tipo inmunoglobulina (IgC). Se encuentra unido al dominio central de la
proteina por un segmento de aproximadamente 15 residuos y un puente
disulfuro. La superficie lateral del dominio III, contiene residuos que se ha visto
estan implicados en el grado de virulencia y tropismo en diterentes flavivirus.
Rey vy colaboradores proponen que esta superficie puedé estar involucrada
en el reconocimiento al receptor (Rey y col.,, 1995). |

REPLICACION VIRAL
Penetracion y desnudamiento.,

El ciclo de transmisién natural en flavivirus, implica su replic_c_xcién tanto
en un vector artrépodo (usualmente mosquito o gauapatc:), asi ¢omo en su
huésped vertebrado. En el artrépodo, la infeccién no es.pato‘génic‘:c‘x; sin
“embargo, en los vertebrados infectados, ya sea en forma natural o
experimental frecuentemente se presentan cambios patolégicos severos.



Estas diferencias también se han observado en cultivos celulares; por ejemplo,
la replicacién viral en lineas celulares de mosquitos, no ocasiona muerte
celular, mientras que diferentes lineas celulares de vertebrados generalmente
presentan un etecto citopdtico agudo (Halstead y col., 1977).

Los flavivirus entran a la célula mediante 2 mecanismos ). el virién
(Figura 3) interacciona con los receptores celulares y entra al citoplasma por
endocitosis mediada por receptor y b). por fusidn directa con la membrana
celular (Figura 4). Cuando las células son infectadas en presencia de
concentraciones subneutralizantes de anticuerpos, el virus generalmente
penetra a la célula via receptor Fc (Daughaday y col., 1981).

Hase y colaboradores observaron por microscopia electrénica que los
viridnes de dengue y encefalitis Japonesa penetran la membrana plasmatica
de células de mosquito a través de la ruptura de esta en los sitios de
adsorcién y en celulas mononucleares humancs de sangre petriférica el virus
entra a través de membranas vaculares mactropinociticas (Hase y col., 1989).

Los flaviviriones que entran a la célula por las vesiculas acidicas
endociticas son liberados de su ‘envoltura por la accion de enzimas
proteoliticas presentes en los endosomas (Guirakhoo y col., 1991). Los
endosomas acidicos contienen las tres proteinas estructurales del virus: las
proteinas de la cdpside (C), de la membrana (M), y de envoltura (B, la cual
sufre carmnbios conformacionales a pH dceido. El procesamiento protéolitico de
las proteinas virales se lleva a cabo a pH 5.0 - 6.0, en el momento en que la
vesicula es transportada al interior de la célula. La enzima catepsina D es la
responsable del rompimiento proteolitico (Blum y col., 1989), Los eventos
moleculares que resultan en la disociacién de la nucleocépsida_ y' la
liberacién del RNA infeccioso, no estdn bien definidos (Figura 5).

Replicacién del RNA viral,
El RNA desnudo inicialmente es transportado al citoplasma donde
empieza la traduccién del RNA. La replicacion del RNA viral comienza con la

sintesis de un RNA (-) complementano con ayuda de RNA polxmerasa-
dependlente de RNA codiﬁcada por el virus, (Westc:way 1987), |
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w pH bajo

Cambio conformacional y rearregio de la
proteina, formacion del poro

'.§ Flujo de protones

Cambio estructural inducido a pH bajo de la
él' proteina de la capside: reduccion

Rompimiento parcial de la proteina C

Fusion a membrana

v Desenmascaramiento de! sitio de
unién a ribosoma (*)?

Figura 5. Modelo del desensamblaje de la capside por medio del flujo de
patrones (pascs 4 y 5 de la figura 3). El desnudamiento ocurre en el
endosoma, donde el'pH bajo (5-6) induce la proteina E a formar poros en la
membrand viral, asi como, catalizar la fusidn a membrana endosomal. La
formacién de los poros ocasiona un cambio de pH dentro del virén, lo que
induce cambios estructurales, siendo uno de estos cambios el rompimiento
~ autoproteolitico, teniendo como consecuencia el desensamblqje de la-
cdpside o exposiclon del sitio de unién al nbosoma : -'
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El RNA (-) es utilizando como molde para generar RNA (+) que es utilizado:
para la sintesis de otras moléculas de RNA (), para la traduccion de las
proteinas virales, y para su encapsidacién. La replicacion del RNA ocutre en
la regidn perinuclear de la célula infectada a las 3 horas postinfeccion. Tres
tipos de RNA son recuperados y «islados por sedmentacion usando
gradientes de sacarosa de células infectadas: RNA de 20S a 22S resistente a
RNasa, denominado forma replicativa; RNA de 20S a 285 parcialmente
resistente a RNasa considerado como una forma replicativa intermedio; y un
RNA de 425 sensible a RNasa (Stollar y col., 1967, Wengler y col., 1978).

El RNA de forma replicativa puede ser convertido en RNA de 42S con
agentes desnaturalizantes o por calor; esto sugiere que la forma replicativa es
un RNA de doble cadena compuesto por una cadena de RNA (+) y una de
RNAC(-). El RNA de forma replicativa y el RNA parcialmente resistente a RNasa
(replicativa intermedio) sirven como precursores de RNA viral 425 de cadena
positiva (Chu y col., 1985). Se desconoce como se regula la replicacién del
RNA, pero se ha observado que en los eventos tardios de la replicacién se
favorece la sintesis de RNA (+) infeccioso, hay un aumento de la proteina C, la
+ cual se une al extremo 3' del RNA (+) evitando de esta manera que sea
reconocido por la RNA polimerasa, sin embargoe este RNA si es reconocido por
los ribosomas cue se unen al extremo 5' ocasionando que se inicie el
ensamblaje de la nucleocdpside (Westawqy y col., 1980).

La progenie viral llega a ser visible por microscopia electrénica en las
cisternas de las vesiculas del reticulo endoplasmdtico (RE), en la regidn

perinuclear de células infectadas después de 8-12 horas de la infeccion o

(Westcchxy. 1987). También se observa una excesxva prohtemcxon de la
membrana del RE rugoso y liso. El ensamblcx;e Y el desc:rrollo de la
‘nucleocdpside ocurre intracelularmente a traves de gechmn de'
membranas intracelulares. Los viriones son transportc:dos por vvesmulc:(s
citoplasmdticas = a la superticie de la célula (Dubois y col.. 1984). Estas
vesiculas siguen la via secretoria de la células, donde la liberan dl virus por
'!usiéri de la membrana de las vesiculas conteniendo el virus con la
- membrana plasmatxca 0, en casos citopatoldgicos el virus puede liberarse
por mptura de la membrancx celulcxr (Figura 4).
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Sintesis y procesamiento proteoclitico de las proteinas virales.

El virus del dengue presenta un RNA de cadena sencilla que funciona
cormo material gendmico de 11 kilobases, infeccioso, de polaridad positiva
que presenta un Cap tipo I en su extremo § y carece de poli{A)+ en su
extremo 3'. La caracteristica mds importante del genoma es la presencia de
un marco abierto de lectura de cerca de 11 000 bases que cedifica para un
precursor poliproteinico (NH,-C-prM-M-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS55-
COOCH) que se procesa postraduccionalmente dando lugar a 3 proteinas
estructurales (C, ptM-M y E) y 7 proteinas no estructurales, dentro de las cuales
NS2B, NS3, NS4A vy NS5 son altamente conservadas en todos los flavivirus
(Briton y col., 1988; Chambers y col., 1990; Rice y col., 1986).

Se ha observado que el precursor poliproteinico esta parcialmente
insertado en la membrana del RE, sugiriendo que cuando el extremo N-
terminal de la poliproteina esta en el citosol, la proteinas prM, M y E estan
incorporadas en el lumen del RE. El resto de la poliproteing, incluyendo NS2A,
NS2B, NS3, NS4a, NS4b y NS5 estan presentes en el citosol (Cola y col., 1988).
El procesamiento en los sitios de C-prM. prM-E, E-NS1, y probablemente NS4A-
NS4B, es llevado a cabo por la enzima peptidasa sefal (senalasas) de la
célula huésped (Figura 6) (Chambers y col., 1990b; Markoff, 1989; Nowak y
col., 1989; Ruiz-Linares y col., 1989).

Markoft y colaboradores en 1994 propusieron un maédelo para el
procesariento de las proteinas estructurales en flavivirus, a partir de las
propiedades hidrofdbicas del carboxilo terminal de ptM vy E, (el cudl
estructuralemente es conservado), para que prM sea incorporada a la
membrana del RE en una orentacién tpo I (Nexo-Cyto) y deje disponible el
sitio de corte ptM- E (Von Heijns, 1988; Nowak y Wengler, 1987; Chambers y
col., 1990a). La poliproteina'nacient_e de flawvvirus inicia sufprccéSQnuento.
con el reconocimiento C_otrcdeccional del péptido senal en C-ptM (Markoft,
1989). Alternativamente, el corte en el péptido senial de prM , catalizado por
una proteasa (NSS) codificada por el virus, (Chambers y col.,1990c; Fdlgout Y
col., 1991; Preugschat y col., 1990; Wengler y col., 1991) libera la proteina de
la capside (C) al citoplasma, facilitando el reconocimiento de la sefial de prtM
(Yawshchikov y Compans, 1993) lo cutxl es probablemente mediado por la
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Fgura 6. Organizacidn del genoma de los flavivirus, procesamiento del polipéptido, y propiedades de las proteinas
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interaccién con una ribonucleoproteina citoplasmdtica llamada particula
de reconocimiento sefnal [SRP (Walter y Lingappa, 1986)], teniendo como
resultado la internalizaciéon de prM  en el lumen del RE a través de un canal
acuoso formande una estructura tallo-asa (hairpin loop) en el sitio de
interaccién de la SRP con su receptor proteico, sobre el lado citoplasmdatico
de la membrana del RE (Figura 7a)(Wailter y col., 1981; Shaw y col., 1988).

Para que la translocacion se lleve a cabo es necesario la presencia de
un segundo componente de la membrana, Secélp, que es un complejo
heterotrimérico, que se propone sea el principal constituyente del canatl
acuoso (Siegel, 1995). El peptido sefial en prM se fija a la membrana con el
amino terminal sobre el lado citoplasmdatico, y es cortado por una senal-
peptidasa, liberando el amino terminal de prM en el limen del RE durante la
translocacién (Figura 7b).

Esta translocacion es transitoxiamente interrumpida por la presencia de
los residuos hidrofébicos del segmento tm (Figura 7¢), éste es necesario pero
no suficlente para estabilizar el anclaje de prM  « la membra. En DEN4 el
segmento tm tiene 37 aminodcidos de longitud localizado entre los residuos
243 al 279 del precursor poliproteinico el cual presenta una Arg (264) siendo
un aminodcido anfipdtico (Despress y col., 1990, Ruiz-Linares y col.,1989), que
interrumpe la hidrofobicidad formando una asa sobre el lado citoplasmditico
de la membrana del RE que sirve como péptido senal de E, el cual es
reconocido para que la translocacidon de la poliproteina sea reiniciada
(Figura 7d) (Markoff y col., 1994), : ‘ |

prM, E y NS son translocadas, cortadas y glicosiladas despues del
eficiente reconocimiento del amino terminal del péptido senal piM. La
hidrofobicidad del segmento tm es determinante para la translocacién a

través del canal acucso y etectuar el blbquéd del mismo, resultando en la
integracién de la proteina en la membrcma (Walter Y ngqppa 1986; Von
| Heijns, 1988; Simon yBlobel 1991). ' '
El procesamiento de las protpmc:s no estructurales no se conoce bien
pero se conoce que se lleva a cabo en el citoplasma siguiendo una
organizacién topolégica del rompimiento del precursor del lado
citoplasmdtico de la membrana del RE (Figura 8). -
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(comprende dei aa 100 -113 de la poliprotelna de Den 4), se leva a cabo la apertura de uh canal goucso v el N-
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que es un dominio anfipdtico conservado es Incorporada a la membiana, orlenlado hacia el lado citoplasmdtico.
La flecha diagonal Indica el sitlo de corte de la enzima sefal-peplidasa en la secuencia senal de E (e.) Se
termina la translocacién  del ectodominia principal de E'. El C-terminal de piM  es gliado  dentto del ambiente
Iipfdico de la membrana. E es digiicasilada (Y) y €1 corte de E §S se lleva a caho, liberando el N-terminal de E (N).

. (1) El dominio transmembranal en E interrumpe transitoriamente la translocacién de E Bl teconecimiento
subsecuente de la sefial NS!* lene como resultado: la integiacién estable de E en 1a membxrana; la translocactén -
de NS1* via un tercer canal acuese: el corte en la secuencia senal NS1* y la glicosllacién de la proteina, NS1* -
como carece del dominio de anciaie a membiana se enmxenha ubre en el lumen dei RE NS1* (protefna lruncada
del aa 3166 en adelante). 18 .



CITOPLASMA

Figura 8. Diagrama del procesamiento del precursor poliproteinico de
flavivirus en la membrana del RE. Las proteinas se encuentran a escala (el
area es proporcional al namero de aminodcidos) y son colocadas de
izquierda a derecha de acuerdo a su colocacion en el precursor. Se indica los
segmentos hidrofébicos que son procesados por senalasas del huésped ( Y),
por la serina-proteasa viral ( § ), o por proteasas .que no han sido
identificadas, responsables del corte de NSleA('?);
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La proteina NS3 tiene un papel muy importante en la replicacién viral,
ya que presenta tanto actividad de ATPasa como de RNA helicasa, aunque
se desconoce su mecanismo de accidn, es posible que NS3 linearice la
estructura secundaria del extremo 3’ del genoma de los flavivirus y/o que
participe en la iniciacién de la sintesis de RNA viral (Rice y col., 1985,
Takegami y col., 1994).

Basados en estudios de homwologia de secuencia con proteasas
serinicas y meodelaje molecular se ha propuesto que el dominio de la
proteasa viral se encuentia en el exirermo N- terminal de NS3 (Bazan y
Fletterick, 1989; Gorbalenya y col., 1989, su actividad es dependiente de
NS2B. que sirve como cofactor que promueve o modula la actividad de la
proteasa NS3 (Falgout y col., 1991; Preugschat y col., 1990; Chambers y col.,
1990c). NS2B forman un complejo estable con la proteasa viral, siendo
necesarios los primeros 40 aminodcidos de NS2B, para que en el momento en
que se estd generando de NS3, esta tenga un plegamiento adecuado
(Falgout y col., 1993). ‘

La proteasa viral NS2B-NS3, rompe el precursor poliproteinico en las
uniones intergénicas cue contienen la secuencia especifica de dos
aminodcidos bdsicos Arg-Arg, Lys-Arg. También puede romper después de
GIn-Arg y en el sitio que precede a la secuencia seial de NS4B (Lin y col.,
1993). Probablemente, también lleve a cabo el rompimiento en uno o
posiblememente en dos sitios altemos en NS2A. Uno de estos sitios es Lys-Lys-
Gly que se encuentra a 33 aminodcidos hacia arriba del sitio de union en
NS2A-NS2B. En JEV y en otros miembros del grupo de West Nile (WNV) se ha
observado que contienen otro sitio potencial de tompimiento (Lys-Lys “Thr or
Lys-Arg-Ser) localizado é aminodcidos hacia arriba del sitio de unién (Jan y
col., 1995). Estudios con virus JEV, virus Kunjin (KV), YF sugieren que NS2A es
procesada normalmente en un sitio interno en tlavivims-y se piensa que es
tuncionalmente importante para la replicacion \n'rvcrlv (Speight y col., 1988;
Mason, 1989). La protesa NS2B-NS3 también es responsable del rompimiento
de NS3-NS4A. El rompimiento de NS4A-NS4B, NS4B-NS5 Yy NS1-NS2A se lleva a
cabo por una proteasda tipo peptidasa-senal en el citoplasma, que depende
de una secuencia de 8 aminodcidos en el carboxi-terminal de NS1-NS2A



(Krausslich y col., 1988; Markotf, 19289; Nowak y col., 1989; Ruiz-Linares y col.,
1989). pero se desconoce si esta proteasa es NS2B-NS3. NS3 y NS5 son los
componentes virales del complejo replicasa (Grun y col., 1988), ambas
proteinas son hidrofébicas y son las mds conservadas en secuencia de
aminodcidos entre los flavivirus. NS5 presenta el motivo de RNA polimerasa
GDD y NS3 un motivo helicasa (Rice y col., 1986; Chambers y col.. 1990). NS4A
y NS4B contienen regicnes hidrotdbicas que estan estrictamente conservadas
en los flavivirus, lo que sugiere que pueden tener un papel importante para
que se lleve a cabo el anclaje de NS3 y NSS a la membrana, como parte del
complejo replicasa.

Ensamblaje y liberacion del virus.

El ensamblaje del virus del dengue consta de las siguientes {ases: (i)
ensamblaje de la nucleccdpside, a partir del RNA y la proteina C; (ii)
“gemacion” de la nucleocdpside a través de la membrana del RE que
contiene las proteinas E y prM, produciendo el virus envuelto. (iif) Salida del
virus de la célula, a través de vesiculas citoplasmdaticas vy (iv) rompimiento de
la proteina prM, lo que tiene como resultado una reorganizacion de la
superficie del virién y su maduracién (ver Figura 4).

La formacién de la nucleccdpside se leva a cabo con la proteina C, la
cual presenta en su extremo carboxilo terminal regiones »hidrotébiccxs, las
cuales sirven para anclarse a la membrana del RE rugoso. El extremo
carboxilo es posteriormerite removido durante la »mcxdurcxcién del virién (leary
v col., 1980). | ' ’

Los virus liberados no contienen ¢ presentan pocc: proteina prM, lo
cual implica que el procesamiento de la proteina ocurre antes o durante la
salida del virus de la célula. Este rompimento ocasiona una reorganizacién
de la envoltura del virién, en lugar de presentar el hetérodime_ro PIM-E, cxh_dm
presenta la proteina E en forma de trimero.  Los viriones inmaduros, los cuales
contienen la prot’eind prM, son 60 veces menos infecciosos ‘que los virus
" maduros (Randolph y col., 1990). ‘ | o
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INMUNIDAD Y PROTECCION

El primer foco de infeccion en vertebrados por flavivirus es la piel. De
aqui se expande a los nodulos linfdticos regionales donde se desarrolla la
viremia primaric. La progenie viral es vertida al torrente sanguineo donde es
transportado a diferentes drganos, de dacuerdo al tropismo que presenta el
virus por el tejido. Los sitios extraneurales primarios para la replicacion de
flavivirus son el tejido conectivo, esqueleto, musculo liso, tejido linfo-reticular,
el miocardio y glandulas enddcrinas y exdcrinas (Figura 9).

El virus del dengue infecta principalmente a las células del sistema
fagocitico-mononuclear (monocitos, macrdfagos, histiocitos, células de Kutfer,
etc.), el cual representa una poblacion celular responsable de varios procesos
bioldgicos, tales como: homeos.tcxsis, reacciones inmunes e inflamatorias,
presentacién de antigenocs, secrecidon de citocinas y funciones efectoras
mediadas por células. El tipo y grado de respuesta del macréfago infectado
con el virus del dengue, varia de manera dependiente al estado de
diterenciacion del mismo, especie del tejido de origen y de la concentracion
local del agente activante o desactivante (Keller y col., 1995),

E! macrdfago infectado por el virus, es un blanco parag la eliminacién
por el sistema inmune, probablemente mediado por linfocitos T citotdxicos
(CTL)-dengue especiticos, teniendo como resultado la liberacion de varios
mediadores que producen algunos de los sintomas de choque y hemorragiq
(Halstead, 1980a; Pang, 1983; Portetield, 1982). Se han reportado otros tipos
de inmunidad celular en respuesta al dengue, tales como hipersensibilidad
retardada mediada por células T (DTH), medida sobre el cojinete plantar de
ratones infectados con DEN4 (Pang y col., 1982;1984) e inhibicidn de la
migracién de linfocitos (Nagarkatti v col., 1978); asi mismo se ha observado
que la actividad de células NK (asesinas naturciles) estd mcreméntcxda 2a3
dias postinfeccion (Gately y col., 1988). En KUN, TBE, WNV y en el virus Langat .
se ha reportado que la lisis de células infectadas por células NK es
inversamente proporcional a la concentracion sobre la su'perficie celular de
moléculas MHC clase I (MUllbacher y col., 1989; Trinchien y col., 1978). |
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Macréfagos infectados con DEN2 presentan al antigeno (Ag) en el
contexto de moléculas la+ o la- del complejo mayor de histocompatibilidad
(MHC), a la célula B, ocasionando una expansién policlonal in vitro e in vivo
(Rizvi y col., 1987). Asi mismo, estas células inducen la generaciéon de células
T ayudadoras (TH) que producen una citocina ayudadora soluble (HF),
sensible a pH alcalino y dcido, que actia de una manera Ag especifica y
MHC restringida, el cual tiene un peso molecular de 65- 68 Kda, y estd
compuesta por 2 cadenas unidas con 2 enlaces disulfuro (cadena o- presenta
al Ag, y cadena B~ tiene los determinantes de MHC), que es diferente de las
citocinas producidas por las células TH1 y TH2, y actia aumentando la
expansion clonal de células formadoras de anticuerpo (Ac) IgM especificas a
dengue (Chaturverdi y col., 1987, 1992; Pahwa y col., 1988).

Las células T tienen un papel importante en el establecimiento del DHF
tanto paia la eliminacidn inmune de los monocitos infectados (Halstead,
1980), como en la elaboracion de ¥ -interferdén (células T CD4+), que favorece
la infeccién mediada por Ac del virus, al aumentar el namero de células que
presentan el receptor Fe (Figura 10) (Konthy y col., 1988; Kuarane y col., 1989).
Estudios con WNV, han demostrado que este induce un incremento tanto en la
expresion de moléculas MHC | y II como de moléculas de adhesién ICAM-1,
por un mecanismo independiente de 'y -interferdn y dependiente del ciclo
celular (Argall y col., 1991; Bao y col., 1992; King y Kesson 1988; Liu y col.,
1989), esto sugiere que la habilidad de regular directamente la expresion de
moléculas de adhesién ICAM-1, representa un evento importante en la
patogenia viral al incrementar la adhesién célula-célula, y probablemente la
transmisién célula-célula (Shen y col., 1995). ' _

En individos infectados con el virus del dengue se han detectacio
células T de memoria CD4+, CD8-, que reconocen prinmpalmente epitopes en
NS3 (Kurane y col., 1989) y células 'CD4-, CD8+, que reconocen epitopes
localizados en las proteinas E y NS3 (Bukowski y col., 1989; Green y col., 1993; |
Grunewald y col, 1992). Esto implica que nonapéptidos, productos del
rompimiento proteolitico del precursor poliproteinico, entran al RE en las
células infectadas e interaccionan con mdéleculas HLA. Recientemente se ha
reportado que un nonapéptido (TPEGIPTL) localizado en la posicién 500-608
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de la proteina no estructural NS3 de DEN4 genera CTL's (CD8+) dengue
espicificas en el contexto HLA-B35 (Jaroslav y col., 1995). Un simple cambio
de aminodcido en el nonapéptido induce proliferacion de una serie de CTL's
heterogénea que reconocen a todos los serotipos.

En pacientes con DHF se ha encontrado un aumento de proteinas de
superficie solubles CD4 , CD8, 116 y receptor de [12, asi comoe concentraciones
elevadas del factor de necrosis tumoral (TNF) que se correlacionan con las
diferencias en la severidad de la enfermedad con respecto a pacientes con
dengue cldasico (Kurane y col, 1991, Halstead, 1994). En base a estos
antecedentes Okamoto y col. en 1994, postularon que el aumento de la
respussta de células T inducida por una infeccidn de virus del dengue causa
una excesiva produccion de citocinas, que resultan en el establecimiento &
aparicién de DHF.

A la fecha se sabe que la permeabilidad vascular que genera el
DHF/DSS es resultado del incremento de dos citocinas producidas durante la
infeccidon. Estas citocinas son el producto de los linfocitos T (Ly 1+.2,3) v
macréfagos, denominadas factor citotdxico (CF) y (CF2). CF tiene un peso
molecular de 43 000 d, es una proteina que destruye selectivamente a células
T ayudadoras (Th), macréfagos I-A y células que son capaces de liberar
sustancias tipo histamina. Los andlisis de secuencia de aminodcidos de CF
con otras moléculas citotdxicas, revelaron que CF no presenta ninguna
homologia con otras citocinas tales cbmo la linfotoxinag de ratdn, el tactor de
necrosis tumoral o de serin-proteasas de células T. CF y-CF‘Q destruyen al
macréfago y a las células T .ayudador'czs médicmte un mecanismo
dependiente de Ca2+, que tiene como cbnsecuencia la liberacion de
histamina y la activacidn de los sistemas de coagulacidn y/o Ilbronoh
(Chaturverdi ycol 1980;1991; Khana y col., 1991). o

Sin embargo, se ha reportado que, los macrdfagos mfectcrdoc con &l
virus del dengue liberan un inhibidor de 1I-1 (Roberts y col., 1986; Schur y col.,
1989; Chang y col., 1994). Observando que la secrecidn de II-] se aumenta en
presencia de complejos mrriunes Y se inhibe con concentraciones altas de
IgG'libre agregada, posiblemente por un mec'cmi.é;mo via competencicx tipo 1
por el receptor Fo (Kaufmann y col., 1989), lo que afecta la capacidad del
virus del dengue a infectar monocitos. Por otra parte, -1 estimula tanto la
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procluccion de postraglandina E; e [ como un factor activador de plaguetas,
que son potentes vasodilatares, importantes en la regulacion de eventos
celulares y bioquimicos que ocasionan la formacidn del codgulo, y la
infiltraciédn celular (Dinarello, 1988). Por lo tanto, se ha postulade que la
presencia del inhibidor puede tener un papel importante en la patogénesis
del DHF/D)SS (Chang y col., 1994),

Por otro lado, se ha dernostrado que en el estade agudo del DHF/DSS,
disminuye significativamente la cantidad de proactivador C3 y de los
componentes del complemento Clq, C3, C4, C5-8 (WHO, 1985a, 1985b). Esto
indica que hay una activacidén de la via cldasica del complemento y
probablemente la via alterna. Estd activacidn tiene como resultado la
formacidn de C3a y Cba, que son potentes andfilotoxinas que incrementan la
permeabilidad vascular. Suvatte y colaboradores en 1988 demostrd que en
pacientes con DHF/DSS hay un incrementé de estos compuestos en el
momento del choque en pacientes con dengue (Suvatte y col., 1988).

La infeccidén con flavivirus estimula preferencialmente la formacién de
anticuerpos del tipo IgG2a dirigidos contra la proteina de envoltura del viridn
y cambia dramaticamente la relacion de IgGl/IgG2a (Coutelier y col., 1987),
IgG2a fija complemento eficientemente y activa la respuesta inmune celular.
La proteina NS1 se encuentra intracelularments, asociada a membrana o
extracelularmente (Fan y col., 1990; Winkler y col., 1989). En una infeccién
con flavivirus se encuentran anticuerpos dingidos contra la proteina NS1, que
presentan actividad de fijacién de complerrianto. Cuando NS1 es secretada
actia como un antigeno soluble de fijacién de complemento. La inmunizacion
pasiva con ‘zmticuerpos dirigidos contra NS o la inmunizacion directa con la
proteina NS1 purificada, proporciona proteccion a ratones cuando se infectan
con dosis letales del virus (Gould y col., 1986; Schlesinger y col., 1987).

 VARIABILIDAD GENETICA.

- Lo variabilida genética entre virus de RNA ha sido determinada
mediante diferentes métodos, entre los que se incluyen: determinacion de la



movilidad electroforética de las moléculas gendmicas (Palese y Schulman,
1976), desnaturalizacion parcial de heteroduplex RNA-RNA o RNA-DNA (5mith
y col., 1986), andlisis de huelia RNasa Ty. oligonucleotido (Trent y col., 1933),
digestién de c¢cDNA con enzimas de restriccidn (Walker y col., 1988), digestion
de desaparamientos en heteroduplex RNA-RNA con RNAsa A (Lopez-Galindez
y col., 1988) y secuenciacion nucleotidica de RNA o cDNA,

Trent y colaboradores en 1983, llevaron a cabo andlisis de huella de
los oligonucledtidos generados con RNAsa Ty vy de los patrones de restriccion
enzimdtica entre virus del dengue antigénicarmnente diferentes, obteniendo
que estos presentan pationes especificos y (inicos ain en acuellos virus que
son seroldgicamente iguales, presentando una identidad del 50 al 80%. Esto
ha servido para clasificar aislados del virus del dengue de diferentes partes
del mundo en topotipos. La comparacion de los virus del mismo topotipo
permite conocer el grado de similitud entre su RNA gendmico.

Entender el grado de hetogeneidad gendmica y fenotipica entre los
virus es de gran importancia para entender la epidemiologia de la
enfermedad, el origen de la cepas virales, las caracteristicas antigénicas de
las poblaciones virales especiticas y diferenciar entre cepas vacunales y
parentales.

Las mutaciones a nivel genético en virus RNA ocurren con una
frecuencia muy elevada (Holland y col., 1982; Steinhaurer y Holland, 1986).
debido a que el grado de error de las RNA polimerasas virales (incluyendo la
transcriptasa reversa de retrovirus) son del orden de 104 bases por ciclo de
replicacién (Dougherty y col., 1988). Para estas RNA polimerasas no existe un
mecanismo de correccidn, como el que presentan las DNA polimerasas de
procariotes y eucariotes. Por tal motivo, se propone que un genoma de 10 Kb
de un virus RNA debera ser Gnico y por lo tanto, debercx'existif-como una
mezcla de poblaciones con genomas cercanamente relacionacdos,
denominados quasiespecies. Una quesiespecie estd sujeta a presiones
selectivas, el'sistema inmune del huésped, terapias antivirales, etc. Asi
mismo, podrian producir un modelo de enfermedad caracterizado por ser de _
perfodos muy largos o producir infecciones cronicas, sin ser eliminadas por el
huésped. Por estas razones se ha incrementado el interés de oS invéstigadores
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sobre el estudio de las quasiespecies como un punto critico para entender la
patogénesis causada por virus de RNA.

El genoma de poliovirus tiene un grado de variacion de cerca de 2
bases sustituidas por semana durante una epidemia, por esta razén los
andlisis de huella solo sirven para relacionar dislados separados de la
infeccién ancestral por no mds de 3-5 anos (Nottay y col., 1981).

La relacién existente entre la heterogenidad gendmica y su influencia
en la virulencia ha sido muy documentada en diferentes tipos de virus. En el
caso de rotavirus (cepa de rotavirus porcino, familia Reoviridae), existen dos
variantes, que fueron aisladas en placa por dilucién limitante sobre una
monocapa de células de riidn de mono MA104. Estas han sido adaptadas a
cultivo, y difleren en su propiedades de crecimiento. La variante 45 crece mds
répido y produce placas liticas grandes, después de 4 o § dias postinfeccidn,
mientras la variante 4F produce solamente placas liticas pequenas en 10 - 12
dias. Por otro lado, ambas presentan diferencias significativas en
patogenicidad cuando son inoculadas en cochinillos silvestres, estas
presentan el mismo titulo viral, pero la variante 4F llega a ser mas patogénica
después de 4 a 5 pases mientras que la variante 4S5 no es patogénica (Burke
y col,, 1994), Estas también difieren en sus regiones de corte con tripsina, 4F
tiene el sitio de corte similar a la cepa parental y presenta las 19 prolinas
altamente conservadas en el gen VP4 de rotavirus, mientras que la variante
4S tiene una regién de corte poco comin vy solo contiene 17 prolinas. Estos
aislados mostraron un 67.2 % de identidad a nivel de nucledtidos y un 70.6%
de identidad a nivel de aminodcidos.

En el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IHNV), un
rhabdovirus, se ha observado una correlacién entre los cambios en el
tropismo a tejido con cambios especificos en el genoma del ,vir_usble cuatro
variantes resistentes a  neutralizacién seieccionadqs_ con anticuerpos
especificos dirigidos contra la proteina G’(R‘B~2, RB-3, RB4 y RB1). Las tres
brimeras mostraron ligera atenuacién intectando -higade vy tejido
hematopoyético en peces. La secuencia del gen G de es‘tasv vdriqntes' no
mostrcxrori cambios sighiﬁcativos con respecto al gen pareritcﬂ; sin embargo
con la variante RB-1, G que presenta dos cambios en los aminodcidos 78 y
218, se alterd dramdticamente su estructura secundaria, perdiendo
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completamente su capacidad patogénica. Por lo ue se propone que estos
cambios sean responsables del tropismo alterado en estos virus (Kim y col.,
1994).

En el caso del virus Semliki Forest, existen dos variantes: una cepa
virulenta (SFV 4) y una no virulenta (SFV A7) al remplazar el gen que codifica
para la glicoproteina E2 de la variante SFV4 con el gen E2 de la cepa no
virulenta, SFV4 medificada presenta un comportamiento similar a la cepa SFV
A7 cuando es inoculada i.p. en ratén. En cambio la cepa SFV4 original
praoduce una letalidad en ratén del 80%. Al llevar a cabo la secuencia de este
gen se observo una diferencia de 34 nucledtidos, presentdndose un cambio
a nivel de secuencia de aminodcidos en la posicidn 162 de una Lys por un
Glu; esta sustitucidon convierte a SFV4 en una cepa atenuada (Santagati y
col., 1995).

Otros ejemplos en donde se manifiesta la importancia del cambio de un
aminodcido en la virulencia son: El virus de la coriomeningitis linfocitica
donde el cambio de Gly por Gln en la posicidn 1079 en la polimerasa afecta
el tropismo a macrdfago y su persistencia viral (Matloubian y col., 1993). El
virus del mosaico del tabaco, virus de la anemia infecciosa equina, virus del
sarampidén, virus de Theller, y variantes de la vacuna de poliovirus, donde la
sustitucién de un aminodcido en las proteinas de envoltura confiere diferentes
fenotipos con neuroviluencia atenuada o incrementada, resistencia a drogus,
yvl/o cambios en el tropismo celular. |

El virus de la inmunodeficiencia adquirida (HIV) ha sido de los mds
estudiados en la variabilidad genética y su relacién con la virulencia. Shioda
y colaboradores analizaron la tercera region hipervcricxble (V3) de la |
glicoproteina de envoltura gp120 de quasiespecies del virus HIV aisladas de
un individuo infectado (Shiocda y col., 1994), encontrando que aquellas
especies que presentaban una sustitucién de un czminodcido bdsico (Lys por
Asp) en la posicidn 323 de gpl20, (una de las 4 posiciones claves que
determina el tropismo celular), ocasidnabc: V_que la pobldéién fuerd‘distintcx en
un corto periodo de tiempo, ya que le conferia la capacidad de replicarse en
todas las lineas de célulcis T humanas. El cambio de un aminodcido dcido en
la misma posicién, permitia que el virus creciera mds 1apido, perrb este no
crecia en todas las lineas de células T. Por otro lado, una sustitucién polar en
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el aminodcido 2 de la glicoproteina gp41 de HIV, que es una proteina que
media la fusidn a membrang, interferia con la formacidn de sincicio y con la
capacidad de infeccidn del virus de una manera dominante (Freed y col,,
1992; Grimaila y col., 1992),

Como se menciond anteriormente en flavivirus se han utilizado tanto
ensayos de huella de RNA como del polimorfismo de restriccion enzimdtica,
como herramienta para estudiar la divergencia geneética de: aislados
independientes de un darea geogrdfica especifica; de aislados obtenidos a
tiempos distintos y en algunos casos aislados con diferente grado de
virulencia. Estudios llevados a cabo con aislados del virus de la encefalitis de
San Luis (SLE), obtenidos durante 30 arnos de las orillas del rio Mississipi,
indicaron que los flavivirus no sufren cambios genéticos rdpidos (Trent y col.,
1981). Mds adelante los andlisis de huella del virus JEV (Hori y col., 1986b) y
del virus de la encetalitis del Valle de Murray (Coelen y McKenzie, 1988)
permitieron concluir que el genoma de los flavivirus cambia muy poco
cuando es transmitido tanto en mosquitos como en su huésped natural o en
cultivos celulares (Hori y col., 1986a.b).

En el caso del virus del dengue, se ha visto que DEN4 presenta un solo
genotipo alrededor del mundo. La variaciéon de secuencia en la proteina E de
virus DEN4 es de 4.9% , este porcentaje es mds bajo que con los otros serotipos
del virus del dengue. Con respecto a esta proteina (E) la maxima divergencia
se encontrd en DEN3 (12.3%) (Chungue y col., 1993), en DEN2 fue del 20 %
(Deubel y col., 1993) y del 6.9 % para DEN1. Sin embargo, las cepas del
Pacifico del Sur y de América que presentan un 99 a 100 % de identidad, |
mostraron una relacién mds cercanc entre el mismo genotipo que entre las
cepas de Asia y Africa (4.9% de _divefgencia)v.j Esta. divergencia
probablemente refleja diferentes propiedades biolc’)giccxs entre los virus; por
ejemplo: DEN2 Y DEN3 presentan diferentes niveles de replicaciéon con
respecto a DEN4 (el cual es muy bajo) y a esto se ha asociado a que se aislen
con mds frecuencia en infecciones (Chunge y col., 1995). Estas observaciones
sugieren que la frecuencia de mutacién en el virus del dengue esté
relacionado con el nivel de replicacion viral en mosquito y en el humano
(Scott y col. 1994). El promedio de mutaciones al azar del gen E es de 0.1 al
0.2 % por aio. Sin embargo estudios del gen E de cepas de DENI] y DEN4
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distantes mostraron una estabilidad marcada. Cepas del virus del dengue del
mismo serotipo varian en su secuencia de aminodcidos del 1.4% (DEN4) al 10
% (DEN2) (Deubel y col., 1993).

En flavivirus se ha ohservado la existencia de cepas especificas cue
presentan diferencias marcadas en su capacidad neurovirulenta y/o
neurcinvasiva. Se han obtenido cepas atenuadas a través de pases sucesivos
en cultivo celulares y de esta manera se aislaron la cepa vacunal 17D de
fiebre amarilla (Theiler y col., 1937); la SA-14 para encefalitis japonesa (Yu y
col., 1988; Nitayaphan y col., 1990} y diferentes cepas atenuadas para los
distintos serotipos del dengue (Yoksan y col., 1986). Estudios de las cepas
parentales con las vacunales han revelado dalgunas de las bases moleculares
de la virulencia en flavivirus, pero la mayoria de las mutaciones encontradas,
estdn localizadas a lo largo de todo el genoma viral.

En el virus de la encefalitis japonesa, la cepa P3 es altamente virulenta
y neuroinvasiva, mientras que las cepas SA14/US.A. y 5892 son solamente
neurovirulentas. La cepa P3 a diferencia de la cepa S892, se multiplica
rapidamente y alcanzando una infectividad mayor cuando son inoculadas
intraperitonealmente en ratones. Cuando la cepa SA14/USA es inoculada en
ratones por la misma via, estos no mueren. Sin embargo la similitud
gendmica entre las cepas P3, 5892 y SA14/USA es del 97.8% a nivel cde
nucledtidos y del 99 % a nivel de aminodcidos, Las cepas P3 presenta 33
aminodcidos diferentes con respecto a 5892 y 21 aminodcidos cuando es
comparada con la cepa SA14/USA, 9 de estos aminodcidos estan en la
proteina E de varias cepas de JE, y aunque no se han identificado como
determinantes moleculares de la virulencia, se sugiere que estos cambios
estén directamente relacionados con la misma ( Ni y Barmnet, 1996).

Con el virus DEN1, la cepa desarollada en Thailandia por
Bhamarapravati y col. difiere de la parental (#16007) en 39 nucledtidos v 18
arninodcidos (Barret y col. 1990; Dunster y col., 1990). En DEN-2 la diferencia
entre una cepa atenuada y la parental es de 53 nucieotidos (Block y col.
1992). En fiebre amarilla la dife_rencicx entre las cepas vaﬁcundles 17D-204,
17DD vy la 17D-213 comparada con la cepa Asibi (parental) es de 50
nucledtidos y 13 aminodcidos. Estos cambios se encuentran _distribu'idos a lo

largo del genoma viral v 5 de ellos caen en el gen que codifica para la
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proteina E (aminodeido 52,173, 200, 305 y 380) los cuales se sabe que estdn
implicados en atenuacién. Dos de las mutaciones (aminodcido 52 y 200)
estan presentes en la secuencia de fusidn del dominio I, dos cambios
(posicidn 305 y 380) caen en el dominio III, y el otro cambio (aminodcido 173)
en el dominio | esta proteina. Las mutaciones en la posicién 173 y 380 se
presentan cerca de un epitope de neutralizacidon y de virulencia mapeado
en mutantes de escape del virus de TBE.

Rey y colaboradores, localizaron todas las mutaciones que afectan el
enlace de anticuerpos monoclonales neutralizantes a epitopes especiticos
sobre la glicoproteina de envoltura del virus TBE (Figura 1la), algunos de
estos son spitopes individuales que solo son reconocidos cuando la proteina
sufre un cambio conformacional a pH dcido, o cuando esta presente la
proteina prtM  en los viriones inmaduros. Al mismo tiempo, identiticaron sobre
el dimero de la proteina de envoltura del virus de TBE todas aquellas
mutaciones que afectan la virulencia en flavivirus que han sido reportadas en
la literatura (Figura 11b).

Ellos observaron que las mutaciones se presentan en tres regiones sobre
la estructura tridimensional de la proteinc: 1) la cara distal del dominio III; 2)
la base del dominio II; y 3) en laregién de contacto que se encuentra entre la
interfase del dominiol/dominio IlII y el asa ¢d de la subunidad opuesta. Los
cambios que ocurren en las dos Gltimas regiones estan relacionadas con la
virulencia porque afectan la transicidn del cambio conformacional que se
lleva a cabo a pH bdjo. En contraste, las sustituciones sobre la cara distal del
dominio Ill, cerca del asa FG, afectan principalmente la capacidad de unién
a la célula. El asa FG contiene la secuencia Arg-Gly-Asp (RGD), que es un
motivo que es reconocido por integrinas tales como el receptor de
fibronectina tipo Iil. Las mutaciones que afectan la virulencia y/o el tropismo
celular caen dentro de esta regién (Rey y col., 1995),

Datos obtenidos con mutantes de eséapé a anticuerpos monoclonales
(Cecilia y col, 1991; Holzmann y col., 1990; Jiang y col..1993; Lobigs y col.,
1987), con mutantes que son cdpaéés de‘infec'tar diferentes huéspedes
(Lobigs y col., 1990) revertantes en \firulencicx (Jennings y col., 1993) Yy con
clonas de cDNA inteccioso de DEN4 y JE generadas por ingeme:ict genética
(Sumiyoshi y col., 1992), demostraron que kit proteina E tiene un papel muy
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Figura 11. a). Localizacién de las mutaciones que atectan el enlace de
anticuerpos monoclonales neutralizantes a epitopes de la proteina E de TBE.
(V) representan los sitios enmascarados 6 ( V) expuestos por prM. (# Marca los
sitios donde el enlace del anticuerpo monoclonal disminuye cuando la proteina
es expuesta a pH bajos. :

b). Localizacidon de las mutaciones que afectan la virulencia de varios flavivirus.
Estas mutaciones se localizan en 3 regiones sobre la estructura tridimensional
de la proteina. Las mutaciones de las posiciones 52 (Hasegawa y col., 1992),
136, 271 y 336 (Cecilia y col., 1991) son el virus de encefalitis Japonesda; en el
virus de la encefalitis del Valle de Murray, el cambio en las posiciones 280 vy
387 ( Lobings y col., 1990); substituciones en la posiciones 104 y 107 de un virus
quimérico de TBE/ dengue 4 (Plelnev y col., 1993); en el aminodcido 171 (Mandl
y col.. 1988) y 384 (Holzmann y col., 1990) del virus de TBE y en el sitio de
glicosilacidén (154) del virus quimérico de TBE/ dengue 4 (Pletnev y col., 1993).
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importante en la determinacién de la virulencia en flavivirus. La sustitucion
de un aminodcido en la proteina E puede ocasionar un cambio drarndtico en
la virulencia de la cepa; tal es el caso del virus quimérico de DEN4, al cual se
sustittuyd el gen E por el de TBE, resultando un virus con el fenotipo de
neurovirulencia de TBE (Pletnev y col., 1993),

En el caso del virus causante de encefalitis Japonesda, mutacioneas en lds
posiciones 52 (Hasegawa y col., 1992), 136, 271 y 336 (Cecilia y col., 1991); en
el virus de la encefalitis del Valle de Murray, el cambio en las posiciones 280
y 387 (Lobings y col., 1990); sustituciones en la posiciones 104 y 107 de un
virus quimérico de TBE/ dengue 4 (Pletnev y col., 1993); en el aminodcido 171
(Mandl y col., 1988) y 384 (Holzmann y col., 1990) del virus de TBE y en el sitio
de glicosilacion (154) del virus quimérico de TBE/ dengue 4 (Pletnev y col.,
1993) en la proteina E del virus afectan la virulencia de las cepas. Ademds se
ha demostradoe que mutaciones en la proteina NS1 que afectan la
neurovirulencia. Sin embargo, los mecanismos responsables de un fenotipo
atenuado o virulento se desconocen.

Recientemente Schlesinger y col. compararon la capacidad de
replicacién en el sistemc nervioso central de la cepa Poterfield PYF
neuroadaptada con una cepa no-neurcadaptada YF5.2iv de fiebre amarilla.
La diferencia entre estas dos cepas fue la distribucion del virus a través de la
neuraxis, encontrando que la cepa YF5.2iv necesita mds tiempo para
replicarse en SCF y glandulas adrenales, mientras que la cepa PYF se replica
mds rapidamente, obteniéndose de 1000 a 10000 titulos mds altos que con
YF5.2iv, sugeriendo que existen factores virus-especificos importantes en la
patogenesis de una encefalitis fatal en el ratdn (Schlesinger v col., 1996).
Después de llevar a cabo la secuenciacién de clonas ¢DNA de la regién que
codifica para E/NS1 de la cepa PYF, en&:ontraron que habia cambios de
aminodcidos en la proteina E con respecto a la sécuenc_ia de la cepa YF5,2iv
(RS2 -G, 1173 3T, F305 —V, R380 —T y [462 —M). Posteriormente, estos
investigadores generaron virus recombinantes intertipicos PYF/YFS 2iv (YF5.2iv
con las mutaciones observadas en el gen E de PYF) con el fin de conocer la R
impbrtan&:icx de estos cambios en la neurovirulencia. Encontraron que los
- cambios en la pOSiCiéxl 380 y 462 eran los Gnicos que estaban involucrados
en la neurovirulencia. Ademds estos cambios los 'presentaron las cepus



parentales Asibi, vicerotrdpica French y neurotrépica de fielbre amarila
cuando compararon las secuencias. El hecho de que estas sustituciones sean
comunes en las cepas virulentas de fiebre amarilla sugiere que estos residuos
pueden ser los responsables de conterir a la proteina E propiedades
tuncionalmente importantes en la patogenesis (Schlesinger y col.,, 1996).

Con el fin de desarrollar una vacuna tetravalente para el virus del
dengue (el cual presenta 4 serotipos), Chen y colaboradores, han construido
virus quiméricos intertipicos DEN1/DEN4, DEN2/DEN4 y DEN3/DEN4 los cuales
contienen los genes C-preM-E o solamente PreM-E de DEN1o DEN2 o DEN3 y los
demds genes de DEN4, ohservando que estos virus quimeéricos presentan una
disminucién en su eficiencia de replicacidon comparada con los aislados
parentales de DEN1, DEN2 o DEN3. Estos mismos autores producen dos
sustituciones en DEN3, Thr 435 — Leu y Gluité — Lys, los cuales confieren
capacidad neurovirulenta en ratdn a DEN4 y DEN2. La sustitucion de Thr 43¢ -
Leu, abate el sitio potencial de glicosilacidon, generande una proteina E
identica en tamano a la proteina E del virus parental de DEN3, indicando que
este sitio, normalmente no se uliliza. La mutante quimérica con la sustitucion
de Gludcs — Lys, fue inoculada intracerebralmente en ratones, resultando
neurovirulenta, a diferencia de la parenteral y de los virus ¢quimeéricos que no
'presentan este cambio, los cuales no fueron neurovirulentos (Chen y col.
19995).
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA.

Uno de los principios bdsicos en el estudio de la patogénesis de las
infecciones virales, es el andlisis de las caracteristicas tanto del virus como del
hospedero, los cuales son f{actores importantes que contribuyen al
establecimiento y severidad de la infeccidén. Rosen (1977) propuso que el
DHF/DSS es causado por variantes del virus del dengue con un potencial
patogénico aumentado y esta variacién influye en el grado de virulencia de
las cepas virales en su hospedero. Por ofro lado, también se ha demostrado
(Schlesinger, R.W., 1980) que los aislados del virus del dengue que provienen
de casos humanos contienen una mezcla de poblaciones que tienen
diferentes propiedades en virulencia. Estas pobldciories son und mezcla de
variantes que producen en un ensayo de placa litica, placas de diferente
tamano. Las variantes que producen placa litica pequena estan
relacionadas con una virulencia atenuada, y son sensibles a temperatura
(Eckels y col., 1976, Harrison y col., 1977).

En el laboratorio, hemos observado que dentro de un mismo daislado
viral existe una heterogenidad grande en la poblacion en un e'nsayo de
placa litica. Se ha reportado que el tamano de la placa litica esta
directamente relacionada con la virulencia. asociando la formacién de una |
placa chica a un fenotipo atenuado. Sin embargo, no se sabe si el
polimorfismo fenoctipico existente en una poblcxéién heterogénea esta
relacionado con cambios a nivel gendmico vy si et heterogenidad gendmica
tenga influencia directa en la expresidn de la vitulencia en las cvepcr's.



OBJETIVOS

Andlizar las bases gendmicas del polimorfismo  existente en diferentes
poblaciones de un mismo aislado viral (dengue 2) y su relacidén con la
expresion de neurovirulencia en un modelo de encetalitis murina.

* [dentificacion y clonacion de diferentes poblaciones virales en un aislado de
dengue 2 mexicano por ensayo de placa litica.

* Purificacidn de RNA viral de cada una de las poblaciones identificadas.

« Clonacién del cDNA que codifica para la glicoproteina gpé0 del virus del
dengue, en el vector pGEM4 que contiene los promotores para SP6 y T7 RNA
polimerasa para la obtencién de una ribosonda especifica marcada
uniformemente por transcripeidn_in, vitro.

« Formacién de heterohibridos RNA:RNA utilizando una riboséndd especifica
para gpé0 v el RNA de cada poblacion viral,

» Andlisis de los patrones electroforéticos (UREA-PAGE) de los fragmentos
obtenidos por digestion con RNasa A de los heterohi}:)ridos.RNA:RNA. ' '

v Identmca01on de las regiones variables en cada una de las clonas awladas
Y c:mplificacion de estas por medioc de la recccion en cadena de la
polnnerqscx (PCR) utilizando ollgonucleotldos especmcos que tlcmquean estas
_ reglones '

e Secuencu:tcmn directa de las regiones vanables a pctrtn' de los productos de
amplificacién de cada clona. ‘

. Evc:lucrc:lon de la neurovirulencia en cada una de lcxs clonas utlllzcmdo un -
modelo de encetalins murina.
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DISENO EXPERIMENTAL

Subclonacion del gen que codifica dentificacion y clonacion de diferentes
para la proteina E de DEN-2PR en poblaciones virales del aislado de DEN-
el vector pGEM-4Z 2M por ensayo de placa litica
Obtencion de la ribosonda por Purificacion del RNA viral de
transcripcion in vitro las diferentes poblaciones

utilizando T7 RNA polimerasa virales clonadas

Formacién de heterohibridos RNA:RNA y digestion de los
| mismos con ANAsa A

Andlisis de los patrones electroforéticos de los fragmentos
generados después de la digestién con RNAsa A.

Evaluacion de la expresién de

neurovirulencia en un modelo-

- experimental de encefalitis
- murina

- Secuenciacion de las clonas con
- heterogeneidad gendmica
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MATERIALES Y METODQOS

Células y virus.

El aislado de dengue mexicano (200787/1983) serolipo 2 (D-2M) vy &l
aislado de Puerto Rico DEN-2PR159 S1 (cepa vacunal) se obtuvieron a partir
de mosquitos infectados (donados generosamente por el Dr. Gubler de los
Laboratorios San Juan, CDC de San Juan de Puerto Rico). La cepa viral 200787
inicialmente se aislé de un caso de dengue clésico durante una epidemia en
el estado de Guerrero, México, en 1983. Posteriormente se propagd en la linea
celular TRA-284, la cual proviene de la larva del mosquito Toxorhychites
ambojnensis. Los virus se identificaron por medio de inmunofluorescencia
directa (Henchal, 1983), y posteriormente se ratificd el serotipo mediante
inmunofluorescencia indirecta con ayuda de anticuerpos monocclonales
(Mabs) especificos para cada serotipo. El aislado de Indonesia comreponde a
una mezcla de sueros humanos obtenidos de un brote de dengue
hemorrdgico en 1986 en Indonesia, fue obtenido de los laboratorios CDC de
San Juan de Puerto Rico al igual que la cepa de dengue 2 Nueva Guinea C.
Los virus se amplificaron en células LLC-MK2, las cudles se mantuvieron en
medio DME-M complementado con 2.5 % de suero fetal bovino (SFB) a 37°C y
5% COa.

Aislamiento, clonacién y titulacion de las poblaciones virales.

La titulacién vy clonacion de las diferentes poblcxciones virales, se llevd

a cabo mediante el enst:yo de placa. litica de cxc:uerdc a la téenica descrita
por Dulbecco en 1952. Para llevar a cabo este ensayo se tituizaron 5x 105
celulcts LLC-MK2 formando una monocapa las cuales se mtectaron con und -
ultiphcidad de inteccton (m.o.i) de 0.1 a partir del stock de D-2M (4 x 108 _'
p.fu/mb. A los 8 dias postmfeccxon las MONoCapds se tifieron:con 1.5 ml de
una solucién al 0.1% de rojo neutro en solucidén bcxlcmceadct de Hanks‘
(Choppin 1986) De las placas liticas formadas se escogieron al azar placas



de diferentes tamarios (4 pequenas, 4 medianas y 3 grandes). Cada una de
las clonas fueron subclonadas y consecutivamente seleccionadas hasta que
se obtuvieron poblacidénes homogéneas (5 veces). Una vez purificadas, estas
se amplificaren mediante pases sucesivos en células LLC-MK?2 obteniendo de
esta manera los stock para cada clona.

Purificacion del RNA viral.

A partir de células MK2 previamente infectadas con 0.1 m.o.i del virus
D-2M o con cada una de las clonas se llevd a cabo la purificacion del RNA.
Las células se cosecharon al octavo dia postinfeccion, y se lavaron 2 veces
con PBS (NaPO3 10 mM, NaCl 0.15 M, pH 7.4). A continuacién, se les agregd
una solucién de tiocianato de guanidina (tiocianto de guanidina 47 %,
sarcosyl 0.5 %, A-mercaptostanc] 0.1M). Al lisado celular obtenido se le
afadid 1 gr de CsCl/2 mi y se colocd sobte 1.5 ml de una soluciéon de CsCl 5.7
M, 0.1M EDTA. Las muestras anteriores se centrifugaron durante 3:30 horas a
85 000 r.p.m.; posteriormente, el precipitado obtenido se resupendid en 200
Hl de agua grado milicu estéril. Finalmente el RNA viral se exirajo con
cloroformo: butanol 4:1 (2X) y se precipité con 1/10 de acetato de sodio 3M,
PH 5 vy 2 volumenes de etancl, guardandose « -70¢ hasta su uso (Schlesinger,
1977). Para determinar la especificidad del mismo se llevé a cabo un
andlisis de Nothern blotting utilizando una sonda que reconoce al gen que
codificat para la proteina E del virus del dengue (Maniatis y col., 1989),

Sintesis de DNA complementario (cDNA) del gen que codifica para la proteina
E viral.

La sintesis de la primer'a cadena del cDNA del gén.qu'e codifica parag la

proteina E de cada una de las clonas, se llevé a cabo a partir del RNA viral,
con la ayuda del iniciador TM3 (TabquII') siguiendo el método RT-PCR (reverse
transcriptase-polyrnerase chain reaction) (Saiki y'col.,' 1988). Br:e've’mente: 5

Ly del RNA'virdl'con 10 pM del primer fueron desnaturalizados a 94°C .
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- Nucledtido Sequencia (5"-> 37) Enzima de restriccién

(subrayado)

A T G
2421-2402 atccgcQGTACCTAGGCCAGCACCATAACTCCCA Kpnl

-

920-939 actctaAGATCTCGCTCCTICAATGACAATG Bglll

2051-2076 TCGGAGACAGCTACATCATCATAGG
2230-2250 ACCTGGETGGAGAGAGCCTTTCC



durante 5 min. e inmediatamente después se colocaron <« 4° C/ 10 min.
Posteriormente, se agregd 1 ptl de 10 mM dNTP's, 4 1l de bulffer de reaccién 5X
(250 mM Tris-HCI, pH 8.3, 376 mM KCl y 15 mM MgCl,), 2ulde O.1IM DIT vy 1| pl
de la enzima transcriptasa reversa de moloney murine leukemia virus (200
U/ul) vy se dejd la mezcla de reaccidn incubar a 37° C por 1.5 hrs. Al término de
este tiempo, se arnadid el iniciador TM4 (Tabla ) para llevar a cabo la
sintesis de la segunda cadena del cDNA. por medio de PCR (Saiki y col., 1988).
El programa de PCR comprendic un pase inicial denominado “Hot Start” a 65°
C durante 10 minutos, seguido por un calentamiento a 94° C durante 2
minutos. A continuacién, las muestras se sometieron a 45° C por 30s, 72° C
durante 90 s y 94 ° C por 30 s, 35 veces, y por Gltimo, estas se sometieron a
72° C por 7 min. Cada 100 u! de reaccién contenia: 0.2 mM de cada
nucledtido (AATP, ACTP, dGTP, dTTP), 10 ul de buffer de reaccién 10X (15 mM
MgCl,, 500 mM KCl, 1.5 M Tris-HCI, pH 8.7), 20 pl de la reaccion de sintesis de la
primera cadena de ¢DNA, 200 pM del par del iniciadores (TM3 y TM4) y 1
unidad de Taqg polimerasa (Perkin Elmen).

Sintesis de la ribosonda especifica del gen E

La sintesis de la ribosonda especifica del gen que codifica para la
proteina E, se llevd a cabo utilizando el cDNA de la cepa de Den-2 PR-1 59, el
cual fue sintetizado siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Este
cDNA se clond en el plasmido pGEM/4 en el sitio Sma | y con ayuda de T7
RNA polimerasa y a-32P-ATP, finalmente se obtuvo ‘una ribosonda
uniformemente marcadda. La sintesis se llevé a cabo en 20 ul de reaccién a
37° C durante 60 minutos, con 0.1- 0.5 pg del pldsmido recombinante
linearizado (digerido con la enzima de restriccién Pvu VII'). 4 1 de buffer de
transcripeién 65X, 2ul de 100 mM DIT, 1l de RNasin (25 U/ pl), 2 pl de una
solucién de NTP's (250 pM de CTP, GTP y UTP y 50 pM ATP), 80 pCide [-32P]
ATP (400- 800 Ci/mmol) y 1l0-156 U de T7 RNA polimerasa. Posteriormente, el
' DNA templado se digirié con 10 unidades de DNasa libre de RNasa durante
15 minutos a 37° C y finalmente, el RNA marcado fue extraido con fenol Y
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purificado a través de una columna de Sephadex G-50 previamente saturada
con 10 ug de tRNA (Cristina y col., 1990).

Hibridizacidn y digestién con RNasa A (mismatch).

La ribosonda obtenidca en el ensayo anterior (20 000 a 200 000 ¢.p.m.),
se hibridd durante 2 hrs a 45°C con 10 - 30 pg de RNA viral, extraido a partir
de células infectadas. Inicialmente, RNA viral y la ribosonda fueron
coprecipitados con una décima de volimen de acetato de sodio 3M pH 5.2
y 3 volimenes de etanol durante 30 minutes a 80° C. Una vez coprecipitados
se resuspendieron en 3 {ll de dgua, se le anadieron 30 ul de buffer BHR (40 mM
PIPES pH 6.4, 400 mM NaCl, 1 mM EDTA y 80 % formamida desionizada) y se
incubd a 90° C / 5 minutos, seguido de un periodo de incubacion de 2 horas a
45° C. Una vez llevada a cabo la hibridizacidén se anadid a la mezcla de
reaccién RNAsa A a una concentracion final de 60 pg/ml y se incubd durante
15 minutos a 37°C. Los productos de digestiéon fueron desproteinizacos con
fenol, precipitados con etanol, y separados a través de un gel UREA-PAGE al 4
y 6.8 % (40 cm de longitud) visualizdndose mediante autoradiogratfia.

Secuenciacion del gene E de las diferentes clonas.

La secuenciacion del gene que codifica para la proteina E de cada
clona se llevé a cabo por 3 diferentes métodos: 1) sigtﬁendo el método de la
cadena terminal con dideoxinucledtidos utilizando (355JdATP (ICN) (Sanger y
col., 1982), asi como con el kit de Sequenase (USB). A partir del RNA viral, se
amplificé el gene E utilizando el ensayo de RT-PCR descrito anteriormente. El
producto amplificado (1487 pb) se clond en el vector M13mpl8 y M13mp19,
y una vez clonado, se purificd el DNA de cadena sencilla para posteriorment,

llevar a cabo la secuenciacién. 2) Por secuenciacién directa del gene E
cxmplificcido por PCR de acuerdo al método de Nichols y Raben (1994) con
ayuda del kit AmpliTaqR Cycle Sequencing (Perkin Eimer) y 3) Finalmente, se
llevéd a cabo la Secuenciacién directa del producto de amplificacién de la
region que comprende del nucledtido 2051 al 2250. Es en esta regidén donde
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se encontraron diferencias a nivel de secuencia. En la secuenciacion se utilizd
1 ul del producto de amplificacién de todo el gene E, desnaturalizado a 94° C
durante 5 minutos, en presencia de los iniciadores P14 y P15 (Tabla II). Las
reacciones de secuenciacion fueron analizadas mediante electroforesis en
geles de Tris-Boratos-Urea (Maxam y Gilbert, 1980). El analisis de las secuencia
se llevd a cabo con la ayuda del programa PCGene (Intelligenetics).

Establecimiento de un modelo encefalitico murino.

Con el objeto de evalucar la virulencia de cada una de las clonas, se
establecié un modelo encefalitico murino utilizando ratones lactantes BALB/c
de 8 dius de nacidos, los cuales fueron inoculados intracerebralmente con 20
il del virus del dengue a diferentes concentraciones, para determinar la LD
50, de acuerdo al método de Reed y Muench. Una vez infectados los ratones,
se observaron durante un mes, llevandose un registro de la aparicién de
sintomas caracteristicos de una infeccién encefalitica (erizamiento del pelaje,
pardlisis, muerte), con respecto a la cantidad de virus inoculado.

Una vez que se determiné la LD50 se llevé a cabo la determinacién de
la virulencia de cada una de las clonas inoculando a los ratones 100 LD 50,
observdandolos durante 1 mes. '



RESULTADOS.

Identificacién y clonacion de las poblaciones virales

A partir del aislado viral de dengue 2 mexicano, se identificaron y
clonaron 11 poblaciones homogéneas. Para la obtencidén de las mismas,
fue necesario llevar a cabo § subclonaciones consecutivas, seleccionando
siempre placas liticas pequerias, medianas y grandes, que estuvieran
perfectamente aisladas y presentaran un fenotipo diferenciado. De esta
manera se obtuvieron: 4 clonas denominadas D2MS1, D2MS2, D2MS3 vy
D2MS4 que producian un tamario de placa litica con un didmetro menor de
0.1 mm; 4 clonas que formaban placas liticas de 1.5 a 2 mm de diametro
designadas D2MM1, D2MM2, D2MM3 y D2MM4; y 3 de placa litica grande de
3 a 4 mm de didmetro denominadas D2ML2, D2ML3 y D2ML4 (Figura 12). Fue
necesario levar a cabo 10 pases consecutivos adicionales para aumentar el
titulo viral de cada una de las clonas, en el Gltirno pase, las muestras se
titularon, y al mismo tiempo se comprobo que las poblaciones clonadas eran
homogéneas. Posteriormente, se purificd el RNA viral cotrespondiente a cada
fenotipo y con ayuda de una sonda especifica para el gen E del virus del
dengue, se llevdé a cabo un ensayo de Southern Blot. Los resultados de este
ensayo se muestran en la figura 11b, en la cual podemos observar qque el RNA
purificado tiene aproximadamente 11 Kb, y es reconocido por la sonda

especifica para el gen E del virus. |

Elaboracién de I¢ ribosonda del gen de la proteina E viral.

Para la elaberacion de la ribosonda se utilizo el gen E del aislado DEN-
2PR159 S1 (cepa vacunal), debido a que en un andlisis de alineamiento
multiple de secuencias correspondientes al gen E de 39 diferentes aislados
geogrdficos de DEN 2, observamos que este dislado fue el que presentd
mayor similitud (92%) con el aislado de D2M.
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Figura 12. Placas liticas de clonas del aislado de D-2M obtenidas en
una monocapa de células MK2 o partir de un ensayo de placa.

1. Clonas que producen placas liticas grandes (3 a 4 mm de didmetro).
2. Clonas que producen placas de 1.5 a 2 mm (D2MM).

3. Clonas que producen placas de <1mm

4. Placas liticas producidas por el dislado de D2M

5. Monocapa de células MK?2 sin intectar (Control negativo)
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Inicialmente se llevd a cabo la clonacién del gen E de D-2PR en el sitio
de restriccién Sma I del vector pGEM4. Una vez obtenido el plasmido
recombinante, se sintetizd la ribosonda mediante transcripcidon jn vitre . con
ayuda de T7 RNA polimerasas y un ribonucledtido marcado (Figura 13A).
Durante la purificacion de la ribosonda observamos que la cantidad de
ribosonda generada fue grande, ya que se incorporan armiba de 10 millones
de ¢.p.m. por reaccion.

Seleccién de las condiciones de digestién con RNAsa A de los heterohibridos
RNA:RNA.

Una vez obtenida la ribosonda se llevé a cabo la hibridizacién con los
RNA virales de diferentes aislados de dengue 2: DEN-2PR159 S1 (control 100%
homologia), D-2M, D-2 Nueva Guinea (D-2NGC) y D-2 Indonesia (D-21). Una vez
formados los heterchibridos, estos fueron expuestos a diferentes
concentraciones de RNAsa A (30, 60 y 120 ug/ml), temperatura (15°, 30° y 37°
C) y tiempo ( 15, 20 y 30 minutos), con el fin de establecer las condiciones
optimas de digestion de los heterohibridos que nos permitieran observar
diferencias entre las cepas. Conforme se incrementé la concentracién de
RNasa A y la temperatura de digestién, se obtuvieron patrones
electroforéticos muy complejos y dificiles de interpretar. Cuando los
heterohibridos fueron digeridos con 460 pg/ml de RNasa A a 37° C por 15
minutos, se observé un patidn electroforético complejo pero caracteristico
para cada aislado (Figura 14), el cual fue siempre ﬁnicio y repreducible bajo
las mismas condiciones.

Al mismo tiempo fue necesario establecer la concentracién de
acrilamida de los geles, que nos permitieran separar y diferenciar
perfectamente todos los fragmentos obtenidos en digestion. DeSpués de
correr los fragmentos en geles de acrilamida al 4, 6.8, 8.5 %, observamos que
se presentd una mejor separacién Y resolucién en la concehtracién al 4%, al
correr 80 cms las muestras. |
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Figura 13. A). Obtencién de la ribosonda uniformente marccida con [32P}ATP.
El cDNA que codifica para el gen de la protelnct E fue cloncxdo en el sitio de
restriccién Sma 1 del plasmldo pGEMA4, El plasmido recombmante pGEMdlE

~ fue utilizado para la transcripcién in vitro con cxyuda de T7 RNA polimerasa :

después de que se digirié con Pvu L o

B). Northern blot utilizando una sonda especitica para E, del RNA viral
'punncado a pcxrtu de células MK2 infectadas con las clonas D2MS2, D2MM2 Ve
D2MLI. ’ , )

C). Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificacidon de 1500
p.b. obtemdo por RT-PCR, a partir del RNA viral de las clonas D2MS2, D?MM2 Yy
D2MLL.
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Figura 14. Patrones electrplotéticés de los fragmentos obtenidos de la digestién

con RNasa A de los heterohibridos formados con el RNA vircﬂ de la cepa de D-
2NGC (carril 1), D-2 1 (carmil 2), D-2M (carril 3) y D-2PR (control 100% homologm) _
(camil 4), con la ribosonda (D2PR/E) en un gel al 4%,
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Analisis de la variacion gendmica de las diferentes poblaciones.

Una vez establecidas las condiciones de digestion de los heterohibridos,
se llevé a cabo el ensayo de “mismatch” utilizando el RNA viral de las clonas,
v la ribosonda marcada. En la figura 15 se muestia el patron  de bandas
que presentaron los heterohibridos formados con cada variante,
observandose pocas diferencias en los pertiles electroforéticos formados entre
las diferentes clonas y el obtenido con el D-2M parental. Con D2ML2, D2ML3,
D2ML4, D2MS3 y D2MM2 se observd la aparicidon de una serie de subbandas
en su patrén electroforético, con respecto a los perfiles de las otras clonas,
indicativas de la presencia de cambios a nivel de secuencia nucleotidica
entre ellas y de la heterogeneidad gendmica presente en un mismo aislado.

Para tener una estimacion cuantitativa de la variacion gendmica entre
las variantes, fue necesario hacer un andlisis densitométrico (programa Scan
GS370) a cada uno de los patrones electroforéticos obtenidos, por medio del
cual se determind el nimero total de bandas generadas por cada clona.
Posteriomente se determind el porcentaje de similitud entre ellas siguiendo el
método descrito por Cristina y colaboradores, en 1990. Este cdlculo se
determind con la siguiente ecuacion:

Porcentaje de similitud= __No de bandas comunesde unparde viius . x 2 x 100.
No. total de bandas en el par de virnus

Los resultados obtenidos de este andlisis estan compilados en la Tabla
IV, y fueron indicativos de la variacién gendmica existente entre las diferentes
poblaciones. De esta manera, se observd que las clonas D2MS1, D2MS2,
D2MS4 y D2MM4, presentaron el mismo nimero de fragmentos que el obtenido
con D2M parental (100 % de identidad). Sin embargo el patrén de bandeo
de las variantes D2MS3, D2MM1 y D2MM3 tuvieron un 83.7, 90 y 94.7 % de
similitud respectivamente. Finalmente, D2MM2, D2ML2, D2ML3 y' D2ML4
presentaron un 78.2 % o menos de similitud. Estos resultados, sin embargo, solo
representan un indice de las diferencias a nivel genémico entre las clonas.
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Andlisis de la variacion gendmica de diferentes poblaciones dentro un mismo
aislado viral.

Una vez establecidas las condiciones de digestion de los heterohibridos,
se llevd a cabo el ensayo de "mismatch’ utilizando el RNA viral de las clonas,
y la ribosonda marcada. En la figura 15 se muestra el patrén de bandas
que presentaron los heterohibridos formados con cada variante,
observandose pocas diferencias en los perfiles electroforéticos formados entre
las diferentes clonas y el obtenido con el D-2M parental. Con D2ML2, D2ML3,
D2ML4, D2MS3 y D2MM2 se observd la aparicion de una serie de subbandas
en su patrén electroforético, con respecto a los periles de las otras clonas,
indicativas de la presencia de cambios a nivel de secuencia nucleotidica
entre ellas y de la heterogeneidad gendmica presente en un mismo aislado.

Para tener una estimacion cuantitativa de la variaciéon gendmica entre
las variantes, fue necesario hacer vn andlisis densitornétrico (programa Scan
GS370) a cada une de los patrones electioforéticos obtenidos, por medio del
cual se determindé el numero total de bandas generadas por cada clona.
Posteriomente se determind el porcentaje de similitud entre ellas siguiendo el
método descrito por Cristina y colaboradores, en 1990, Este cdlculo se
determind con la siguiente ecuacion:

Porcentaje de simililud= __No, de bandas comunesdeun parde viris. ¢ 2 x 100.
No. total de bandas en el par de virus

Los resultados obtenidos de este andlisis estan compilados en la Tabla
IV, v fueron indicativos de la variacién gendmica existente entre las diferentes
poblaciones. De esta manera, se observé que las clonas D2MS1, D2MS2,
D2MS4 y D2MMA4, presentaron el mismo nimero de fragmentos que el obtenido
con D-2M parental (100% de identidad). Sin embargo el patrdén de bandeo
de las variantes D2MS3, D2MM1 y D2MM3  tuvieron un 83.7, 90 y 94.7 % de
similitud respectivamente. Finalmente, D2MM2, D2ML2, D2ML3 y D2ML4
- presentaron un 78.2 % o menos de similitud. Estos resultados. sin embargo, solo
representan  un indice de las diferencias a nivel genémico entre las clonas.
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Figura 156. Patrones electroforéticos de los tragrnento.s obtenidos de la
digestién con 60 png de RNasa A , durante 15 min, a 37° C, de los
heterohfbridos formados con las 11 clonas de D-2M ¥ la ribosonda anlisentido
del gen E, separados en un gel de secuencia- : (40 cm de Iong‘itud) Y
visualizado por autoradiogratia. '

A. UREA-PAGE al 4 % . El paréntesis sefala la zona donde aparecen lcxs
subbcmdas revelando Ia diferencia entre los patrones. B. UREA PAGE al 6.8 %
EL tltimo carntil muestrct el control del 100% de homologia.
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TABLA IV. CARACTERISTICAS DE LAS CLONAS

Tamafio de la pl
(mm)

Neurov::ulenma n ratén
(100 1D 50)

*Bandas comunes en el ;
patron de fragmentos de |
RNA 5

%

05 a4
(variable)

Moderada

ND.

Atenuada
Atenuada
Moderada
Atenuada

100 (18/36)
100 (18/38)
83.7 (18/43)
100 (18/36)

Moderada
Moderada
Moderada
Moderada

94.7 (18/38)
76.5 (18/47)
Q0 (18/40)
100 (18/36)

' B porcentaje de bandas comunes calculada como % = (E

Severa
Severa
Severa

76 .5 (18/47)
78.2 (18/46)
76.5 (18/47)

Banddas comunes por cada par de virus/

: Totcxl .de bandas por cada par de virus) X 2 x100. E nimero entre paréntesis indica el nimero de.
bandas comunes en el patrén electroforético de fragmentos RNA sefialado en la figural 2, dividides por el
narnero total de bandas por cada par de virus.



Secuenciacién del gene E de las clonas.

Con el fin de determinar a nivel de secuencia las diterencias
observadas entre las clonas por los ensayos anteriores, se secuencioé el gen E
de cada una de las variantes utilizando diferentes métodos para conoborar
el (los) cambio(s) observado(s). La secuencias obtenidas se compararon entre
ellas y con la secuencia del aislado mexicano parental reportada. De esta
manera obtuvimos que las clonas D2MS1, D2MS2 y D2MS4, que producen
placas liticas pequerias presentaron la misma secuencia entre ellas, pero
cuando se compard la secuencia de estas con la parental, observamos 6
cambios a nivel de secuencia de nucledtidos (Tabla V). Pero solamente la
sustitucion de G por A en el nucledtido 1168 ocasiona la mutacién de
aspdrtico (Asp) a asparagina (Asn) en la posicidn 390 de la proteina E. La
clona D2MS3 ademds del cambio de aminodcido observado en las clonas
D2MS, presentd una mutacién en el aminodcido 388 de lisina por asparagina,
como consecuencia de la sustituiciéon de G por C en el nucledtido 1164 (Tabla
).

Al llevarse a cabo el andlisis de secuencia de las clonas que producen
placa litica mediana (D2MM1, D2MM2, D2MM3 y D2MM4), se observaron 6
cambios a nivel de secuencia nucleotidica, 5 de los cuales fueron diferentes
de los observados en las clonas que producen placas liticas pequenas (Tabla
V); sin embargo, las clonas D2MM, presentaron ademds la substitucién en el
nucledtido 1168 de G por A que ocasiona el cambio en el aminodcido 390 de
Asp a Asn. Cuando las secuencias de las clonas D2ML2, D2ML3 y D2ML4
fureron comparadas con el aislado de D-2M, se ocbservaron 11 diferencias, de
los cuales 10 resultaron ser cambios silenciosos, y solamente la mutacion de G

a C en la posicidn 1168 que ocasiona la substitucién de Asp por histidina (His)
en el aminodcido 390 (Tabla V).

- Posteriormente, se llevd a cabo un almeamiento multiple con dlferentes
aislados de DEN2, dentro del cual se mcluyeron secuencics de cepas
vacundales y de cepas aisladas de casos de dengue hemotrdgico (cepas
asidticas). Como se observa en la figura 15, las cepas vacunales de DEN2,
presentan en el aminodcido 390 una asparagina como en las variantes D2MS
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Tabla V., Resumen de las mutaciones detectadas en el gen que codifica

laproteing Ede las clonas. e

Nucledtidos

Aminodcido |

57
351
531

1017
1164
1168

19
117
177
339
388
390

Lys —> Asn |
Asp -—> Asn

72
246
252

1168
1278
1323

24
82
84
390

*
*
*

Asp —> Asn
*

*

57
87
213
351
480
531
771
1167
1168
1278
1323

;ywooonyenee PrOroSioQ> g
ionnonraan3nnicor»aralranaonn

‘- Iﬂl L‘ 3 Ci OS quenoc n .

426

| 441

* O % % % % ¥ *

Asp —> His
*

*

¥ Secuencia que es . representatwade cada fenotipode las clonas
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y enel caso de las cepas de aislados asidticos, estas presentan una Histidina
en esta misma posicién al igual que las clonas D2ML.

Es interesante sefalar que, cuando se realizaron los alineamentos
multiples con secuencias de flavivirus que causan encefalitis: virus de la
encefalitis Japonesa (JEV), virus Kunjin (KUN), virus de la encefalitis de San Luis
(SLE), virus del Westem Nile (WN), se observd que estos aislados presentan
una His en el aminodcido 390 (Figura 16).

Determinacion de la virulencia de las clonas y del aisiado D2M en ratdn.

Simultdneamente a la secuenciacién de las clonas, se llevd a cabo la
determinacién de la LD 50 siguiendo el método descrito por Reed y Muench
del aislado de D-2M utilizando el aislado de D-2NGC como control positivo. Se
inocularon 5 ratones BALB/c de 8 dias de nacidos intracerebralmente con
diferentes concentraciones (diluciones seriadas) del stock viral de D-2M y D-
2NGC, los cuales fueron observados durante un mes, llevando un control de
ratones muertos por dosis (Figura 17). La LD 50 para el aislado de D-2M fue de
3 x 106 p.fu/20ul.

Posteriormente, se inocularon 5 ratones BALB/c de 8 dias de nacidos i.c.
con 100 LD 80 (3 x 108 p.fu/ml) con cada una de las clonas y fueron
observados durante 30 dias, llevando un control de aparicion de signos o
sintomas de encefalitis. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI,
donde se observd diferencias significativas en la capacidad de generar
encelalitis entre las clonas. Se identificaron tres grados caracteristicos de
virulencia de acuerdo al criterio descrite por Monath y colaboradores en 1980
para el virus de la encefalitis JaponeSa, quienes consideran como variantes
de alta virulencia aquellas que producen 70 - 100 % de mortalidad en ratones
después de que el virus es inoculado i.c. ; variantes de virulencia moderada o
intermedia, aquellas que son capaces de producir una mortalidad variable
(menor de 50 %), ¥ que tiene la caracteristica de no ser letales para los
cnimales y tinalmente, variantes de virulencia atenuada, las cuales producen
solamente sintomas moderados de encefalitis, es decir, los animales
presentan el pelo erizado, temblores, ataques y ocasionalmente pardlisis.
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Figura 16. Alineamiento multiple de secuencia de aminodcidos de la posicién 351 a la
410 de la proteina E de las clonas D2MS2, D2MS3, D2MM1, y D2ML2 con la secuencias
comrespondientes de otros flavivirus. La identidad de cada posicién con la secuencia
parental de D-2M se seriala con (-). Las diferencias se indican con una letra. (¥
representa el residuo 390. D2MS1 y D2MS4 tienen la misma secuencia que D2MS2.
D2MM2, D2MM3, y D2MM4.presentan la misma secuencia que D2MMI1. D2ML3 y D2MIA

presenta la misma secuencia que D2ML2,

NOTA: Alslado (nimero de acceso): D1 Singapore $275/90 (M87512); D2 (200787) México (LO4561); D2(V)
Puerto Rico (P12823); D2 16681-PDKS3 (29991); D2(lib) ’I‘mlandlu DB0141 (M24444); D2(IV) Indonesia
1051 (L10044); D2(Ib) Jamaica (M15075); D2 China D2-04 (P30026); D2(1la) Malasla M3 (506747); D2(I)
Nueva Guinea € (J50219); D3 Dengue 3 (M93130); D4 Dengue 4 (M14931); Kunjin KUNCG (D00246); West
Nile WNFCG (M12294); Murray Valley FLMVEVS (X03467); encelalitis de San Luls SLOCME (Mlbalzx)

encefﬂlllis lapanesa JEVCG (M18370); Hebre amarilia 1‘;10-?04 (X15062)
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TABLA VI VIRULENCIA DELAS CLONAS Y DEL VIRUS DEL DENGUE PARENTAL EN RATONES BALB/c INOCULADCOS1.C.
CON 1001D 506 X 108P.FU).

No. rctones muertes/ No. No. de ratones enfermos No. de ratones enfermos

de 1atones totales. (infeccién severa)l No. de | (infeccién moderada)l | Newovirulencig en
' %) ratones totales, No. de ratones totales. ratén.
(%) k)
3710 (30) 7110 (70) 0/10 . Moderada
- D2MS] 0110 (O 1710 (A0 210 (20) Atenuada
mMs2 0/10 (O) 2/10 20y 8/1G (8% Atenuada
D2M.S3 1710 (10) 8/10 (8D) 110 Q0 Moderada
D2M.54 OA0 (O 2/10 (20) 8/10 (8D Atenuada
D2M M1 2/10 (20} 8/10 (BY) 0110 (&) Moderada
D2M M2 oG 10/10 (10C) O/10 (O Moderada
peMm3 0/10 (O 8/10 (80) 110 40 Moderada
DM M4 010 0y /10 (70 1710 (10} Moderada
D2M.L2 @10 (P0) 1A0 QD) 0/10 () Severa
D2M.L3 810 (80) 2110 (2D 0/10 (O Severa
7110 (70} 3/10 (30) 010 (G Severa

—— R _mm




Siguiendo este criterio, las clonas D2ML2, D2ML3 y D2ML4 produjeron
70 - 90 % de mortalidad en ratones, por lo tanto fueron catalogadas como
variantes muy virulentas. La clonas D2MS3, D2MM1, D2MM2, D2MM3, v
D2MM4 presentaron una mortalidad del 20 % cuando se inocularon i.c. en
ratones, fueron clasificadas come variantes de virulencia moderada; y
clonas de virulencia atenuada D2MS], D2MS2 y D2MS4. Estos experimentos se
llevaron a cabo dos veces para tener una estimacién mds precisa de la
capacidad virulenta de las clonas. Como se observa en los resuliados hay
una correlacion directa entre el tamaro de placa litica que producen las
clonas en un ensayo in vitro y su capacidad virulenta in vivo.
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DISCUSION

Entender el grado de heterogeneidad gendémica y fenotipica entre los
virus y su relacion con la expresion de neurovirulencia es de gran importancia
para entender la etiopatogenia de la enfermedad, el origen de la cepas
virales, las caracteristicas antigénicas de poblaciones virales especiticas y
diferenciar entre cepas vacunales y parentales.

En el laboratorio observamos en un ensaye de placa litica que el

aislado de D-2 mexicano, presentaba poblaciones heterogeneas de virus,
que se diferenciaban en su capacidad de generar placas liticas de diferente
tamano. Esto mismo ya habia sido observado por Schlesinger en 1980
(Schlesinger, 1980) con otros aislados, quien sugirid la existencia de una
mezcla de poblaciones virales con diferentes propiedades bioldgicas dentro
‘de aislados independientes del virus del dengue. Asi mismo se ha reportado
que el tamario de la placa litica formada por las variantes correlacionaba
con el grado de virulencia en ratén, sensibilidad a temperatura y atenuacién
en primates no humanos (Eckels y col., 1976, Harrison y col., 1977). Aunado ¢
esto, la existencia de reportes de casos de DHF/DSS en el curso de una
infeccidon primaria, sugieren la existencia de variabilidad gendémica y/o
antigénica viral que probablemente influya directamente tanto en la
virulencia hacia el huésped (humano), como en la capacidad de infectar al
vector (Barnes y Rosen, 1974). , |

Con el fin de analizar las bases gendmicas del polimorfismo existente en
el aislado de D2-M, identificamos 11 'clonas'estqbles. que producen diferente
tamarno de placci litica, Para la obtencidn de las mismas, fue necesario llevar
a cabo 5 subclonaciones consecutivas, seleccionando siempre placas que
estuvieran completumente aisladas con un fenotipo bien diferenciado y
evitando demasiados pases de la clonas in vitro, para evitar de esta manera
que cambiaran su capacidad virulenta, debido a que se han obtenido cepas
atenuadas a través de pases sucesivos en cultivo celulares en flavivirus, de
esta forma se obtuvé la cepa vacunal 17D de fiebre amarilla (Theiler y col.,
1937); la SA-14 para encetalitis japonesa (Yu y col., 1988; Nitayaphan y col.,
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1990) y diferentes cepas atenuadas para los distintos serotipos del dengue
(Yoksan y col., 1986).

Posteriormente, analizamos la heterogeneidad gendmica de cada
clona, siguiendo el método descrito por Cristina y colaboradores, en 1990
(andlisis de mismatch) y el grado de virulencia de las mismas utilizando un
modelo de encefalitis murina, (ya que la mayor parte de la informacién que
hay con respecto a la patogenesis de flavivirus, se ha obtenido a partir de
experimentos con ratones). Tanto dengue como fiebre amarilla, causan
infeccién encefdlitica en roedores. Asi cuando las clonas ser inocularon
intracerebralmente en ratén, se observaron diferencias significativas en su
capacidad de generar encefalitis, identificdndose tres grados caracteristicos
de virulencia de acuerdo al criterio descrito por Monath y colaboradores en
1980 para el virus de la encefalitis Japonesa, y que posteriormente se
adopté para otras encefalitis causada por flavivirus, Se consideraron como
variantes de alta virulencia a las clonas D2ML2, D2ML3 y D2ML4 ya que
produjeron 70 - 100 % de mortalidad en ratones después de que el virus se
inoculé i.c.; variantes de virulencia moderada o intermedia D2MS3, D2MMI,
D2MM2, D2MMS3 y D2MM4, que fueron capdces de producir una mortalidad
variable (menor de 50 %), y que tiene la caracteristica de no ser letales para
los animales. Finalmente, variantes de viruléncic_: atenuada a D2MS1, D2MS2
y D2MS4, las cuales produjeron solamente sintornas moderades de encefalitis,
es decir los animales presentan el pelo erizado, temblores, ataques y
ocasionalmente pardlisis. Ademds observamos que el tiempo de infeccidén
de las clonas mas virulentas fué corto, es decir, los ratones presentaron los
sintomas al segundo dia postinfeccién, siguiéndose 3 a 4 dias mds y
posteriormente fallecieron. En cambio con. Vlcfxs -cepas atenuadas las
" manisfestaciones aparecieron después de 6 dias postinfeccion y el periédo
de duracidn fué largo (15 dias) y generalmente los ratones se recupefc:ban.

Esto nos indicé que la capaCidad de replicacion fue diferente entre las
clonas virulentas y las atenuadas, lovcual podria ser un tactor importante en
la expresidén de virulencia. Estos resultados concuerdan con los repo'rtcxdos‘
recléntemente por Schlesinger y colaboradores los cuales compararon la
capacidad de replicacién en el sistema nervioso central de la cepa Potertield
PYF neurcadaptada con una cepa no-neuroadaptada YF5.2iv de fiebre
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amarilla. La diferencia entre estas dos cepas fue la distribucién del virus a
través de la neuraxis, encontrando que la cepa YF5.2iv necesita mds tiempo
para replicarse en SCF y glandulas adrenales, mientras que la cepa PYF se
replica mas rapidamente, obteniéndose de 1000 a 10000 titulos mds altos
que con YFS.2iv, sugeriendo que existen factores virus-especificos importantes
en la patogenesis de una encefalitis fatal en el ratén. (Schlesinger v col.,
1996).

Correlacionando el grado de virulencia con la variabilidad genémica,
observamos que las clonas D2MS1, D2MS2, D2MS4 y D2MM4 presentaron
patrones electroforéticos idénticos (100%) en los ensayos de digestion de
heterohibridos RNA-RNA (mismatch) ademds de que mostraron
neurovirulencia atenuada en ratén, es decir, produjeron solamente sintomas
moderados de encefalitis. Sin embargo, aguellas clonas que mostraron un 80
% de similitud en los andlisis de mismatch, presentaron la capacidad de
generar unda infeccién severa (70 - 100 % de mortalidad en ratones después
de que el virus fué inoculado i.c.). Los resultados obtenidos en este andlisis
fueron indicativos de la variacién gendmica existente entre las diferentes
poblaciones. De esta manera, se observé que las clonas D2MS1, D2MS2,
D2MS4 y D2MM4, presentaron el mismo nimero de fragmentos que el
obtenido con D-2M parental (100% de identidad). Sin embargo el patrdn de
bandeo de las variantes D2MS3, D2MM1 YD2MM3 tuvieron un 83.7, 90 y 94.7
% de similitud respectivamente. Finalmente, D2MM2, presentaron un 78.2 % o
menos de similitud. Estos resultados, sin embargo, solo representaron un
indice de las diferencias a nivel genémic_o_ entre las clonas. Por tal motivo,
dectdimos llevar a cabo la secuenciacién de cada una de las clonas, con el
tin de determinar « nivel de secuencia las diferencias obServddqs en los
andlisis anteriores. | - | |

Al llevar a cabo los alineamientos de las secuencia de las clonas con _
~ las diferentes cepas de dengue 2 tanto vacvuncrles. como parentalés. ‘
observamos que las cepas vacunales presehtaron una asparagina (Asn) en |
el aminodcido 390 al igual que las clonas de virulencia atenuc‘xda‘ (que
nosostros obtuvimos de un mismo aislado) mostrando una sustitucién de un
‘aspdrtico (Asp) por una asparagina (Asn) en Ia posicién 390 de la proteina E .
Estos resultados sugieren que hay factores virus-especificos impdrtcmtes en la

63



capacidad de causar una enceldalitis en ratén. El hecho de que la mutacion
D3%0 - H sea comin en las clonas altamente virulentas, sugiere que este
tesiduo podiia conferir a la proteina E propiedades funcionales importantes en
la patogénesis viral, En estudios redalizados con cepas virulentas y atenuadas
con flavivirus, se ha demostiado que la proteina E juega un papel importante
en la virulencia; tal es el caso de los andlisis llevados a cabo con la cepa
Poterfield PYF neurcadaptada con una cepa no-neuroadaptada YF5.2iv de
fiebre amarilla (Schlesinger y col., 1996). Después de llevar a cabo la
secuenciacion de clonas de cDNA de la regién que codifica para E/NSI de la
cepa PYF, encontraron que habia cambios de aminodcidos en la proteina E
con respecto a la secuencia de la cepa YF5.2iv (R52 -G, 1173 T, F305 -V,
R380 T y 1462 5 M). Al generar virus recombinantes intertipicos PYF/YF5.2iv
(YF5.2iv con las mutaciones observadas en el gen E de PYF) con el fin de
conocer la importancia de estos cambios en la neurovirulencia, estos
investigadores observaron que los cambios en la posicidn 380 y 462 eran los
Gnicos que estaban involucrados en la neurovirulencia de la cepa. Adernds
estos cambios los presentaron las cepas parentales Asibi, vicerotrépica
French y neurotrdpica de fiebre amarilla. El hecho de que estas sustituciones
sean comunes en las cepas virulentas de fiebre amarilla sugiere que' estos
residuos podiian ser los responsables de conferir a la proteina E propiedades
funcionalmente importantes en la patogénesis (Schlesinger y col., 1996).

En el virus del dengue los estudios llevados a cabo por Chen y
colaboradores con el fin de desamollar una vacuna tetravalente hacia los 4
serotipos, construyeron virus quiméricos intertipicos DEN 1/DEN4, DEN2/DEN4 Y
DEN3/DEN4, observaron que cuando sustituyen Thr 435 — Leu y Glu406 — Lys en

el virus quimérico DEN3/DEN4, le confieren capacidad neurovirulenta en
ratén a diferencia de la parental y de los virus quiméricos que no presentan
este cambio, no fueron neuroVimlentos (Chen y col. 1995).

Es interesante el hecho de que los andlisis de comparacion de
secuencia de las clonas con aislados de clen_gue 2 obtenidos del continente
asidtico: China (D2-04) y Malasia (M3) . donde la incidencia de casos gtaves
de la enfermedad es mayor, ‘asi como con aislados de flavivirus que
‘producen encefalitis tales como JEV, MVE, KUN, SLE considerados como cepas
virulentas, se observé que estos flavivirus, presentaron una His en el ,residuoy
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390, al igual que las clonas que mostraron neurovirulencia muy severa en
ratén (D2ML1, D2ML2 y D2ML3), las cuales presentaron la sustitucion de Asp
por His es esta misma posicién.

Se ha descrito que mutaciones especificas en la proteina E entre el
elemento de unién del dominio central I con el asa de dimerizacion del
dominio II, afectan la virulencia en TBE, JE, y MVE. Nuestos resultados difieren
con los obtenidos por el grupo Pletnev y colaboradores, con el virus
quimérico de DEN4/TBE, (Pletnev y col., 1993) donde observan mutaciones
especificas que incrementan la neurovirulencia de la cepa, en la regién mds
conservada del dominio II, la cual interacciona con el dominio Il del otro
mondmero del dimero. El cambio que nosotros observamos en la posicion 390
en las clonas virulentas y atenuadas se presenta en la fase distal del dominio
Ill. Esta superficie contiene residuos relacionados con el tropismo del virus, por
tal motivo se ha propuesto que esta regién esté involucrada con el
reconocimiento del receptor. La importancia del dominio Ill en la virulencia
se ha demostrado por el andilisis de mutantes: en TBE, un cambio de tirosina a
histidina en el aminodcido 384 (dominio II) ocasiona una atenuacion de la
cepa; en el virus MVE mutaciones en la secuencia RGD (regidn que se
propone influye en el enlace al receptor),' principalmente en el residuo 387
ocasionan igualmente un cambio en la virulencia de la cepa.

De acuerdo con los datos mencionados con anterioridad, y los
resuitados que nosotros obtuvimos, la morfologia de la placa litica formada
esta asociada con la sustitucidén de un amincacido en el residuo 390 de la
proteina E: por ejemplo, el cambio de Asp—)His estd asociado con una
morfologia de placa litica y neurovirulencia severq; 'sin_e_mbargo. el cambio
de Asp— Asn estd asociado con la formacién de placa litica pequena y
virulencia atenuada. Esto implicaria que las clonas que producen placas
pequerias tengan una capacidad de penetracién menor, ylo no'_ sean
liberadas al medio, disminuyendo su-ciapacidad de infectar a las células

De esta manera podemos proponer, que una sustitucién en el asa de
dimerizacion del dominio II y/o en la cara Vdista;l del dominio Il de la proteina
de envoltura del virus de! dengue, estén determinando el grado de expresién
de neurovirulencia en ratén, probdblementé porque afecten directamente la
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unién del virus al receptor, la fusion a membrana del mismo, capacidad de
replicacion y/o su tropismo celular.

Recientemente Cheng y col. obtuvieron una mutante RP- 9 del aislado
de JE que presentaba una virulencia severa y formaba placa litica grande,
Esta mutante difierte en el aminodcido 138, de la variante RP-2ms la cual, no
fue vinulenta y formaba placa pequenia; RP-9 presentd un Glu en esta posicién
mientras que RP-2ms una Lys. Esta mutacién fue localizada en la regién
externa del dominio I (unién entre dominio [ y I} la cual, es importante para
la formacién del dimero y la interacién de la proteina E, con las moléculas de
la superticie celular (Chen y col., 1996). Estos resultados confirman nuestra
observaciéon de que mutaciones especitica en la regién de dimerizacion de
E, estdn directamente afectando la capacidad virulenta de la cepa.

Varios investigadores han notade que hay un incremento en la
severidad de la expresidon de la enfermedad en epidemias del dengue. Por
ejemplo, durante la epidemia de Cuba en 1981, la incidencia de casos
graves del DHF y el grado de letalidad se incremento con el tiempo y fué mds
alto al final de la epidemia (Kouri y col.,1987). Recienternente la epidemia de
dengue en Queensland, la incidencia de dengue hemorrdgico aumentd
conforrme avanzaba la epidemia (Streatfield y col., 1993). Estas observaciones
sugieren que la vinlencia en dengue aumentda conforme el virus infecta a la
poblaciéon humana varias veces. Un andlisis preliminar hcx‘demostrado que
las cepas que causan DHF tienden a replicarse mas répidamente en células
mononucleares de torrente sanguineo que las que producen dengue cldsico
(Kliks, 1990, Morens y col., 1991), por lo tanto, la densidad de la poblacién
viral que presenta virulencia severa, se incrementa. Sin embargo,
desafortunadamente no se han hecho comparaciones nivel de secuencia
entre aislados obtenidos en la fase temprana y tardia de la epidemia, para
conocer si hay c_ambios a nivel de séduencia que correlaciones con la
virulencia de la cepa. | , o o

Entre los tactores que influyen en la virulencia de la cepa se encuentrct
los factores geneticos. Con el virus del dengue se hah reportado una

asociacién entre el tipo de haplotipo que se expresa y el ‘grcxc“lo de

manifestacién de la enfermedad. En Cuba se ha visto que pacientes que
expresan el haplotipo, HLA-B “blank®, HLA-A1 y HLA-Cwl, presenta DHF

66



(Paradoa y col, 1987), En Tailandiqa, se ha asociado el DHF en personas que
presentan el haplotipo HLA-B "blank” y HLA-A2 (Chiewlisp y col., 1981). Otro
factor que influyen en la expresién de severidad de la enfermedad es el
nutricional. Curiosamante se ha reportado que en nifios con buena
alimentacién, mds incidencia de DHF que en ninos malnutridos (Thisyakorn, y
col., 1993), lo cual implica que el status del sistema inmunolégico es también
importante en el tipo de manitestacion de la enfermedad.

Sin embargo, hay que tomar en cuenta que aunque las modificaciones
en la proteina estructural E son importantes para la virulencia, ofras
modificaciones en las proteinas no estructurales o en las regiones 3' y §' no
codificable, también podrian influir en la expresion de la misma. Un ejemplo
de esto son los estudios llevados a cabo con el virus quimérico DEN4/TBE, en el
cual se ha observado que la eliminacién del sitio conservado de glicosilacion
de la proteina no estructural NS1 tiene como consecuencia que el virus
presente neurovirulencia atenuada en ratones adultos (Plentnev y col,,1993).
Estudiar si otras proteinas no estructurales tales como NS3 Y NS5 que son
componentes necesarios para la replicacién del virus presentan
determinantes que afecten la virulencia, proporcionard mds informacién
sobre los mecanismos de virulencia.

. La clonacién de poblaciones virales para reducir la variabilidad, para
preservar y manipular una serie completa de variantes abre una nueva
dimension en los andlisis de funcién y/o estructura de virus RNA, ya que
permite mapear e identificar nuevos locis en donde la prevalencia de
mutaciones se relaciona con mutantes de escape y/o con diferentes grados
de virulencia, lo cual es importante en el disefic para la generacién de
vacunas. | | |

- Finalmente, cabe mencionar que aundque los resultados obtenidos en el
presente trabajo, apoyen de manera importante la participacién de regiones
especificas en la glicoprotefnd de supertficie viral en le e’xp'resién de
newrovinulencia, es necesatrio llevar a cabo el desarrollo de c:lonas revenantes
las cuales conﬁrmarfcm nuestra hipotesis de trabajo.
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A single nucleotide change in the E protein gene of dengue
virus 2 Mexican strain affects neurovirulence in mice

Irma J. Sdnchez and Blanca H. Ruiz

L~
Departamento de Biologia Molecular, Institute de Investigaciones Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de Méxlco(ﬁi‘ludad Lf o )

Universitaria Apartado Postal 70228, 04510 México, D.F., Méaico

Elaven clones of dongue virus 2 Mexican strain
ware selected by the size of their Iytic plaques.
Nuclaotide sequences of the clones producing large
plaques (D2ML2, D2ML3 and D2ML4) revealed 14
mutations, 10 of which were silept. The substitution
at nucleotide 1168 (G -+ C) generates ona amine
acld difference at resldue 390 (Asp — His) of the
envelope protein (E). These clones showed high
virulence [n suckling mica when inoculated intra-
cerebrally (> 70% montality). However, the clones
which showed small Iytic plaques (D2MS1, D2M52
and D2MS4) displayed a substltution from Asp -
Asn at the same position and had attenuated
virulence. Based on these data, we suggest that
substitution of Asp -+ His at residue 390 pearhaps
affects a functionally important structural efement
that could be a determinant of dengue nouro-
virulence. This substitution fails in domain it of the
€ protein, which plays an Important role [n viral
binding; therefore, we propose that the substi-
tutlon affects virulence and cellufar tropism. -

Dengue is caused by four different serotypes of the dengue
virus. Dengue fever (DF) is acute, mosquito-transmitted viral
disease characterized by fever, headache, arthalgia, myalgia
and rash; however, some patients manifest severe clinical
symptoms of haemorrhage (dengue haemorrhagic fever; DHF)
and shock {dengue septic shock: DSS) (Monath, 1986). It has
been proposed that immunopathological mechanisms play
important roles In the development of DHF/DSS (Halstead,
1988). .

Rosen (1977) has proposed that DHF/DSS Is caused by
dengue virus vardants of increased pathogenic potential. The
potential importance of natural variation among dengue virus

Auther for corraspondeanca: Inmna J. Sincher.
Fax +52 5500048, e-malt 777
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The sequence of the dengue virus 2 Mexican strain has been depasited
In the GenBank database under the DENPPS P library with the
accession number L0 4561,

0001-4117 © 1996 SGM

strains has recently been restated by several authors (Igarashi,
1984; Monath, 1986) and this variation may be the origin of
virulence in human hosts and of infective capacity of mosquito
vectors, The heterogeneity of epidemic dengue virus strains
has been shown both serologizally and at the molecular level.
Howevet, it is not clear which genomic changes may be related
with the virulence of a particular steain,

Dengue virus has an approximately 11 kb single-stranded
RNA genome (Rice ¢f al, 1986) and three structural proteins:
the capsid (C), the membrane (M} protein and the envelope {E)
protein. The E prolein (2 500 aa) acts as the viral haemnag-
glutinin, induces a protective immune response and mediates
receplor-specific virus attachment to the cell surface; it is also
the major antigenic component on the surface of the dengue
virlon (Ng & Lau, 1988). The E protein is thought to play a role
in the pathogenicity of several viruses, either by defining
celiular tropism or by affecting virus penetration (Rusell ef al,,
1989).

Specific sequence changes In The E protein have yet to be
directly associated with alterations in the biological activity of
flaviviruses. However, sequence differences in the E-gene-
attenuated strains of Yellow fever virus (YFV), Japanese
encephalitis virus JEV), Tick-bome encephalitis virus {TBE)
and Murray Valley encephalitis virus (MVE) have been
assodated with reduced pathogenicity (Hahn o al, 1987;
Nitayaphan et al, 1990; Holzmann e al, 1990; Lobigs «f al,
1990), Earlier studies suggested that new dengue isolales
contain mixtures of virion populations with different virulence
properties. A mixture of large- and small-plaque variants were

also detected in a DEN-2 straln [solated from a human case .

(Eckels ¢ al, 1976), Furthermore, the small-plaque variant
appeared to comelate with mouse virulence, lemperalure
sensilivity and altenuation in nen-human primates (Harrison ef
al, 1977). ' -
During plaque purification of a Mexican strain isolate of
dengue virus (200787/1983) serotype 2 (D-2M), we detecled
D-2M clones with plaque sizes remarkably different from one -
another. To investigate whether significant differences were
present between the E protein dones with different lytic plaque
size and the possibility that they could influence the expression
of virulence, we isolated, doned and purified 11 stable clones
with different plaque sizes on LLC-MK2 cell monolayers and
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Table 1. Characteristics of D-2M virus clones

Common bands No. of dead No. of mice No. of mice
in the RNA mice/no. of with severe with mild Neurovirulence

Plaque size fragment treated mice infection/no. of infection/no. of In mics
Virug {inm} patterns (%)° (R}t treated mice ()t treated mice (%)t {100 LD,)
D-2M . OSto 40 WD 3/10 (30} 7710 (70) o/10 Medium

parent {varisble}

Clones
DaMSI 1000 e/10 (0 1/10 (10} 9/10(90) Low
DaMs2 >1 1000 0/10 (o) /10 420) 8/10(80) Low
D1IMS3 837 1/10(10) 8/10(80) 1/10{10) Medium
D2M54 1000 0/10¢0) 110 (20} 3/10(80) Low
Da2MM1 947 2410 (20) 8/10 (80) /100 Medium
DaMM2 1520 68 0/10 (0 10/10 (10€) o/10(0) Mediutn
D2MM) 950 0/10 () 8/10(80) - 1710 (10) Medium
DiMMi 1000 0/10 (0} 3/10(70) 7/10 (70) Law
DaML2 75 9/10 (90) 1/10 1} 0/10t0) High
DzML3 Y040 782 8/10 (80 /10120 0/10(0) High
D2ML4 768 7/10(70) 3/10 (30} 0/10 (0} High

* The pm:mtagekmds calculated as (Common bands in a pair of virus/Total bands in the pair of viruses) x 2 x 100.
+ The astays of newovindence estimale were performed twice in sudding mice in groups of ten, inoculated ic. 8 x 10* pLu. of each done per

animal and cbserving them for 31 days.

evalualed them in a murine encephalitis model (BALB/c
sudding mice). Several large, medium and small plaques were
selected and subjected to repeated plaque purifications, until
homogeneous plaque size populations were oblained. Three
clones were obtained (D2ML2, D2ML3 and D2ML4), pro-
ducing plaques of 3-4 mm diameter; 4 clones (D2MM1,
D2MM2, D2MM3 and D2MM4) producing plagues of
1-5~2 mm diameter, and 4 clones (D2MS1, D2MS2, D2MS3
and D2MS4) producing plaques of < 1 mm diameter (Table
1). The viral stocks were separated and used lo purify viral
RNA and to inoculate it intracerebrally (i.c) into BALB/c
suckling mice.

We applied the RNaseA mismatch detection method to
analyse the genetic variability of RNA before sequence analysis
of clone RNA to obtain a general pattem of the genomic
heterogeneity. Viral RNA prepared from each D-2M clone was
used for the assay and a radicactive antisense RNA probe

coresponding to the E gene of the D-2PR strain was.

synthesized with T7 RNA polymerase using Pvull-pGEM4 /E.
RNA:RNA hybrids were digested with 60 ug of RNaseA
(15 min at 37 °C) and the RNA fragments resistant to digestion
were analysed by denaturing 6'8% and 4% gel electrophoresis.

A complex band pattern was observed with the full-length

RNA probe, as expected. The digestion pattem was similar in

~several hybrids, with some differences. For instance D2MS52,

D2MS4 and D2MM4 clones generated band pattems 100%
identical to D2MS1, However, the band pattems of D2MS3,
DIMM1 and D2MM3 were 837, 90-0 and 947% hom-
ologous, respectively. Finally, the D2MM2, D2ML2, DIML3

and D2ML4 clones matched the bands of D2MST at a level of

782% or less (Table 1).

Mismatch cleavage resulls are indicative of genetic het-
erogeneity in the same viral isolate. However this assay did
not reveal the absolute genctic differences between viral
clones. To delenmine differences at the genome level, each
‘clone was sequenced. The E gene, thd‘ codes for the viral i
envelope protein, was amplified and cloned in a sequencing
vector or used in direct sequencing of the PCR product.

The nucleotide sequence of the E region of each clone was
determined and they were compared with one another and
with the sequences of the D-2M strain. Most mutations were
silent (Table 2). When the amino acid sequences from clones
with small plaque size (D2MS1, D2MS2 and D2MS4) were
compared, they displayed the same sequence, which differed
from the sequence of parenial D-2M sinain at only one
position, namely residue 390 of the E protein where the Asp

- residue of D-2M was replaced by Asn in clones with small

plaque size (Fig. 1), The sequence of the D2MS3 done

- contained two substitutions. One of them resulted in the same

mmutation as in the small plaque clone (Asp — Asn at residue
390) and the second in the substitulion of Lys — Asn at
position 388 (Table 2). _ : o

Comparison between the amino add sequence of the E-
coding region of D2ML2, D2ML3, D2ML4 and the D-2M

strain sequence revealed no differences except at one location.

The mutation consisted of the change of G in D-2M to C at
nucleotide position 1168 In clones with large plague size,
resulting in the substitution of Asp in D-2M for His in D2ML -
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Table 1. Characteristics of D-2M virus clones

Common bands No. of dead No, of mice Ho, of mice
In the RNA mice/no, of with severe with mild Neurovirulence

Plaque size fragment treated mice infection/no. of infectlon/no. of in mice
Virus {mm) patterns (%)* (&)t treated mice (%)t treated mice (%}H {100 LD)
D2 M 05 lo 40 ND 3/10(30) 7/10(70) a/10 Medium

pasent (variable)

Clones
DiMs1 1000 0/10 (D) 1/10{10) 9/10{90) Low
D1M52 >1 1000 0/10(0) 2/10 (20} 8/30(80) Low
D2MS53 837 110 (10} 8/10 (20) 1/10(10) Medium
D2M54 oo ¢/ 1/1020) 3/10 (80) Low
DaMM1 947 2/10020) 8/10 (80} 0/10(0) Medium
DiMM2 1'5-20 765 6/1a (0} 10/10 (100} o/10(0) Mediun
DiMM) 0 o/10(0) 3/10 (80) - 1/10(10) Medium
DIMM4 1000 0/10(0) 31000 ?/10(70) Low
DIML2 T8 9/18 (50} 1/10 (10} ¢/10(0) High
D2ML3 3040 782 8/10 (80 1/10(20) D710 (0} High
D2ML4 76§ 7710 (70) 3/10(30) 0/10 {0} High

* The percentage bands calculated as (Common bands tn a pair of virus/Total bands in the pair of viruses) x 2 x 100,
1 The assays of newovirulenca estimate were performed twice in suckling mice in groups of ten, inoculated i.c. 6 x 10* p.fu. of each clone per

animal and observing them for 31 days.

evaluated them in a murine encephalitis model (BALB/c
suckling mice). Several large, medium and small plaques were
selected and subjected to repeated plaque purifications, until
homogeneous plaque size populations were obtained, Three
clones were obtained (D2M1.2, D2ML3 and D2ML4), pro-
dudng plaques of 34 mm diameter; 4 clones (D2ZMM1,
D2MM2, D2MM3 and D2MM4} producing plagues of
1'5-2 mm dlameter, and 4 dones (D2MS1, D2MS2, D2MS3
and D2MS4) producing plaques of < t mm diameter (Table
1). The viral stocks were separated and used to purify viral
RNA and to inoculate it intracerebrally {ic) into BALB/c
suckding mice. -

We applied lhe RNaseA mismatch detection method to

analyse the genetic variability of RNA before sequence analysis
of clone RNA lo oblain a general pattem of the genomic
heterogeneity. Viral RNA prepared from each D-2M done was
used for the assay and a radioactive anlisense RNA probe
corresponding lo the E gene of the D-2PR strain was
synthesized with T? RNA polymerase using Pvull-pGEM4/E.
RNA:RNA hybrids were digested with 60 ug of RNaseA
(15 min at 37 °C) and the RNA fragments resistant to digestion
were analysed by denaturing 6-8% and 4% gel electrophoresis.

A complex band pattem was observed with the full-length
RNA probe, as expected. The digestion pattern was similar in
several hybrids, with some differences. For Instance D2MS52,
D2MS4 and D2MM4 dones generaled band paltems 100%
identical to D2MSI. However, the band patlems of DZMS),
D2MM1 and D2MM3 were 837, 900 and 947% hom-
ologous, respectively. Finally, the D2MM2, D2ML2, D2ML3

.

and D2ML4 clones matched the bands of D2MST al aleve! of
78:2% or less (Table 1).

Mismatch cleavage results are indicative of genetic het-
erogencity in the same viral isolate. However this assay did
not reveal the absolute genetic differences between viral
clones, Ta determine differences at the genome level, each
cone was sequenced. The E gene, wh#c_h codes for the viralt
envelope prolein, was amplified and cloned in a sequencing
vector or used in direct sequencing of the PCR product.

The nudleotide sequence of the E region of each clone was
determined and they were compared with one another and
with the sequences of the D-2M strain. Most mutations were
silent (Table 2). When the amino acid sequences from dones
with small plaque size (D2MS1, D2M52 and D2MS4) were
compared, they displayed the same sequence, which differed
from the sequence of parental D-2M sinaln at only one
position, namely residue 390 of the E protein where the Asp
residue of D-2M was replaced by Asn in dones with small

- plaque size (Fig. 1). The sequence of the D2MS3 done
- conlained two substitutions. One of them resulted in the same

mutation as in the small plaque done (Asp -+ Asn at residue
390) and the second in the substilution of Lys - Asn at
position 388 (Table 2). o a
Comparison belween the amino add sequence of the E-
coding reglon of D2ML2, D2ML3, D2MLA and the D-2M .
strain sequence revealed no differences except at one locition.
The mutation consisted of the change of Gin D-2M to C at
nucleotide position 1168 in clones with large plaque size,
restlting in the substitution of Asp in D-2M for His in D2ML
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Table 2. Summary of mutations detected on the E

.

protein gene of the clones

* The sequences are representative of cdone phenalypes. HA, Not
applicable.

clones at residue 390 (Fig. 1). All sequendcing data were
confirmed by direct-sequencing of DNA segments oblained by
PCR from the nucleotide regions 1115 to 1320 where most
mulations were located. -

The 11 dones or D-2M strains were subsequently tested to
evaluate Lhe effect of the mulation on neurovindence in
suckling mice, inoculating a dose of 6 x 10* p.fu. (100 LD,,),
i.c, of each clone per animal and observing them for 31 days

for signs of encephalitis or death. As shown in Table 1, three

virdence patterns were identified: (1) highly virulent clones
(D2ML2, DIML3Y and D2ML4), which prodhiced 70-90%
mortality; (2) intermediate virulence clones (D2MS3, D2MM1,
D2MM2, D2MM3 and D2MM4), which showed variable
mortality rates (< 20%), but characteristically not lethal for
animals, although they did cause symptoms of tremor, seizure
and paralysis; and (3) low virulence clones (D2MS1, D2MS2
and D2MS4), which induced only mild symptoms (inactivity,
slow movement, shaking, tremor and inability to stand). There
was a significant difference between clones of different plaque
size when the mice were inoculated Lc. This experiment was
performed twice for a more accurste estimate of mouse
neurovinlence. :

These experiments revealed a direct correlation between

the percentage of genomic variability and the degree of
virulence, Clones D2MS1, D2MS2, D2MS4 and D2MM4,
which presented 100% homogencity in electrophoretic pat-

Amine & dd(-f tems oblained by digcstit:’? of heterohybrids, ili'mwed hattcnu-
. y ated virulence in mice (Table 1). However, the dones showing
Clone Nudeatide Codonchange  change 80% homogeneity produced a severe infection (70% or more
DIMS3 57 Tl  AGT-eAGC  19%a mortality). The difference in electrophoretic patterns correlated
351 T=G GCT—GCG 117w with the number of substitutions of nucleotides in the E gene
531 C~G GGX-+GCG  177wa of each clone. Previous mutations were silent with the
1017 A= C  ATA = ATC  339kKa exceplion of the change at position 1168 (amino acid 360) in

1364 G+C  AAG -+ AAC 388 Llys~ Asn cJones with attenuated or with severe virulence (Table 2).
DIMMI ":‘: ?.: 2 SZS(‘IE - ge‘é ‘!:2 ::P = Asn Multiple alignments with other Isolates of dengue virus 2
i} 146 G A CIG—CTA  Bina were performed (Fig. 1). The clones showing attenuated
152 A+G  GAA-GAG 34K virulence presented a substitution of Asp for Asn at residue
1168 G~+A  GAC-+AAC 390 Asp — Asn 390 when compared with the parenteral strain (D-2M), and the
1278 A—ed  GGA~GGC  426%a Asn was also found in the vaccine strains. The clones showing
DiML2 ”;J A=G  GGA-GOG  4dlva high virulence have a substitution of Asp for His, and this His

7 T=C  AGT - AGC 19 NA ) . )
87 T—C ACT—=ACC  29xa was also present at the same position (390) in dengue virus 2
213 €T  GAC~GAT 71 NA isolates from Asfa, where severe cases of dengue are more
351 TG GCT~GCG 117N common. Interestingly, this substitution was alser found in
480 A2 G AAA—~AAG  160Na other Aaviviruses that cause encephalitis such as JEV, MVE,
';;: g =G GGC~GGG  177ma Kunjin virus (KUN), and St Louis encephalitis virus (SLE). The
“+A GAG=GAA 157wa .
1167 G=C  CIG—-CIC 389N mutation of Asp for His shown by clones D2ML2, D2ML3 and
1168 G~C  GAC—~CAC 390 Awp— His D2ML4 causes severe neurovirulence.

178 A=C  GCA-GGC 428 Na Several mutation sites that affect virulence in different
B A~G  GGA—GGG  #41na flaviviruses have been described. These mutations occur in the
E gene, Mutations at positions 52 (Hasegawa et al, 1992), 271

and 336 (Cedlia ¢t al, 1991) have been observed in JEV; at
position 390 in MVE virus (Lobig ¢ al, 1990), at 104 and 107
in the tck-bome encephalitis virus/dengue virus 4 chimera
{Pletnev ¢f al, 1993), at 171 and 384 from TBE virus (Mandl ¢t
al, 1988) and they are respoansible for specific properties of
each strain. The position of mutations which influence flavivirus
virulence occur in three different regions of the envelope

' protein: {1} the distal face of domain 1] {residues 303-395) has
“an |gC-like fold. Mutations in this region modify the capadty

for virus binding to the cell, affecting viral intemalization or
cellular tropism; (2} the base of domain I (residues $2~136 and
190-284; (3) the contact between the domain I/domain 1i
interface. This region is the site of dimerization or trimerization

- with monomers of the E protein upon contact of the virus with -

the cellular membrane (Rey o al, 1995). _
The mutaion ohserved in residue 390 of D-2 Mexican

- clones was localized in domain 1), This is the first example of
- an Immunoglobulin module on a viral surface protein (Rey e

al, 1995). Since these structures are directly related to cell
adhesion, we believe that this domain plays a very important
role in receptor—cell binding, in fact, any mutations in domain
111 could be related to the change in vindence in the presently
examined clones, These results support the nation that the
basic amino add substitulions in the envelope protein of
dengue virus, including aa 390, may be functionally important
and are probably Involved in receptor binding, which has been
postulated from studies with several other faviviruses.
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Alignment between parental virus and clones
D-2H4 )1 LTTVNPIVTE KDSPLNIEAE PPFGDSYII1 GVEPCOIELD WFKKASSICQ HFETTHRGAK
DIMSE 3 scascaceans mrrmrase  Amrmee— P (sl swwremw-en meamnsnes -
DZM83  emee-usmsre meesaceuise  es tamecie memeachfyH  cemmesapes wemmes -
D21l N e wmramm  amavecnGiM  meremcamas  cawaresesa
D2ML2 maerscmaac  emameaas a%  eamtrvaven  semecdHill scasmsstss msaaleasan
Alignunent between clones and other geographic isolates of dengue virus

D-2M 3%) LTTVHPIVIE KDSPLNIEAE PRFGDSYIIY GVEPCQLKLI WFKXASSIGQ MFETIMAGAK
DIMGE2 wmeeevawan  cawe- vemar  admmsmwmnn ....-...."‘*'.!! ................. PO
1T S wnv  mammass che eemaeems e B creeuemeee aemssmaaes
D1 crembanner aemea ammme  mecdesssce  cumssaimoll  ameeamsees emmeoewes -
DML2 0 eeee- camev  mamoas rema emena B T B L LLL L o T
16681 -FOKSY  c-ssvean we mmeaVeroes sammrvmaan  emveariilH  s-ealessss csesssoaws
{vaccinall}

Thailandia =svecrunea wemeWesuan  meummereve  wreanaBITf weaiGrenes smseeomees
{D2-nBD-141}

Indonesia remane wema  memanifsceme  wrsssacee= rueeGrnnte  crmreneca-
JAMAICA e L P L LTt amemGavane  ewmesave- -
NGC{ISD2L8)  -emaeenaee T sresGrrase  cesma-coun
Pusrro Ritp  remccecnne mee=Vaveor seacearcaa mmreQrescn meveecsoas
{vaccinal §1)

China (D2-04)  =cvr=u-- “%  measWeuraa smesdcamas cwesGrevan  wmmsscanes
Kalasia (M3) semsesvmrn  meacfemmes  emmecw vean B R LT T PR P
DENGUE 1 “I-AuvnalD “EN-Vo=sme ceceBas-V¥ ¥EAR  evenGeameK cecAsA--cR
DENGUE 3 “L-AaneeIK ~EE-Veumar aw--Euf-ol -IGDKAZRIN ~YR-Genr-K =--A~A---R
DENGUE 4 “ISST-LAEN TNSVT<~-LE RPL-DSY-V- -VGNSARTHHL ~<R-Goo--R  -v=§-Youre

Alignment between clones and encephalitis causing flaviviruses

n-2M 151 LTTVHPIVIE. .KDSPLNIEAE  PPFGDSYINI WFKKASSIGQ MPETTIMRGAN
D2us2 maesammans  deewmemawa  ome e cvmmmamnan  emmmmcsnea
DIHSY = cevrvmewrnmew  asa rewr - e a . e mEedmas rermmmaew »
T tete  eeamamemae  amiacmmave  ae-enabkOR == wavam s e
DM mhrmAn e ns  amsAmTEdmE AR es M- mraRasre e At emawaara
JEV VeemeFeATSSAN-KVLV~He =venBeveVV “H-AG-TL-K A-5-~LX--Q
HVE HV-A~~Y-ASSTRNAKVLV=-J= -=c=E=vaW¥ H-EG-+=-K A-5+~LX--Q
XUN VouroF-SVETAN-KVLY-L-  +---Ee=-¥1 ~H-5G===-K A--A-LK--Q
W Vena-F-SVATAN-KVEV-L-  ---=E---W “HeBG-e=<K A=as-Le=-Q
SLE V= --FIISTCGANNKVH-V~  ==sFe==VY “H-EG=--~K ALA~-WK--Q
YF “VeeseAST H-DEVLV-VN =~=<E=-enV ReEG----K L-~-Q--K-VE

Fig. 1. Amino acid sequence alignment of positions 351 to 410 of the E protein of clones D2MS2, D2MS3, DZMMY and

D2M1.2 with the comesponding sequences ol other Raviviruses. Identity at sach position with the D-2M parental sequence s

indicated by & dash. D2MS1 and D2MS4 ghow the same sequerce as D252, D2MM2, D2MM3 snd D2ZMMA4, present the

same sequence a3 D2MM1, D2ML3 and D2ML4 have the same sequence as DZML2, The origin of the sequences used ae as

foliows (acceasion n parentheses): D1, Singapors S275/90 (MB7512); D2 (200787} Méxice (LO4561}: D2{V] Puerto
. Rico {F12823); D2 16681-PDKS3 (29991): D2(b} Thalland DBO1 41 {M24444); D2 IV} Indonesia 1051 {L10044);

D2(lb) Jamaica {M15075); D2 Ching D2-04 (P30026) ; D2{ta)

Dengue 3 (M33130); D4 Dengue 4 (M14931}; Kunjin KUNCG {DO0ZE6); West Nils WNFCG (M12294): Murray Valley
FLMVEVS (X03467); St Louis encephalhis SLOCME (M16614): Japanese encephalitis JEVCG {M18370); Yelow Fever 170-

ia M3 (506747); D2() New Guinea C (150215);:03 /

204 (X15062). -

Nevertheless, our results are similar to those found in other

RNA viruses such as human immunodefidency virus type 1

(HIV-1) and hepatitis C virus (HCV), which ciraulate i vivo as
a mixture of heterogeneous populations (quasispedes), These

quasispecies frequently present one paint mutation on the vical

envelope protein whidh affects the replication capabilities on
different cell types as In the case of HIV (Shiodo o al, 1994),
or changing the structure of the neutralizing epitope, as with
HCQV (MaeKawa ot al, 1995). A quasispedes lends iiself o
selection pressures which indude host Immune surveillance,
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antiviral therapies and many other in vivo conditions that
produce different pattems of disease. All the quasispecies in a
single person appear to have the same origin; the status quo is
likely to be the result of an accumulation of mutants from the
original viral inoadum. In our case, the density of the
population of dengue virulent clones {* quasispedies-like) could
be relevant to the progress of the disease.

Definite answers to the genetics and structural basis of
virulence differences will be obtained by spedfic engineering
of infectious clones to demenstrate that these substitutions are
responsible for virulence. Virulence could be reveried by site-
directed mutagenesis of RNA frem non-virulent to virulent
dones. Our results provide valuable information for such
experiments in the future,
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