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Analisis de la Variabilidad Genética del dominio IIT
de la Proteina de Envoltura del Virus Dengue-4.

RESUMEN

E! dengue es una enfermedad febril causada por alguno de los cuatro serotipos del virus dengue. La infeccién
por este virus causa un amplio espectro de trastornos clinicos desde la fiebre por dengue, que se caracteriza
por fiebre bifasica intermitente, escalofrios, cefalea, mialgias y artralgias, hasta las formas severas que se
caracterizan por Fiebre Hemorragica (FHD) y/o Sindrome de Choque por Dengue (SCD). El dengue es un
importante problema de salud pdblica mundial. Anualmente se reportan mas de 100 millenes de casos de fiebre
por dengue y aproximadamente 250 mil casos son de FHD. El dengue en México es un problema emergente
debido al incremento en el nimero de casos de FHD/SCD, actuaimente los cuatro serotipos del virus circulan
en el pais y los casos de FHD han sido asociados a los dengues 2 y 4 (Den-2 y Den-4). El andlisis de la
variabilidad genética del virus dengue y que permite su clasificacion genotipica, ha sido de gran utilidad para
determinar €l origen y la dispersion de las epidemias. La variabilidad genética del virus dengue se ha estudiado
principalmente mediante la secuenciacion de nucledtidos de su genoma, asi como, con el uso de sondas de
RNA, de cDNA o anticuerpos monoclonales; sin embargo, estas técnicas tienen algunas desventajas como el
uso de radioisétopos, su alto coste, tiempos prolongados de realizacién y el requerimiento de grandes
cantidades de virus, que las hacen impracticas en estudios de epidemiologia molecular. Por otro lade 1a mayoria
de estos estudios se han realizado con ios virus Den-1, Den-2 y Den-3. La proteina de envoltura (E) dei virus
dengue contiene importantes funciones biolégicas como la unién al receptor celular y Ia estimulacién de la
respuesta inmune, ya que en ella se localizan diversos determinantes antigénicos. En el presente trabajo se
analiz6 de la region del dominio Il de la proteina E del virus dengue-4, mediante la digestion con enzimas de
restriccion y la secuenciacion de nucleodtidos. El RNA viral se obtuve obtenido de células infectadas con Den-4
y amplificado por RT-PCR usando cligonucleotidos especificos. El producto de amplificacion (404 pb) se digirié
con las enzimas Dde |, Mae {ll, Sac |, Nla Ill, Dde | y Cfo |. Posteriormente, se obtuvo la secuencia de
nuciedtidos de la regién del dominio Il de 9 virus Den4 ( de México y de otras partes del mundo) y se
determind la relacion filogenética de estos virus y de los disponibles en las bases de datos. Los resuliados
muestran que la digestion con las enzimas de restriccion Nia Ill, Dde | y Cfo |, puede diferenciar a los virus que
pertenecen a los genotipos 1 y 2 de Den-4 reportados previamente por Lanciotti y cols. Esta técnica es lo
suficientemente sensible para ser utilizada en forma alternativa a la secuenciacién de nucleétidos. Por otro lado
el analisis filogenético de las secuencias de nucledtidos de la regién del dominio Il del gene E generé un arbol
filogenetico que muestra dos genotipos, que son congruentes con los resultados observados con los patrones
de restriccion. El andlisis del dominio Il mediante {2 digestién con enzimas de restriccidon y por secuencia de
nucledtidos permito distinguir un grado mayor de variabilidad cuando se comparé con el gene E completo. Los
resultados de este trabajo, indican que la region del dominio lll de la proteina E de los virus dengue puede ser
considerado un marcador de variabilidad genética.
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INTRODUCCION y ANTECEDENTES
GENERALIDADES

El dengue es una enfermedad febril causada por el virus del mismo nombre ;
existen cuatro serotipos del virus dengue que afectan al humano (Den-1, Den-2,
Den-3 y Den-4) que comparten entre otras cosas, especificidad del vector (Aedes
aegypti), manifestaciones clinicas y diversos determinantes antigénicos (Karabatsos *
N, 1985; Francki Rl, 1991). Estos virus pueden ser distinguidos por pruebas
serologicas (fijacidn del complemento, inhibicion de la hemaglutinacion vy
neutralizacién), lo cual hace posible clasificarlos como serotipos (Lewis JA, 1883).
Los virus dengue se clasifican dentro del género Flavivirus de la familia Flaviviridae
(Francki RI, 1991) y forman parte de fos mas de 500 miembros del grupo de los
arbovirus (virus transmitidos por artrépodos). Dentro de los arbovirus, los patégenos
mas importantes para el hombre se incluyen las familias de virus de RNA:
Togaviridae, Bunyaviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae y Flaviviridae. Estos virus de
RNA, tienen mayor plasticidad, son mas adaptables y pudieron haber sido
favorecidos hacia una transmision mediada por artropodos ya que requieren
periodos alternados de replicacion entre hospederos vertebrados e invertebrados
(Beaty BJ, 1988 ; Houk EJ, 1981). Las epidemias mas severas por arbovirus han
sido causadas por togavirus, alfavirus, flavivirus y bunyavirus. El virus de la Fiebre
Amaritia, (Flavivirus), fue el primer virus que se asocid su transmision con
artropodos en 1900 (Monath TP, 1994A) y fue hasta 1907 que el dengue se
reconocid como una enfermedad viral y desde entonces contintia siendo la causa

principal de epidemias en la mayoria de las regiones tropicales y sub-tropicales del
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-mundo donde se encuentra el vector ( mosquito del género Aedes). La distribucion
del dengue incluye las Américas, Africa, Asia y el Sureste del Pacifico, donde
millones de personas son infectadas anualmente (Monath TP, 1994%).

La infeccidon por el virus dengue causa un amplio espectro de trastornos
clinicos que van desde el cuadro clasico de fiebre por dehgue, que se caracteriza por
fiebre bifasica intermitente, escalofrios, cefalea, mialgias y artralgias, hasta las
formas severas de fa enfermedad que se caracterizan por Fiebre Hemorragica (FHD)
y/o Sindrome de Choque por Dengue (SCD)(Halstead SB, 1970 ; Halstead SB,
1988). La fiebre por dengue esta asociada con trombocitopenia y los pacientes
frecuentemente experimentan hemorragias, como epistaxis y hemorragia
gastrointestinal (Tsai CJ, 1991). La aparicidbn de las formas severas de la
enfermedad FHD y SCD, parece estar asociada a factores que involucran al virus y
al hospedero (Rosen L, 1989). Actualmente poco es lo que se conoce acerca de la
patogénesis de fa enfermedad.

Los primeros casos de FHD se describieron durante las epidemias de dengue
clasico en Australia en 1897, en Grecia en 1928 y en Formosa en 1931 (Johnson
KM, 1967). En 1954 en Manila ocurrid una epidemia de fiebre hemorragica conocida
como Fiebre Hemorragica Filipina donde posteriormente se demostré que habia sido
causada por los serotipos 3 y 4 del virus dengue. Posteriormente la FHD se describid
en diversos paises del Sureste Asiatico; en China [a enfermedad se reportd por
primera vez en 1985 y en el caso de las Américas, casos esporadicos de FHD
ocurrieron durante los afos 1970°s y la primera epidemia se reportd al inicio de los
1980°s (Burke DS, 1988). Los cuatro serotipos pueden causar FHD y SCD ; asi, en
Tailandia el serotipo 2 se asocid predominantemente a estos sindromes hasta los

afios 1980°s cuando aparecieron los serotipos 3 y 4. En América (Cuba, Venezuela y
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Brasil) fas epidemias de FHD ocurrieron cuando el serotipo 2 fue introducida 3 o 4
- afios después de una epidemia por Den-1 (Goubler DJ, 1988). La secuencia de los
serotipos infectantes, el intervalo entre las infecciones y las diferencias en la
-virulencia de las cepas pueden ser determinantes importantes de los patrones
- clinicos y epidemiolégicos de la fiebre hemorragica por dengue(Halstead SB, 1988,
Halstead SB 1970 ; Sangkawhibha N, 1984 ), sin embargo, la falta de un modelo
animal ha impedido aseverar o refutar estaé preguntas. No obstante existen
evidencias experimentales con respecto a la capacidad replicativa del virus y a
diferencias en su genoma, que sugieren que factores asociados al propio virus

pueden contribuir a la patogénesis de la FHD (Monath TP, 19945).

EL DENGUE COMO PROBLEMA DE SALUD PUBLICA

. La fiebre por dengue constituye un importante problema de salud publica
“mundial. Mas de 2,000 millones de personas estan en riesgo de contraer la
enfermedad. Anualmente se reportan mas de 100 miliones de casos de fiebre por
dengue y 250 mil casos corresponden a FHD. El incremento en la incidencia y
prevalencia de esta enfermedad se deben principalmente a ) El rapido crecimiento
- de la poblacién mundial y del nimero de nuevos criaderos del vector, b} el
crecimiento de las poblaciones del mosquito vector Aedes aegypti, y ¢) al incremento
de los movimientos poblaciones debidos principalmente al mejoramientc de los
medios de transporte, lo cual facilita el contacto de hospederos virémicos con el
vector (Monath TP, 1994°),

£} dengue en México es un problema de salud publica principalmente por el
reciente incremento en el nimero de casos de FHD y SCD. En el periodo de 1984 a

1993 se reportaron 26 casos de FHD en nueve entidades federativas. En 1994 y
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1995 se notificaron 569 casos. La aparicidn de casos severos de dengue se
presentan en todo el pais y para 1995, 20 estados del pais reportaron al menos 1
caso de FHD. Todos los casos se confirmaron mediante los criterios clinicos
establecidos por ia OMS, aungue solo el 20 % fueron confirmados por diagnostico
serolégico. El grupo de edad mas afectado comprende individuos entre 5 y .24 anos.
De los 539 casos reportados en 1995, ocurrieron 29 defunciones (una letalidad del
5.4%). En 1995 los serotipos predominantes fueron Den-2 y Den-4. El serotipo 2 se
reportd principalmente en los estados de Tamaulipas y Veracruz, mientras que el
serotipo 4 tuvo una mayor distribucion en todo el pais. EI' Den-3, se introdujo al
territorio mexicano en 1995 después de un periodo de 16 afos de ausencia (Gomez-
Dantés H, 1997).
En las areas donde se transmiten diversos serotipos del virus dengue existe
una mayor probabilidad de que se presenten los cuadros severos de la enfermedad,
ya gue se ha observado que las segundas infecciones con un virus heterdlogo es un
factor de riesgo para FHD/SCD. Esta observacion esta basada en la teoria de la
“facilitacion inmunolégica” (Gollins SW, 1984 ; Halstead SB, 1977), la cual sostiene
que anticuerpos previos anti-dengue facilitan la entrada del virus a las celulas

huesped.

RESPUESTA INMUNE EN LA INFECCION POR DENGUE

El virus dengue se replica principaimente en macréfagos y monocitos, la
presencia de bajas concentraciones de anticuerpos contra el virus facilita e
incrementa la infeccidn, posiblemente porque los complejos virus-anticuerpo se
unen a los receptores para el Fc de los monocitos iniciandose la replicacion del virus

dentro de la célula, mas que su degradacion. Aunado al fenédmeno de “facilitacion
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inmunolégica® | la activacion de los linfocitos T pueden también participar en la
inmunopatolegia de la enfermedad. Se ha demostrado (Kurane I, 1991) que después
de una infeccién primaria, que las clonas de reaccion cruzada de céluias T CD4*
secretan interferon y (IFN-y) cuando se estimulan in vivo, promoviendo un incremento
en fa expresion de receptores para Fc en los macréfagos, con lo cual se incrementa
la infeccion mediada por “anticuerpos facilitadores”. Estos datos se relacionan con (a
presencia de niveles altos de tFN-y en el suero de pacientes con dengue (Kurane },
1994). Ademas pacientes con FHD/SCD tienen niveles elevados de moléculas CD4
solubles, IL-2, receptor para IL.-2 soluble, e IFN-y asi como céluias CD8(Kurane i,
1981 ; Kurane |, 1991). Se ha demostrado también (Bukowski JF, 1989 ) que las
clonas de células T CD4" y CD8" que se generaron en ‘una infeccién primaria por
dengue pueden ser estimuladas y secretar citocinas y otros factores solubles para
destruir extensivamente los macréfagos infectados ; esta actividad litica se
incrementa por {a regufacion positiva mediada por elementos del complejo mayor de
histocompatibilidad que son inducidos por los niveles altos de IFN-y e IFN-«
presentes en pacientes con dengue clasico o con FHD/SCD. Los macréfagos
infectados al ser lisados por las células T, liberan grandes cantidades de
mediadores solubles por lo que la respuesta inmune que efimina al virus, también
puede estar asociada a la patologia de la enfermedad (Bukowski JF, 1989 ; Kurane
I, 1991). Se ha observado en pacientes con SCD que existen bajas cantidades de
virus, pero grandes niveles de anticuerpos neutralizantes, asi que, ademas al
fendmeno de facilitacion inmunoldgica la participacion de 1a respuesta inmune celular

es importante en el desarrollo de las fases severas de la enfermedad (Figura 1).
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Figura 1. Mecanismos inmunopatolégicos involucrados en fa fiebre hemorragica por
dengue. DV=virus dengue, Tm=linfocito T maduro, Mo=monocito. (Monath TP, 1996).
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FACTORES AMBIENTALES

Los factores ambientales desempefnan un papel importante en la evolucion
de las enfermedades virales, principalmente en aquelias enfermedades zoonéticas
donde el virus es ftransmitido por vectores. Asi el dengue es una de las
enfermedades emergentes mas importantes en las regiones tropicales del mundo
con millones de casos ocurriendo cada afio. En Puerto Rico, en los primeros 75 afos
de este siglo se presentaron cinco epidemias por dengue, sin embargo en los ditimos
12 afos ocurrieron seis epidemias. De la misma forma paises como Cuba, Brasil,
Bolivia, Paraguay, Ecuador y Nicaragua han reportado grandes epidemias de fiebre
por dengue (Pan. Am. Health Org. 1994 ; MMWR, 1995). Diversos serotipos han
estado involucrados en estas epidemias y actuaimente los cuatro serotipos circulan
en las Américas, lo cual representa un mayor riesgo para la aparicion de casos
hemorragicos. Actualmente se reportan mas de 3000 casos de FDH anualmente.
Una de las razones pafa que el dengue sea considerado como una de las
principales enfermedades emergentes o reemergentes, es la dificultad para el
control del vector, ya que en los paises en vias de desarrollo, las densidades de
mosquito se incrementan debido a que los programas de control han sido
insuficientes, y a la falta de recursos econdmicos. Adicionalmente, A. albopictus se
ha establecido en algunas regiones de América. Los habitos de ambas especies son
complementarias, mientras que A. aegypti es intradomiciliario, A. albopictus se
localiza cerca de las zonas con vegetacion. Ademas de la emergencia de casos de
dengue por las condiciones antes expuestas, existe también el riesgo de la
reemergencia de la fiebre amarilia, ya que A. aegypti es el mismo vector que para el

virus dengue (Morse SS, 1993 ; Murphy FA, 1993).
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'ORGANIZACION DEL GENOMA DEL VIRUS DENGUE
| El genomar del virus dengue consiste de una sola cadena positiva .de RNA de
aproxi'madamente 11 kb (Heinz FX, 1981 ; Monat TP, 1996) que contiene un cap en
el éxtremo 5’ pero carece de una secuencia poli-A en su extremo 3" (Figura 2). Ei
RNA viral contiene un solo marco abierto de lectura (mas de 10,000 bases) que esta
flanqueado por dos fegiones no traducidas en los extremos 5" y 3° y que codifica
para una poliproteina que es procesada co-traduccionalmente y post-
traduccionalmente por proteasas tanto virales como del hospedero para obtener tres
proteinas estructurales y al menos siete proteinas no estructurales (Stollar V, 1969).
Las proteinas estructurales ocupan un cuarto del genoma viral en el extremo 5° y
son: la proteina de la capside (proteina C, 13-15 Kd), la proteina de membrana
(proteina M, 8 Kd) y la proteina de envoltura (proteina E, 51-59 Kd) (Chamber TJ
1980). Las proteinas no estructurales (NS) ocupan el resto del genoma, se numeran
del 1 al 5 en base at orden de su sintesis. Las proteinas no estructurales NS1, NS3 y
NS5 (38-41 Kd, 68-70 Kd y 100-103 Kd, respectivamente) estan altamente
conservadas entre los flavivirus, a diferencia de las NS2A, NS2B, NS4A y NS4B.
Estas proteinas desempenan un papel importante en el procesamiento proteolitico
de ia poliproteina viral y en la sintesis det RNA dél virus (Chambers TJ, 1989 ; Pethel
M, 1992).

La glicoproteina E esta presente en la superficie del virus y en ella se
concentran diversas actividades biologicas. Participa en el ensamblaje del virion,
induce la sintesis de anticuerpos neutralizantes, permite la unién a las células(fusion
membranal) y la hemaglutinacion (Monath TP, 1996 ; Chambers TJ, 1991). No es de

extrafiar que mutaciones en esta proteina tengan efectos dramaticos en la
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Figura 2. Estructura del virus dengue y organizacion del genoma. A).-Micrografia
electrénica del virus dengue, B).-Representacion esquematica de ta estructura de! virion y
C).- Diagrama dei genoma del virus. (Monath TP, 1996).
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patogénesis viral. La proteina E de los flavivirus es variable en ciertos dominios y
muy conservados en otros, los doce residuos de cisteinas en la proteina que forman
enlaces disulfuro estan altamente conservados. La proteina E de dengue esta
glicosilada, sin embargo, el papel que juegan los residuos N-glicosilados permanece
sin esclarecerse completamente. Una de las regiones variables contiene los epitopes
tipo-especifico que son la base para la clasificacion seroldgica del dengue. La
identificacion de los epitopes neutralizantes de la proteina E del virus dengue es
importante desde el punto de vista del disefio y desarrollo de una vacuna contra la
enfermedad( Rey FA, 1995). Epitopes lineales de la proteina E han sido utilizados en
experimentos de inrﬁunizacién, sin embargo, la induccion de anticuerpos
neutralizantes parece depender mucho de la conformacién nativa de fa proteina. En
base a la proteina E dei virus transmitido por garrapatas (TBE), se identificaron 3
dominios antigenicos, mediante el uso de anticuerpos monoclonales, estos son los
dominios A, B y C (Heinz FX, 1981). Recientemente se determiné la estructura
tridimensional de la proteina E (1a fraccion soluble) y se determino que el mondmero
esta compuesto por tres dominics, |, ¥l y Il que corresponden a los dominios C, Ay B
descritos anteriormente (Rey FA, 1995) (Figura 3).

En el caso del VD (Den-2}) se ha demostrado que los determinantes
antigénicos de neutralizacién se encuentran en el dominio Il (Monath TP, 1996 ).
Este dominio esta compuesto por poco menos de 100 aminoacidos de la region
carboxilo terminal de fa proteina £ y su estructura terciaria en forma de barril
formado por 7 laminas 3 anti-paralelas le confieren una estructura similar a una
inmunoglobulina. Esta forma globular en el virion hace gue este dominio sobresalga

mas que cualquier parte de la proteina. Por otro lado se ha observado que ia
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Figura 3. Estructura del virus transmitido por garrapatas (TBE). A) Determinacion
cristalogr fica del dimero de Ja proteina de envoltura {(E) de TBE a 2 A de resolucion, B)
Vista aislada del dominio Il de 1a proteina E de TBE (Rey, F, 1995).
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reactividad de anticuerpos neutralizantes contra esta region dependen de su
conformacion estructural, dada por el tnico enlace disuifuro del dominio.

Aun cuando se conoce poco acerca del receptor celular para el virus dengue,
se ha sugerido que el dominio Il participa en Ja unién a tal receptor (Rey FA, 1995 ;
Monath TP, 1996), y se ha reportado que los anticuerpos neutralizantes anti-proteina
E en sueros de pacientes infectados con VD bloquean la union del virus a su
receptor en células Vero (He RT, 1995). Por otro lado los epitopes tipo o subtipo-
especificos se encuentran en los dominios Ill y |, respectivamente, mientras que los
epitopes de reaccion cruzada con flavivirus se localizan en el dominio |l (que es el

que se encuentra mas expuesto en el mondémero).

LA LUCHA CONTRA EL DENGUE :
A) VACUNAS

La prevencion y control de la FD/FHD se ha basado casi exclusivamente en el
control del vector, sin embargo, la eficacia de estos métodos esta sujeta a
situaciones de indole econémico-politico, ademas del costo econémico hay que
considerar también el ecologico. Por estas razones es que actualmente una de ias
prioridades para.el control del dengue, es el desarrollo de vacunas seguras vy
eficientes. Las vacunas vivas atenuadas han sido probadas desde hace mas de 50
afos, sin embargo, no han tenido mucho éxito debido principalmente al incremento
de la neurovirulencia durante los pases en cerebro de ratén. Por otro lado
experimentos realizados en primates y en humanos mostraron que este tipo de
vacunas son poco inmunogénicas € inseguras (Monath TP, 1996). Actualmente se
estan llevando a cabo diversas estrategias para generar vacunas genéticamente

disefiadas, como son el uso de proteinas recombinantes. Se ha utilizado baculovirus
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recombinantes para expresar la proteina E de Den-2 y Den-3 como proteina de
fusion en células de Spodoptera frugiperda ; la proteina recombinante ( que carece
de la region transmembranal) induce la produccion de anticuerpos neutralizantes y
proteccion en ratones (Delenda C, 1995). También se ha hecho estudios con
proteinas recombinantes de Den-1(Putnak R, 1991). Sin embargo, la produccién de
anticuerpos neutralizantes en monos es pobre debido, en parte, a que las proteinas
recombinantes no siempre conservan los epitopes conformacionales para el
reconocimiento de los anticuerpos neutralizantes (Eckels KH, 1994, Feighny R,
1994).

Otra estrategia es la elaboracion de vacunas de virus vivos atenuados
mediante ingenieria genética. Se han generado particulas infecciosas a partir de
RNA viral transcrito in vitro a partir de una clona de cDNA de Den-4 (Lai C-J, 1991),
el cDNA se puede manipular genéticamente y se pueden introducir deleciones o
substituciones que resultan en ia atenuacién del virus, por ejemplo, se ha
demostrado que introducir mutaciones en la regiéon 3° no traducida resuitan en la
disminucion de la capacidad replicativa del virus. También se han construido
quimeras, mediante la insercion de proteinas de serotipos diferentes (Den-1 y Den-2)
en el marco gendémico de Den-4 (Quimeras intertipicas), (Bray M, 19917,

Asi, cuando estas quimeras intertipicas se utilizan para inmunizar ratones, se
obtiene una respuesta inmune en contra del serotipo que corresponde a los genes
insertados. Adicionalmente, diferentes arbovirus se han utilizado para construir estas
quimeras como el virus TBE dentro del genoma de Den-4 (Pletnev AG, 1993).

En otros flavivirus como el de la Encefalitis Japonesas (EJ), se han producido
vacunas mediante ia generacion de particulas similares a los virus, para lo cual las

proteinas estructurales se expresan en el virus vaccinia recombinante; estas
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proteinas se ensamblan en “particufas virales” no infecciosas, y son altamente
inmunogénicas y protectoras (Mason PW, 1991 ; Konishi E, 1992%), sin embargo, el
éxito en la expresion de las particulas subvirales durante la replicacidn in vivo del
virus Vaccinia recombinante, es un factor limitante en la eficacia de este tipoc de
vacunas (Konishi E, 1992° Bray M, 1991”; Fonseca BAL,1994). Actualmente se
estan investigando nuevos vectores como Salmonella, el virus de la rubéola y
adenovirus como sistemas de expresion de proteinas para la generacién de vacunas
contra el dengue.

Reciente se inicio el uso de vacunas de DNA ; en el caso del virus dengue los
genes preM/E de Den-2 se ha insertado en plasmidos eucariotes para inmunizar
ratones, via intramuscular, e inducen formacién de anticuerpos que neutralizan al

virus dengue in vitro (Kochel T, 1897). -

B) VARIABILIDAD GENETICA Y EPIDEMIOLOGIA MOLECULAR

La variabilidad genética del virus dengue ha sido estudiada de diversas
formas, sin embargo, la secuenciacion de nucledtidos de regiones parciales o del
gen enterc de la proteina E ha sustituido a las técnicas tradicionales de “fingerprint
de RNA”, hibridacion RNA-DNA, el analisis unidimensional con RNasa T1 (Kerschner
JH, 1986), la hibridaciébn con sondas de cDNA (Block J, 1989) vy el uso de
anticuerpos monoclonales (antigenic signature). Estas técnicas tienen algunas
desventajas como el uso de radiocisOtopos, su alto costo, tiempos prolongados de
realizacion y el reguerimiento de grandes cantidades de virus, que las hacen
impracticas en estudios de epidemiologia molecular. (Kerschner JH, 1986). Los
patrones filogenéticos derivados de la secuencia de nucledtidos han permitido la

clasificacion de los virus dengue en diversos “genotipos”, los cuales generaimente
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correlacionan con el origen geografico del virus. Esta clasificacion genotipica ha sido
de gran utilidad para determinar el origen y la dispersion de las epidemias, ya que ei
anaiisis de los genotipos en una regién geografica permite- saber si un genotipo es
autoctono.o fue introducido de ofra region. Este fendmeno puede ocurrir a traves de
hospederos virémicos o por mosquitos infectados, debido a los movimientos
poblacionales que actualmente se realizan, producto de. la modernizacién de los
medios de transporte (Rico-Hesse R, 1997).

La clasificacion genotipica de los virus dengue permite distinguir diversos
genotipos, por ejemplo; para el Den-1 se conocen dos genotipos, para Den-2 5
genotipos, para Den-3, 4 genotipos y recientemente el virus Den-4 se ha. agrupado
en dos grupos genéticos (Monath TP, 1996). Todavia existe discrepancia respecto al
numero de genotipos existentes, como por ejemplo, en caso de Den-3 se pueden
reconocer tres 0 cuatro genotipos dependiendo el autor que se cite. Para Den-4 se
reportd que no existia mayor divergencia cuando se analizé la regiéon amino terminal
del gene de la proteina E (Chungue E, 1991), sin embargo, el analisis del gene
completo permitié agrupar a los virus Den-4 en dos genotipos que comprenden virus
de Indonesia, del Sureste delf Pacifico y de las Américas en un grupo y de Tailandia y
Filipinas en otro (Lanciotti RS, 1997).

£ estudio de la variabilidad genética de los virus dengue es crucial para
entender los patrones epidemiologicos que intervienen en la emergencia de
epidemias (Henchal EA, 1986), y para determinar si estos cambios participan en el
desarroflo de las formas severas de la enfermedad. Aun cuando se ha sugerido la
participacion de la respuesta inmunoldgica del huésped para explicar las
manifestaciones severas de la enfermedad, se ha sugerido que pueden existir otros

factores asociados al virus que participan en la generacién de las formas severas de
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la enfermedad (Halstead SB, 1988). Por ejemplo, el analisis filogenético de virus
Den-2 de diversas partes del mundo ha sugerido que existe una posible asociacion
entre la presencia de un genctipo especifico y 1a aparicion de casos de FHD y se
postula que puede existir un desplazamiento del genotipo autéctono americanc por
un genotipo de origen asiatico (Rico-Hesse R, 1997) Sin embargo, en otros estudios
donde se compara la secuencia de nucledtidos de Ja proteina E de virus Den-2
aislados de casos de dengue clasico y de FHD y SCD, que no muestran aiguna

asociacion entre alguna secuencia particular y el cuadro clinico.
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JUSTIFICACION

Una de las preguntas importantes en el estudio del dengue es la identificacion
y caracterizacion de genotipos virales que se encuentran asociados con brotes
epidémicos y con la aparicion de casos severos de la enfermedad. Debido a la falta
de modelos in vivo de FHD/SCD, no se ha demostrado que algun genotipo sea la
causa de FHD. Sin embargo, el analisis filogenético de los virus aislados en
diferentes regiones ha sido una herramienta Utit para determinar el origen y la
dispersion de los virus. En el caso de Den-2; el analisis filogenético basado en la
secuencia de nucleétidos de la region de unidn entre la proteina E y NS1, ha
demostrado que existe una correlacion importante entre la introduccion de cepas del
sureste asiatico en el continente americano y e! incremento en el numero de casos
de FHD; incluso se ha postulado que las cepas asiaticas estan desplazando al
genotipo americano autoctono, presumiblemente menos virulento.

La informacién obtenida de la secuencia de nucledtidos, -ademas de permitir
hacer el analisis filogenético, también es de gran utilidad para disefiar herramientas
moleculares para diagnostico y para la construcciéon de vacunas. Por lo anterior, la
secuenciacion nuclectidica empleando regiones distintas del genoma de dengue, ha
substituido a técnicas como la de huella genética y el uso de sondas radioactivas, sin
embargo, junto con estas, las secuencia de nucledtidos tiene importantes

desventajas como son: el numero limitado de muestras que se pueden analizar en



Tesis de Maestria en Ciencias Bioguimicas IBT/UNAM

un periodo de tiempo dado, el uso de radiocactividad y el tiempo invertido, sin
mencionar el costo de los reactivos y la necesidad de entrenamiento detl personal
involucrado.

Tomando en consideracion lo anterior, en el presente trabajo se propone
flevar a cabo el analisis genético del dominio HI de la proteina de envoltura de Den-4,
mediante el uso de enzimas de restriccion, para determinar (a variabilidad genetica
de la region e identificar los distintos genotipos de Den-4 sin necesidad de levar a
cabo reacciones de secuenciacién. Anteriormente se ha intentado una aproximacién
metodologica similar (Vordam V, 1994 ), sin embargo, al analizar el gen completo de
la proteina E con solo dos enzimas, se generaban patrones de restriccidn con
muchos fragmentos que hacian dificll el analisis de los resultados. En el presente
trabajo se propone el analisis de una region de 400 nucledtidos que contiene la
region del dominio i de la proteina E.

En Meéxico la circulacion del serotipo 4 de dengue se ha incrementado de
forma importante1 y como se menciond anteriormente, su distribucién se extiende a
todo el territoric nacional. Adicionalmente el Den-4 se ha asociado con casos de
FHD y practicamente no existe informacion de epidemiologia molecular con respecto
a este serotipo, no solo en México, sinc a nivel mundial, ya que la mayoria de los
estudios de este tipo se han realizado con alguno de los otros serotipos,

principalmente con el serotipo 2.
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HIPOTESIS

Debido a que la proteina de envoitura (proteina E) del virus dengue tipo 4,
esta involucrada en el proceso de infeccidon de las ceélulas blanco, se encuentra
sometida a una presion de'seleccién, que le induce cierto grado de variabilidad por
Jo cual ha sido utilizada en estudios de epidemiologia molecutar, para caracterizar
subtipos genéticos y saber cual es su dispersion en zonas endémicas en el mundo.
Dentro de la proteina E, existen distintos dominios susceptibles de ser analizados,
sin embargo, se sabe que la regién del dominio Il es la que contiene el mayor
porcentaje de variabilidad, por lo que es probable que el analisis de solo esta region
pueda proporcionar informacion suficiente para identificar subtipos genéticos o
genotipos. Por otro lado, es factible que esta region contenga la diversidad geneética
suficiente para ser detectada mediante el andlisis de patrones de restriccion con
enzimas de restriccidn, que permitiria disponer de una metodologia mas facil y
practica, ademas de menos costosa en comparacion con la secuenciacion de
nucledtidos.
OBJETIVO GENERAL

Anatizar la variabilidad genética de la proteina de envoltura (proteina E) de

virus dengue-4 aislados en México y en otras regiones del mundo.
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HIPOTESIS

Debido a que la proteina de envoltura (proteina E) dei virus dengue tipo 4,
esta involucrada en el proceso de infeccion de las células blanco, se encuentra
sometida a una presion de seleccion, que le induce cierto grado de variabilidad por
lo cual ha sido utilizada en estudios de epidemiologia molecular, para caracterizar
subtipos genéticos y saber cual es su dispersion en zonas endémicas en el mundo.
Dentro de la proteina E, existen distintos dominios susceptibles de ser analizados,
sin -embargo, se sabe que la region det dominio ill es la que contiene el mayor
porcentaje de variabilidad, por lo que es probable que el analisis de solo esta region
‘pueda proporcionar informacion suficiente para identificar subtipos genéticos o
genotipos. Por otro tado, es factible que esta region contenga la diversidad genetica
suficiente para ser detectada mediante el analisis de patrones de restriccion con
enzimas de restriccion, que permitiria disponer de una metodotogia mas faci y
practica, ademas de menos costosa en comparacion con la secuenciacion de
nucleotidos.
OBJETIVO GENERAL

Analizar la variabilidad genética de ta proteina de envoltura {(proteina E) de

virus dengue-4 aistados en México y en otras regiones del mundo.



Tesis de Maestria en Ciencias Bioguimicas IBT/UNAM

OBJETIVO ESPECIFICO
Determinar la variacion genética de la region del dominio Il de la proteina E
de virus dengue-4, mediante la digestibn con enzimas de restriccion y la secuencia

de nucledtidos.

MATERIALES Y METODOS
VIRUS

Se analizaron un total de 38 cepas de virus Den-4 aislados en distintas
regiones geograficas y en distintos afos ( Tabla 1). Se analizaron virus aislados en
México de los Estados de Yucatan, Guerrero, Puebla y San Luis Potosi. Se incluyd
una cepa (0028) aisiada en 1984 en Yucatan. También, se analizaron 21 virus de un
brote epidémico en la localidad de Mochitlan Gro. en 1987 ; del Estado de Puebla, se
analizaron 8 cepas aisladas en 1991 y del Estado de San Luis Potosi, se analizé una
cepa aislada en 1995. Estos virus forman parte de! banco de virus dengue dei Depto.
de Arbovirus del Instituto Nacional de Salud Publica. Los virus se aislaron de
pacientes con dengue clasico, a excepcion del virus de Yucatan, que se aisié de un
caso fatal de FHD. Los virus de otras regiones del mundo: Dakar 1988, Republica
Dominicana 1989, India 1990, China 1990, Malasia 1990 y Venezuela 1980, ademas
de la cepa prototipo H241 (Filipinas, 1954), fueron donadas por la Dra. Rebeca Rico-
Hesse de ta Unidad de Investigacion en Arbovirus (YARU) en la Universidad de Yale,

EE.UU.
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OBJETIVO ESPECIFICO
Determinar la variacion genética de la regién def dominio ili de la proteina E
de virus dengue-4, mediante la digestion con enzimas de restriccion y la secuencia

de nucleétidos.

MATERIALES Y METODOS
VIRUS

Se analizaron un total de 38 cepas de virus Den-4 aislados en distintas
regiones geograficas y en distintos afios { Tabla 1). Se analizaron virus aislados en
México de los Estados de Yucatan, Guerrero, Puebla y San Luis Potosi. Se incluyé
una cepa (0028) aislada en 1984 en Yucatan. También, se analizaron 21 virus de un
brote epidémico en la localidad de Mochitlan Gro. en 1987 ; del Estado de Puebla, se
analizaron 8 cepas aisladas en 1991 y del Estado de San Luis Potosi, se analiz6 una
cepa aislada en 1995, Estos virus forman parte del banco de virus dengue del Depto.
de Arbovirus de! Instituto Nacional de Salud Publica. Los virus se aislaron de
pacientes con dengue clisico, a excepcion del virus de Yucatan, que se aisld de un
caso fatal de FHD. Los_virus de otras regiones del mundo: Dakar 1988, Republica
Dominicana 1989, India 1990, China 1990, Malasia 1980 y Venezuela 1990, ademas
de la cepa prototipo H241 (Filipinas, 1954), fueron donadas por la Dra. Rebeca Rico-
Hesse de la Unidad de Investigacion en Arbovirus (YARU) en la Universidad de Yale,

EE.UU.



Tabla 1

Relacion de cepas de virus dengue tipo 4 analizadas por RT-PCR y
con enzimas de restriccion.

CEPA HISTORIA* LOCALIDAD ANO
0028 Desconocida Yucatan, México 1984
0148 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0149 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0150 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0151 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0152 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0153 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0154 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0155 Ce/36 1 Guerrero, México 1987
0156 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0157 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0158 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0159 C6/36 1 Guerrero, México 1687
0160 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0161 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0162 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0163 C6/361 Guerrero, México 1987
0164 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0165 C6/36 1 Guerrero, México 1987

. 0166 C6/36 1 Guerrero, México 1987
0167 CB/36 1 Guerrero, México 1987
0168 C6/36 1 Guerrero, México - 1987
0044 C6/36 1 Puebla, México 1991
0045 C6/36 1 Puebla, México 1991
0046 Cerie1 Puebla, México 1991
0047 C6/36 1 Puebla, México 1991
0048 C6/36 1 Puebla, México 1891
0051 C6/36 1 Puebla, México 1991
0067 C6/36 1 Puebla, México 1991
0098 C6/36 1 Puebla, México 1991

SLP-01 CBI36 1 San Luis Potosi, México 1895
H241 Desconocida Filipinas 1956

DAKHD34460 C6/36 1 SM 3 Dakar 1988
TVP2177 Cce/361 - Rep. Dominicana 1989
611319 TVP2395 SM=14, C6/36 1 india 1990
BN-L.8 TvO259 C6/36 1 China 1990
LN-72992 AP-61=1 Malasia 19980
88609 C6/36 3 Venezuela 1990

*)Pases en lineas celulares (C6/36, AP-61) o SM= cerebro de ratdn lactante.
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CULTIVOS DE CELULAS

Los virus se mantuvieron y amplificaron en cultivos de células C6/36 de Aedes
albopictus que se crecieron en botellas de 25 y 75 cc? en Medio Minimo Esencial
(MEM) complementado con 10 % de suero fetal bovino y antibidtico-antimicotico (10
U/mi) a 28°C. Los cuitivos en monocapa se infectaron con 150- 300 ul de suero o de
lisado celular y se .incubaron durante 10-12 dias. Las células infectadas se
cosecharon mediante desprendimiento mecanico de la monocapa ; las alicuotas de
los lisados se congelaron a -70°C hasta su uso.
INMUNOFLUORESCENCIA

Las células. se fijaron en acetona durante 10 min a -20°C y posteriormente se
incubaron con wun anticuerpo policlonal anti-dengue (1:150 en solucion
amortiguadora de fosfatos, PBS) durante 30 min a 37°C en una camara humeda. Las
muestras se lavaron 4 veces (cada lavado de 15 min.} y para la inmunofluorescencia
indirecta se agregé un anticuerpo monoclonal especifico de serotipo (3H5, Den-2 ;
15-F3, Den-1; 5D4, Den-3 y 1A10, Den~4) diluido 1:75 y se incubaron a 37°C
durante 30 min. Las preparaciones se montaron en Elvanol (Elvanol 51-05 13% p/v,
gliceral al 33% piv y Tris-HC! 24 mM pH 8.5). Como controles negativos se usaron
células sin infectar y como controles positivos se incluyeron células infectadas con
tos virus prototipo (Den-1, Hawai ; Den-2, Nueva Guinea C ; Den-3, H87 y Den-4,

H241).
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EXTRACCION DE RNA

El RNA total de las células infectadas se extrajo a partir de 200 ul de lisado
celular mas 200 p! de solucion amortiguadora de lisis, posteriormente se agregaron
80 pl de acetato de sodio 2M, pH 5.5 y se agitdé. Se agregaron 400 pl de fenol pH
4.3, se agitd y agregaron 80 ul de cloroformo; las muestras se agitaron y se
incubaron en hielo durante 20 min. Posteriormente se centrifugaron durante 15 min a
14, 000 r.p.m. y el sobrenadante se transfirid a un tubo fimpio. EI RNA se precipito
agregando 400 u! de isopropanol, los tubos se incubaron.a -70°C o en hielo seco
durante 2b min. Las muestras se centrifugaron por 20 min a 14, 000 rp.m., el
isopropanol se desechd y la pastilla se lavo dos veces con 500 pl de etanol al 75 %,
finalmente las muestras se secaron a temperatura ambiente y (a pastila se

resuspendid en 3 pl de H;O 5 veces destilada estéril.

RT-PCR

E! RNA viral se ulilizé como templado en la reaccidén de transcriptasa reversa
(RT); el cDNA se sintetizé utilizando el oligonucleétido antisentido DENEB-|
especifico para dengue 4. Los 3 pl de RNA total se agregaron a la mezcla de la
reaccion de RT (MgCh 5 mM, KC! 500 mM, Tris-HCI 100 mM pH 8.3, 1 U/l de
inhibidor de RNAsas, 2.5 U/ul de transcriptasa reversa, mezcla de deoxinucelotidos
(dNTPs: dATP, dCTP, dGTP y dTTP) 400 puM y 1.2 pM del oligo DENEB-I (5'-
GTTTCACCTAGAATGGCCATT-3") para obtener un volumen final de 10 pl. La
reaccion enzimatica se llevé a cabo durante una hora a 37°C .

La region que comprende el dominio Il de la proteina E del virus Den-4 se

amplificd mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR) usando los
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oligonucleotidos que flanquean - esta ' region; DENEB-l y DENEB-I (5'-
AAGTGCAAAGTCCGTATGGAG-3"). Estos oligonucleétidos se disefaron con el
programa de computo Oligo 4.0 y en base a la secuencia publicada de Den-4 (cepa
814669, Dominica ; GeneBank : M14931) ; el tamario del producto de PCR es de
404 pb.

Un ul de! producto de la reaccion de RT se utilizd en la mezcla de reaccion de
PCR que contiene : KCi 500 mM, Tris-HCI 100 mM, 200 pM de la mezcla de dNTPs,
MgCl 1.5 mM, 2.5 U de Amplitag DNA polimerasa y 1.2 uM de los oligonuclotidos
DENEB-I y DENEB-II, en un voliimen final de 100 pl. La reaccion de PCR se llevo a
cabo mediante un paso de desnaturalizacién inicial del DNA durante 5 min a 94°C,
seguido de 35 ciclos de amplificacion (desnaturalizacion :94°C/30 seg. ;
alineamiento : 56°C/30 seg. y extension : 72°C/30 seg.) y un paso final de extension
a 72°C durante 5 min. Se incluyeron controles positivos y negativos. Los productos
amplificados se separaron mediante electroforésis en gel de agarosa al 1%, se tefiid
con bromuro de etidio (1 pg/ml) y se visualizé con un transiluminador de luz
ultravioleta. Los productos de amplificacién se almacenaron a -20°C o se utilizaron

para los ensayos de digestion con enzimas de restriccion y/o para secuenciacion.

DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTICCION

Los productos amplificados se analizaron mediante la digestién con enzimas
de restriccion. En base a la secuencia de nt de Den-4 de (Dominica, 1987) se
analizaron todos los sitios posibles de restriccidn con el programa DNA Strider 1.0 y
se escogieron seis enzimas que reconocieran sitios tanto en las regiones amino y

carboxilo terminal y en la region central y ademas que los productos digeridos fueran
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facilmente distinguibles en geles de agarosa. Las enzimas seleccionadas fueron :
Mae lll, Nia lil, Sac i, Cfo |, Dde i y Alu |. La posicion de corte de estas enzimas y el
tamafo de los productos generados se muestran en la Tabla 2. La reaccion de
digestion se llevd a cabo usando de 5 a 10 ul de los productos de PCR mas 2.5 de la
solucion amortiguadora apropiada para cada caso y 3 U de la enzima
correspondiente, en un volomen final de 25 ul. Las reacciones se realizaron durante
1 hr a 37°C para todas las enzimas, excepto para Mae lil, que se incubé a 55°C. Los
productos digeridos se separaron por electroforésis en un gel de agarosa al 3% y

visualizados como se describid anteriormente.

SECUENCIACION

El voiimen total de los productos de PCR, se separaron por electroforésis,
como se describié anteriormente, y la banda-amplificada se corté y purificd con el kit
comercial Geneclean I, siguiendo las instrucciones del fabricante. ElI DNA purificado
se utilizd para secuenciar el dominio lll de la proteina E de Den-4 que es
sobrelapada por los oligos DENEB-I y DENEB-II. Las reacciones de secuenbia se
llevaron a cabo utilizando el sistema de secuenciacion fmol DNA de Promega Co
empleando el protocolo de incorporacion directa de la marca radioactiva.
Aproximadamente de 50 a 100 ng de DNA se mezcldo con 5 picomoles del
oligonucleédtido correspondiente (para cada muestra se hicieron dos reacciones de
secuencia, una con el oligonucledtido de Ia regidn 5° y otra con el oligonucleétido 37,
para obtener ta region del dominio Il que consta de 282 nt), 0.5 pl de [ot-358] dATP
(10 puCi/pl), 5 p! del amortiguador 5X vy 1 ul (5U) de Tag DNA polimerasa (grado de

secuencia) en un volGmen final de 16 pl. De esta mezcla se agregaron 4 pl a cada



Tabla 2

Relacion de enzimas de restriccion empleadas para analizar la region del
dominio Il de la proteina E del virus dengue 4.

ENZIMA POSICION (nt) TAMANO DEL
‘ FRAGMENTO (nt)
Dde | 223 223, 181
Hha | 302 304, 100
Mae It} 241 240, 164
Nia lil 100 305, 99
Sac! 140 265, 139

Alu | 141, 274 140, 136, 128
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tubo (A, C, G, T) con 2 pul de su respectiva mezcla de ddNTPs; fa mezcla finat se
cubrid con 20 pl de aceite mineral. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador durante 25 ciclos (desnaturalizacion :95°C/1 min. ; alineamiento :
42°C/1 min. y extension . .70°C/1 min.) posterior a un primer paso de
desnaturalizacion a 95°C por 2 min. Finalmente se agregaron 3 pl de solucion de
paro por cada tubo y las muestras se congelaron hasta su uso.

El DNA se separd por electroforésis en un gel de alta resolucion
(acrilamida/bis-acrilamida al 40 % p/v, 8M de urea) durante aproximadamente 4 hrs a
1500 voits. El gel se secdé mediante vacio a 80°C durante 30 min y se expusd
durante 48 hrs ante una pelicula de autoradigrafia. La secuencia de nucledtidos se

leyé manualmente con la ayuda de un transiluminador de [uz blanca.:

RESULTADOS
RT-PCR

La especificidad de los oligonucleotidos iniciadores que flanquean el dominio
Iil det gene de la proteina de envoltura del virus dengue tipo 4, se prob6 con tos
cuatro prototipos del virus dengue. Las células C6/36 se infectaron con los virus :
Den-1, Hawai, Den-2, Nueva Guinea, Den-3, H87 y Den-4,H241. Se extrajo el RNA
de las células infectadas y se amplificd por RT-PCR. Se observd una banda del
tamarno esperado (404 pb) unicamente con el templado correspondiente a Den-4
(Figura 4).

De la misma forma, se amplificé el RNA de virus aislados de pacientes

provenientes de los Estados de Guerrero, Yucatan, Puebla y San Luis Potosi y de
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tubo (A, C, G, T) con 2 ul de su respectiva mezcla de ddNTPs; la mezcla final se
cubrié con 20 ul de aceite mineral. Las reacciones se llevaron a cabo en un
termociclador durante 25 ciclos (desnaturalizacion :95°G/1 min. ; alineamiento :
42°C/1  min. y extension : -70°C/1 min.) posterior a un primer paso de
desnaturalizacion a 95°C por 2 min. Finalmente se agregaron 3 pl de solucion de
paro por cada tubo y las muestras se congelaron hasta su uso.

El DNA se separd por electroforésis en un gel de alta resolucion
(acrilamida/bis-acrilamida al 40 % p/v, 8M de urea) durante aproximadamente 4 hrs a
1500 volts. Ef gel se secd mediante vacio a 80°C durante 30 min y se expusé
durante 48 hrs ante una pelicula de autoradigrafia. La secuencia de nucleotidos se

leyé manualmente con la ayuda de un transiluminador de luz blanca.

RESULTADOS
RT-PCR

La especificidad de los oligonucledtidos iniciadores que flanquean el dominio
I del gene de la proteina de envoltura del virus dengue tipo 4, se probé con los
cuatro prototipos del virus dengue. Las células C6/36 se infectaron con los virus :
Den-1, Hawai, Den-2, Nueva Guinea, Den-3, H87 y Den4 H241. Se extrajo el RNA
de las células infectadas y se amplifico por RT-PCR. Se observé una banda del
tamano esperado (404 pb) unicamente con el templado correspondiente a Den-4
(Figura 4).

De la misma forma, se amplifico el RNA de virus aislados de pacientes

provenientes de los Estados de Guerrero, Yucatan, Puebla y San Luis Potosi y de
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Figura 4. Producto de amplificacién por RT-PCR de l1a region del dominio Ill de la proteina E
de dengue tipo 4, usando los oligonucledtidos especificos DENEB-I y DENEB-Il. EI RNA
utilizado como templado proviene de los virus prototipo Hawaii (Den-1), Nueva Guinea C
(Den-2), H87 (Den-3) y H241 (Den-4), ef primer carril muestra el marcador de peso molecular
$X174 digerido con Hae ill y los carriles siguientes corresponden a Den-1, Den-2, Den-3 y

Den-4, respectivamente.
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otras regiones del mundo, incluyendo la cepa prototipo H241(38 virus en total). Los

resultados mostraron un producto de 404 pb en todas las muestras (Figura 5).

DIGESTION CON ENZIMAS DE RESTRICCION

Una aliquota (5-10 pl) de cada producto de. amplificacion se utilizdé y se
digerié con cada una de las enzimas bor separado. Los virus de México y los de
otsos paises digeridos con las seis enzimas (Mae Ill, Alu |, Sac I, Nla lll, Dde | y
Cfol) mostraron patrones similares de digestion (Figuras 6, 7 y 8). El tamafio de las
bandas obtenidas corresponde al tamafio esperado. El sitio de restriccion para la
enzima Mae Il se encuentra en el nucleotido 241 de la region amplificada, por lo -que
se generan dos productos : 240 nty 164 nt (Figura 6). Para Alu |, existen 2 sitios :
uno en el nucleotido 141 y otro en el 277, lo que genera tres fragmentos de 140, 136
y 128 nucledtidos (Figura 7). La enzima Sac |, reconoce un sitio en el nucledtido 140
por lo que se generan dos fragmentos de 139 y 265 nt (Figura 8). Por otro tado, la
digestion con las enzimas Nia I, Dde | y Cfo |, generaron patrones distintos por lo
menos en un virus analizado. La digestion con Nla !l reconoce un sitio en el
nucleétido 100, por lo que se generan 2 fragmentos, uno de 99 y otro de305 nt, este
patrén se obtuvo con todas las muestras excepto con la cepa prototipo H241 (Figura
9). El andlisis por computadora de la secuencia de la cepa H241(numero de acceso
de GeneBank U18433) mostrd que esta enzima reconoce 3 sitios en la region
amplificada en los nucledtidos 15, 100 y 146, lo que generaria 4 fragmentos de 14,
46, 85 y 259 nt. Los 2 Ultimos fragmentos, que son los mas grandes se observaron
en nuestros experimentos y debido a las condiciones del gel, no se observaron los

fragmentos pequefios. El mismo caso se presento para la enzima Dde |, donde todos
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Figura 5. Productos de amplificacion de la region del dominio Ill de la proteina E de dengue
4, usando como templado RNA de virus aislados en distintas regiones de México y del
mundo. El marcador de peso molecular corresponde a $X174 digerido con Hae lil y los
carriles son los siguientes : 1) virus prototipo H241, 2) virus 0028, Yucatan/1984, 3) virus
0153, Guerrero/1987, 4) virus SLP-01, San Luis Potosi/1995, 5) virus 0047, Puebla/1991, 6)
virus DAKHD34460, Dakar/1988, 7) virus 88609, Venezuela/1990, 8) virus BN-L8 TVO259,
China/1990, 9) virus LN-729092, Malasia/1980, 10) virus TVP2177, Republica
Dominicana/1989 v 11) virus 611319, india1990.
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Figura 6. Productos de amplificacion de la region del dominio Il de la proteina E de dengue
4, usando como templado RNA de virus aislados en distintas regiones de México y del
mundo, digeridos con la enzima de restriccion Mae Ilf. El marcador de peso molecular
corresponde a $X174 digerido con Hae lll y los carriles son los siguientes : 1) virus prototipo
H241, 2) virus 0028, Yucatan/1984, 3) virus 0153, Guerrero/1987, 4) virus SLP-01, San Luis
Potosi/1995, 5) virus 0047, Puebla/1991, 6) virus DAKHD34460, Dakar/1988, 7} virus 88609,
Venezuela/1990, 8) virus BN-L8 TV0259, China/1990, 9) virus LN-72992, Malasia/1990, 10)
virus TVP2177, Republica Dominicana/1989 y 11) virus 611319, India1990.



Figura 7. Productos de amplificacion de la regién del dominio 1l de la proteina E de dengue
4, usando como templado RNA de virus aislados en distintas regiones de México y del
mundo, digeridos con la enzima de restriccion Alu |. Ei marcador de peso molecular
corresponde a ¢X174 digerido con Hae Iil y los carriles son los siguientes : 1) virus prototipo
H241, 2) virus 0028, Yucatan/1984, 3) virus 0153, Guerrero/1987, 4) virus SLP-01, San Luis
Potosi/1995, 5) virus 0047, Puebla/1991, 6) virus DAKHD34460, Dakar/1988, 7} virus 88608,
Venezuela/1990, 8) virus BN-L8 TV0259, China/1990, 9) virus LN-72992, Malasia/1930, 10)
virus TVP2177, Republica Dominicana/1989 y 11) virus 611319, India1990.



Figura 8. Productos de ampiificacion de la region del dominio lll de la proteina E de dengue
4, usando como templado RNA de virus aislados en distintas regiones de México y del
mundo, digeridos con la enzima de restriccion Sac | El marcador de peso molecuiar
corresponde a X174 digerido con Hae it y los carriles son los siguientes : 1) virus prototipo
H241, 2) virus 0028, Yucatan/1984, 3) virus 0153, Guerrero/1987, 4) virus SLP-01, San Luis
Potosi/1995, 5) virus 0047, Puebla/1991, 6) virus DAKHD34460, Dakar/1988, 7) virus 88609,
Venezuela/1990, 8) virus BN-L8 TV0259, China/1990, 9) virus LN-72992, Malasia/1990, 10)
virus TVP2177, Republica Dominicana/1989 y 11) virus 611319, India1990.
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Figura 9. Productos de amplificacion de la region del dominio [li de la proteina E de dengue
4, usando como templado RNA de virus aislados en distintas regiones de México y del
mundo, digeridos con la enzima de restriccion Nla lil. El marcador de pesc molecutar
corresponde a $X174 digerido con Hae lll y los carriles son los siguientes . 1) virus prototipo
H241, 2) virus 0028, Yucatan/1984, 3) virus 0153, Guerrero/1987, 4) virus SLP-01, San Luis
Potosi/1995, 8) virus 0047, Puebla/1991, 6) virus DAKHD34460, Dakar/1988, 7) virus 88609,
Venezuela/1990, 8) virus BN-L8 TVO259, China/1990, 9) virus LN-72992, Malasia/1990, 10)
virus TVP2177, Republica Dominicana/1989 y 11) virus 611319, India1990.
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los virus, excepto el virus prototipo H241, mostraron un patrén similar (Figura 10), el
sitio de reconocimiento de esta enzima esta en el nucledtido 224, por lo que se
generan dos fragmentos, uno de 223 y otro de 181 nt. En el caso del virus prototipo
H241 se observaron 2 bandas de aproximadamente 167 y 181 nt y el analisis de Ila
secuencia por computadora confirmo el tamafio de estos fragmentos generados por
un corte en el sitio 224 (igual que el resto de los virus analizados) y mostré otro sitio
en de corte en el nucleotido 57 por lo que se lo que genera otro fragmento de 56 nt,
que no es visible en nuestras condiciones de trabajo. Finalmente, cuando los virus se
digirieron con la enzima Cfo I, los virus prototipo H241 y el de Republica
Dominicana, mostraron un patron de restriccion distinto al resto y distinto entre eltos
(Figura 11). Los fragmentos esperados ( sitio de corte en el nucleotido 305) de 304 y
100 nt, se observaron en la mayoria de las muestras. El virus de Republica
Dominicana, conserva el sitio 305 pero ademas existe otro en el nucleotido 198, lo
que genera 3 fragmentos : 107, 197 y 101 nt. Ei analisis de la secuencia de nt de un
virus aislado en Puerto Rico (GeneBank U18436), mostré un patrdon similar al que
‘observamos con el virus de Repubtica Dominicana. El analisis de la secuencia de nt
de ambos virus mostrd que comparten los mismos sitios de restriccion, En el virus
prototipo, también existen dos sitios de corte de la enzima Cfo |, uno en el nucledétido
374, que difiere de todas las demas, y otro en el nucledtido 198, lo que genera tres
fragmentos : 176, 197 y 31 nt; el analisis computacional de la secuencia de

nucleotidos, confirmo el tamafio de las bandas observadas.



Figura 10. Productos de amplificacién de 1a regién del dominio It de la proteina E de dengue
4, usando como templado RNA de virus aislados en distintas regiones de México y del
mundo, digeridos con la enzima de restriccion Dde I. El marcador de peso molecular
corresponde a ¢X174 digerido con Hae 1l y los carriles son los siguientes : 1) virus prototipo
H241, 2) virus 0028, Yucatan/1984, 3) virus 0153, Guerrero/1987, 4) virus SLP-01, San Luis
Potosi/1995, 5) virus 0047, Puebla/1991, 6) virus DAKHD34460, Dakar/1988, 7) virus 88609,
Venezuela/1990, 8) virus BN-L8 TV0259, China/1990, 9) virus LN-72992, Malasia/1990, 10}
virus TVP2177, Repdblica Dominicana/1989 y 11) virus 611319, India1990.
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Figura 11. Productos de amplificacion de la region del dominio Il de la proteina E de dengue
4, usando como templado RNA de virus aislados en distintas regiones de México y del
mundo, digeridos con fa enzima de restriccion Cfo |. El marcador de peso molecular
corresponde a ¢X174 digerido con Hae lil y los carriles son ios siguientes : 1) virus prototipo
H241, 2) virus 0028, Yucatan/1984, 3) virus 0153, Guerrero/1987, 4) virus SLP-01, San Luis
Potosi/1995, 5) virus 0047, Puebla/1991, 6) virus DAKHD34480, Dakar/1988, 7} virus 88609,
Venezuela/1990, 8) virus BN-L8 TV0258, China/1990, 9) virus LN-72992, Malasia/1990, 10}
virus TVP2177, Republica Dominicana/1883 y 11) virus 611319, India1990.
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SECUENCIACION

Se analizé la secuencia de nucleédtidos del dominio Il de la proteina £ (282
nucleétidos, 901-1182 que corresponden a 94 residuos de aminoacidos, 301-394) de
24 virus dengue tipo 4. De México se secuenciaron 3 virus (Guerreo, Puebla y San Luis
Potosi) y 6 de otras regiones del mundo (Tabla 1). Las secuencias de nt se enviaron a
la base de datos del GeneBank y los nimeros de acceso otorgados son : AF051104,
AF051105 AF051106 AF051107 AF051108 AF051108 AF051110 AF051111
AF051112. Las secuencias de nt de los otros virus incluidos, se obtuvieron de ia base
de datos del GenéBank (ntmeros de acceso : U18425, U18426, U18427, U18428,
U18430, 18431, U18432, U18433, U18434, U18435, U18436, U18438, U18439,
U18440, U18442). Ademas, se incluyd en el analisis, las secuencias de nt de los
serotipos Den-1, Hawaii; Den-2, Malasia y Den-3 M3 y Fiji (GeneBank :X76219,
X15214 y 111422, respectivamente). El analisis de la secuencia de nucledtidos y de la
secuencia deducida de aminoacidos, se realizé con el programa de codmputo Wisconsin
(Genetics Computer Group). La comparacion de las secuencias de nt de todos los virus
de Den-4 mostrd una divergencia maxima de 9.3 % (Tabla 3). Los cambios de
nucledtidos ocurrieron en 52 posiciones, lo que representa el 18.4 % del dominio lll ; la
mayoria de estos cambios fueron transiciones silenciosas. La region de mayor
variabilidad se encontré entre los nucleétidos 961-1080, que corresponde a los aa 321-
360, con 29 mutaciones (55.8 %)Figura 12). El analisis de la secuencia deducida de
aminoacidos mostré 8 cambios (8.6 %) : Cys-Tyr*®, Thr-Ala*®, Glu-GIn®*®, ILe-Val®®,
Arg-Lys®** Val-lle®', Tyr-Asn®®® y Asp-Asn®® (Figura 13). Siete de estos cambios

ocurrieron en la regién de maxima varabilidad, antes mencionada.
i n n
Wi o sisy Vi



Tabla 3

Porcentaje de homologia en la secuencia nuclettidos del Dominio HI
o del gene completo de la Proteina E de diferentes virus Den-4.

Tailandia 63 Filipinas 54 México 84
Domil! GenE Domill GenE Domlill GenE
Tailandia 63 100 100 92.5 952 93.2 92.6
Indonesia 73 94.0 93.8 95.4 95.1 895.7 95.8
Filipinas 54 93.2 95.2 100 100 94.3 941
Indonesia 77 82.9 93.3 §7.9 951 954 98.7
JSan L Potosi 95 92.9 97.9 947
Filipinas 64 929 949 94.0 99.1 98.2 943
Jpuebla 91 9286 98.2 95.0
Brasil 82 92.5 g2.8 98.9 94.5 95.0 9.5
N.Caledonia 84 92.5 92.8 98.9 94.5 95.0 99.6
JDakar 88 925 98.9 95.0
Jindia 90 925 98.9 85.0
Mexico 84 92.5 92.6 843 941 100 100
Salvador 83 92.5 92.7 98.9 94 4 95.0 99.5
Tailandia 84 §2.5 83.5 929 952 936 937
Taiti 79 2.5 93.0 98.9 04 4 g5.0 99.3
JChina 80 92.2 98.6 947
JGuerrero 87 92.2 88.6 947
Jmatasia 90 92.2 88.6 Q4.7
JVenezuela 90 922 98.6 94.7
P. Rico 86 g2.2 923 97.9 94.0 947 98.6
Taiti 85 922 92.3 98.0 940 Q4.7 88.6
Salvador 94 91.8 92.6 98.2 94.1 94.3 898.6
JR. Dominicana 89  91.1 g97.3 93.8
Filipinas 84 a0.7 939 92.9 97.6 957 8939
Den2 63.8 64.0 65.1
Den1 63.2 59.3 58.2

Den3 61.7 59 4 60.6
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Figura 12. Continuacion.
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Figura 12. Comparacion de fa secuencia de nucleotidos (nt) del.fragmento de 282 nt que
comprende la region del dominio HI de diferentes virus dengue tipo 4 incluyendo la cepa
prototipo H241(*) y la secuencia consenso de los virus Den-1, 2 y 3. Las secuencias que se
obtuvieron en este estudio (negritas) se comparan con las reportadas en la base de datos
GeneBank. Los puntos indican igualdad y los cambios de nt se indican con la letra
correspondiente.
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Figura 12. Continuacion.
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Figura 13. Comparacion de la secuencia deducida de aminoacidos de la region del
dominio ) de )a proteina E de diferentes virus Dengue tipo 4. Las secuencias que se
obtuvieron en este estudio (negritas), se comparan con las reportadas en la base de
datos GeneBank. Los puntos indican igualdad y los cambios de aminoacidos se
indican con fa letra correspondiente.
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El total de cambios de nucledtidos y de aminoacidos del dominio i, se resumen

en la Figura 14,

Analisis Filogenético

La variabifidad genetica y i« ralacion filogenética de los virus Den-4 se

determinaron en base a la secuencia de 282 nucleétidos aet dominio i de Ia proteina

E. El analisis filogenético se hiz6 con los programas de computo, WisM

Computer Group) y PAUP. El programa PAUP, se ha utilizado para estudios de
variabilidad- \genética y filogénia en diversos virus (Rico-Hesse, R, 1997). Estos

programas determinan el grado maximo de homologia de un grupo de secuencias de

\-\

nt, codon por codon y que determina el porcentaje de cambios sinonimos y no "~

sindnimos tomando en cueﬁa la posicién en la secuencia y e! tipo de cambio de un

nucleétido, es decir, proporcionah

formacion sobre transiciones o transverciones. Con
ambos programas se generaron denddwyamas similares. En la Figura 15 se muestra el
arbol filogenético generado coﬁ el programAl}P, El analisis mostrdé que se pueden
diferenciar dos grupos filogeneticos de Den-4 ; en un srupo se ubican los virus del
Sureste Asiatico (Filipinas 1956, 1964 y 1684 ; Tailandia 1963 y 1984 e Indonesia 1973)

y ei otro grupo lo componen el resto de lo virus analizados y agrups visus de Asia,

Africa, Centroamerica y Sudamerica.

DISCUSION
La clasificacidn genotipica del los virus dengue ha sido una herramienta
valiosa para determinar su origen y dispersion, asi por gjemplo se ha propuesto que

.
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El total de cambios de nucledtidos y de aminoacidos del dominio lii, se resumen

en la Figura 14.

Analisis Filogenético

La variabilidad genética vy ia ralacion filogenética de los virus Den-4 se

determinaron en base a la secuencia de 282 nucledtidos aer daminio Il de la proteina
E. El analisis filogenético se hizé con los programas de cémputo, WESM
Computer Group) y PAUP. El programa PAUP, se ha‘ utilizado para estudios de
variabilidad \genética y filogénia en diversos virus (Rico-Hesse, R, 1997). Estos
programas determinan el grado maximo de homologia de un grupo de secuengias de

nt, codon por codon y que determina el porcentaje de cambios sinénimos y no ~-.

I
sindNimos tomando en cbepta la posicion en la secuencia y el tipo de cambio de un

nuclettido, es decir, proporcionarigformacién sobre transiciones o transverciones. Con
ambos programas se generaron dendOwamas similares. En la Figura 15 se muestra el
arbot filogenético generado con el programaPAUP. El analisis mostro que se pueden
diferenciar dos grupos filogenéticos de Den-4 ; en un wupo se ubican los virus del
Sureste Asiatico (Filipinas 1956, 1964 y 1884 ; Tailandia 1963 y 1984 e Indonesia 1973)
y el otro grupo lo componen el resto de lo virus analizados y agrups virus de Asia,

Africa, Centroamerica y Sudamérica.

DISCUSION
La clasificacién genotipica del los virus dengue ha sido una herramienta
valiosa para determinar su origen y dispersion, asi por ejemplo"se ha propuesto que
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son proporcionales a la barra inferior que representa 5 % de variabilidad.
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la introduccién en el continente americano de un virus Den-2 del Sudeste Asiatico,
puede estar asociado con la primera epidemia de FHD que ocurrié en Cuba en 1981
donde se reportaron mas de 350,000 casos de fiebre por dengue, de los cuales
10,000 fueron FHD y ocurrieron 159 muertes (Monath TP, 1996, Kouri G, 1886).

El analisis filogenético del virus dengue basado en la secuencia de
nucledtidos de genes o regiones del genoma del virus, ha substituido en parte el uso
de técnicas como fa “ huella genética” (fingerprint) y la hibridacion RNA-cDNA o
cDNA-cDNA. Esta estrategia ha permitido demostrar la existencia de distintos
genotipos, por ejemplo, el virus Den-1 ha sido clasificado en 2 genotipos, el Den-2 en
5 y et Den-3 en 4 (Monath TP, 1996). E! analisis parcial de la region 5° del gene E
{179 nucledtidos) de Den-4 mostro la existencia de un genotipo (Chungue £, 1993),
sin embargo, recientemente se reporto la existencia de dos genotipos (Lanciotti RS,
1997). Estos resultados fueron congruentes con las primeras observaciones de
variabilidad entre cepas de Den-4 determinadas por ensayos de reduccion de placa y
por la técnica de “huelia genética” (Henchal EA, 1986).

Recientemente el analisis de la secuencia de nucledtidos de la regién de union
entre las proteinas E y NS1, sugiere que puede existir una asociacién entre la
introduccion de virus de Den-2 del Sudeste Asiatico y el aumento de casos de FHD en
las Ameéricas (Rico-Hesse R, 1997). Rico-Hesse y cols. proponen que el genotipo
americano de Den-2 ha sido desplazado por el Den-2 del Sudeste Asiatico ya que los
virus aislados de casos de FHD en distintos paises de América se agrupan
genéiicamente con virus del Sudeste Asiatico. Estos datos recientes sugieren que este
fendmeno puede estar ocurriendo en México (Rico-Hesse R, 1997). Se ha observado
una situacion similar para Den-3 ya que la introduccién de virus provenientes de

Indonesia en la regién del Pacifico se ha asociado con epidemias recientes de FHD
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(Chungue E, 1993). Los estudios filogenéticos y las observaciones epidemiologicas,
sugieren que distintos subtipos genéticos o genotipos pueden contener diferencias en
su capacidad virulenta o en su potencial de dispersion (Rico-Hesse R, 1990).

Sin embargo, el analisis filogenético, basado en la secuencia de nucledtidos
implica. el uso de reactivos costosos, de isétopos radiocactivos, tiempo prolongado para
la obtencién y analisis de resultados, que limita su uso en estudios de epidemiologia
molecular; por tal motivo se han propuesto otras estrategias que proporcionan
informacion para determinar la variabilidad genética de los virus, en particular det virus
dengue ; asi, se ha utilizado el andlisis de patrones de digestion con enzimas de
restriccion. Vordam y cols., analizaron la regién del genoma que codifica para las
proteinas estructurales de los virus Den-2 y Den-3, mediante la amplificacion por RT-
PCR y digestion con las enzimas de restriccion Alu | y Dde |. Los resultados, aun
cuando concuerdan con los reportes previos con respecto a la clasificacion genetica de
estos virus {(genotipificacion)(Trent BW, 1983 ; Rico-Hesse R, 1990), resultan ser
complicados ya que se basa en la comparaciéon de los “patrones variables de
fragmentos consenso”, asi por ejemplo, para Den-2 encontraron dos genotipos en las
Américas (Jamaica y Puerto Rico) (Trent DW, 1983 ; Rico-Hesse R, 1990); el anatisis
de Den-2 (genotipo Jamaica) con la enzima Alu |, mostré nueve fragmentos consenso
en la mayoria de los virus analizados, (los cuales no se observaban en el genotipo
Puerto Rico), sin embargo, algunas muestras contenian bandas unicas que no eran
compartidas por ninguno de los dos genotipos ; el andlisis se hace mas complicado
debide a gque un alto porcentaje de los fragmentos consenso se comparten con virus de
Asia, de! Pacifico Occidental y de Tailandia. Es posible que la dificultad en el analisis
de los resultados de Vordam y cols., se deba a que se analizd una region grande del

genoma del virus (2400 nt). No obstante en otros modelos virales, el uso de enzimas de
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restriccion, ha probado ser una herramienta valiosa para estudios de epidemiologia
molecular y de variabilidad genetica, como es el caso del virus de la polio (Vonsover A,
1993)

Estudios sobre la variabilidad genética para Den-4 han sido pocos, Chungue E y
cols. analizaron una regién de 179 nt en la proteina E y encontraron que los virus
analizados se agrupaban en un solo grupo genético ; sin embargo, Lanciotti y cols.,
basados en el analisis del gene completo de la proteina E del virus Den<4 mostré dos
genotipos . Genotipo 1 donde se agrupan los virus aislados el Sureste Asiatico (
Filipinas Tailandia y Sn Lanka) y el Genotipo 2 que contiene virus aislados en
Indonesia, el Caribe, Centroamérica y Sudamerica (Lanciotti RS, 1997).

En el presente trabajo se analiz6 la regién del dominio I (301-394 aa ; 801-1182
nts) de {a proteina E de virus Den-4 (Tabla 1). La regién del dominio I se amplificé por

'RT-PCR; y se digirié con seis diferentes enzimas de restriccion (Mae i, Alu |, Sac |,
Dde |, Nla i y Cfo I}. Mediante el analisis de los fragmentos obtenidos con {as enzimas
Dde |, Nla Hl y Cfo I, se diferenciaron 2 genotipos ; todos los virus incluidos en este
estudio (Tabla 1) corresponden al genotipo 2, segun la clasificacion de Lanciotti y cols,
con excepcion de! virus prototipo H241 (Filipinas-54) que pertenece al genotipo 1
(Figuras 9-11 ) ; cuando se analizaron los patrones de restriccién con las tres enzimas
antes mencionadas de las secuencias de nucleétidos de virus obtenidas de la base de
datos de! GeneBank, se diferenciaron los dos genoctipos, lo cual, como se habia
observado antes, no sucedid con las restantes tres enzimas (Mae lil, Alu | y Sac ).

La digestion del virus de Republica Dominicana con la enzima Cfo | del
dominio HI, tuvo un patrén diferente a las demas ; adicionalmente la secuencia de nt de
la regién del dominio Hl (282 nt ) es similar a la reportada para el virus Den-4 de

Puerto Rico-86 (GeneBank U18436), la cual pertenece al genotipo 2 segun la
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clasificacién de Lanciotti y cols ; ambas secuencias tienen un cambio en el nuclebtido
150 (citocina por timina), similar a las cepas del genotipo 1 (Filipinas-54 y Tailandia-63),
que les confiere un sitio Cfo | adicional, ademas del sitio Cfo | caracteristico de los
virus del genotipo 2. Estos datos sugieren que en la region del Caribe pueden existir
ambos genotipos.

Un caso similar es el del virus de Indonesia-73 (GeneBank U18428), en el cuat
existen sitios para la enzima Cfo | que se comparten con virus del genotipo 1, no
obstante, el resto de los patrones de digestion es caracteristico del genotipo 2 al cual
pertenece (Lanciotti RS, 1997) .

Lanciotti y cols., demostraron en base al anlisis de la secuencia completa del
gene E, una similitud de mas de 92 % entre las cepas de Den-4, con un porcentaje
maximo de divergencia de 8 %. En el presente trabajo se encontrd un maximo de
divergencia de 9.3% en la region del dominio Il (282 nucledtidos) (Tabla 3), lo cual
indica que esta region pude ser un marcador genético de la variabilidad genética del
virus dengue tipo 4. Para corroborar estos datos se analizd el gene E mediante el
alineamiento de nucleétidos y de aminoacidos de las secuencias disponibles en la base
del datos GeneBank. Para lo cual se dividio el gene E en regiones de 100 aa/300 nt
para analizar el nimero de cambios entre los virus Den-4 y su comparacion con los
otros serotipos. Los resultados mostraron que el mayor grado de divergencia en la
secuencia de nucledtidos es de 15.4 % y de 6.2 % en la secuencia de aminojcidos
(Figura 16). La region comprendida entre los nucleétidos 301-600, presentd el mayor
nimero de cambios (55 cambios}, mientras que en el dominio il (nucleétidos 901-1200)
se encontraron 49 cambios, adicionalmente el analisis de los virus incluidas en este
estudio mostraron tres cambios adicionales ; por otro lado, el mayor numero de

cambios en aminoacidos, ocurre en la region del dominio Il (aa 301-400) (Figura 12).



Dominio B

3 (3.5 DomB = 18.4 %

nt 3322 553.7) 47(3.2) 49(33) 45(3)  =154%
1-300 301600  601-900 901-1200 1201-1485 .

R e 7 o

R e A

dd 1-100 101-200 201-300 301-400 401-495

2(0.4) 7(1.4) 7(1.4) 8(1.6) 7(1.4)  ProE=6.2%
Dom m=8.6 %

Den-2
11(2.2) 14(2.8) 10(2) 18(3.6) 14(2.8) =13.4 %
Den-1 =19.1 %
5(1.0) 7(1.4) 11(2.2) 11(2.2) 8(1.6) =8.4%
3(0.6) 6(1.2) 5(1.0) 8(1.6) 4(0.8) =5.2%
=86 %
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Cuando se determino el grado de divergencia entre el dominio lil y el gene E se
observé que el dominio Ill tiene el mayor grado de divergencia tanto en nucleétidos
como en aminoacidos (18.4/154 % en nt y 8.6/6.2 % en aa). Del mismo modo se
obtuvieron resultados similares cuando se analizé la secuencia de aminocéacidos de los
seeripos 1, 2y 3 (Figura 16).

Dentro de la region del dominio lll, 56 % del total de cambios se encuentran
entre los nucledtidos 961-1080 (29 de 52 cambios), mientras en esta misma regién (aa
321 al 360) se presentan 7 de los 8 cambios de aa encontrados (86 % del total)
(Figuras 13 y 14).

Cuando se analizé la variabilidad en la secuencia de nt entre cepas de Den-4
mediante alineamientos muitiples, usando como cepa de comparacion cualquier virus
(Tailandia-63, ei vifus prototipo H241 o la cepa México84), el menor grado de
homologia ( mayor variabilidad ) se observo en el dominio {ll comparado con el gene
completo (Tabla 3).

La similitud del gene de la proteina £ entre diversos virus Den-4, también se
analizé entre cada aminoacido, mediante el ensayo de “ventana de comparaciéon”
(paquete Wisconsin, Genetics Computer Group). Se incluyeron las secuencias
completas del gene E en la base de datos del GeneBank utilizando tres tamaiios de
ventana (30, 50 y 100 aa)}(Figura 17). Cuando se utilizd la ventana de 30 aa se
aprecian tres picos principales que representan las 3 regiones de menor similitud
(Figura 17 A). Los picos 1, 2 y 3 se encuentran alrededor de los aminoacidos 60, 260 y
345, respectivamenteque, este Gltimo esta incluido en 1a regién del dominio Ill. En el
analisis con la ventana de 50 aa se observd que los picos 1 y 2 disminuyen no asi el

pico 3 (Figura 17 B). Finalmente el anélisis de la ventana de 100 aa reveld que los
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picos 1y 2 disminuyen considerablemente mientras que el pico 3 se amplia, abarcando
gran parte del dominio Il (Figura 17 C). Este analisis permite ver que existen diversas
regiones con distintos grados de variabilidad a lo largo de la proteina E, sin embargb,
cuando el tamafo de la ventana se amplia, solo permanecen aquelias regiones
relevantes en tamafio y en variabilidad, como es el caso del dominio IH, lo que significa
que se trata de una region que puede servir como un marcador genético en estudios de
variabilidad genética y de epidemiologia molecuiar. Finalmente, cabe mencionar que el
en el analisis de las secuencias de nt, s0lo se incluyeron tres virus de México, ya que
los patrones de restriccion para todos los virus analizados de Mexico resultaron
identicos.

Los resuitados obtenidos mediante el analisis de las secuencias de los virus
incluidos en este estudio, mas el de las secuencias de Den-4 disponibles, son
congruentes con los resultados cbservados con los patrones de restriccion. Con las
enzimas de restriccion : Dde |, Nla Hll y Cfo {, es posible distinguir entre virus de los dos
genotipos reportados, de la misma forma que si se analizaran las secuencias de nt ( de
la region del dominio il o def gene E completo), lo cual implica que el uso de al menos
una de estas enzimas podria ser una estrategia metodotdgica mas accesible en
estudios de epidemiologia molecular det virus Den-4.

En México la transmision del virus Den-4 se ha asociado con casos de FHD y
aun cuando no se ha comprobado alguna asociacion con un cierto genotipo, et
monitoreo de la distribucion y dispersion de los genotipos 1 y 2 permitiria mantener una
estrecha vigilancia epidemioiégica con el fin de identificar nuevos brotes asociados con
Den-4 y determinar la influencia del genotipo viral en la aparicion de brotes o epidemias

de FHD. Dicho monitoreo, se puede llevar a cabo mediante el analisis con enzimas
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Figura 17. Determinacién de fa variabilidad de aa en la proteina E del virus dengue 4
mediante un analisis de ventana. Se utilizaron las secuencias del gene E disponibles en la
base de datos del GeneBank, Jos nameros de acceso se muestran en la seccion de
Materiales y Métodos. Ef tamafio de las ventanas fue de 30 aa (panel A), 30 aa (panel B) y
100 aa (panel C).
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restriccion en forma rapida y sencilla, sin embargo, es necesario analizar un mayor

nimero de vifus para confirmar el posible uso de estas enzimas.
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