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RESUMEN

La familia Flaviviridae consta de tres géneros: Los Flavivirus que tienen
como hospederos a vertebrados, Pestivirus que infectan a animales de
importancia econdémica y el virus de la Hepatitis C que se presenta en el
chimpancé y en humano. Todos son virus envueltos de cadena sencilla de RNA
de polaridad positiva, con un marco abierto de lectura que codifica para una
poliproteina que es procesada postraduccionalmente en 3 proteinas
estructurales y 7 no estructurales, entre ellas NS3, la cual se encuentra
conservada en toda la familia e interviene en procesos de replicacién y
procesamiento del precursor poliproteinico, presentando actividad de serin
proteasa, helicasa y trifosfatasa. Por analisis bioquimicos y de secuencias se
detectd que 2 de sus 3 dominios se encuentran presentes en toda la familia: el
de helicasa y el de serin proteasa. A partir de alineamientos, analisis de
secuencias y constuccién de dendrogramas llevados a cabo a partir de una
base de datos {104 secuencias), se pudo seguir la filogenia de la proteina en la
familia, encontrandose que el género mas antiguo es el de los Pestivirus,
seguido de los virus que causan la Hepatitis C (proponiendo 7 tipos de acuerdo
a la frecuencia de aparicién-desaparicién de aminoacidos. Estos dos géneros no
son transmitidos por vectores. Finalmente, como grupo mas reciente
encontramos el género de los Flavivirus en el cual se observa la presencia de
dos vectores de transmision (garrapata y mosquito), como un rasgo adquirido
que le proporciona una mayor distribuciéon, haciéndolo el género mas

diversificado.



INTRODUCCION

Los virus son particulas infecciosas, costituidas por una molécula de
ADN o ARN, encerrada por una capside generalmente de tipo proteico; ésta
asociada a acidos nucleicos forma la nucleocapside; ademas de la
nucleocapside podemos encontrar virus envueltos, esta envoltura esta
constituida por una bicapa lipidica asociada a glicoproteinas. (White y
Fenner,1994).

Todos los genomas virales son haploides esto es, que contienen sé6lo una
copia de cada gen, excepto los retrovirus, los cuales son diploides. El ADN o
ARN viral puede ser de doble cadena (d) o de cadena simple (s).

Los virus con genoma de ADN estan constituidos por una cadena simple,
excepto los Parvovirus que tienen doble cadena; esta puede ser linear o
circular; aunque los virus ADNs lineares pueden adoptar configuraciones
circulares necesarias para su duplicacién.

El tamario del genoma de virus ADN puede ser muy' variable con rangos
desde 3.2 pares de kilobases en el caso de Hepadnavirus, hasta 200 pares de
kilobases para Poxivirus. Pueden tener desde 4 hasta 200 genes. Entre los
virus de este tipo podemos mencionar a Adenovirus, Herpesvirus, Retrovirus,
Coronavirus, Poxivirus, etc.

Entre los virus RNA se pueden distinguir tres clases: los virus que
utilizan su genoma como mensajero (+RNA), tal es el caso de los Picornavirus,
Calicivirus, Togavirus, Coronavirus, Flavirus y Retrovirus; los que tienen como
genoma una molécula de RNA complementario (o negativa) (-RNA}, tales como
Paramyxovirus, 'Rhabdovirus, Filovirus, Orthomyxovirus, Arenavirus vy

Bunyavirus, y los que tienen genomas de doble cadena de RNA (dsRNA) como



los Rotavirus, Reovirus y Orbivirus. Los virus mas abundantes de RNA son los
de cadena sencilla con polaridad positiva (Gorbalenya, 1995).

El tamario de los genomas de virus de RNAs varia desde 1.7 a 21 pares
kilobases, mientras que para los virus de doble cadena va de 18 a 27 pares de

kilobases.

Clasificacion de virus

Existen diferentes criterios para la clasificacion de los virus, entre los
cuales se contempla su morfologia (tamano, forma, presencia o ausencia de
envoltura, simetria y estructura de la capside); propiedades fisicoquimicas
(tamario del genoma, estabilidad del pH, sentido o polaridad, namero y tamario
del segmentos, secuencias de nucleétidos, segmentos repetidos, contenidos de
G-C, etc.); proteinas (nUimero, tamario y funcién de proteinas estructurales y
no estructurales, secuencias, glicosilacion, fosforilacion, mapeaje de epitopes,
etc.}; contenido de lipidos; carbohidratos (contenidos, numero de marcos
abiertos de lectura, sitio de ensemblaje, etc.); propiedades antigénicas (tomada
de centros de referencia), y por sus propiedades bioldgicas (hospedero, modo de
transmision, distribucién geografica, patogeneicidad, tropismos, etc.) (Murphy,
et al., 1995).

Uno de los criterios que se utilizan para el agrupamiento en familias y
géneros estan dados por las bases moleculares como son el uso de
anticuerpos monoclonales, péptidos sintetizados y mapeaje de epitopes.
Actualmente la secuenciacidon gendémica o secuenciaciéon parcial es una
herramienta para la identificacién y diagnéstico de actividades (Murphy, et al,,
1995). Por medio de la comparacion de secuencias de proteinas pueden
distinguirse nuevas familias y nuevos géneros e inferir funciones a partir de la
identificacion de dominios, a partir de los cuales se construyen los
alineamientos multiples de secuencias, los que pueden ser analizados

posteriormente (Koonin y Dolja, 1993).



Existen diferentes programas que realizan los alineamientos a partir de
una base de datos entre los cuales -se encuentran CLUSTALW, TREEALIN,
MACAW, FASTP, entre otros.

Una parte importante en el analisis de secuencias es la construccion e
interpretacidn de arboles filogenéticos son diagramas que representan la
descendencia evolutiva.

Existen diferentes tipos de Aarboles filogenéticos denominados
dendrogramas, cladogramas, filogramas, etc. Un dendrograma es una

diagrama ramificado que agrupa bajo algun criterio especifico (Wiley, 1981).

Generalidades de la familia Flaviviridae

La familia Flaviviridae consta de tres géneros: Flavivirus, Pestivirus y el
virus de la Hepatitis C (Francki et al,, 1991), son virus envueltos de cadena
sencilla de RNA de polaridad positiva, posee un marco abierto de lectura de
mas de 10,000 bases que codifica para una poliproteina, la cual es procesada
postraduccionalmente en cada una de las diferentes proteinas virales. Las
proteinas estructurales se encuentran localizadas hacia la region 5’, mientras
que las no estructurales en el extremo 3’ (Murphy et al, 1995) {figura 1). Se ha
propuesto que la unién y entrada de los virus a la célula hospedera se lleve a
cabo a través de endocitosis mediada por un receptor. La fusién de la
membrana viral con la membrana celular le permite al virus internalizarse,
desnudarse y liberar la nucleocipside al citoplasma, en donde ocurre la
duplicacion viral (Gould y Buckley, 1989).

Las proteinas estructurales analogas entre cada género carecen de
similitud de secuencia, sin embargo, en las proteinas no estructurales ha sido
posible detectar la presencia de dominios conservados entre los tres géneros
{(Miller y Purcell, 1990), encontrandose firmas estructurales a las que se les

han asociado funciones especificas tales como helicasa (Blok et al,,,1992) y



serin proteasa (Lobigs, 1993) para NS3; polimerasa. {Bruenn, 1991) v metil

transferasa (Koonin y Dolja, 1993) en el caso de NS5.

Género Flavivirus

Los flavivirus tienen un genoma de aproximadamente 11 Kb, que
presenta una estructura cap tipo I en el extremo 5’ seguida de una secuencia
dinucleotidica conservada y carecen de cadena poly A en el extremo 3. El
genoma contiene un marco de lectura abierto de mas de 10,000 bases que
codifica un precursor poliproteinico de aproximadamente 3,391 aminoacidos
que es procesado postrasduccionalmente en 3 proteinas estructurales y 7
proteinas no estructurales (Rice, et al.,, 1985) (Figura 1).

La mayor parte de los virus pertenecientes a este género se transmiten
mediante vectores artropodos hematéfagos como el mosquito {Aedes spp.)y la
garrapata (Ixoedes spp.) sin embargo, existen algunos grupos en los que aun no
esta definido o no se conoce el modo de transmision. Los virus tienen comé
hospederos a vertebrados tales como las aves y mamiferos entre los cuales
estan los gatos, perros, vacas, caballos, monos y el hombre (Fields, et al,,
1995).

Ciclo infeccioso en Flavivirus




Flavivirus

Proteinas estructurales Proteinas no estructurales

Pestivirus

Proteinas estructurales Proteinas no estructurales

Hepatitis C

Proteinas estruchirales Proteinas no estructurales

Fig. 1. Comparacién de la organizacién de la poliproteina entre los géneros de Ja familia
Flaviviridae (Murphy et al., 1995)



GRUPO MIEMBROS TIPO
Encefalitis transmitida por | Encefalitis de Europa Central
garrapata (12,G) (TBE-W)
Encefalitis del Lejano Oeste
(TBE-FE)
Rio Bravo (6,G) Rio Bravo
Tyuleniy {3,G) Tyuleniy

Encefalitis Japonesa(10,M)

Encefalitis Japonesa (JE)

Kunjin (KUN)

Encefalitis del Valle de Murray
(MVE)

Encefalitis de San Luis (SLE)
Virus del Oeste del Nilo (WN)

Ntaya (5,M) Ntaya
Uganda S (4,M) Uganda S
Dengue (4,M) Dengue tipo 1 (DEN 1)

Dengue tipo 2 (DEN 2)
Dengue tipo 3 (DEN 3)
Dengue tipo 4 (DEN 4)

Fiebre Amarilla (M)

Fiebre Amarilla (YF)

Modoc (5,D)

Modoc

Cuadro 1. La clasificacion seroldgica de los Flavivirus, El nimero y la letra que se encuentran en el
paréntesis corresponden al niimero de miembros que se encuentran organizados en cada grupo(Calisher

et al.,,1989) y al tipo de vector respectivamente; M: mosquito, G:garrapata, D: desconocido,

Dentro del género flavivirus se encuentran mas de 68 miembros divididos en grupos de
acuerdo a sus caracteristicas serolédgicas; 13 de ellos, causan enfermedades en humanos que van

desde un cuadro febril, hasta ficbres hemorragicas, sindrome de choque y encefalitis. La

clasificacién serolégica se muestra en el cuadro 1.




Caracteristicas del género Pestivirus

El genoma de los Pestivirus tiene un tamano de aproximadamente 12.5
Kb con un marco de lectura abierto de aproximadamente 11, 964 bases que
codifican para una poliproteina de 4,000 aminoacidos, que es procesada en 4
proteinas estructurales y 5 no estructurales, las cuales se encuentran en el
genoma (Figura 1). La proteina p80 es homdloga a NS3, ya que contiene los
dominios de helicasa y de serin proteasa (Wiskerchen y Collet, 1991). Este
género no presenta region de poly A en el extremo 3’, pero puede encontarse
una region de poly C.

Los virus de este género tienen como hospederos a todos los integrantes
del grupo Artiodactyla, actualmente estos se han aislado en 50 especies de
rumiantes (cebra, jirafa,btufalo, etc.) (Hamblin y Hedger, 1979). Sus principales
hospederos son los animales domésticos como el cerdo, la vaca y el borrego;
que son de gran importancia econémica para el hombre.

En el grupo de los pestivirus no se han detectado vectores, su forma de
transmisién es indirecta, a través de diversos agentes (heces fecales, orina,
secreciones nasales, etc) (Ver esquema del ciclo infectivo). Dentro de este
género se incluyen los tres grupos que se encuentran representados en el

cuadro 2 (Wengler et al.,, 1995}.

Ciclo infeccioso de Pestivirus

Artirodactilios

Heces fecales, orina, |
secreciones nasales !
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Grupo Miembro tipo
Diarrea viral bovina Virus de la diarrea bovina (VDB)
Fiebre Clasica porcina Virus de la fiebre clasica porcina o
colera del cerdo (VCP)
Enfermedad del borrego Enfermedad del borrego (VEO)

Cuadro 2. En este cuadro se encuentran contenidos los grupos del género Pestivirus aceptados

actualmente en base a estudios serolégicos (Wengler et al.,, 1995).

Caracteristicas del virus de Hepatitis C

El virus de la hepatitis C tiene un genoma menor que el de los otros 2
géneros (9.5 Kb); su regién 5'no traducible es de 341 a 344 bases, siendo la
regién mas conservada de su genoma. En su extremo 3' presenta una region de
poly A. El RNA genémico tiene un tamario de 9379 nucledtidos, con un marco
abierto de lectura, que codifica para un precursor poliproteinico de 3011
aminoacidos que es procesado postraduccionalmente originando 3 proteinas
estructurales y 7 no estructurales ( Figura 1){Grakoui, et al.,, 1993).

El virus de la Hepatitis C no tiene vectores, se transmite principalmente
por transfusién con sangre contamidada, secreciones o contacto sexual. Se han
reportado casos de transmisién vertical aunque no se conoce en qué momento
puede ocurrir la infeccion. Sus principales hospederos son el chimpancé y el
humano. Se tiene como Uinico grupo y miembro tipo al Hepatitis C (Murphy et
al.,19995).

11



Ciclo infeccioso del virus de Hepatitis C

Las infecciones por hepatitis C son generalmente cronicas, aunque
pueden variar, desde un cuadro asintomatico, hasta hepatitis cronica activa
que puede progresar a cirrosis asociada al desarrollo de carcinoma
hepatocelular y a hepatitis fulminante (Shimotohno, 1993).

La gran variabilidad de este virus no ha permitido unificar criterios para
su clasificacién, y para esto se han utilizado caracteristicas como la forma de
transmision, manifestaciones clinicas, respuesta a algun tratamiento, o bien,
regiones geograficas. En recientes estudios y analisis de secuencias de las
proteinas E1 y NS5 en aislados de Hepatitis C, se han encontrado diferencias,
con las cuales Simmonds y col., {1993) han propuesto una nomenclatura de
"tipos" (correspondientes a las principales ramas de su arbol filogenético} y
"subtipos" (correspondientes a las secuencias de aminoacidos mas
relacionadas de acuerdo a sus analisis). Los tipos son numerados del 1 en
adelante, mientras que los subtipos se designan en orden alfabético de acuerdo
a como se van encontrando (a, b,c, etc.), de este modo se han establecido 6

grandes grupos y se reconocen aproximademente 40 subtipos; aunque con

12



base en nuevos aislados se han propuesto 11 tipos (también llamados
genotipos) y mas de 40 subtipos, no bien definidos, que se encontraban
incluidos en los 6 tipos preestablecidos por Simmonds (Tokita, et al,, 1996).
Los problemas de nomenclatura para el virus de Hepatitis C no se han podido
resolver, ya que no se ha establecido alguna caracteristica especifica que
permita unificar criterios.

Hasta el momento, no se ha definido ninguna asociacion del genotipo
con el patron de infeccién, pero se ha reportado que en Europa y Estados
Unidos de América los genotipos mas frecuentes son la, lb, 2a, 2b y 3a,
aunque esta distribucion puede ser muy variable (McOmish, et al, 1994). En
las regiones de Japdén, Taiwan y algunas zonas de China se encuentran mas
frecuentemente los genotipos 1b, 2 y 2b. En Tailandia, Singapur, Bangladesh y
algunas regiones de la India predomina el tipo 3; en Egipto, El Oriente Medio y
Africa Central predomina el tipo 4; en Africa del Sur se encuentra el tipo 5. El
tipo 6a se detecté originalmente en Hong Kong. Nuevos genotipos se han
detectado en Vietnam (7,8 y 9) y Tailandia (10 y 11), (Tokita, et al.,, 1996).

Aunque se conoce poco de la funcion de las proteinas NS3 y NS5, se sabe
que estan asociadas con actividades claves en la expresig')n y duplicacion del
genoma viral.

La proteina NS3 es la segunda proteina mas g?ande, se encuentra
conservada en todos los miembros de la familia Flaviviridae Mandl, et al,,
1989) y es de gran importancia, ya que interviene en los procesos de
duplicacion y procesamiento del precursor poliproteinico. De acuerdo a
comparaciones en sus secuencias y analisis bioquimicos se ha concluido que
puede ser trifuncional, es decir, se le asignaron las funciones de serin
proteasa (Lobigs, 1993), helicasa (Blok, et al, 1992) y de RNA trifosfatasa
(Wengler y Wengler, 1993) aunque esta tltima, no se encuentre totalmente
conservada a lo largo de toda la familia (s6lo la encontramos en el género de los

flavivirus).
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Las helicasas de RNA juegan un papel importante en procesos biolégicos
como el procesamiento de los mensajeros, el inicio de la traduccién, el
ensamblaje de los ribosomas y la duplicacion de diversas familias de virus a
través de la modulacidon de la estructura del RNA. Estas enzimas son muy
diversas y se encuentran ampliamente distribuidas en diferentes grupos de
procariontes, eucariontes y de virus. Las helicasas se han agrupado en tres
superfamilias (SF1, SF2 y SF3), siendo mas abundantes las helicasas SF1 y
SF2, en estas 3 superfamilias se incluyen todas las helicasas de DNA y RNA
celulares y virales. La SF1 incluye a los alphavirus y la SF2 a grupos como
potyvirus, asi como, a los tres géneros de la familia Flaviviridae. En SF3 se
incluyen helicasas de virus de DNA y RNA de los parvovirus, herpesvirus, y
baculovirus (Koonin, et al.,,1993). Se ha sugerido que SF1 y SF2 pueden tener
un ancestro comun ya que presentan 7 firmas conservadas distribuidas a lo
largo de las secuencias. |

Una firma estructural y/o funcional se define como una regién especifica
en la secuencia de aminoacidos de una proteina a la se le puede asociar
alguna funcién de importancia biolégica. —

La helicasa de NS3 pertenece a la SF2 (Lain et al, 1991) y presenta
firmas funcionales importantes como son: GxGKT,DExH,GRxxR, que estan
relacionadas con el acoplamiento del ATP y desenrrollamiento e hidrélisis de
ATP, respectivamente (Fuller-Pace, 1994).

Las proteasas son enzimas ampliamente distribuidas en la naturaleza y
tienen actividades cataliticas que pueden ser agrupadas en 4 clases de
acuerdo con su grupo funcional en el sitio activo: Serina, Cisteina, Aspartico y
las metales. Las serin proteasas requieren cuatro componentes basicos para
que lleven a cabo la catalisis: un arreglo espacial idéntico, una triada catalitica,
un sitio de unién a un oxianién, una zona de especificidad al sustrato y un

sitio de unidn no especifico para sustratos polipeptidicos (Neurath, 1984).
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NS3 es una serin proteasa que se agrupa en la superfamilia de la
tripsina, las cuales tienen en comun la triada catalitica formada por los
aminoacidos: histidina (base), aspartico {acido) y una serina (polar). La serin
proteasa de NS3 juega un papel importante en la liberacién de todas las
proteinas no estructurales que por su especificidad en el sitio de corte, ¢l cual
da generalmente después de dos residuos basicos (Arg-Lys) rompiéndose el

enlace que se encuentra hacia el extremo carboxilo terminal (Bazan y

Fletterick, 1989},
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Planteamiento del Problema

NS3 es una proteina viral biolégicamente muy importante, la cual
presenta dominios funcionales de helicasa y serin proteasa, que se encuentran
conservados en los tres géneros de la familia Flaviviridae, por lo que representa
un buen marcador evolutivo para llevar a cabo analisis filogéneticos de esta
familia.

Existen reportes previos de analisis evolutivos en Flaviviridae con otros
marcadores, tales como la proteina envoltura (E, E1, NS5) (Zanotto, et al.,
1996), (Block et al, 1992), o bien, se incluye solo uno de los dos dominios de
N33 (Ohba, et al., 1996). Sin embargo, estos analisis no se han llevado a cabo
utilizando la proteina completa dentro de la familia, o con grupos comunes. En
base a lo anterior en nuestro grupo, se ha.buscado un parametro comun en
toda la familia que permita lic\}af a cabo su andlisis*a partir de las regiones
méas conservadas como son las proteinas no estructurales 3 y 5 (NS3 y NS5).

En el presente trabajo se lievé a cabo el analisis evolutivo a partir de
alineamientos de secuencias de la proteina NS3 en los Flavivirus, Pestivirus y
el virus de la Hepatitis C, relacionandola con otros grupos externos por medio

del analisis de sus secuencias.
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OBJETIVOS

GENERAL

Llevar a cabo el analisis filogenético de la proteina no estructural 3 (NS3

y/o p80) de la familia Flaviviridae (Flavivirus, Hepatitis C y Pestivirus)

PARTICULARES

Integrar una base de datos con las secuencias de aminoacidos
correspondientes a la proteina no estructural 3 para cada uno de los diferentes

géneros para llevar a cabo alineamientos.

Llevar a cabo diferentes alineamientos multiples con las secuencias

correspondientes a los tres géneros y posteriormente el analisis de las mismas..

Analizar las secuencias de la proteina NS3 y/o pSO de toda la familia
(busqueda de firmas especificas) para identificar elementos importantes de las

secuencias.

Construir arboles filogenéticos para NS3 y/o p80 para cada género y

posteriormente, para la familia para ser analizadas.
Llevar a cabo un analisis comparativo de los arboles filogenéticos

correspondientes e identificar elementos que permitan establecer relaciones

evolutivas en la familia.

17



MATERIALES Y METODOS

Base de datos.

La base de datos se construyd con todas las secuencias de aminoacidos
{104) de la proteina NS3 de los diferentes géneros de la familia Flaviviridae.
Estas se obtuvieron via red utilizando los programas Network blast (programa
de escrutinio de bases de datos a través de red) (Steph et al.,, 1990) y Network
Entrez (ncbi) (Benson, 1998) para proteinas con la opcién "no redundante (nr)",
es decir, se hizo el escrutinio contra SwissProt (SP} (Bairoch y Apweiler, 1996},
GenBank (GB, Gl y PID) { Burk, et al., 1990} PIR { George, et al.,, 1996), y EMBL
(Kahn y Cameron, 1990).

Las secuencias se seleccionaron a partir de una regién de NS3 delimitada
previamente, Flavivirus (Wright, et al., 1989); Hepatitis C, (Hayashi, 1993}, y
Pestivirus; (Meyers, G & Thield, 1995} las cuales se utilizaron como sonda para
obtener todas las secuencias homdlogas de cada género, a partir de todas las
secuencias contenidas hasta noviembre de 1997, en las bases de datos
mencionadas . Posteriormente, se llevo a cabo una seleccion de las mismas, es
decir, se eliminaron las que estaban repetidas e incompletas para evitar
referencias duplicadas quedando asi una base de datos de 104 secuencias, en
las que se encontraron tanto los dominios de helicasa como de serin proteasa.
Las muestras quedaron distribuidas de la siguiente manera: Flavivirus 31,
Hepatitis C 48 y Pestivirus 25 { Tabla 1),

Como unidades de trabajo se utilizaron tanto una computadora Silicon
Graphics, Indigo X824 4000 con 128 Mb de RAM, una computadora Pentium
MMX a 166 Mhz y con 32 Mb en RAM, asi como una Macintosh IIsi con 17 MB

en RAM y con la versidon 7.1 de sistema operativo.
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Securencias qure integran la base de datos de NSz
paia la tamilia Haviviridae

s DENJAMA
POLG DEN2J Deubel er al,, 1986 PIR: GNVVVJA

GI: 323651

FOLG DBARN

PIR: GNWV26
GP: DENCMEMSA

o : ) TUGB: | X54319 |
; D2 Tonga 1994 POLG DEN2T Chen y Maguire, 1990 SP:. FLD2ENVG |
: , PIR:  S11482

GI: 59303

55
SP: P277915
D3 H87 POLG_DEN3 Osatami y Sumiyoshi, 1990 GB: “ M93130

PIR: GNWVD3
GI: 323468

1997 PID: 1854037

GI: 1854036

DBUSE335 Purt et al .

NAURL ISLAND,
WESTERN PACIFIC

SENAURUISLAND - ° . DBUSSS36 - g%
£ e e "'5‘-,», h .m%:%
' \’ALRU ISLAI\D i
! D1 WESTERN PACIFIC DBU8ES37 McKeeeral,, 1997+ » PID: gl854041 i
45AZS PDK27 GI: 1854040

“PID:
GI

" JEU14T63 §537635

537634

T IRUTETES

:  JEVCMNAR

FOLG_JAEVI Nitayaphan ef &/ ,, 1990 GB: ME5506
GI: 331331
PIR: GNWVJS

L POLG JABVS Y
JEVSAA

L1990 59

221958

Aahé'ra S y col g

+JEU47032, -+

SP: P08769

JAOARS982 POLG_JAEVI Surmyoshieraf ., 1987 PIR: CNWVJE
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ﬁwcontﬂnuwcﬁdn)

“GNwWYMY L Dal
POLG KUNIM

L PoLGLeNY
B - - R PR 03314
POLG_YIFVI Rice ef al, 1985 PIR: GNWVY

EB: X03700

130529

A P14336
POLG_TBEVW Mandl ef af ,, 1088 " GB: M21498

-~ POLG_JBEVS

NPT PR o i |
TEV127491 Wallner er al,, 1995 gl0e5399
1065398

CPOLGITBEVE U Wallherdral I gsEE

LIVGEN Gritsun ef afs, 1997

g20583
2058337

SRR

i

i
1000674
1000675

N 38— Al A z
s AT B R

" TACU5477

CHEVPOLYPL™ - -

T HOVCOMSEQ:

" PoLG Heve PID: gl30457
GB: M31788

HYUL8059: . -

- O T PEEERIES 5 Y
HCU45478 Mueller ef e/ .,1996 PID: gll81836
GI: 1181835

951419
514198
Y

REL
Meyers

g710407
GI: 710406

i
12201486
GI: 1220145

a SRt z Br
Meyers et af ,, 1989 PID: gl30456

A 7 POLG_HCVA
PR SD1 T T POLG BYDVS
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{ COFELRACIO )

e e g S ETES
' %%ﬁ@§§;= i et e .
Bl P iz :
CpBVDV Dig BVUG35912

Colett et af ., 1088 PID: 91346739

9487967
GI: 487966

AP S POLG BV LN A OO g Rl 198

CP7 BVUG63479 Meyers ef al.,, 1996

PID: gl628571
1628570

2%

ek T
4%%%%%%.
Mueller ef al.., 1996 PID

gllB1832
1181831

gl483142
PID: 450409 i

g558521
GI: 558520

PO
i

g266821

i i
. ] k olo, 1993 PID: 464178
DI RE s Rt iy s b e
Honda et al.,, 1993

ST

% B TR T
sl i e

R R N

& : = ! PR TR R b e ] i R 5 A
VHC 1B-1{#1090) D8551 Sugiyama, 1996

s i;';. ¥
A
Kato ef al.,, 1990 PID: g471115
4362168

4376
GI: 1944375

G Y

et

gl30458
P26663

20

385584
38558%

1405417
960359

gi749762

Ry
D§987




(wcanﬂhuac&hv

GI: 1749751 |

A Y

ZHSE : ~&5Mﬂ”§ Chidas e
VHC HCV b HE’CKIRZ Enamoto, 1995 PID: gl8l4086

HPC K1-R2 GI: 1030705

R ) %

VHC HPC-1b HPCK1SI Enamoto, 1995 PID: 91814088
HPC- K] -S1 GI: 1030702

PID: glgl409c
GI: 1030703

VHC ' S 593530 Houghton et al.,, 199 PID: g593530
GI1 110074

PID: gl130466

VHC BC-J6 POLG_HCVI6 Okamoto et af ,,1991 GI: P26660
* PIR:  DO00944

221607
221606

9306287
308662

‘Okamoto, 1995 eI 1183032
PID: gi183033

R A 2 cabr el L ity
Wang er af.,, 1993 117
471116

Japancse POLG_HCVIA Kato ef al ,, 1990 PID g130469
. GI: 221610

221611

Tabla 1. Relacién de referencias cruzadas para las secuencias incluidas en la base de datos de NS3
para la familia Flaviviridae. Se utilizaron 104 secuencias tomadas de 6 bases de datos diferentes. PIR:
Protein Identification Resource, SP: SwissProt, PID, EB: European Molecular Biology Laboratory Da,,tabase,
DD, DDBJ y GI: GeneBank Identification. o
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Edicion de secuencias

A partir de la regién que codifica para NS3 en Flavivirus, Pestivirus y
Hepatitis C, se delimit6 tanto el extremo amino como carboxilo terminales de
cada una de las proteinas (Flavivirus: 1474-2092 (Wright et al.,1989); Hepatitis
C: 1027-1657 (Hagashi, 1993) y Pestivirus:1638-2315 (Meyers y Thield, 1993))
ya que la proteina presenta diferentes longitudes, dependiendo del género al

que pertenece, eliminandose el resto de las secuencias.

Alineamientos miiltiples de secuencias.

Una vez editadas las secuencias se llevo a cabo el alineamiento multiple
a maxima parsimonia en cada género. Debido a las diferencias en longitud de
la proteina NS3 en la familia, se selecionaron las siguientes 5 secuencias al
azar, buscando que estuvieran representados los 3 géneros: POLG_BVDVS
(pestivirus), POLG_HCVJA, POLG_HCVJT (Hepatitis C), POLG_DEN2T vy
POLG_DEN2P (flavivirus}, para poder alinear las regiones funcionales
presentes. Posteriormente se inserté el grupo total en las secuencias
anteriores, para llevar a cabo el alineamiento multiple utilizando el programa
Clustalw version 1.70 (Thompson J.D. y col, 1994), para lo cual se
incorporaron huecos en diferentes sitios, verificando que las firmas

importantes de nuestra proteina se conservaran .

Anadlisis de las secuencias e identificacion de firmas.

Con el objeto de identificar elementos importantes en las secuencias
(repeticiones, similitudes, etc.) que noé permiten definir grupos, se llevaron a
cabo diferentes analisis de las secuencias, es decir, se buscaron firmas
funcionales y/o estructurales {analisis de regresién, frecuencia de aparicion)
(Chin-Yih et al., 1992) tanto para Pestivirus como para Hepatitis C, no asi para
Flavivirus ya que en este género se tienen bien definidos los serocomplejos

(Murphy et al.,, 1995).
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Una firma funcional, se define como una regién de las secuencias de
aminoacidos a las que se les ha asignado propiedades biolégicas especificas
(Doolitle, 1986).

Para llevar a cabo el analisis firmas estrucrurales, se buscaron
posiciones de aminoacidos en los cuales la ausencia o presencia de éstos,

distingan grupos filogenéticamente relacionados.

Contrucccion de dendrogramas.

Con ¢l objeto de establecer relaciones filogenéticas de la proteina NS3 en
los 3 géneros de la familia Flaviviridae, se construyeron diferentes arboles
filogenéticos, a partir de las regiones que codifican para dicha proteina; en
cada género. Este analisis se llevé a cabo a méxirﬁa parsii‘nonia con ayuda del
programa CLUSTALW (version 1.70) utilizando las variables recomendadas por
el autor para este tipo de secuencias. Se obtuvo, inicialmente un dendrograma
para cada uno de los géneros y posteriormante otro para la familia. Cada uno
de los dendogramas se dibujaron mediante los programas Phylowin versién 1.2
(Galtier y Gouy, 1996) y Treeview 1.5 (Page, 1997). Con Phylowin se calcularon
500 pasos de bootstrap (referir glosario) por el método Neighbor Joining con
correccion de Poisson. Posteriormente, se llevaron a cabo célculos

comparativos de bootstrap mediante el programa clustalw.

Definicién de grupo externo para el dendrograma.

Por las caracteristicas estructurales de la proteina NS3 y/o p80 y con el
objeto de distinguir las relaciones ancestrales de la proteina se busco en la
bibliografia un grupo que no perteneciera a la familia Flaviviridae pero que
reuniera las caracteristicas necesarias para poderlo comparar, es decir, que
tuviera los dominios presentes en esta proteina (helicasa y de serin proteasa),
y que, ademas ambos fueran homologos a los que encontramos en la proteina

NS3 de la familia.
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A partir de las secuencias obtenidas en nuestra base de datos

RESULTADOS

8¢

llevaron a cabo diferentes alineamientos multiples para cada género y

posteriormente uno para toda la familia, tomando como base las firmas

funcionales y/o estructurales de NS3. Por la extension de los alineamientos se

decidié omitirlos y presentar un concentrado de las regiones en las que se

encuentran los dominios funcionales de esta proteina (cuadro 3).

POLG_BVDVS
GNWVBV
BVDNCP1
POLG_BVDVN
A22708
BYDPP
BYU03912
BVUS3479
BVU63512
BVDVDIP
BVU18059
BDU70263
HCU21329
POLG_HCVA
A16790
HCVPOLYP2
HCVPOLYP]
557437
PTU90951
POLG_HCVE
HCU45478
HCVCOMSEQ
HCU21328
HCVPOLYPR
HCU45477
POLG_HCVJA
POLG_HCVJT
HPCHCPO
HPCPP
HBCK1R3
HPCK1§3
POLG_HCVEK
HPCRNA
POLG_HCVTH
HPCK151
HPCK1R1
HPCTZ
HPCFPB
D898 T2
HPCPNS234
D85516
HPCJRNA
56220
HPCK1R2
HPCK152
HPCITV
HPCJ483
HPCJ491

1 2 3

b 1 (4 [ 4) (ox ] a2 [2'] (3]
VDHVT///XTDSG// /LXGWSGL// / - -RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / / FLOEYHCA/ / /MTATPA/ / / AQRRGRY
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL/ / / - - RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / / FLDEYHCA/ / /MTATPA/ / / AQRRGRY
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL///--RVKVG///ATGAGKTT///FLDE:HCA///MTATPA///AQRRGRV
VDHVE///KTDSG///LKGHSGL/// - - RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / /FLDEYHCA/ / /MTATPA/ / / AQRRGRY
VDHVT///KTDSG/ //LKGWSGL/ // - -RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / /JFLDEYHCA/ / /MTATPA/ / / AQRRGRV
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL/// «-RVKVG// /ATGAGKTT/ / / FLDEYHCA/ / /MTATPA, / / AQRRGRY
VDHVT///KTDSG///LKGwSGL///-—RVKVG///ATGAGK?T///FLDEYHCA///MTATPA///AQRRGRV
VDRVT///KTDSG///LKGWSGL// /- -RVKVG/ [/ NTGRGKTT/ / / FLDEYHCA/ / /MIATPA/ / / AQRRGRY
VDHVT///KTDSG///LKGHEGL/ // - -RVKVG/ / /ATCAGKTT/ / /PLDEYHCA // /MTATPA/ /. AQRRGRV
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL// /- -RVKVG// /ATGAGKTT/ / /FLDEYHCA/ / /MTRTPA/ / / AQRRGRV
VDRVT///KTDSG///LKGWSGL/// - -RVKVG/ / /ATGRGKTT/ / / FLDEYHEA/ / /MTATPA/ / / AORRGRV
VDHVT///KTPSG///LKGWSGL///--RVKVG///ATGAGKTT///FLDEYﬁCA///MTATPA///AQRﬁGRV
VDRVT///KTDSG// /LKGWSGL/// - -RVKVG/ [ /ATGAGKTT/ / /FLDEYHCA/ / /MTETPA/ / / AQRRGRV
VDHVT///KTQSG///LKGWSGL///--vavc///ATGAGKTT///FLDEgﬁCA///MTA¢pA///AQRRGBV
VDHVT///KTbSG///LKGWSGL///--vavs///ATGAGKTT///FLDEYHCAJ//MTATPA///AQRRGRV
VDHVT///KTDSG/ //LKGWSGL/// - -RVKVG/ / /ATGAGKYT/ / / FLDEYHCA/ / /MTATEA £/ / AQRRERV
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL/ / /- -RVKVG/ / /ATGRGKTT/ / /FLDEYHCA// /MTATPA/ / / AQRRGRV
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL/// - -RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / /FLDEYHCA/ / /MTATRA/ / / AQRRGRY
VDHVT///KTDSG// /LKGWSGL/ / /- -RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / / FLDEYRCS/ / /MTATPA/ / [ AGRRGRV
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL/ / / - -RVKVG/ / /ATGRGKTT/ / / FLDEYHCA/ / /MTATPA/ / / AQRRGRY
VDHVT///KTDSG///LKGWSGL/ / /- -RVKVG/ / / ATGAGKTT/ / / FLDEYHCA/ / /MTATEA/ / / AQRRGRV
VDHVT///KTDSG/ / /LKGWSGL/ / / - -RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / / FLDEYHCA/ / /MNTATEA/ / / AQRRGRV
VDHVT///KTDSG///LxcwssL///--Rvgvc///ATGAGKTT///FLQEYHCA///MTATPA///AQRRGRV
VDHVT///KTDSG/ //LKGWSGL/// - ~RVKVG/ / /ATGRGKTT/ / / FLDEYHCA/ / /MTATPV/ / / AQRRGRV
VDRVT///KTDSG// /LKGWSGL/ // - -RVKVG/ / /ATGAGKTT/ / / ICDECHST/ / /MTATPY/ / / AQRRGRV
VYHGA///DQDLV/ / /LKGSSGG/ //IFRARVC/ / / PTGSGKST/ / / ICDECHST/ / / NTATPPR/ / / AORRGRT
VEHGA///DQDLV///LKGSSGG/ // IFRAARVC/ / /PTGSGKST/ / / ICDECHST/ / /ATATPP/ / / SQRRGRT
VYHGA///DQDLV// /LKGSSGG/ // TFRARVC/ //PTGSGKST/ / / ICDECHST/ / / KTATPE/ / / SORRERT
VFHGA///DOBLV// /LKGSSGG/ / / IFRARVC/ / / PTGSGKST/ / / ICDECHST/ / /ATATPP/ / / SORRGRT
VYHGA///DQDLV///LKGSSGG/// IFRARVC/ //PTGSGKST/ / / ICDECHST/ / /ATATPP/ / / SORRGRT
VYHGA///DODLV///LKGSSGG/ // IFRARVC/ / / PTGSGKST/ / / ICDECHST/ / /ATATPD/ / / SORRGRT
VYHGA///DQDLV///LKGSSGG/ / / IFRARVC/ / / PTASGKST/ / / ICDECHST/ / /ATATPP/ / / SQRRGRT
VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRARVC// /PTGSGKST/ / /MCDECHST/ / /ATATPP// / SQREGRT
VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///TFRARVC/ / /PTGSGKST/ / /MCDECHSI/ / /ATATER/ / / SQRRGRT
VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///pTGSGKST///McpchsI///ATATPP///SQREGRT
vyﬁsn///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICpECHST///AanPP/f/SQRRGRT
VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///pTGSGKST///IcpsgﬁST///ATﬁTPP///SQRRGRT
UYHGA///DQQLV///LK;SSGG///IFRAAVC///PTGSQKST///1chcHST///ATﬁpr///SQRRGRT
VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFREAVC///FTGSGKST///ICDEGHST///ATQTPP///SQR&GRT
UYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///MCDECHST///ATBTPP///AQRRGRT
VFHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATA?PP///SQRRGRT
VYHGA///DODLY// /LKGSSGG/ / / IFRRAVC/ // PTGSGKST/ / /MCDECHST/ / / ATAT'PP/ / / SQRRGRT
VYHGA///DQDLV// /LXGSSGG// /VFRARVC/ / / PTGEGKST/ / / ICDECHST/ / /ATATPP/ / / SQRRGRT
VYHGA///DODLV///LKGSSGG/ / / IFRAAVC// / PTGSGKSN/ / / ICDECHST/ / /ATATPP/ / / SORRGRT
vvuca///DQnLv///LKGsscG///IFRAAVC///PTGSGKSN///ICDECHST///AT@TPP///SQR@@RT
VFHGA///DQnLv///LKGSSGG///1FRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATﬁrpp///SQRQGRT
VYHGA///DLDLV///LKGSSGG///VFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///SQRRGRT
VYHGA///DLDLV///LKGSSGG///VFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///SQRRGRT
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HCU45476 VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFnanvc///PTGSGKTT///ICDECHST///ATATPP///SQRRGRT
§18030 VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///pTGSGKsT///ICDECHST///AAATPP///SQRRGRT
HCUD1214 VFHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///MCDECHST///ATATPP///TQRRGRT
HPCUNKCDS VFHGA///DQDLV///LKGSSGG///ILPAAVC///PTGSGKST///MCDECHST///STATPP///SQRRGRT
HCU16262 VFHGA///DQDLV///LKGSSGG///ILPAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///STATPP///SQRRGRT
HPVHCVH VFHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///SQRRGRT
592428 VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///TQRRGRT
592429 VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///TQRRGRT
HRCPOLYP VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///TQRRGRT
593530 VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///TQRRGRT
POLG_HCVA VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///TQRRGRT
POLG_ HCVH VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///LFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHST///ATATPP///TQRRGRT
540770 VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHSV///ATATPP///TQRRGRT
HPCCGS VYHGA// /DGDLV/ //LKGSSGG/ / / IFRARVC/// PIGSGKST/ // TICDECHST// /ATATPR/ //SQRRGRT
HBCIKO46E2 UYHGA///DQDMV///LKGSSGG///LFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHAV///ATATPP///SQRRGRT
POLG_HCV.JG VYHGA// /EGDLV/ / /LKGSSGG/ / /VFRRAVC/ / / PTGSGKST/ // ICDECHAV/ / / ATRTPR/ / /SQRRGRT
911718 VYHGA///EGDLV/ / /LKGSSGG///VFRARVC/ // PTGSGKST/ / / ICDECHSV/ / /ATATPP/// SQRRGRT
D50409 vFHGA///EGDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHsv///ATATPP///SQRRGRT
POLG_HCVJS VYHGA///EGDLV/ / /LKGS8GG/ / /LFRAAVC/ / /PTGSGKST/ / / ICDECHSV/ / /RTATPP// / SQRRGRT
911720 VYHGA///EGDLV///LKGSSGG///LFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHAQ///ATATPP///SQRRGRT
HPCFG VYHGA///DQDLU///LKGSSGG///IFRAAUC///PTGSGKST///ICDECHAQ///ATATPP///SQRRGRT
HCVCENS1 VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHAQ///ATATPP///SQRRGRT
HPCEGS VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAvc///PTGSGKST///IanCHAQ///ATATPP///SQRRGRT
HPCK3A VYHGA///DQDLV///LKGSSGG///IFRAAVC///PTGSGKST///ICDECHAQ///ATATPP///SQRRGRT
HPCIKO49EL VYHGA///DQDLV/ / /LKGSSGG/ // IFRARVC/ / / PTGSGEST/ / /FLDEYHCA/ / /WTRTRB// / SQRRGRT
POLG_DEN2T MWHVT///KKDLE///®-GTSGS// /LYGNGVV/ / /HPGAGKTK/ / / IMDERHFT/ / /MTATPR// /AQRRGRI
POLG_DEN2P MWHVT///KKPL1///P- -GTSGS// /LYGNGVV// /HPGAGKTK/ / / IMDERNFT/ / /MTATPP/ / / RQRRGRI
POLG_DEN2J MWHVT///KKDLI///P GTSGS///LYGNGVV///HPGAGKTK/[/IMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRI
POLG_DEN2ZN MWHVT///KKDLI///P GTSGS///LYG&GVV///HPGAGKTK///IMDEAHFT///MTnTPP///AQRRGR:
POLG_DEN27 MWHVT// /XKDLI///P- GTSGS///LYGNGVV///HPGAGKTK///IMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRI
POLG_DEN26 MWHVT///KKDLI/}/B- GTSGS// /LYGNGVV/ / /HPGAGKTK/ / / IMDEAHFT/ / /MTATPP/ / / AQRRORI
POLG_DEN3 MWHVT///KKDLI///®- GTSGS///LYGNGUV///HPGSGKTR///IMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRV
DBUBBS536 MwiVT/ /[ /KKDLEI// /P- GTSGS///LYGNGVV///HPGSGKTR///IMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRI
DBUBSS3S MWHVT///KKDLI///P- -GTSGS///LYGNGVV// /HPGSGKTR/ // IMDERHFT/ / /MINTPP/ / /AQRRGRI
DBUE8537 MWHVT///KKDLI///P- -@Tscs///LYGNGYV// /HPGEGKTR/ / / IMDEAHFT/ / /MTATPE// /AQRRGRI
POLG_DEN1S MWHVT///KKDLI///P- GTSGS///LYGNGVV///HPGSGKTR///IMDEAHFT///MTAT?P///AQRRGRI
POLG_DEN4 MWHVT///RNDMI///P- GTSGS///LYGNGVV///HPGAGKTK///VMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRI
GNWVMV LWHTT///KEDRV///1- GTSGS///LYGNGUI///HPGAGKTR///VMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRV
POLG_JAEVL LWHTT///REDRI///R-GTSGS///LYGNGVE// /HPGSGKTR// /VMDERHFT/ / /MTATPR/ / / AQRRGRY
JEU14163 LWHTT///REDRI///R- GTSGS///LYGNGVE///HPGSGKTR///VMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRV
JEVCMNAR LWHTT///REDPRI///R- GTSGs///LYGNGVE///HPGSGKTR///VMDEAHFT///MTATPP//fAQRaGRv
POLG_JAEVS LWHTT///REDRI///R- GTSGS///LYGNGVB///HPGSGKTR///VMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRV
JEULSTE3 LWHTT///REDRI///R- GTSGS///LYG&GVB///HPGSGKTR///VMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRV
POLG_JAEV] LWHTT///KEDRI///R- GTSGS///LYGNGVE///HPGSGKTR///VMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRV
JEU47032 LWHTT///KEDRI// /R~ -@GTSGS/// LYGNGVE/ / {HPGSGKTR/ / /VMDEANFT/ / /MTATPP/ / / AQRRGRV
JEVSAA LWHTT///KEDRI///R-GTSGS///LYGNGVE///HPGSGKTR/ / /VMDERHFT/ / /MTATPP/ / / AQRRGRV
POLG_WHV LWHTT///KEDRL/ / /T-GTSGS/ / /LYGNGVT // /HPGAGKTR/ // IMDEAHFT/ / /MTATPP/ / /AQRRARI
POLG_KUNJH LWHTT///KEDRL///T- GTSGS///LYGNGVI///HPGAGKTR///VMDEAHFT///MTATPP///AQRRGRT
POLG_TBEVH HWHVT///REDVV// /K- GTSGS///LYGNGLK///HPGSGKTH///IMDEAHNT///MTATPP///AQRRGRV
TEV127491 MWHVT///REDVV// /K- GTSGS///LYGNGLK///HPGSGKTH///IMDEAHWT///MTATPP///AQRRGRV
POLG_TBEVH MWHVT///REDVV// /K- GTSGS///LYGNGLK///HPGSGKTH///IMDEAHWT///MTATPP///AQRRGRV
LIVGEN MWHVT///KEDVV///K GTSGS///LYGNGPK///HPGSGKTH///IMDEAHWT///MTATPP///AQRBGRV
POLG_TBEVS MWHVT///KEDVV// /K~ GTSGS///LYGNGLK///HPGSGKTH///IMDN wT///MTATPP///AQRRGRV
POLG_LANVT MWHVT///REDVV///K GTSGS///LYGNGLK///HPGSGKTH///IMﬁEnHwT///MT@TPP///AQRRde
POLG_YEFV1 MWHYVT// /KEDLV// /8- GTSGS///LYGNGIL///HPGRGKTR///IMDEAHFL///MTATPP///AQRRGRI
POLG_YEFV2 MWHVT///KEBLV///S- GTSGS///LYGNGIL///HPGAGKTR///IMDEAHFL///MTATPP///AQRRGRI
LR LA N ke P77 LR Y A T R VS LAV A
[ #} [ 11 [ 2] [2'3 {3*]
1 2 3

Cuadro 3. Se muestra un concentrade del alineamiento global de la familia Flaviviridae. Se indican
también los aminoacidos que forman las regiones importantes de los dominios de serin proteasa y de
helicasa de la proteina no estructural 3 (NS3) de la familia Flaviviridae, Los nimeros 1,2,3 corresponden a
la triada catalitica {H,D,S); #, 1’ indica el sitic de unién de ATP; 2' (la caja DexH) relacionada con el
desenrrollamiento de la cadena de ARN e hidralisis de ATP; 37 hidrélisis de ATP,
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Las secuencias de Flaviviridae muestran un 4.64% de identidad y 8.09 %
de similitud entre los tres géneros {flavivirus, pestivirus y hepatitis C}, siendo
las regiones mas conservadas aquellas que corresponden a los dominios de
serin proteasa y helicasa, los gaps que se encuentran a lo largo de los
alineamientos se deben a las diferentes longuitudes de las secuencias en los
distintos géneros. Sin embargo, (como se observa mas adelante) para cada
género en particular los porcentajes de similitud son mas elevados.

Posteriormente y con el objeto de establecer relaciones filogenéticas
dentro de la familia Flaviviridae, se construyeron diferentes dendrogramas
(para cada género y para toda la familia) utilizando como marcador evolutivo la
proteina no estructural 3 (NS3). En el dendrograma de la familia completa,
obtuvimos dos grandes ramas: una que corre'sponde a los flavivirus y otra que
origina a pestivirus y hepatitis C (Figura 2).

El disefio de los arboles filogenéticos se llevd a cabo con Treeview y
Phylowin, sin observarse alguna diferencia en la estructuracion de los rpismos,
la evaluacion de los arboles se efectud, calculando el valor de bootstrap para
500 réplicas. | |

En el género Flavivirus encontramos un 30.62% de identidad y un
47.04% de similitud entre las secuencias, lo cual muestra que NS3 a pesar de
presentar dominios muy conservados contiene diferentes regiones variables.
Estas regiones se encuentran afectando los porcentajes de similitud en todo el
grupo. Las diferencias entre las secuencia nos reflejan la diversidad dada por
los serocomplejos (conjunto de virus agrupados por su reconocimiento a
anticuerpos especificos) que se encuentran incluidos en este género. En el
arbol filogenético (fig. 3) de los flavivirus se localizan 2 grandes ramas, la
primera en aparecer agrupa a los virus transmitidos por garrapata en donde
encontramos encefalitis transmitida por garrapata (TBE), el virus Langat
(LANVT), y el virus “enfermedad Louping” (LIVGEN). La otra rama agrupa a los

flavivirus transmitidos por mosquito en la cual estan incluidas la fiebre
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Figura 2. Familia Flaviviridae "



POLG LANVT

TBE

POLG TBEVS

LIVGEN

POLG TBEVW

POLG TBEVH

TEV127491

Fiebre Amairilla POLG YEFV1

POLG YEFV2

prmc— POLG KUNJM

s POLG WV

Encefalitis
Japonesa

GNWVMV

JEL47032

POLG JAEWS

 JEVSAA
POLG JAEVD

F. JEUIS763

JEU14183

JEVCMNAA

POLG JAEV1

POLG DEN4

POLG DEN3

Dengue r-. POLG DEN1S

DBUBB535

DBU8B536

DBUBBS3Y

POLG DEN2J

0.1 POLG DENZN

POLG DEN27

POLG DEN26

POLG DEN2P

-" POLG DEN2T

29

Figura 3. Género Flavivirus



amarilla (YF), encefalitis japonesa (JE} y dengue (DEN 1, DEN 2, DEN 3 Y DEN
4). De los cuales en el dengue se observa que el primero en divergir fue el DEN
4, a partir del cual surge una rama del que se origina el DEN 3,
posteriormente el DEN 1, y finalmente el DEN 2, nuestros resultados
concuerdan con analisis previos en los que se utilizan otras proteinas como
son E, (Zanatto, P., et al., 1996) NS1 y NS5 (Block, et al.,1992).

Por otra parte, al alinear las secuencias del virus de la hepatitis C
obtuvimos un 52.42% de identidad y 69.68% de similitud el cual es superior al
género de los Flavivirus. Debido a la falta de uniformidad de criterios de
agrupacion, se decidié llevar a cabo un andlisis de las secuencias para
identificar elementos Gnicos que nos permitieran diferenciar grupos dentro del
género, denominado "analisis de firma", obteniéndose siete grupos (ver cuadro
4 a,b,c,d,e,f g en los cuales se muestran cada uno de los aminoacidos con
posiciones Unicas dentro de la secuencia que se presentan como caracteristicas
que distinguen a cada tipo (genotipo) que estamos proponiendo.

En el cuadro 4 (a, b, ¢, d, e, {f, g se muestran las posiciones de
aminoacidos y sus porcentajes de aparicién que caracterizan a cada grupo
propuesto. En el arbol filogenético obtenido (Figura 4) podemos observar que
los subgrupos 1, 1, y Il Simmonds (Simmonds ef al,, 1993} los reporta como
genotipo 1, que el grupo IV corresponde al genotipo genotipo 10 de Tokita
(Tokita et al.,, 1996}, el grupo V corresponde al genotipo 3 de Simmonds, el
grupo VI corresponde al genotipo 11 de Tokita y el grupo VII corresponde al

grupo 2 de Simmonds.
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Analisis de firmas para Hepatitis C

Posiciéon 239 6 63 9 146 173 19t 382 385
Grupos

AT | s A N VvV L T

t 090 100 100 090 090 080 070 100 1.00

f 000 000 000 000 000 000 000 000 000

0l 000 000 000 000 000 000 000 000 000
v 000 000 000 000 000 000 000 000 000
v 000 000 000 000 000 000 0060 000 0.00
Vi 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
Vil 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00

Cuadro 4a. Se muestran los aminoacidos, sus posiciones unicas para
"tipo I" y porcentaje de aparicion en las secuencias que lo integran.

Posicién 41 70 206 342 357 381 533 554

Grupos

s | s N A S S D
I 100 080 083 097 051 076 072 088
i 0,00 000 000 000 000 000 000 000
1l 0.00 000 000 000 000 000 000 0.00
\Y; 0.00 000 000 000 000 000 000 000
V] 0.00 000 000 000 000 000 000 000
Vi 0.00 000 0.00 000 000 000 000 0.00

it 060 000 0.00 000 000 000 000 000
Cuadro 4b. Posiciones unicas en "tipo [I' y porcentajes de la
frecuencia de aparicién en el total de las secuencias.

Posicién 121 146 174 266 318 381 448 469 593 603

Grupos
N OM L H n vV 8 H A G
0 100 10 100 1.0 100 100 100 100 400 1.00

} 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00

I 0.03 000 000 006 000 000 000 000 000 000
v 000 000 000 000 000 000 000 000 000 0.00
Vv 0.00 0.00 000 000 000 000 000 000 000 000
Vi 0.00 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Vil 0.00 0.00 0.00 000 000 000 000 000 000 0.00

Cuadroe 4¢. Se indican las posiciones unicas de aminoéacidos,
caracteristicas del tipo I{I, asi mismo, el porcentaje en que se presenta el
aminoacido en el total de secuencias que integran a este tipo.
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...continuacion

Posicldn 27 81 106 152 171 173 314 336 338 341 342 346 384 387 456 477 487
Grupos
E M Q L C A c Q T P L v T L A Q T

v $.00 100 100 100 100 100 100 100 100 100 1.00 100 100 100 100 1.00 100

{ 000 000 000 000 000 OO0 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000

il 0.00 0.00 000 ©0.00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000

1Y 0.00 000 000 0.00 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000

v 000 000 000 000 0060 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000

VI 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000 000
Vil 080 000 000 000 000 000 000 000 000 0060 000 000 000 000 000 000 000

483 486 533 629

A T A |
.00 100 1.00 1.00
000 0.00 000 0.00
0.00 000 0.00 0.00
0.00 0.00 0.00 0.00
0.00 000 000 €.00
0.00 0.00 0.00 0.0
0.00 000 0.00 0.00

Cuadro 4d. Se indican las 22 posiciones unicas de los aminoacidos caracteristicos para el "tipo
IV", asi como su porcentaje de aparicién en las secuencias.

Posicién 22 39 66 68 71 94 109 122
Grupos
vV vV 6 A H L E D T
| .00 100 050 100 100 @75 075 100
I 0.00 000 000 000 000 000 000 0.00
I 0.00 000 000 000 000 000 000 000
IV 000 000 000 000 000 000 000 000
Vi 000 000 000 000 000 000 000 000
il 000 000 000 000 000 000 000 0.00
Cuadro 4e. Se muestran las 8 posiciones unicas de los aminoéacidos que lo distinguen como
*tipo V"
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(..continuacion)

Posicién
Grupos

Vi
I
I

HI

v
\

Vil

27

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

505

G
1,00
0.00
0,00
0.00
0.00
0.c0
0.00

89

v
1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

532

A
1.00
0.00
0.00
6.00
0,00
0.00
0,00

101

1.00
0.00
0.0
0.00
0.00
0.00
0.00

571

L
1.00
0,00
Q.00
0.00
0.00
0.00
0.00

142

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

619

T
1,00
0,00
0.00
0,00
0,00
0,00
0.00

176

1.c0
0.c0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

178

1.00
0.00
0.00
0.00
¢.00
0.00
0.00

188

1.00
0.00
0.00
0.0
0.00
0.00
0.00

195

1.00
0.00
0.00
0.0¢
0.00
0.00
0.00

202

1.00
0.00
0.00
0.0¢
0.00
0.00
0.00

241

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

242

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

256

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

381

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

388

1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

414

H
1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

Cuadro 4f. Se muestran lo aminoacidos y sus posiciones caracteristicas dentro de las
secuencias, asi como sus porcentajes de aparicion entre las secuencias del tipo "VII".

47

S
1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
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(-contir uacion)

Posicion 15
Grupos

A

Vi 0.60

| 0.00

T 0.00

H 0.00

v 0.00

Vs 0.00

VI 000

113

1,00
0.c0
0,00
0,00
0.00
0,00
0.00

434

Vv
0.60
0,00
0,00
0,00
0,00
0.00
0,00

18

v
1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

114

1.00
0,00
0,00
0.00
0.00
0,00
0.00

446

T
1.00
0.00
0.00
0,00
0,00
0.00
0,00

20

M
0.60
0.00
0.00
0.00
0.c0
0.00
0.00

17

A
1,00
0.00
0,00
0.0¢
0.00
0,00
0.00

448

Q
1.00
0,00
0.00
0.00
0,00
0.00
0,00

26

T
0.60
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

138

1,00
0,00
0.00
0,00
0.00
0,00
0,00

477

s
0.60
0.00
0.00
0,00
0,00
0,00
0,00

32

|
0.60
0.0c0
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

144

4,00
0.00
0.00
0,00
0.00
0,00
0.00

481

A
0.60
0,00
0,00
0.00
0.00
0,00
0,00

46

8
0.60
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

167

0.60
0,00
0,00
0,00
0.00
0,00
0.00

516

F
1,00
0,00
0.00
0.00
0,00
0.00
0,00

48

]
1.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

164

1.00
0.00
0,00
0,00
0.00
0.c0
0.00

857

A
0.80
0,00
0,00
0.00
0,00
0.00
0,00

51

L
1,00
0,00
0,00
0.00
0,00
0.00
0.00

175

1.00
0,00
0.00
0,00
0,00
0.00
0.00

574

A
1.00
0,00
0,00
0,00
0,00
0.00
0,00

60

N
1.00
0,00
0.00
0,00
0,00
0.00
0,00

177

0.60
0,00
0.00
0,00
0,00
0,00
0,00

580

T
0.80
0,00
0,00
0,00
0,00
0,00
0.00

66

S
0,60
0,00
0.00
0,00
0.00
0.00
0,00

178

0,00
0.00
0,00
0,00
0,00
0.00
0.00

592

v
0.60
0,00
0.00
0,00
0.00
0.00
0.00

67

R
0.60
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

228

1,00
0.00
0.00
0.00
0,00
0.00
0.00

603

S
0.60
0.00
0,00
0,00
0.00
0,00
0.00

76

§
1,00
0.00
0.00
0,00
0,00
0.00
0.00

242

0,60
0,00
0,00
0.00
0,00
0,00
0.00

605

T
1.00
0,80
0,00
0,00
0.00
0,00
0,00

77

A
1,00
0.00
0.00
0.00
0,00
0.00
¢.00

259

0.80
0,00
0.00
0.00
0,00
0,00
0.06

623

Q
1.00
6,00
6,00
0.00
0.00
0,00
0.00

78

E
1,00
0.00
0.00
0,00
0.00
0,00
0.00

276

1.00
0.00
0.00
0,00
0.00
0,00
0.00

629

M
1.00
0.00
0.00
0,00
0,00
0,00
0.00

79

G
1,00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

310

1.00
0.00
0.00
0.00
0,00
0.00
0.00

90

T
1,00
0.00
6,00
0.00
0.00
0.00
0.00

322

0.60
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

106

1,00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00
0.00

379

1,00
0.00
0,00
0.00
0.00
0,00
0.00

Cuadro 4g. Se indican las 46 posiciones de aminoacidos caracteristiticos para el "tipo VII", asi como

sus porcentajes de aparicién en las secuencias que integran este tipo.

Al alinear las secuencias correspondientes a los Pestivirus se obtuvo un

77.74% de identidad y un 90.79% de similitud, el cual corresponde al

porcentaje mas alto de todos los géneros, es decir, es el género menos

diversificado, y esto se encuentra reflejado en su dendrograma (Figura 5). En el

cual se pueden distinguir 4 ramas, aunque 2 no estan claramente definidas,

34




0.1

HPCFPB

Grupo |

HPCPNS234

HPCT2

D8oB72

POLG HCVJA
HPC.J483

_""'—C HPCJ491

D8s516

HPCJRNA

1 HPCUNKCDS
T HCU16362

HPCJTV

POLG HCWJT
HCUO1214

HPVHCVN

POLG HCVBK
562220
HPCK1R2
HPCK1S2
HPCRNA

HPCK1S1
"'"_'_'_{ HPCK1R1
e POLG HCVTW

HPCKIR3

L_ HPCK183

$18030

Grupo IV

Grupo il_|

HPCHCPO
HPCPP
HCU45476
592428

502429
HPCPOLYP
583530

POLG HCV1

POLG HCVH

Grupo |l

S4077C
HPCCGS

HPCJKO46E2

Grupo V

HCVCENS1

—'“'l: HPCEGS

HPCK3A
HPCFG

Grupo VII

HPCJKO49E1

Grupo VI

I POLG HCVJ6

e 911718
DS0409

-~ POLG HCVU8

Lme 911720

Figura 4. Género Hepatitis C
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por lo cual se procedié nuevamente llevar a cabo el analisis de firma de este
grupo, quedando de la forma en que se muestran en el Cuadro 5.

En este analisis se puede observar que estan presentes los 3 subgrupos
de los pestivirus:el virus del colera porcina (VCP), el virus de la enfermedad
ovina (VEQO) y un tercer grupo, ¢! virus de la diarrea bovina (VDB) aunque este
ultimo se encuentra dividido en dos subgrupos (VDB y VDBm). Se observa que
(VDBm) comparte aminoacidos tanto con el grupo de los porcinos como con el
grupo de los bovinos podriamos proponer que se trate de un virus que puede
infectar tanto a bovinos como a porcinos.

El VDBm comparte 25 aminoacidos con el grupo de los porcinos (VCP), 5
con el grupo de los ovinos (VEO} y tiene 31 aminoacidos propios. Lo cual
explica la division de la rama original (VDB) que se ve afectada por los

aminodacidos que comparte con la rama del virus del célera porcino.
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Analisis de secuencias para el género Pestivirus

Posicién 40 45 53 136 153 154 157 170 188 180 219 253 283 306 319 344
Grupo

D R S Fildeagsy
Ly

VDBm gl f 1.00 100 1,00 &‘%ﬁ%&%
VEO 000 0.00 0,00 000 000 000 KB
VCP  0.00 0,00 1,00 100 100 000 000 BKNE 000 000 000
VDB 000 0,00 0,00 0,00 000 000 000 000 000 000 000
Posicién 405 429 447 473 491 595 610 631 634 657 661 670 688 691 692 705
Grupo
vDBm
VEO
VCP
VDB
Posicion 708 709 710 715 717
Grupo
vbBm R
VEO 0,00 0,00
VCP 000 000 000 o,
VDB 0,00 000 000 0,00

Cuadro 5 Se muestran las posiciones de aminodcidos y €l porcentajes de aparicion en las
secuencias, en las cuales se observa como lo comparten con otros subgrupos (VDBm:virus de la
diarrea bovina en transicion, VEO:virus de la enfermedad de los ovinos, VCP:virus del célera
porcina y VDB: virus de la diarrea bovina.

E8 Aminoacidos unicos. VDBm (21)

B Aminoacidos compartidos con ovinos. VDBm vs VEO (7)
[(JAminoacidos compartidos con porcinos. VDBm vs VCP (3)

B Aminoacidos compartidos con ovinoes y porcinos. VDBm vs VCP (8)
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Por otro lado, a partir del dendrograma inicial, y para la optimizacién del
mismo, se procedié a la busqueda de un grupo externo que tuviera los
dominios homélogos a los que presenta NS3, de los cuales tuvimos los

candidatos presentados en la figura 6.

Arterivirus

Figura 6. Se encuentran representados los grupos con dominios semejantes a los que se encuentran en
la familia Flaviviriade , los cuales son los candidatos para grupo externo en el dendrograma de familia.
Los Arterivirus por presentar una serin proteasa y los Potyvirus por presentar una serin proteasa y una

helicasa del tipo 2.

De los grupos anteriores, los Arterivirus presentan una serin proteasa
y una helicasa, sin embargo, la helicasa pertenece a la SF1, la cual tiene firmas
muy direfentes a las de la superfamilia 2 a la cual pertenece la helicasa de
NS3.

Otro de los candidatos fue el grupo de los Potyvirus, que presenta los 2
dominios de helicasa de tipo 2 y serin proteasa que son semejantes a los
dominios de NS3, sin embargo, se encuentran separados por 2 proteinas
intermedias, por lo que se deberia insertar un hueco muy largo para poder
alinear las firmas de los dominios de Potyvirus con las firmas de los dominios
de NS3 de Flaviviridae, lo cual nos generaria una elevacién en la distancia

evolutiva entre los integrantes de la familia. Finalmente, se utilizé6 como grupo
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N

t
externo la secuencia maés diferente a toda la familia (BDU70263) perteneciente
al virus de borregos del género de pestivirus, sin observarse cambios

significativos con respecto al arbol sin raiz.
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DISCUSTION DE RESULTADOS

En este trabajo se llevé a cabo un analisis de las relaciones filoéenéticas
existentes en la familia Flaviviridae utilizando como marcador evolutivo la
proteina no estructural 3 (NS3), esta proteina tiene funciones de proteasa y de
helicasa, ademas de encontrarse altamente conservada dentro de la familia.

La familia Flaviviridae se agrupa en base a su estructura genémica, sin
embargo, se han llevado a cabo analisis ﬁlogenéticos utilizando diferentes
marcadores como la proteina E (Zanotto, et al.,, 1996} NS1 y NS5 (Block, et
al.,,1992), e incluso alguna regién de la NS3 (Ohba, et al,, 1996), pero no
incluyendo toda la proteina. Se procedi6 a la busqueda, coleccidon y
alineamiento de las secuencias que cumplieran con las caracteristicas
establecidas anteriormente, teniéndose asi un total de 104 secuencias. Con
estas secuencias se construyeron los dendrogramas correspondientes (uno
para cada género y otro para toda la familia). En el dendrograma de toda la
familia aparece como primer grupo los pestivirus con gran semejanza entre sus
secuencias dentro del género, sin vector y diversificado para infectar a
artirodéctilos, especificamente. Después, aparece el género de hepatitis C, sin
vector y que infecta a primates; finalmente los flavivirus en los que
encontramos un serocomplejo en el cual no se conoce vector y finalmente con
la aparicién de vector: primero garrapata y por ultimo, el mosquito.

De los alineamientos obtenidos para el género de los Pestivirus tenemos
el porcentaje mas alto de similitud de todos los géneros (77.7%). Se encuentran
zonas altamente conservadas e incluso regiones idénticas en todas las
secuencias, lo que nos esta indicando el bajo grado de diversificacion, ya que
solo cuenta con tres subgrupos reportados (el de los cerdos,el de los borregos y
el de las vacas). Sin embargo, al desarrollar los dendrogramas encontramos las

3 ramas reportadas en la literatura, pero la rama que corresponde a la
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enfermedad de los bovinos, se encuentra subdividida; por lo que se procedid a
hacer el analisis de las secuencia. Al llevar a cabo el analisis de secuencias,
observamos que una de las subramas del dendrograma de los Pestivirus
(Figura 4) corresponde al grupo de los bovinos y que éstos tienen gran
similitud con las secuencias de los virus que infectan a los porcinos, por lo
tanto, se trata de un grupo en transicién evolutiva entre los bovinos y los
porcinos.

En el género de la hepatitis C hay una gran variacién entre sus
secuencias, ya que encontramos firmas para 7 tipos diferentes, lo cual le dio a
nuestro arbol una agrupacion diferente a la previamente reportada por otros

autores (cuadro 6).

En este trabajo {1998) Otros
I, 11, It 1 de Simmonds, 1993
IV 10 de Tokita, 1996
\Y 3 de Simmonds, 1993
VI 11 de Tokita, 1996
Vil 2 de Simmonds, 1993

En el cuadro 6. Tipos de Hepatitis C obtenidos como resultado del analisis de firmas, asi como su
correspondencia con otros autores.

El grupo Il se distingue de los demas, ya que es el unico que incluye
aislados de Europa y E.U.A., los demés son propios de regiones de Asia y
Africa.

El género de los Flavivirus presentd el menor porcentaje de similitud e
identidad, por lo tanto es el mas diversificado de los tres. Este género cuenta
con 9 serocomplejos de los cuales se encuentran representados 5 en este
dendrograma. Una caracteristica importante durante la evolucién, es la
adquisicién de vector, ya que en los géneros anteriores no se tiene un vector y

las formas de adquisicién del virus principalmente, son mediante tranfusion
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sanguinea (Hepatitis C), o por secreciones (Pestivirus). En este género tenemos
presentes 2 diferentes vectores: la garrapata, que caracteriza nuestra primera
rama (TBEVH, LIVGEN, LANVT, etc); y posteriormente la aparicién del segundo
vector: el mosquito, el cual es alado lo que implica que tenga una mayor
dispersion y por lo tanto una mayor area de dispersion del virus, lo que
podria representar una ventaja para virus.

Se ha propuesto un antecesor comun (Figura 6) para los virus de RNA de
cadena positiva; se propone que todos estos virus parten de un arreglo comun
en la estructura del genoma (Koonin y Dolja, 1993).

En la evolucién de los virus se propone la participacién de procesos
tales, como: duplicaciéon de genes, captura de nuevos genes (de células),
recombinacion con otros virus, delecion e inserciéon de dominios accesorios sin
aparente cambio de genes no estructurales, entre otros. Se sabe poco de la
forma de su evolucion de los virus, sin embargo se ha propuesto que de
acuerdo a la teoria modular, hay ancestros con una cierta combinacién de
dominios semejantes estructurales y funcionales (llamados también elementos
genéticos intercambiables o médulos), de los que se originaron grupos que, al
tener adaptaciones, adquisiciones o especializaciones de elementos genéticos
intercambiables, cada uno con funciones biologicas particulares, se dio origen
a combinaciones éptimas de médulos, por lo cual los grupos estrechamente
relacionados tendran un arreglo modular semejante (Bonstein, 1980). De este
modo, se han propuesto ancestros hipotéticos para los diferentes tipos de

virus.
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Ancestro comun

Adquisicién de CP,
Especializacon de CP-PRO.

Figura 7. En esta figura se muestra el ancestro virai hipotético, asi como los procescs que debieron
ocurrir para legar a tener el genoma actual. Se observa que el ancestro haber temdo tres genes uno que
codifica para una helicasa, una proteasa sisteinica y una polimerasa. En el transcurse de la evolucion se
adquieren las proteinas de la capside (PC) y una helicasa del tipo 2 (HEL2), asi como, la especializacién

de la proteasa cisteinica por una serin proteasa .

El ancestro que se propone para la familia Flaviviridae debié contar con
genes que codificaran para una helicasa, una cistein proteasa y una RNA
polimerasa; el cual en el transcurso del tiempo debié tener modificaciones
como: la adquisicién de proteinas de la capside y especializacion tanto a una
helicasa de tipo 2 como a una serin proteasa (Koonin et al,, 1993).

Si comparamos el arbol filogenético correspondiente a la familia
Flaviviridae (Figura 1) con otros arboles especificos de helicasas de la SF2 y
proteasas serinicas (Koonin et al, 1993), observaremos que tienen el mismo
patrén de distribucién filogenética que los que obtuvimos como resultado del
analisis filogenético con NS3; sin embargo, a diferencia de los arboles que se
llevan a cabo con sdlo uno de los dominios, éste tiene mucha mayor
consistencia ya que, por ejemplo, al hacer el analisis con el dominio de
helicasa 2, se han obtenido arboles que agrupan a la familia de forma

diferente y quiza errénea, proponiendo que el género que divergié primero fue
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el de los Flavivirus, seguido de Pestivirus y finalmente aparece el de Hepatitis C
con una rama nueva correspondiente a Hepatitis G (grupo que se esta
proponiendo como candidato a formar parte de la familia Flaviviridae). Ademas
se relaciona estrechamente a la familia con el grupo Potyvirus, por tener este
una helicasa del mismo tipo. Sin embargo, por las razones anteriormente
mencionadas, no se puede relacionar toda la proteina NS3 con este grupo de
virus, a pesar de que probablemente el virus de la familia Flaviviriadae o uno
muy parecido provenga de plantas o bien que ambos s¢ relacionen solo por

haberse originado de un mismo ancestro.
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CONCLUSIONIES

En la familia Flaviviridae el grupo mas ancestral es el género Pestivirus,

La adquisicién de vector es un rasgo adquirido, que no se encuentra
presente tanto en Pestivirus como en ¢l virus de la Hepatitis C.

El vector garrapata aparecié antes que el vector mosco.

La teoria modular propone que la evolucién de los virus supone la
duplicacion de de genes, captura, recombinacién con otros virus, delecién e
insercion de dominios accesorios.

El ancestro que se propone para la familia Flavivindae debid contar con
genes que codificaran para una helicasa, una proteasa cisteinica y una RNA
polimerasa.

Debieron de haberse presentado en el transcurso de la evolucién, ademas de
tener modificaciones como: la adquisicion de proteinas de la capside y
especializacion de la helicasa de tipo 2 y de una serin proteasa.

El grupo mas relacionado con la familia Flaviviridae son los Potyvirus, los
cuales presentan dominios semejantes, por lo que podriamos proponer un
mismo ancestro, o bien que la familia Flaviviridae pudiese originarse a partir
de los Potyvirus.
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PERSPECTIVAS

En este trabajo se llevd a cabo un analisis filogenético con las secuencias
completas de la proteina NS3, la cual es bioldgicamente importante en
procesos de la duplicacién.
A partir de este analisis detectaron firmas especificas para 7 tipos de
HepatitisC , ya que no habia un patrén de clasificacién establecido. Ademas se
logré detectar un grupo de transicién en el género Pestivirus.
Dada la importancia descrita anteriormente es conveniente llevar a cabo
experimentos como:
- Relacionar las firmas estructurales encontradas en secuencias de
Hepatitis C con funciones especificas.

- Verificar la existencia y la direcciéon una transiciéon entre el grupo de
Bovinos y Porcinos en el género Pestivirus.

- Llevar a cabo un analisis filogenético de estructura tridimensional de

NS3, relacionandola con su funcién.
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GILOSARIO

Arbol filogenético. Es un diagrama ramificado que que representa las
lineas genealdgicas y la secuencia de eventos histdricos que unen organismos
individuales, poblaciones o taxa.

Bootstrop. Método estadistico que se utiliza para evaluar la fidelidad de
las ramas de un arbol filogenético.

CLUSTALW. Programa de alineamiento multiple de secuencias de
aminoacidos y nucledtidos, entre los datos que proporciona esta un
dendrograma analizando con maxima parsimonia y una matriz de mutaciones.

Dendrograma. Diagrama ramificado que contiene entidades agrupadas
por algin criterio.

Firma estructural y/o funcional. se define como una regién especifica
en la secuencia de aminoacidos de una proteina a la se le puede asociar
alguna funcién de importancia biologica.

NetworkENTREZ. Programa que a través de una red ethernert,explora
las bases de datos para obtener secuencias aisladas o familias de secuencias
relacionadas, incluyendo referencias y referencias cruzadas con otras bases de
datos.

NeworkBLAST. Algoritmo cuya funciéon es escudrifiar una base de datos
a través de una red de ethernet, presenta la particularidad de explorar de
forma no redundante 8 bases de datos de las proteinas y 8 de aminoacidos.

Parsimonia. Hipdtesis que propone el menos numero de cambios

evolutivos para la inferencia de relaciones filogenéticas.

48



PIR. (Protein Identification Resource). Base de datos especializadas en
estructura primaria de proteina, presenta la caracteistica de tener a las
proteinas en forma jerarquica.

PHYLO_WIN. En un programa que se utiliza como una herramienta
grafica en alineamientos de secuencias y filogenia molecular.

SwissProt. Base de datos de estucturas primaria s de proteinas del
EMBL.

Treeview. Es un progama para desplegar e imprimir arboles
filogenéticos. El programa reconoce archivos del tipo NEXUS y PHYLIP en el
cual, estd incluide CLUSTALW. Es compatible para Macintosh y Microsoft
Windows PCs.
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