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ABSTRACT 

Dengue viruses with 4 different serotypes (DEN 1, DEN2, DEN3, DEN4), are 

transmitted by mosquito bites, of Aedes aegypti. Dengue virus-infected cases 

show acute febril° illness (DF); however, some patients manifest severe 

hemorrhage (DHF) and shock (DSS). The heterogeneity of epidemic dengue virus 

strains has been shown serologically and at the molecular levet. However, it Ls 

not dear which genomic change may be related with the virulence of 

particular strain. We identified II clones from a D-2 Mexican isolate which 

produce lytic plagues of different sizes, and we analyzed genomic 

heterogeneity among them, which revealed a direct correlation between the 

percentage of genomic variability and the degree of virulence. Clones which 

presented 100% homogeneity in electrophoretic pattems obtained by digestion 

of heterohybrids, showed attenuated virulence in mica. However, clones with 80 

% homogeneity produced a severe infection (70 % or more mortality). These 

differences in electrophoretic patterns correlated with the number of 

substitutions of nucleotides in the gene which codes for E protein of each done. 

Those mutations were silent with the exception of chango at position 2102 

(aminoacid 390) in clones with attenuated or with severe virulence. The dones 

of attenuated virulence showed a substitution of Asp for Asn, at the same 

position that those presented in vaccine strains. Flavivirus which cause 

encephalitis such as JEV, MVE, KUN, SLE, carry a His in residue 390. The 

mutation of Asp for His shown in clones D2ML1, D2ML2 and D2ML3 cause severo 

neurovirulence. Based on these data, we conclude that the amino acid 

substitution at position 390 affects a funcionally important structural element 

that Ls a major deterrninant of neurovirulence. 



RESUMEN 

El dengue es un virus de RNA de cadena sencilla de -11Kb que codifica 

para un precursor poliproteínico (338ó a.a.) que por cambios 

postraduccionales genera 3 proteínas estructurales y 7 no estructurales (5' C-

prM-M-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4b-NS5 3'). La proteína E tiene 495 a.a. y es 

responsable de las principales funciones biológicas del virus como son : enlace 

al receptor, fusión a membrana, presenta los determinantes antigénicos de 

neutralización, hemaglutinación y fijación de complemento,y tiene un papel 

importante en la patogenicidad del virus, definiendo el tropismo celular y/o 

afectando la penetración viral. 

Recientemente se han reportado varios trabajos sobre el análisis de 

secuencias entre cepas parentales y vacunales de fiebre amarilla, encefalitis 

japonesa y encefalitis del Valle de Murray, donde se asocia la variabilidad 

genórnica con una reducción en la patogenecidad, sin embargo, no se han 

podido determinar cambios específicos sobre la proteína E asociados con la 

virulencia de la cepa. 

En aislados de virus (1-11V, Polio, sarampión) se han detectado una 

mezcla de variantes que producen placas líticas pequeñas y grandes, donde 

el tamaño parece estar relacionado con la virulencia en ratón. 

Nosotros hemos aislado 11 clonas de la cepa de dengue-2 mexicano, de 

acuerdo a su capacidad de generar placas líticas grandes (D2ML1, D2ML2, 

D2ML3), medianas (D2MM1, D2MM2, D2MM3 y D2MM4) y pequeñas (D2MS1, 

D2MS2, D2MS3 y D2MS4). Posteriormente se purificó el RNA de cada una de ellas 

y se formaron heteroluIzzidos RNA: RNA, con una ribosonda específica (obtenida 

por transcripción in vitro) que comprende del nucleótido 16 al 2103 del gen 

que codifica para la proteína E. Los heterohíbridos formados se dirigieron con 

RNasaA y los fragmentos generados, se analizaron por electroforésis en UREA-

PAGE al 6%, observando que existe una variación a nivel genómico entre las 

donas. 

Al mismo tiempo se determinó la capacidad virulenta de cada una de 

las donas en un módelo de encefalitis murino. Se observó que existe una 



relación directa entre la variación genómica y la capacidad de virulencia de 

las donas. Asi mismo se observó que el fenotipo de la dona correlaciona con la 

virulencia, con excepción de la dona D2MS3, que presenta un fenotipo de 

placa lítica pequeña tiene una variación genómica y una virulencia parecida 

a una clona que produce un placa lítica grande. 

Posteriormente se llevo a cabo la secuenciación de las donas, con el fin 

de conocer cual es el cambio responsable del incremento o disminución en la 

virulencia. Al hacer el análisis de similitud de secuencia entre ellas, 

observamos un cambio importante en el dominio III de la proteína E, en el 

aminoácido 390 de Aspa His en las donas que son altamente virulentas 

(D2ML1, D2ML2, D2ML3). Este cambio cae dentro de una de las regiones más 

conservadas entre los flavivirus y se piensa que es la región responsable de la 

fusión a membrana dependiente de pH ácido. Al llevarse a cabo el análisis de 

secuencia entre los flavivirus que producen encefalitis se observó que todos 

presentan una His en ésta posición. Sin embargo, las donas que producen una 

placa lítica pequeña, son poco virulentas, presentan en éste sitio el cambio de 

Asp por Asn, que es un aminoácido presente en la cepa vacunal M3 de 

Malasia (DEN2). Por lo cual podemos concluir que el cambio en la posición 390 

es importante en la capacidad de producir encefalitis en dengue. 



INTRODUCCION. 

El dengue es un problema de salud pública en la mayoría de los paises 

tropicales, siendo las principales áreas endémicas el Sureste de Asia, Africa y 

en América, 

La primera epidemia de la enfermedad fué descrita en Filadelfia en 

1780 por Benjamín Rush, notificandose durante los años siguientes otras 

epidemias en Norteamérica, el Caribe, Asia y Australia (Cohen y col„ 1964). 

En 1906, Brancot reporta la transmisión de la enfermedad por el vector Zectes 

ggyptt  En 1944, Sabin y Schlesinger aislaron el virus de ratones infectados, 

estableciéndose la existencia de más de un serotipo mediante ensayos de 

reacción cruzada utilizando antisueros humanos (Sabin y col., 1945). 

Actualmente se reconocen cuatro serotipos del virus del dengue (DEN1, 

DEN2, DEN3, y DEN4), los cuales crecen en una variedad de cultivos celulares 

primarios y continuos (humanos, B,SC-1; mono, LLC-MK2, Vero; mosquito, TI/A-

284; hamster, BHK-21), replicándose in vivo  en mosquitos, hamsters y en 

cerebro de ratones lactantes (Briton, 1988), Los diferentes serotipos han sido 

aislados a partir de pacientes ya sea de casos de dengue clásico y/o dengue 

hemorrágico/síndrome de choque (DFIFIDSS). 

El dengue es una virosis aguda y sistémica que causa una gran 

morbilidad y mortalidad en niños y adultos jóvenes que habitan en regiones 

tropicales (Asia, Oceania, Australia y América), en donde prevalece el vector 

y en las cuales reside la mitad de la población mundial (Halstead, 1980) 

(Figura 1). 

A nivel mundial se reportan anualmente aproximadamente 100 

millones de casos de dengue, predominando la forma clásica de la 

enfermedad (90 % de los casos)(Halstead, 1990), la cual inicia abruptamente 

después de un periodo de incubación de 2-7 días con fiebre elevada, dolor de 

cabeza, dolor retroocular y lumbosacral. Los síntomas iniciales son seguidos 

de mialgias, artralgias y dolor óseo generalizado que incrementa en 

severidad, así como anorexia, náusea, vómito y debilidad. 
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Paises con reciente acitividad de dengue 

Figura 1. DISTRIBUCION MUNDIAL DE DENGUE EN 1995. 



En 1954, se describió una enfermedad febril con signos hemorrágicos 
en una epidemia en Manila, cuyos agentes causantes fueron los virus del 
DEN3 y DEN4; a esta enfermedad se le denominó fiebre hemorrágica de 
dengue (DHF) y más tarde se presentó en el Sureste de Asia, donde 
actualmente existe en forma tanto endémica como epidémica, con altos 
índices de morbilidad (Cohen, y col„ 1969). La manifestación hemorrágica 
inicialmente se presenta como en la forma clásica, que después de 2-5 días 
progresa rápidamente causando irritabilidad, choque con hipotermia en las 
extremidades, diaforesis, cianosis periférica, hipotensión, aparición de 
hemorragias espontáneas como petequias, equimosis y epistaxis. El progreso 
del choque es rápido si no hay tratamiento fisiológico oportuno, con una 
letalidad del 90 %. De las personas que presentan dengue del 5 al 10 % 
desarrollan DHF/DSS. (Monath y col., 1986). 

Desde 1981 se han notificado casos de dengue hemorágico en Latino 
América: Suriname, México, República Dominicana, Haití, Aruba, Nicaragua, 
Colombia, Puerto Rico, Santa Lucía, Estados Unidos, Islas Vírgenes, Brasil, El 
Salvador y Honduras (PARO, 1992). 

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

Las causas por las cuales se presenta DHF/DSS no están todavía bien 
entendidas, pero se ha planteado la hipótesis que la facilitación 
inmunológica mediada por anticuerpos no neutralizantes heterotípicos en el 
transcurso de una infección secundaria (Halstead y col., 1981; Portefield y 
col. 1982; Halstead y col., 1984), ocasionando una activación de los 
macrófagos, es un factor predisponerte. Los macrófagos a su vez activan los 
sistemas de coagulación y/o fibrinollsis, ocasionando una coagulopatía de 
consumo. Asi mismo, otros estudios han demostrado que la existencia de 
anticuerpos maternos contra el virus, en niños lactantes, incrementan la 
probabilidad de presentar DHF/DSS (Milns y col., 1989; Naside y col., 1993). 
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Sin embargo, se han reportado casos de DHF/DSS en el curso de una 

infección primaria, lo cual sugiere que probablemente exista variabilidad 

genómica y/o antigénica viral que puede influir en la expresión de la 

virulencia (carnes y Rosen, 1974). 

Rosen en 1977 propuso que DHF/DSS es causado por variantes del 

virus del dengue con un potencial patogénico incrementado (Rosen, 1977), La 

importancia del potencial patogénico dentro de la variación natural ha sido 

estudiado recientemente por varios autores (Igaroshi y col., 1984; Monath y 

col., 1986) sugiriendo que ésta influye directamente tanto en la virulencia 

hacia el huésped (humano), como en su capacidad de infectar al vector. 

Los estudios llevados a cabo por Schlesinger en 1980 sugieren la existencia 

de una mezcla de poblaciones virales con diferentes propiedades virulentas 

dentro de aislados independientes del virus del dengue (Schlesinger, 1980), 

observando en la mezcla de variantes (formando placas líticas grandes y 

pequeñas) que el tamaño de placa lítica correlacionaba con el grado de 

virulencia en ratón, sensibilidad a temperatura y atenuación en primates no 

humanos (Eckels y col., 1976; Harrison, y col., 1977). 

En un esfuerzo para entender los mecanismos de atenuación en 

flavivirus se ha llevado a cabo la secuenciación a nivel tanto de nucleótidos 

como de aminoácidos del genoma completo de cepas atenuadas del virus 

de la fiebre amarilla (YF), del virus de la encefalitis Japonesa (JEV) y el virus 

del dengue. Estas secuencias fueron comparadas con las secuencia de las 

cepas parentales (Aihara y col., 1991; Block y col., 1992; Hahn y col., 1987; 

Nitayaphan y col„ 1990) y en todos los casos se identificaron numerosos 

cambios de aminoácidos a lo largo del genoma viral. 

La hibridización de oligonucleótidos con el RNA, los ensayos de RNA 

mediante huella digital (fingerprinting), la hibridización RNA-DNA y el análisis 

antigénico, han sido herramientas útiles en los análisis de epidemiología 

molecular, determinando el origen y expansión de las cepas virales, 

clasificándose dentro de variantes geográficas o topotipos (Tabla I), 

encontrándose además, cambios genéticos en las poblaciones vírales, dentro 

de una área geográfica determinada con la aparición de nuevos genotipos 

por mutación y selección natural (Heinz y col., 1986; Kerschner y col., 1986; 

Moncrth y col. , 1986). 
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Tabla 1 . TOPOTPOS DEL VIRUS DEL DENGUE 

DEN 1 DEN2 DEN3 DE1\14 

1. Filipinasa 1. América/India/ 1. América 1. Tailandia 
Pacífico Sur 2. Indonesia 2. Filipinas 2. Malasia 

2. Caribe 3. Caribe 3. Tailandia 3. Tailandia 
4. Africa/ Sri Lanka 3. Filipinas/Taiwan 4. Sri Lanka 4. Sri Lanka 
5, América 4. Seychelles 5. Filipinas 5. Africa 
6. India 5. Africa (endemica) 
7. Indonesia 6. Africa (enzootica) 
8. islas del Pacifico 7. Malasia 

8. Sri Lanka 
9. Indonesia 
10. Thaficrndia 

aLos topotipos son designados con números arábigos para cada serotipo 



PROTEINAS MALES. 

El virus del dengue mide 50 nm de diámetro, pertenece a la familia 
Flaviviridae, su material genómico es un RNA de cadena sencilla de 
polaridad positiva el cual codifica para un precursor poliproteínico (3386 
a.a.). El procesamiento del precursor poliproteínico en tlavivirus, genera al 
menos 10 proteínas vírales. En la Tabla II, se resume la información que se 
tiene sobre estructura, maduración y posible función de estos polipéptidos. 

La proteína E (P.M. 53-60 Kd) es la principal proteína estructural del 
virión la cual presenta la mayor parte de las actividades biológicas del 
mismo que incluyen el ensamblaje del virión, enlace al receptor, fusión a 
membrana, hemaglutinación, fijación del complemento, neurotropismo y es el 
principal blanco para anticuerpos neutralizantes (Heinz y col.,1986). La 
digestión de E con proteasas indica que es una proteína de membrana 
típica con un ectodominio en el extremo N-terminal que presenta 2 segmentos 
transmernbranales que sirven para anclar a la proteína en la bicctpa lipídica 
vía un dominio hidrofóbico que se localiza en el extremo C-terminal . El 
monómero de la proteína contiene 500 aminoácidos. 

La proteína E se encuentra formando dírneros sobre la superficie de los 
valones maduros a pH fisiológicos, la exposición a pH ácidos (más bajos de 
6.5) induce un cambio conformacional inrreversible en la proteína que tiene 
como consecuencia la formación de trírneros. Se postula que este cambio 
conformacional es crítico para la fusión de la membrana del virus con la 
membrana del endosoma, una vez que el virus ha entrado a la célula. Los 
viriones inmaduros no presentan este cambio conformacional en la proteína E 
cuando son expuestos a pH ácido, debido a la presencia de prM, 
proponiéndose que una de sus funciones sea la de prevenir esta inactivación 
inrreversible durante el transporte del virus a través de los compartimientos 
acídicos de la red trans-Golgt. Rey y colaboradores llevaron a cabo la 
cristalización de un fragmento dimérico soluble (sE) de la proteína E a una 
resolución de 2 A (Rey y col., 1995)( Figura 2). El fragmento fue obtenido a 
partir del tratamiento de los viriones con tripsina. Este comprende del 
residuo 1 - 395, faltándole 105 aminoácidos que corresponden al fragmento 
de anclaje a la membrana. 
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TABLA II. PROPIEDADES DE LAS PROTEÍNAS DE FLAVIVIRUS 
Proteínas 
flavtvlus 

Peso 	I Corte en 
molecular 	N-terrainat 

E  

Corte en 
C-terrninal 

Hirkolobici- 
dad (Yr) 

% 

Carga 
neta 
cm 

Dominio 
asociado 

membrana 

Sitios de 
enicosilacián 

a N 

Propiedades 
adicionales 

Función 

C (anclaje) 12.3 - 13.7 1 -, 
i 

S 43 +25 SI NO 

N-terminal beteroge- 
neo:bástaa:. anclaje 

hldratébla6 

Enlace a RNA; precursor 
de la nucteocapsiole: 
secuencia prM señal 

Ctvkion) 10.5 - 11.7 
( 

M DC 37 +26 
NO 

N-terminal heteroge- 
neo:básico; nucleo• 

cápside del virus 

Deenunadarmento 1: 
Eventos tempranas? 

18.1 - 19.0 
1 
i 
1 S 5 +5 SI SI 

Anclaba transmembra- 
nal: dominto luralnal: 
prMIE beterodiMere: 

Precursor M: asociada a 
rnembr =a 

IvIollogeneus vira: ylo 
transporte 

pr 9.8 - 10.7 S DL 31 +1 Si 
Dominio lumbral: 6 C-C 
residuos conservados Prectzsor glicowlado de M 

M 82 - 8.5 DL S +4 SI NO 
Anclaje trasrnernbra- 

nahectodomtnio: 
proteína de membrana 

de! virus 

Componente esplculco del 
vtrton: enlace y entrada 

E 
• 

53.3 - 54.3 S 41 -5 Si SI/NO 
Anda-je tronwnerabra- 
nal: 12 C-C reisd= con- 
servaclos: proteína de 

envoltura 

trisa-p-hla)e del virion: enlace 
al recepto:: tusón a membro-
no: priampal antígeno viral  

NSI 39,2 - 40.0 S L 1 34 -7 NO ? Si 
Forma asoaada-mem- 

brama y secretada: 
clírnwo: antígeno CF 

Moduramon del virus ?: 
Anticuerpos pro tecavos 

NS2A 23.7 - 25.4 L ? DC 55 
I' 

+9 ? 	;v3 1-11drotobico, poyo 
conserVada 

Madurad= de 1451 

NS2S 13.8 - 14.5 1 DC DC 54 7 7 NO 
lildrolobica: poco 

conservada 
Asocada a membrana: 
componente replicase: 

proteasa 

• N53 88.5 - 69.5 DC DC 39 0 NO 	.14D 
Baratito senn-proteas: 
Motvo de enlace 1.P: 

muy conservada 

Proteasa. nel=se 

NS4A 16.0  -16.4
1-2 , 	 NO hdroláttica; poco 

conservada 
Componente de replIcasa  
asociada a rnembrcric; 

NS4E 26.5 - 27.9 5 DC 49 ? 	N'D 
1-lictroldbicai poco 

conservada 
Componente de repl:casa 
asociada a membrana: 

N55 103 -104 DC NÍA 	a; + 14, NO 	1.4""N Motivo GDD: muy 
conservada 

DNA poltrnexcza 

ti 
DC =Cone después de 2 residuos bastaos en atcpi=ma, DI.= Cone después de 2 relduos bascas en el lumen: L= Lumerl 5 = Señalase del nuesped: 
M=Metonina cuino-peplidasa celular. r porcentaje de hidrorobindad esta dado por el contalldc de 7-17, Pne, 	Leu • Met, Val. Trp. Tr. 



Figura 2. Estructura tridimensional del fragmento soluble de la proteína E de 
TBE (diinero). a). Representa al dímero de la proteína visto de la parte de afuera 
de la partícula viral. b). Vista de la cara lateral el dímero de la proteína E. 
La proteína E ocupa un <área de 1 600 Á2. La interface intrasubunidad entre los 
dominios I y II ocupa una superficie de 650 Á2 sobre cada dominio. Las hojas 
13 estan representadas por listones con flechas; las alfa hélices por listones en 
espiral; las asas con listones delgados. Los puentes disulfuro y el motivo de 
carbohidrato se muestran en estructura química. 



La estructura de la proteína tiene las siguientes dimensiones; de -150 A. 

x 55 x 30 	Corno se observa en la figura 2b el dírnero es alargado y 
paralelo a la membrana y tiene una extensión radial de cerca de 30 A. En la 
cara externa (forma convexa) de la proteína se encuentran localizadas las 
asas que varían de tamaño y secuencia entre los flavivirus, asi como los 
principales sitios antigénicos y el carbohidrato. La cara interna (parte 
cóncava) contiene el C-terminal proyectado hacia la membrana. 

El monómero está formado por tres dominios distintos: 
Dominio 1 o dominio central, contiene cerca de 120 residuos en tres segmentos 
(1-51, 137-189, y 285-302), que se encuentran plegados en 8 hojas 13 formando 
un barril p. Hay dos puentes disulfuro en este dominio, 
Dominio II o dominio de dimerización comprende los residuos 52-136 y 190-
284 que forman una estructura tipo digitiforme extendida. Dentro de este 
dominio se encuentra el asa cd formada por los residuos 98-113, que son los 
más conservados entre los flavivirus, es una región rica en glicina y 
ligeramente hidrofóbica, 
Dominio III, está compuesto por los residuos 303-395 que forman un dominio 
tipo inrnunoglobulina (IgC). Se encuentra unido al dominio central de la 
proteína por un segmento de aproximadamente 15 residuos y un puente 
disulfuro. La superficie lateral del dominio III, contiene residuos que se ha visto 
estan implicados en el grado de virulencia y tropismo en diferentes flavivirus. 
Rey y colaboradores proponen que esta superficie puede estar involucrada 
en el reconocimiento al receptor (Rey y col., 1995). 

REPLICACION VIRAL 

Penetración y desnudarniento. 

El ciclo de transmisión natural en flavivirus, implica su replicación tanto 
en un vector artrópodo (usualmente mosquito o garrapata), así como en su 
huésped vertebrado. En el artrópodo, la infección no es patogénica; sin 
embargo, en los vertebrados infectados, ya sea en forma natural o 
experimental frecuentemente se presentan cambios patológicos severos, 



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

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

Hase y colaboradores observaron por microscopia electrónica que los 
viriónes de dengue y encefalitis Japonesa penetran la membrana plasmática 
de células de mosquito a través de la ruptura de esta en los sitios de 
adsorción y en celulas mononucleares humanas de sangre periférica el virus 
entra a través de membranas vaculares macropinocíticas (fiase y col., 1989). 

Los flaviviriones que entran a la célula por las vesículas acídicas 
endocíticas son liberados de su envoltura por la acción de enzimas 
proteolíticas presentes en los endosomas (Guirakhoo y col., 1991). Los 
endosomas acídicos contienen las tres proteínas estructurales del virus: las 
proteínas de la cápside (C), de la membrana (M), y de envoltura (E), la cual 
sufre cambios conformacionales a pH ácido. El procesamiento proteolítico de 
las proteínas vírales se lleva a cabo a pH 5.0 - 6.0, en el momento en que la 
vesícula es transportada al interior de la célula. La enzima catepsina D es la 
responsable del rompimiento proteolítico (Blum y col., 1989). Los eventos 
moleculares que resultan en la disociación de la nucleocápside y la 
liberación del RNA infeccioso, no están bien definidos (Figura 5). 

Replleación del RNA viral. 

El RNA desnudo inicialmente es transportado al citoplasma donde 
empieza la traducción del RNA. La replicación del RNA viral comienza con la 
síntesis de un RNA (-) complementario con ayuda de RNA polimerasa-
dependiente de RNA codificada por el virus, (Westctway, 1987). 
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Viricoin intracelular 	 Extracelular 

E 
prM 

(prM) 

Nucleocápside 

Figura 3. Representación esquemática del virus del dengue. 
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6. Replicadón RNA 
Asociada-membrana 

(+) 	 • (•) 

2. Endocitosts mediada 
por receptor 

7. Mortorjenesis de viriones 
en vesículas Intracelulares 

8. Transporte de viriones 
Maduración gliCoproteina 

9. Fusión de la vesícula a la 
membrana plasmdtioa 

Liberación de virus 111411~1~ 	 

1. Ehlace 
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• 

4. Desnudamiento 
' --, 	5. Traducción & procesa- 
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dependiente pH balo 

Figura 4. Ciclo de vida de flavivirus: penetración, desnudamiento y 
replicación viral. 
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Cambio conformacional y rearregio de la 
proteína, formación del poro 

Flujo de protones 

pH bajo 

440 mi O Ea <lo` 

Cambio estructural inducido a pH bajo de la 
proteína de la cápside: reducción 

Rompimiento parcial de la proteína C 

Fusión a membrana 

y Desenmascaramiento del sitio de 
unión a ribosoma (*)? 

Figura 5. Modelo del desensamblaje de la cápside por medio del flujo de 
patrones (pasos 4 y 5 de la figura 3). El desnudamiento ocurre en el 
endosoma, donde el pH bajo (5-6) induce la proteína E a formar poros en la 
membrana viral, así como, catolizar la fusión a membrana endosomal. La 
formación de los poros ocasiona un cambio de pH dentro del virón, lo que 
induce cambios estructurales, siendo uno de estos cambios el rompimiento 
ctutoproteolitico, teniendo como consecuencia el desensamblaje de la 
cápside o exposición del sitio de unión al ribosoma. 
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El RNA (-) es utilizando corno molde para generar RNA (±) que es utilizado: 
para la síntesis de otras moléculas de RNA (-), para la traducción de las 
proteínas virales, y para su encapsidación. La replicación del RNA ocurre en 
la región perinuclear de la célula infectada a las 3 horas postinfección. Tres 
tipos de RNA son recuperados y aislados por sedmentación usando 
gradientes de sacarosa de células infectadas: RNA de 20S a 22S resistente a 
RNasa, denominado forma replicativa; RNA de 20S a 285 parcialmente 
resistente a RNasa considerado corno una forma replicativa intermedio; y un 
RNA de 42S sensible a RNasa (Stollar y col., 1967; Wengler y col.. 1978). 

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

La progenie viran llega a ser visible por microscopía electrónica en las 
cisternas de las vesículas del retículo endoplasmático (RE), en la región 
perinuclear de células infectadas después de 8-12 horas de la infección 
(Westaway, 1987). También se observa una excesiva proliferación de la 
membrana del RE rugoso y liso. El ensamblaje y el desarrollo de la 
nucleocdpside ocurre intracelularn-tente a traves de gemación de 
membranas intracelulares. Los viriones son transportados por vesículas 
citoplasrnáticas a la superficie de la célula (Dubois y col.. 1984). Estas 
vesiculas siguen la vía secretoria de la células, donde la liberan al virus por 
fusión de la membrana de las vesículas conteniendo el virus con la 
membrana plasmdtica o, en casos citopatológicos el virus puede liberarse 
por ruptura de la membrana celular (Figura 4). 
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Síntesis y procesamiento proteolítico de las proteínas vírales. 

El virus del dengue presenta un RNA de cadena sencilla que funciona 
como material genómico de 11 kítobases, infeccioso, de polaridad positiva 
que presenta un Cap tipo I en su extremo 5' y carece de poli(A)+ en su 
extremo 3'. La característica más importante del genoma es la presencia de 
un marco abierto de lectura de cerca de 11 000 bases que codifica para un 
precursor pot iproteínico (NH2-C-prM-M-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3 -NS4A-NS413-NS5-
COOH) que se procesa postraduccionalmente dando lugar a 3 proteínas 
estructurales (C, prM-M y E) y 7 proteínas no estructurales, dentro de las cuales 
NS2B, NS3, NS4A y NS5 son altamente conservadas en todos los flavivirus 
(Briton y col., 1988; Chambers y col., 1990; Rice y col„ 1986). 

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

Markoff y colaboradores en 1994 propusieron un módelo para el 
procesamiento de las proteínas estructurales en flavivirus, a partir de las 
propiedades hidrofóbicas del carboxilo terminal de prM y E, (el cual 
estructuralemente es conservado), para que prM sea incorporada a la 
membrana del RE en una orientación tipo I (Nexo-Cyto) y deje disponible el 
sitio de corte prM- E (Von Heijns, 1988; Nowak y Wengler, 1987; Charnbers y 
col., 1990a). La poliproteína naciente de flavIvirus inicia su procesamiento 
con el reconocimiento cotraduccional del péptido señal en C-prM (Markoff, 
1989). Alternativamente, el corte en el péptido señal de prM , catalizado por 
una proteasa (NS3) codificada por el virus, (Chambers y col.,1990c; Falgout y 
col., 1991; Preugschat y col., 1990; Wengler y col., 1991) libera la proteína de 
la ccIpside (C) al citoplasma, facilitando el reconocimiento de la señal de prM 
(Yawshchikov y Compans, 1993) lo cual es probablemente mediado por la 

15 • 



NS2B NS3 NS1-NS2A 

NS1 NS2A 

3 
• " 	* 

E I Ensamblaje 
virión ? 

• " • 11 	11 

5' 

anch C 	prM 

niña 

Cap — ESTRUCTURALES 

NS4A-NS4B NS5 

3' 

POUMERASA 

NOESTRUCTURALES 

o Proteasaílielicasa 
é  

a 

5'NC 
	 CFF 	

"C 

Liberación del 
virión ? 1 

Señalase, lumen 

Dibásica. citoplasma 

Dibásica.citopisma, lenta 

Dibásica, lumen, lenta 

Novel, turnen 
M 

 

• 

Figura á. Organización del genorna de los flavivirus, procesamiento del polipéptido, y propiedades de las proteínas 
codificadas_ El genoma viral se representa en la parte de arriba de la figura, con las regiones que codifican para las 
proteínas estructurales y no-estructurales, el cap en el extremo 5' y las regiones no traducibles 3' y 5', las cajas de abajo 
representan los precursores del genoma y las proteínas maduras obtenidas mediante un proceso proteolltico en 
cascada. Las zonas oscuras señalan las regiones formadas con ceninodcidos no cargados. Los asteriscos indican los 
sitios probables de N-glioollación. 



interacción con una ribonucleoproteína citoplasmática llamada partícula 
de reconocimiento señal (SRP (Walter y Lingappa, 1986)), teniendo como 
resultado la internalización de prM en el lumen del RE a través de un canal 
acuoso formando una estructura tallo-asa (hctirpin loop) en el sitio de 
interacción de la SRP con su receptor proteico, sobre el lado citoplasmático 
de la membrana del RE (Figura 7a)(Walter y col., 1981; Shaw y col., 1988). 

Para que la translocación se lleve a cabo es necesario la presencia de 
un segundo componente de la membrana, Secó 1 p, que es un complejo 
heterotrimérico, que se propone sea el principal constituyente del canal 
acuoso (Siegel, 1995). El peptido señal en prM se fija a la membrana con el 
amino terminal sobre el lado citoplasmático, y es cortado por una señal-
peptidasa, liberando el amino terminal de prM en el lúmen del RE durante la 
translocación (Figura 7b). 

Esta translocación es transitoriamente interrumpida por la presencia de 
los residuos hidrofóbicos del segmento tm (Figura 7c), éste es necesario pero 
no suficiente para estabilizar el anclaje de prM a la membra. En DEN4 el 
segmento tm tiene 37 aminoácidos de longitud localizado entre los residuos 
243 al 279 del precursor poliproteínico el cual presenta una Arg (264) siendo 
un aminoácido antipático (Despress y col., 1990; Ruiz-Linares y co1.,1989), que 
interrumpe la hidrofobicidad fon-nando una asa sobre el lado citoplasmático 
de la membrana del RE que sirve como péptido señal de E, el cual es 
reconocido para que la translocación de la poliproteína sea reiniciada 
(Figura 7d) (Markoff y col., 1994), 

prM, E y NS1 son translocadas, cortadas y glicosiladas después del 
eficiente reconocimiento del amino terminal del péptido señal prM. La 
hidrofobicidad del segmento tm es determinante para la translocación a 
través del canal acuoso y efectuar el bloqueo del mismo, resultando en la 
integración de la proteína en la membrana (Walter y Ligappa, 1986; Von 
Heijns, 1988; Simon y Blobel, 1991). 

El procesamiento de las proteínas no estructurales no se conoce bien 
pero se conoce que se lleva a cabo en el citoplasma siguiendo una 
organización topológico del rompimiento del precursor del lado 
citoplasmático de la membrana del RE (Figura 8), 
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Figura 7. Procesamiento del polipéptido que codifica para piM-E-NS1*: La membrana del RE es mostrada. 
separando la región lumend de la citoplasmdtica. (a) Una vez que es reconocida la secuencia señal de prM 
(comprende del ea 100 -113 de la poliprotelna de Den 4), se lleva a cabo la apertura de un canal acuoso y el N-
terminal (N) de la señal permanece del lado citoplasmático de la membrana. Posteriormente se inicia la 
translocación de prM, a través del canal acuoso, formando una estructura tallo-asa (horquilla), La enzima señal-
peptidasa corta en la secuencia señal de prM ( ), separando en la membrana intralurneial el N-terminal de la 
proteína procesada. (b.) A continuación el ectodorninio principal de prM es translocado y diglicosilado (Y), y el 
péptido señal prM se a la incorpora membrana lipídica. (c.) El dominio transmembranat (Un) de prM (aa 241-263), 
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Interacción no es suficiente para estabilizar la integración a la membrana de prM). (d.) La secuencia señal de E 
(SS; aa 265 .279) en este momento es reconocida. llevdndose a cabo la integración estable de prM a la 
membrana. Markoff y col, (1994) proponen , que se requiere la apertura de un segundo canal acuoso para que la 
proteína E naciente sea translocada a heves del canal en forma de horquilla. El C. terminal de prM (ea 259-264) 
que es un dominio cxrifipdtico conservado es incorporado a la membrana, orientado hacia el lado cltoplasmatico. 
La flecha diagonal Indica el sitio de corte de la enzima serial-pepUdasa en la secuencia señal do E. (o.) Se 
termina la trcinslocación del ectodominio principal de E . El Cterminal de prM es girado dentro del ambiente 
lipfdico de la membrana. E es diglicosilada (Y) y el corle de E SS se lleva a cabo, liberando el N-terminal de E (N). 
(1.) El dominio transmembranal en E Interrumpe transitoriamente la translocación de E, El reconocimienro 
subsecuente de la señal N51* llene como resultado: la Integración estable de E en la membrana; la transloceción 
de N51* vta un tercer canal acuoso; el corle en la secuencia señal NS1* y la glicosilacién de la proteína. N51* 
como carece del dominio de anclaje a membrana se encuentra libre en el lumen del RE. NS1* (proteína truncada 
del aa 3166 en adelante). 

18 



LUMEN RE 

CITOPLASMA 

Figura 8. Diagrama del procesamiento del precursor poliproteínico de 
flavivirus en la membrana del RE. Las proteínas se encuentran a escala (el 
área es proporcional al número de aminoácidos) y son colocadas de 
izquierda a derecha de acuerdo a su colocación en el precursor. Se indica los 
segmentos hidrofóbicos que son procesados por señalasas del huésped ( e), 
por la serina-proteasa viral ( 11 ), o por proteasas que no han sido 
identificadas, responsables del corte de NS1-2A(?), 
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La proteína NS3 tiene un papel muy importante en la replicación 
ya que presenta tanto actividad de ATPasa como de RNA helicasa, aunque 
se desconoce su mecanismo de acción, es posible que NS3 linearice la 

estructura secundaria del extremo 3' del genoma de los flavivirus y/o que 

participe en la iniciación de la síntesis de RNA viral (Rice y col., 1985; 
Takegami y col., 1994). 

Basados en estudios de homología de secuencia con proteasas 

serínicas y modelaje molecular se ha propuesto que el dominio de la 

proteasa viral se encuentra en el extremo 14- terminal de NS3 (l3azan y 
Fletterick, 1989; Gorbalenya y col., 1989), su actividad es dependiente de 

NS2B, que sirve como cofactor que promueve o modula la actividad de la 

proteasa NS3 (Falgout y col„ 1991; Preugschat y col., 1990; Charnbers y col., 

1990c). NS2B forman un complejo estable con la proteasa vital, siendo 

necesarios los primeros 40 aminoácidos de NS2B, para que en el momento en 

que se está generando de NS3, esta tenga un plegamiento adecuado 

(Falgout y col., 1993). 

La proteasa vital NS2B-NS3, rompe el precursor poliproteínico en las 
uniones intergénicas que contienen la secuencia específica de dos 

aminoácidos básicos Arg-Arg, Lys-Arg. También puede romper después de 

Gln-Arg y en el sitio que precede a la secuencia señal de NS4B (Lin y col., 

1993). Probablemente, también lleve a cabo el rompimiento en uno o 
posiblememente en dos sitios alternos en NS2A. Uno de estos sitios es Lys-Lys-

Gly que se encuentra a 33 aminoácidos hacia arriba del sitio de unión en 

NS2A-NS2B. En JEV y en otros miembros del grupo de West Nile (WNV) se ha 

observado que contienen otro sitio potencial de rompimiento (Lys-Lys -Thr or 
Lys-Arg-Ser) localizado 6 aminoácidos hacia arriba del sitio de unión (Jan y 

col., 1995). Estudios con virus JEV, virus Kunjin (KV), YF sugieren que NS2A es 

procesada normalmente en un sitio interno en flavivirus y se piensa que es 

funcionalmente importante para la replicación viral (Speight y col., 1988; 

Mason, 1989). La protesa NS2B-NS3 también es responsable del rompimiento 

de NS3-NS4A. El rompimiento de NS4A-NS4B, NS4B-NS5 y NS1-NS2A se lleva a 

cabo por una proteasa tipo peptidasa-señal en el citoplasma, que depende 

de una secuencia de 8 aminoácidos en el carboxi-terminal de NS1-NS2A 
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(Krausslich y col., 1988; Markoff, 1989; Nowak y col. , 1989; Ruiz-Linares y col., 
1989), pero se desconoce si esta proteasa es NS2B-NS3. NS3 y NS5 son los 
componentes vírales del complejo replicasa (Grun y col., 1988), ambas 
proteínas son hidrofóbicas y son las más conservadas en secuencia de 
aminoácidos entre los flavivirus. NS5 presenta el motivo de RNA polimerasa 
GDD y NS3 un motivo helicasa (Rice y col., 1986; Chambers y col., 1990). NS4A 
y NS4B contienen regiones hidrofóbicas que estan estrictamente conservadas 
en los flavivirus, lo que sugiere que pueden tener un papel importante para 
que se lleve a cabo el anclaje de NS3 y NS5 a la membrana, como parte del 
complejo replicasa. 

Ensamblaje y liberación del virus. 

El ensamblaje del virus del dengue consta de las siguientes fases: (i) 
ensamblaje de la nucleocápside, a partir del RNA y la proteína C; 
"gemación" de la nucleocápside a través de la membrana del RE que 
contiene las proteínas E y prM, produciendo el virus envuelto. (iii) Salida del 
virus de la célula, a través de vesículas citoplasmáticas y (iv) rompimiento de 
la proteína prM, lo que tiene como resultado una reorganización de la 
superficie del virión y su maduración (ver Figura 4). 

La formación de la nucleocápside se lleva a cabo con la proteína C, la 
cual presenta en su extremo carboxilo terminal regiones hidrofóbicas, las 
cuales sirven para anclarse a la membrana del RE rugoso. El extremo 
carboxilo es posteriormente removido durante la maduración del virión (Leary 
y col., 1980). 

Los virus liberados no contienen o presentan poca proteína prM, lo 
cual implica que el procesamiento de la proteína ocurre antes o durante la 
salida del virus de la célula. Este rompirnento ocasiona una reorganización 
de la envoltura del virión, en lugar de presentar el heterodímero prM-E, ahora 
presenta la proteína E en forma de trírnero, Los viriones inmaduros, los cuales 
contienen la proteína prM, son 60 veces menos infecciosos que los virus 
maduros (Randolph y col., 1990). 
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INMUNIDAD Y PROTECCIÓN 

El primer foco de infección en vertebrados por flavivirus es la piel. De 

aquí se expande a los nódulos linfáticos regionales donde se desarrolla la 
viremia primaria. La progenie viral es vertida al torrente sanguíneo donde es 

transportado a diferentes órganos, de acuerdo al tropismo que presenta el 

virus por el tejido. Los sitios extraneurales primarios para la replicación de 

flavivirus son el tejido conectivo, esqueleto, músculo liso, tejido linfo-reticular, 
el miocardio y glándulas endócrinas y exócrinas (Figura 9). 

El virus del dengue infecta principalmente a las células del sistema 

fagocítico-mononuclear (monocitos, macrófagos, histiocitos, células de Kuffer, 

etc.), el cual representa una población celular responsable de varios procesos 
biológicos, tales como: homeostasis, reacciones inmunes e inflamatorias, 
presentación de antígenos, secreción de citocinas y funciones efectoras 

mediadas por células. El tipo y grado de respuesta del macrófago infectado 

con el virus del dengue, varía de manera dependiente al estado de 
diferenciación del mismo, especie del tejido de origen y de la concentración 

local del agente activante o desactivante (Keller y col., 1995). 

El macrófago infectado por el virus, es un blanco para la eliminación 

por el sistema inmune, probablemente mediado por linfocitos T citotóxicos 

(CTL)-dengue específicos, teniendo como resultado la liberación de varios 
mediadores que producen algunos de los síntomas de choque y hemorragia 

(Halstead, 1980a; Pang, 1983; Portefield, 1982). Se han reportado otros tipos 

de inmunidad celular en respuesta al dengue, tales como hipersensibilidad 

retardada mediada por células T (DTH), medida sobre el cojinete plantar de 

ratones infectados con DEN4 (Pang y col., 1982;1984) e inhibición de la 

migración de linfocitos (Nagarkatti y col., 1978); así mismo se ha observado 

que la actividad de células NK (asesinas naturales) está incrementada 2 a 3 

días postinfección (Gately y col., 1988). En KUN, TBE, WNV y en el virus Langat 

se ha reportado que la tisis de células infectadas por células NK es 

inversamente proporcional a la concentración sobre la superficie celular de 
moléculas MHC clase I (Müllbacher y col., 1989; Trinchieri y col., 1978). 
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Figura 7. Esquema general del desarrollo secuencia' de una infección con 
flavivirus . Los cuadros indican los sitios de replicación del virus, y las líneas 
punteadas los mecanismos de defensa inmune. 
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Macrófagos infectados con DEN2 presentan al antígeno (Ag) en el 

contexto de moléculas la+ o la- del complejo mayor de histocompatibilidad 

(MHC), a la célula B, ocasionando una expansión policlonctl in vitro e in vivo 

(Rizvi y col., 1987). Así mismo, estas células inducen la generación de células 

T ayudadoras (TH) que producen una citocina ayudadora soluble (HF), 

sensible a pH alcalino y ácido, que actúa de una manera Ag específica y 

MHC restringida, el cual tiene un peso molecular de 65- 68 Kda, y está 

compuesta por 2 cadenas unidas con 2 enlaces disulfuro (cadena a- presenta 

al Ag, y cadena p- tiene los determinantes de MHC), que es diferente de las 

citocinas producidas por las células TH1 y TH2, y actúa aumentando la 

expansión clonal de células formadores de anticuerpo (Ac) IgM específicas a 

dengue (Chaturverdi y col., 1987, 1992; Pcthwa y col., 1988), 

Las células T tienen un papel importante en el establecimiento del DHF 

tanto para la eliminación inmune de los monocitos infectados (Halstead, 

1980), como en la elaboración de y -interferón (células T CD4+), que favorece 

la infección mediada por Ac del virus, al aumentar el número de células que 

presentan el receptor Fc (Figura 10) (Konthy y col., 1988; Kuarane y col., 1989). 

Estudios con WNV, han demostrado que este induce un incremento tanto en la 

expresión de moléculas MHC I y II como de moléculas de adhesión ICAM-1, 

por un mecanismo independiente de 'y -interferón y dependiente del ciclo 

celular (Argall y col., 1991; Bao y col., 1992; King y Kesson 1988; Liu y col., 

1989), esto sugiere que la habilidad de regular directamente la expresión de 

moléculas de adhesión ICAM-1, representa un evento importante en la 

patogenia viral al incrementar la adhesión célula-célula, y probablemente la 

transmisión célula-célula (Shen y col., 1995), 

En individos infectados con el virus del dengue se han detectado 

células T de memoria CD4+, CD8-, que reconocen principalmente epitopes en 

NS3 (Kurane y col., 1989) y células CD4-, CD8+, que reconocen epitopes 

localizados en las proteínas E y NS3 (Bukowski y col., 1989; Green y col., 1993; 

Grunewald y col„ 1992). Esto implica que nonapéptidos, productos del 

rompimiento proteolítico del precursor poliproteínico, entran al RE en las 

células infectadas e interaccionan con móleculas HLA-1. Recientemente se ha 

reportado que un nonapéptido (TPEGIIPTL) localizado en la posición 500-508 
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de la proteína no estructural NS3 de DEN4 genera CTL's (CDS-+-) dengue 
espicíficcts en el contexto FILA-B35 (Jaroslav y col., 1995). Un simple cambio 
de aminoácido en el nonapéptido induce proliferación de una serie de CTL's 
heterogénea que reconocen a todos los serotipos. 

En pacientes con DHF se ha encontrado un aumento de proteínas de 
superficie solubles CD4 , CD8, 116 y receptor de 112, así corno concentraciones 
elevadas del factor de necrosis tumoral (TNF) que se correlacionan con las 
diferencias en la severidad de la enfermedad con respecto a pacientes con 
dengue clásico (Kurane y col„ 1991, Halstead, 1994). En base a estos 
antecedentes Okamoto y col. en 1994, postularon que el aumento de la 
respuesta de células T inducida por una infección de virus del dengue causa 
una excesiva producción de citocinas, que resultan en el establecimiento á 
aparición de DHF. 

A la fecha se sabe que la permeabilidad vascular que genera el 
DHF/DSS es resultado del incremento de dos citocinas producidas durante la 
infección. Estas citocinas son el producto de los linfocitos T (Ly 1+,2,3-) y 
macrófagos, denominadas factor citotóxico (CF) y (CF2). CF tiene un peso 
molecular de 43 000 d, es una proteína que destruye selectivamente a células 
T ayudadoras (Th), macrófagos I-A y células que son capaces de liberar 
sustancias tipo histamina. Los análisis de secuencia de aminoácidos de CF 
con otras moléculas citotóxicas, revelaron que CF no presenta ninguna 
homología con otras citocinas tales como la linfotoxina de ratón, el factor de 
necrosis tumoral o de serin-proteasas de células T. CF y CF2 destruyen al 
macrófago y a las células T ayudadoras mediante un mecanismo 
dependiente de 012+, que tiene como consecuencia la liberación de 
histamina y la activación de los sistemas de coagulación y/o fibronolisis 
(Chaturverdi y col., 1980;1991; Khana y col., 1991). 

Sin embargo, se ha reportado que, los macrófagos infectados con el 
virus del dengue liberan un inhibidos de 11-1 (Roberts y col., 1986; Schur y col., 
1989; Chang y col., 1994). Observando que la secreción de 11-1 se aumenta en 
presencia de complejos inmunes y se inhibe con concentraciones altas de 
IgG libre agregada, posiblemente por un mecanismo vía competencia tipo 1 
por el receptor Fc (Kaufmann y col., 1989), lo que afecta la capacidad del 
virus del dengue a infectar rnonocitos. Por otra parte, I1-1 estimula tanto la 
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producción de postraglandina E2 e 17  como un factor activador de plaquetas, 

que son potentes vasodilatares, importantes en la regulación de eventos 
celulares y bioquímicos que ocasionan la formación del coágulo. y la 
infiltración celular (Dinarello, 1988). Por lo tanto, se ha postulado que la 
presencia del inhibidor puede tener un papel importante en la patogéne-Isis 

del DHF/DSS (Chung y col., 1994), 

Por otro lado, se ha demostrado que en el estado agudo del DE1F/DSS, 

disminuye significativamente la cantidad de proactivador C3 y de los 
componentes del complemento Clq, C3, C4. C5-8 (WHO, 1985a, 1985b). Esto 

indica que hay una activación de la vía clásica del complemento y 

probablemente la vía alterna. Está activación tiene como resultado la 
formación de C3a y C5a, que son potentes anafilotoxinas que incrementan la 

permeabilidad vascular. Suvatte y colaboradores en 1988 demostró que en 

pacientes con DHF/DSS hay un incremento de estos compuestos en el 

momento del choque en pacientes con dengue (Suvatte y col., 1988). 

La infección con flavivirus estimula preferencialmente la formación de 

anticuerpos del tipo IgG2a dirigidos contra la proteína de envoltura del virión 

y cambia dramaticamente la relación de IgGI/IgG2a (Coutelier y col., 1987), 

IgG2a fija complemento eficientemente y activa la respuesta inmune celular. 
La proteína NSI se encuentra intracelularmente, asociada a membrana o 

extracelularmente (Fan y col., 1990; Winkler y col., 1989). En una infección 

con flavivirus se encuentran anticuerpos dirigidos contra la proteína NS1, que 

presentan actividad de fijación de complemento. Cuando NS1 es secretada 

actúa como un antígeno soluble de fijación de complemento. La inmunización 

pasiva con anticuerpos dirigidos contra NSI o la inmunización directa con la 

proteína NS1 purificada, proporciona protección a ratones cuando se infectan 

con dosis letales del virus (Gould y col., 1986; Schlesinger y col., 1987). 

VARIABILIDAD GENETICA. 

La variabilida genética entre virus de RNA ha, sido determinada 

mediante diferentes métodos, entre los que se incluyen: determinación de la 
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movilidad electroforética de las moléculas genómiccts (Palese y Schulman, 
1976), desnaturalización parcial de heterocluplex RNA-RNA o RNA-DNA (Smith 
y col., 1986), análisis de huella RNasa T1 . oligonucleotido (Trent y col., 1983), 
digestión de cDNA con enzimas de restricción (Walker y col„ 1988), digestión 
de desaparamientos en heteroduplex RNA-RNA con RNAsa A (Lopez-C-;alinciez 
y col.. 1988) y secuenciación nucleotídica de .RNA o cDNA, 

Trent y colaboradores en 1983, llevaron a cabo análisis de huella de 
los oligonucleótidos generados con RNAsa T1  y de los patrones de restricción 
enzim<5tica entre virus del dengue antigénicamente diferentes, obteniendo 
que estos presentan patrones específicos y únicos aún en aquellos virus que 
son serológicamente iguales, presentando una identidad del 50 al 80%. Esto 
ha servido para clasificar aislados del virus del dengue de diferentes partes 
del mundo en topotipos. La comparación de los virus del mismo topotipo 
permite conocer el grado de similitud entre su RNA genóznico. 

Entender el grado de hetogeneidad genómica y fenotípica entre los 
virus es de gran importancia para entender la epidemiología de la 
enfermedad, el origen de la cepas virales, las características antigénicas de 
las poblaciones virales específicas y diferenciar entre cepas vacunales y 
parentales. 

Las mutaciones a nivel genético en virus RNA ocurren con una 
frecuencia muy elevada (Holland y col., 1982; Steinhaurer y Holland, 1986). 
debido a que el grado de error de las RNA polimerasas virales (incluyendo la 
transcriptasa reversa de retrovirus) son del orden de 10-4 bases por ciclo de 
replicación (Dougherty y col., 1988). Para estas RNA polimerasas no existe un 
mecanismo de corrección, como el que presentan las DNA polimerasas de 
procariotes y eucariotes, Por tal motivo, se propone que un genoma de 10 Kb 
de un virus RNA deberes ser único y por lo tanto, deberes existir como una 
mezcla de poblaciones con genomas cercanamente relacionados, 
denominados quasiespecies. Una quesiespecie está sujeta a presiones 
selectivas, el sistema inmune del huésped, terapias antivirales, etc. Asi 
mismo, podrían producir un modelo de enfermedad caracterizado por ser de 
períodos muy largos o producir infecciones crónicas, sin ser eliminadas por el 
huésped. Por estas razones se ha incrementado el interés de los investigadores 
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sobre el estudio de las quasiespecies como un punto crítico para entender la 
patogénesis causada por virus de RNA. 

El genoma de poliovirus tiene un grado de variacíon de cerca de 2 
bases sustituídas por semana durante una epidemia, por esta razón los 
análisis de huella solo sirven para relacionar aislados separados de la 
infección ancestral por no más de 3-5 años (Nottay y col., 1981). 

La relación existente entre la heterogenidad genómica y su influencia 
en la virulencia ha sido muy documentada en diferentes tipos de virus, En el 
caso de rotavirus (cepa de rotavirus porcino, familia Reoviridae), existen dos 
variantes, que fueron aisladas en placa por dilución limitante sobre una 
monocapa de células de riñón de mono MA104. Estas han sido adaptadas a 
cultivo, y difieren en su propiedades de crecimiento. La variante 4S crece más 
rápido y produce placas líticas grandes, después de 4 o 5 días postinfección, 
mientras la variante 4F produce solamente placas líticas pequeñas en 10 - 12 
días. Por otro lado, ambas presentan diferencias significativas en 
patogenicidad cuando son inoculadas en cochinillos silvestres, estas 
presentan el mismo título viral, pero la variante 4F llega a ser más patogénica 
después de 4 in 5 pases mientras que la variante 4S no es patogénica (Burke 
y col,, 1994), Estas también difieren en sus regiones de corte con tripsina, 4F 
tiene el sitio de corte similar a la cepa parental y presenta las 19 prolinas 
altamente conservadas en el gen VP4 de rotavirus, mientras que la variante 
4S tiene una región de corte poco común y solo contiene 17 prolinas, Estos 
aislados mostraron un 67.2 % de identidad a nivel de nucleótidos y un 70.6% 
de identidad a nivel de aminoácidos. 

En el virus de la necrosis hematopoyética infecciosa (IFINV), un 
rhabdovirus, se ha observado una correlación entre los cambios en el 
tropismo a tejido con cambios específicos en el genoma del virus de cuatro 
variantes resistentes a neutralización seleccionadas con anticuerpos 
específicos dirigidos contra la proteína G (RB-2, RB-3, RB-4 y RB1). Las tres 
primeras mostraron ligera atenuación infectando hígado y tejido 
hematopoyético en peces. La secuencia del gen G de estas variantes no 
mostraron cambios significativos con respecto al gen parental: sin embargo 
con la variante RB-1, G que presenta dos cambios en los aminoácidos 78 y 
218, se alteró dramáticamente su estructura secundaria, perdiendo 
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completamente su capacidad patogénica. Por lo que se propone que estos 
cambios sean responsables del tropismo alterado en estos virus (Kim y col., 
1994). 

En el caso del virus Sernliki Forest, existen dos variantes: una cepa 
virulenta (SFV 4) y una no virulenta (SFV A7) al remplazar el gen que codifica 
para la glicoproteina E2 de la variante SFV4 con el gen E2 de la cepa no 
virulenta, SFV4 modificada presenta un comportamiento similar a la cepa SFV 
A7 cuando es inoculada i.p. en ratón. En cambio la cepa SFV4 original 
produce una letalidad en ratón del 80%. Al llevar a cabo la secuencia de este 
gen se observó una diferencia de 34 nucleótidos, presentándose un cambio 
a nivel de secuencia de aminoácidos en la posición 162 de una Lys por un 
Glu; esta sustitución convierte a SFV4 en una cepa atenuada (Santagati y 
col., 1995). 

Otros ejemplos en donde se manifiesta la importancia del cambio de un 
aminoácido en la virulencia son: El virus de la coriorneningitis linfocítica 
donde el cambio de Gly por Gin en la posición 1079 en la polimerasa afecta 
el tropismo a macrófago y su persistencia vital (Matloubian y col., 1993). El 
virus del mosaico del tabaco, virus de la anemia infecciosa equina, virus del 
sarampión, virus de Theiler, y variantes de la vacuna de poliovirus, donde la 
sustitución de un aminoácido en las proteínas de envoltura confiere diferentes 
fenotipos con neuroviluencia atenuada o incrementada, resistencia a drogas, 
Wo cambios en el tropismo celular. 

El virus de la inmunodeficiencia adquirida (HIV) ha sido de los más 
estudiados en la variabilidad genética y su relación con la virulencia. Shioda 
y colaboradores analizaron la tercera región hipervariable (V3) de la 
glicoproteína de envoltura gp120 de quasiespecies del virus HIV aisladas de 
un individuo infectado (Shiocla y col., 1994), encontrando que aquellas 
especies que presentaban una sustitución de un aminoácido básico (Lys por 
Asp) en la posición 323 de gp120, (una de las 4 posiciones claves que 
determina el tropismo celular), ocasionaba que la población fuera distinta en 
un corto periodo de tiempo, ya que le confería la capacidad de replicarse en 
todas las líneas de células T humanas. El cambio de un aminoácido ácido en 
la misma posición, permitía que el virus creciera más rápido, pero este no 
crecía en todas las líneas de células T. Por otro lado, una sustitución polar en 
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el aminoácido 2 de la glicoproteína gp41 de HIV, que es una proteína que 
media la fusión a membrana, interfería con la formación de sincicio y con la 

capacidad de infección del virus de una manera dominante (Freed y col,, 
1992; Grimaila y col., 1992). 

Como se mencionó anteriormente en flavivirus se han utilizado tanto 
ensayos de huella de 12NA como del polimorfismo de restricción enzimática, 

como herramienta para estudiar la divergencia genética de: aislados 
independientes de un área geográfica específica; de aislados obtenidos a 
tiempos distintos y en algunos casos aislados con diferente grado de 

virulencia. Estudios llevados a cabo con aislados del virus de la encefalitis de 

San Luis (SIL), obtenidos durante 30 años de las orillas del rio Mississipi, 

indicaron que los flavivirus no sufren cambios genéticos rápidos (Trent y col„ 
1981). Más adelante los análisis de huella del virus JEV (Hori y col., 1986b) y 

del virus de la encefalitis del Valle de Murray (Coelen y McKenzie, 1988) 

permitieron concluir que el genoma de los flavivirus cambia muy poco 

cuando es transmitido tanto en mosquitos como en su huésped natural o en 
cultivos celulares (Hori y col., 1986a,b). 

En el caso del virus del dengue, se ha visto que DEN4 presenta un solo 

genotipo alrededor del mundo. La variación de secuencia en la proteína E de 

virus DEN4 es de 4.9% , este porcentaje es más bajo que con los otros serotipos 
del virus del dengue. Con respecto a esta proteína (E) la máxima divergencia 

se encontró en DEN3 (12.3%) (Chungue y col., 1993), en DEN2 fue del 20 % 

(Deubel y col., 1993) y del 6.9 % para DEN1. Sin embargo, las cepas del 

Pacífico del Sur y de América que presentan un 99 a 100 % de identidad, 
mostraron una relación más cercana entre el mismo genotipo que entre las 

cepas de Asia y Africa (4.9% de divergencia). Esta divergencia 

probablemente refleja diferentes propiedades biológicas entre los virus; por 

ejemplo: DEN2 Y DEN3 presentan diferentes niveles de replicación con 

respecto a DEN4 (el cual es muy bajo) y a esto se ha asociado a que se aíslen 

con más frecuencia en infecciones (Chunge y col„ 1995). Estas observaciones 

sugieren que la frecuencia de mutación en el virus del dengue esté 

relacionado con el nivel de replicación viral en mosquito y en el humano 
(Scott y col, 1994). El promedio de mutaciones al azar del gen E es de 0.1 al 

0.2 % por ciño. Sin embargo estudios del gen E de cepas de DEN1 y DEN4 
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distantes mostraron una estabilidad marcada. Cepas del virus del dengue del 
mismo serotipo varían en su secuencia de aminoácidos del 1.4% (DEN4) al 10 
% (DEN2) (Deubel y col., 1993). 

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

En el virus de la encefalitis japonesa, la cepa P3 es altamente virulenta 
y neuroinvasiva, mientras que las cepas SA14/11.S.A. y S892 son solamente 
neurovirulentas. La cepa P3 a diferencia de la cepa S892, se multiplica 
tupidamente y alcanzando una infectividad mayor cuando son inoculadas 
intraperitonealmente en ratones. Cuando la cepa SA14/USA es inoculada en 
ratones por la misma vía, estos no mueren. Sin embargo la similitud 
genórnica entre las cepas P3, S892 y SA14/USA es del 97.8% a nivel de 
nucleótidos y del 99 % a nivel de aminoácidos. Las cepas P3 presenta 33 
aminoácidos diferentes con respecto a S892 y 21 aminoácidos cuando es 
comparada con la cepa SA14/USA, 9 de estos aminoácidos están en la 
proteína E de varias cepas de JE, y aunque no se han identificado como 
determinantes moleculares de la virulencia, se sugiere que estos cambios 
estén directamente relacionados con la misma ( Ni y Barret, 1996). 

Con el virus DEN1, la cepa desarrollada en Thailandia por 
Bhamarapravati y col. difiere de la parental (#16007) en 39 nucleótidos y 18 
aminoácidos (Barret y col. 1990; Dunster y col., 1990). En DEN-2 la diferencia 
entre una cepa atenuada y la parental es de 53 nucleotidos (Block y col. 
1992). En fiebre amarilla la diferencia entre las cepas vacunales 171/204, 
17DD y la 17D-213 comparada con la cepa Asibi (parental) es de 50 
nucleótidos y 13 aminoácidos. Estos cambios se encuentran distribuidos a lo 
largo del genoma viran y 5. de ellos caen en el gen que codifica para la 
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proteína E (aminoácido 52,173, 200, 305 y 380) los cuales se sabe que están 
implicados en atenuación. Dos de las mutaciones (aminoácido 52 y 200) 
están presentes en la secuencia de fusión del dominio II, dos cambios 
(posición 305 y 380) caen en el dominio III, y el otro cambio (aminoácido 173) 
en el dominio I esta proteína. Las mutaciones en la posición 173 y 380 se 
presentan cerca de un epitope de neutralización y de virulencia mapeado 
en mutantes de escape del virus de TBE. 

Rey y colaboradores, localizaron todas las mutaciones que afectan el 
enlace de anticuerpos monoclonales neutralizantes a epítopes específicos 
sobre la glícoproteína de envoltura del virus TBE (Figura 11a), algunos de 
estos son epitopes individuales que solo son reconocidos cuando la proteína 
sufre un cambio conformacional a pH ácido, o cuando está presente la 
proteína prM en los viriones inmaduros. Al mismo tiempo, identificaron sobre 
el dírnero de la proteína de envoltura del virus de TBE todas aquellas 
mutaciones que afectan la virulencia en flavivixus que han sido reportadas en 
la literatura (Figura 11 b). 

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

Datos obtenidos con mutantes de escape a anticuerpos monoclonales 
(Cecilia y col, 1991; Holzrnann y col„ 1990; Jiang y col, J993; Lobigs y col., 
1987), con mutantes que son capaces de infectar diferentes huéspedes 
(Lobigs y col., 1990) revertantes en virulencia (Jennings y col„ 1993) y con 
clonas de cDNA infeccioso de. DEN4 y JE generadas por ingeniería genética 
(Sumiyoshi y col;, 1992), demostraron que la proteína E tiene un papel muy 
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Figura 11. a). Localización de las mutaciones que afectan el enlace de 
anticuerpos monoclonctles neutralizantes a epitopes de la proteína E de TSE. 
( Y) representan los sitios enmascarados ó ( V) expuestos por prM. (*) Marca los 
sitios donde el enlace del anticuerpo monoclonal disminuye cuando la proteína 
es expuesta, a pH bajos. 
b). Localización de las mutaciones que afectan la virulencia de varios flavivixus. 
Estas mutaciones se localizan en 3 regiones sobre la estructura tridimensional 
de la proteína. Las mutaciones de las posiciones 52 (Hasegawct y col., 1992), 
136, 271 y 336 (Cecilia y col., 1991) son el virus de encefalitis Japonesa; en el 
virus de la encefalitis del Valle de Murray, el cambio en las posiciones 280 y 
387 ( Lobings y col., 1990); substituciones en la posiciones 104 y 107 de un virus 
quimérico de TBE/ dengue 4 (Pletnev y col., 1993); en el aminoácido 171 (Mandl 
y col., 1988) y 384 (Holzmann y col., 1990) del virus de TSE y en el sitio de 
glicosilación (154) del virus quimérico de TBE/ dengue 4 (Pletnev y col., 1993), 
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importante en la determinación de la virulencia en flavivirus. La sustitución 
de un aminoácido en la proteína E puede ocasionar un cambio dramático en 
la virulencia de la cepa; tal es el caso del virus quimérico de DEN4, al cual se 

sustittuyó el gen E por el de TBE, resultando un virus con el fenotipo de 

neurovirulencia de TBE (Pletnev y col., 1993). 
En el caso del virus causante de encefalitis Japonesa, mutaciones en las 

posiciones 52 (Hasegawa y col., 1992), 136, 271 y 336 (Cecilia y col,, 1991); en 
el virus de la encefalitis del Valle de Murray, el cambio en las posiciones 280 

y 387 (Lobings y col., 1990); sustituciones en la posiciones 104 y 107 de un 

virus quimérico de TBE/ dengue 4 (Pletnev y col„ 1993); en el aminoácido 171 
(Mandl y col., 1988) y 384 (Flolzmann y col., 1990) del virus de TBE y en el sitio 

de glicosilación (154) del virus quimérico de TBE/ dengue 4 (Pletnev y col.. 

1993) en la proteína E del virus afectan la virulencia de las cepas. Además se 

ha demostrado que mutaciones en la proteína NS1 que afectan la 
neurovirulencia. Sin embargo, los mecanismos responsables de un fenotipo 

atenuado o virulento se desconocen. 

Recientemente Schlesinger y col. compararon la capacidad de 
replicación en el sistema nervioso central de la cepa Poterfield PYF 

neuroadaptada con una cepa no-neuroadaptada YF5.2iv de fiebre amarilla. 

La diferencia entre estas dos cepas fue la distribución del virus a través de la 

neuraxis, encontrando que la cepa YF5.2iv necesita más tiempo para 
replicarse en SCF y glándulas adrenales, mientras que la cepa PYF se replica 
más rapidamente, obteniéndose de 1000 a 10000 títulos más altos que con 

YF5.2iv, sugeriendo que existen factores virus-específicos importantes en la 

patogenesis de una encefalitis fatal en el ratón (Schlesinger y col., 1996). 
Después de llevar a cabo la secuenciación de clonas cDNA de la región que 
codifica para E/NS1 de la cepa PYF, encontraron que había cambios de 

aminoácidos en la proteína E con respecto a la secuencia de la cepa YF5.2iv 
(R52  —>G, 1173 --)T, F305 —) V, 8380  ---> T y H62  --4/1). Posteriormente, estos 
investigadores generaron virus recombinantes intertípicos PYF/VF5.2iv (YF5.2iv 
con las mutaciones observadas en el gen E de PYF) con el fin de conocer la 

importancia de estos cambios en la neurovirulenc:ia. Encontraron que los 

cambios en la posición 380 y 462 eran los únicos que estaban involucrados 
en la neurovirulencia Además estos cambios los presentaron las cepas 

35 



parentales Asibi, vicerotrópica French y neurotrópica de fiebre amarilla 

cuando compararon las secuencias. El hecho de que estas sustituciones sean 

comunes en las cepas virulentas de fiebre amarilla sugiere que estos residuos 

pueden ser los responsables de conferir ci la proteína E propiedades 

funcionalmente importantes en la patogenesis (Schlesinger y col,, 1996), 

Con el fin de desarrollar una vacuna tetravalente para el virus del 

dengue (el cual presenta 4 serotipos), Chen y colaboradores, han construido 

virus quiméricos intertípicos DENI/DEN4, DEN2/DEN4 y DEN3/DEN4 los cuales 

contienen los genes C-preM-E o solamente PreM-E de DENl o DEN2 o DEN3 y los 

demás genes de DEN4, observando que estos virus quiméricos presentan una 

disminución en su eficiencia de replicación comparada con los aislados 

parentales de DEN1, DEN2 o DEN3. Estos mismos autores producen dos 

sustituciones en DEN3, Thr 435  ---> Leu y Glu406 	Lys, los cuales confieren 

capacidad neurovirulenta en ratón a DEN4 y DEN2, La sustitución de Thr 435  

Leu, abate el sitio potencial de glicosilación, generando una proteína E 

identica en tamaño a la proteína E del virus parental de DEN3, indicando que 

este sitio, normalmente no se utiliza: La mutante quimérica con la sustitución 

de Glu406  ----> Lys, fue inoculada intracerebralmente en ratones, resultando 

neurovirulenta, a diferencia de la parenteral y de los virus quiméricos que no 

presentan este cambio, los cuales no fueron neurovirulentos -(Chen y col. 

1995). 
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PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA. 

Uno de los principios básicos en el estudio de la patogénesis de las 
infecciones virales, es el análisis de las características tanto del virus corno del 
hospedero, los cuales son factores importantes que contribuyen cal 
establecimiento y severidad de la infección. Posen (1977) propuso que el 
DHF/IDSS es causado por variantes del virus del dengue con un potencial 
patogénico aumentado y esta variación influye en el grado de virulencia de 
las cepas virales en su hospedero. Por otro lado, también se ha demostrado 
(Schlesinger, R.W., 1980) que los aislados del virus del dengue que provienen 
de casos humanos contienen una mezcla de poblaciones que tienen 
diferentes propiedades en virulencia. Estas poblaciones son una mezcla de 
variantes que producen en un ensayo de placa lítica, placas de diferente 
tamaño. Las variantes que producen placa lítica pequeña estan 
relacionadas con una virulencia atenuada, y son sensibles a temperatura 
(Eckels y col., 1976: Harrison y col., 1977), 

En el laboratorio, hemos observado que dentro de un mismo aislado 
viral existe una heterogenidad grande en la población en un ensayo de 
placa lítica. Se ha reportado que el tamaño de la placa lítica está 
directamente relacionada con la virulencia, asociando la formación de una 
placa chica a un fenotipo atenuado. Sin embargo, no se sabe si el 
polimorfismo fenotípico existente en una población heterogénea está 
relacionado con cambios a nivel genómico y si la heterogenidad genómica 
tenga influencia directa en la expresión de la virulencia en las cepas. 
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OBJETIVOS 

Analizar las bases genómicas del polimorfismo existente en diferentes 

poblaciones de un mismo aislado viral (dengue 2) y su relación con la 

expresión de neurovirulencia en un modelo de encefalitis murina. 

• Identificación y clonación de diferentes poblaciones virales en un aislado de 

dengue 2 mexicano por ensayo de placa lítica. 

• Purificación de RNA viral de cada una de las poblaciones identificadas. 

• Clonación del cDNA que codifica para la glicoproteína gpó0 del virus del 

dengue, en el vector pGEM4 que contiene los promotores para SPó y T7 RNA 

polimerasa para la obtención de una ribosonda específica marcada 

uniformemente por transcripción  in vitro, 

• Formación de heterohíbridos RNA:RNA utilizando una ribosonda específica 

para gp60 y el RNA de cada población viral. 

• Análisis de los patrones electroforéticos (UREA-PAGE) de los fragmentos 

obtenidos por digestión con RNasa A de los heterohffiridos RNA:RNA.  

• Identificación de las regiones variables en cada una de las donas aisladas 

y amplificación de estas por medio de la reacción en cadena de la 

polimerasa (PCR) utilizando oligonucleótidos específicos que flanquean estas 

regiones. 

• Secuenciación directa de las regiones variables a partir de los productos de 

amplificación de cada dona. 

• Evaluación de la neurovirulencia en cada una de las donas, utilizando un 

modelo de encefalitis murina. 
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DISEÑO EXPERIMENTAL 

Subclonación del gen que codifica 
	

Identificación y donación de diferentes 
para la proteína E de DEN-2PR en 	poblaciones virales del aislado de DEN- 

el vector pGEM-4Z 
	

2M por ensayo de placa lítica 

Obtención de la ribosonda por 
transcripción in vitro 

utilizando T7 RNA polimerasa 

Purificación del RNA viral de 
las diferentes poblaciones 

virales clonadas 

Formación de heterohíbridos RNA:RNA y digestión de los 
mismos con RNAsa A 

Análisis de los patrones electroforéticos de los fragmentos 
generados después de la digestión con RNAsa A. 

Evaluación de la expresión de 
neurovirulencia en un modelo 
experimental de encefalitis 

murina 

Secuenciación de las donas con 
heterogeneidad genómica 
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MATERIALES Y MÉTODOS 

Células y virus. 

El aislado de dengue mexicano (200787/1983) serotipo 2 (D-2M) y el 
aislado de Puerto Rico DEN-2PR159 SI (cepa vacunal) se obtuvieron a partir 
de mosquitos infectados (donados generosamente por el Dr. Gubler de los 
Laboratorios San Juan, CDC de San Juan de Puerto Rico). La cepa viral 200787 
inicialmente se aisló de un caso de dengue clásico durante una epidemia en 
el estado de Guerrero, México, en 1983. Posteriormente se propagó en la línea 
celular TRU.-284, la cual proviene de la larva del mosquito Toparhychttas 
arnbolnwsjp,  Los virus se identificaron por medio de inmunofluorescencia 
directa (Henchal, 1983), y posteriormente se ratificó el serotipo mediante 
inmunolluorescencia indirecta con ayuda de anticuerpos monoclonales 
(Mctbs) específicos para cada serotipo. El aislado de Indonesia correponde 
una mezcla de sueros humanos obtenidos de un brote de dengue 
hemorrágico en 1986 en Indonesia, fue obtenido de los laboratorios CDC de 
San Juan de Puerto Rico al igual que la cepa de dengue 2 Nueva Guinea C. 
Los virus se amplificaron en células LLC-MK2, las cuales se mantuvieron en 
medio DME-M complementado con 2.5 % de suero fetal bovino (SFB) a 37° C y 

5% CO2. 

Aislamiento, donación y titulación de las poblaciones vírales. 

La titulación y donación de las diferentes poblaciones vitales, se llevó 
a cabo mediante el ensayo de placa lítica de acuerdo a la técnica descrita 
por Dulbecco en 1952. Para llevar a cabo este ensayo se utilizaron 5 x 105  
células LLC-MK2 formando una monocapa, las cuales se infectaron con una • 
multiplicidad de infección (m.o.i.) de 0.1 a partir del stock de D-2M (4 x 108 
p.f.u./m1). A los 8 días postinfección las rnonocapas se tiñeron con 1.5 ml de 
una solución al 0.1% de rojo neutro en solución balanceada de Hank's 
(Choppin, 1986). De las placas laicas formadas se escogieron al azar placas 

40 



de diferentes tamaños (4 pequeñas, 4 medianas y 3 grandes). Cada una de 
las cbnas fueron subclonadas y consecutivamente seleccionadas hasta que 
se obtuvieron poblaciónes homogéneas (5 veces). Una vez purificadas, estas 
se amplificaron mediante pases sucesivos en células LLC-MK2 obteniendo de 
esta manera los stock para cada clones. 

Purificación del RNA viral. 

A partir de células MK2 previamente infectadas con 0.1 rn.ai del virus 
D-2M o con cada una de las donas se llevó a cabo la purificación del RNA. 
Las células se cosecharon al octavo día postinfección, y se lavaron 2 veces 
con PBS (NaP03. 10 mM, NaC1 0.15 M, pH 7.4). A continuación, se les agregó 
una solución de tiocianato de guanidina (tiocianto de guanidina 47 %, 
sarcosyl 0.5 %, I3-mercaptoetanol 0.1M). Al Usado celular obtenido se le 
añadió 1 gr de CsCl/2 ml y se colocó sobre 1.5 ml de una solución de CsC1 5.7 
M , 0.1M EDTA. Las muestras anteriores se centrifugaron durante 3:30 horas a 
85 000 r.p.m.; posteriormente, el precipitado obtenido se resupendió en 200 
pl de agua grado milicu estéril. Finalmente el RNA viral se extrajo con 
cloroformo: butanol 4:1 (2X) y se precipitó con 1/10 de acetato de sodio 3M, 
pH 5 y 2 volumenes de etanol, guardándose a -700 hasta su uso (Schlesinger, 
1977). Para determinar la especificidad del mismo se llevó a cabo un 
análisis de Nothern blotting utilizando una sonda que reconoce al gen que 
codifica para la proteína E del virus del dengue (Maniatis y col., 1989). 

Síntesis de DNA complementario (cDNA) del gen que codifica para la proteína 
E vital. 

La síntesis de la primera cadena del cDNA del gen que codifica para la 
proteína E de cada una de las donas, se llevó a cabo a partir del RNA viral, 
con la ayuda del iniciador TM3 (Tabla III) siguiendo el método RT-PCR (reverse 
transcriptase-polymerase chain reaction) (Saiki y col., 1988). Brevemente: 5 
lag del RNA vital con 10 plyI del primer fueron desnaturalizados a 94° C 
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Primer Nucleótido 

TM3 2421-2402 

TM4 920-939 

P14 2051-2076 

P15 2230-2250 

Sequencia (5"--> 3-) 	 Enzima de restricción 
(subrayado) 

A T 
atccgcOGTACCTAGGCCAGCACCATAACTCCCA 	Kpn 

T 

actctaAGATCTCGCTCCTTCAATGACAA.TG 	 BgIII  

TCGGAGACAGCTACATCATCATAGG 

ACCrGGTGGAGAGAGCLi 



durante 5 min. e inmediatamente después se colocaron a 4° C/ 10 min. 
Posteriormente, se agregó 1 III de 10 mM dNTP's, 4111 de buffer de reacción 5X 
(250 mM Tris-HC1, pH 8.3, 375 mM KC1 y 15 mM MgC12), 2µl de 0.1M DTT y 1 111 
de la enzima transcriptasa reversa de moloney murine leukernia virus (200 
Uffil) y se dejó la mezcla de reacción incubar a 37° C por 1.5 lirs, Al término de 
este tiempo, se añadió el iniciador TM4 (Tabla III) para llevar a cabo la 
síntesis de la segunda cadena del cDNA por medio de PCR (Saiki y col,, 1988). 
El programa de PCR comprendió un paso inicial denominado "Hot Start" a 65° 
C durante 10 minutos, seguido por un calentamiento a 940  0 durante 2 
minutos. A continuación, las muestras se sometieron a 45° C por 30 s, 72° C 
durante 90 s y 94 ° C por 30 s, 35 veces, y por último, estas se sometieron a 
72° C por 7 min. Cada 100 µI de reacción contenía: 0.2 mM de cada 
nucle6tido (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), 10 µ1 de buffer de reacción 10X (15 rnM 
MgC12, 500 mM KCI, 1.5 M Tris-HC1, pH 8.7), 20 pi de la reacción de síntesis de la 
primera cadena de cDNA, 200 1.1M del par del iniciadores (TM3 y TM4) y 1 
unidad de Taq polimerasa (Perkin Elmer). 

Síntesis de la ribosonda específica del gen E 

La síntesis de la ribosonda especifíca del gen que codifica para la 
proteína E, se llevó a cabo utilizando el cDNA de la cepa de Den-2 PR-159, el 
cual fue sintetizado siguiendo el procedimiento descrito anteriormente. Este 
cDNA se donó en el plásmido pGEM/4 en el sitio Sma I y con ayuda de T7 
RNA polimerasa y a.-32P-ATP, finalmente se obtuvo una ribosonda 
uniformemente marcada. La síntesis se llevó a cabo en 20 41 de reacción a 
37° C durante 60 minutos, con 0.1- 0.5 pig del plásmido recombinante 
linearizado (digerido con la enzima de restricción Pvu II), 4 Id de buffer de 
transcripción 5X, 211 de 100 rnM DTT, 1111 de RNasin (25 U/ i1), 2 Id de una 
solución de NTP's (250 1.1M de CTP, GTP y UTP y 501.1M ATP), 80 pCi de [a-32P1 
ATP (400- 800 Ci/mmol) y 10 - 15 U de T7 RNA polimerasa. Posteriormente, el 
DNA templado se digirió con 10 unidades de DNasa libre de RNasct durante 
15 minutos a 37° C y finalmente, el RNA marcado fue extraído con fenol y 
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purificado a través de una columna de Sophadex G-50 previamente saturada 
con 10 lig de tRNA (Cristina y col., 1990). 

Hibridización y digestión con RNasa A (nismatch). 

La ribosonda obtenida en el ensayo anterior (20 000 a 200 000 c.p.m.), 
se hibridó durante 2 hrs a 45°C con 10 - 30 lig de RNA viral, extraído a partir 
de células infectadas. Inicialmente, RNA viral y la ribosonda fueron 
coprecipitados con una décima de volúrnen de acetato de sodio 3M p1-1 5.2 
y 3 volúmenes de etanol durante 30 minutos a 80° C. Una vez coprecipitados 
se resuspendieron en 3 Id de agua, se le añadieron 30 µl de buffer BHR (40 mM 
PIPES pH 6.4, 400 mM NaC1, 1 mM EDTA y 80 % forrnamida desionizada) y se 
incubó a 90° C / 5 minutos, seguido de un período de incubación de 2 horas a 
45° C. Una vez llevada a cabo la hibridización se añadió a la mezcla de 
reacción RNAsa A a una concentración final de 60 lig/m1 y se incubó durante 
15 minutos a 37°C. Los productos de digestión fueron desproteinizados con 
fenol, precipitados con etanol, y separados a través de un gel UREA-PAGl al 4 
y 6.8 % (40 cm de longitud) visualizándose mediante autoradiografía. 

Secuenciación del gene E de las diferentes donas. 

La secuenciación del gene que codifica para la proteína E de cada 
clona se llevó a cabo por 3 diferentes métodos: 1) siguiendo el método de la 
cadena terminal con dideoxinucleótidos utilizando (35S]dATP (ICN) (Sanger y 
col., 1982), así como con el kit de Sequenase (USB). A partir del RNA viral, se 
amplificó el gene E utilizando el ensayo de RT-PCR descrito anteriormente. El 
producto amplificado (1487 pb) se clonó en el vector Ml3rnp18 y 1413mp19, 
y una vez donado, se purificó el DNA de cadena sencilla para posteriormente, 
llevar a cabo la secuenciación. 2) Por secuenciación directa del gene E 
amplificado por PCR de acuerdo al método de Nichols y Roben (1994) con 
ayuda del kit AmpliTaqR Cycle Sequencing (Perkin Elmer) y 3) Finalmente, se 
llevó a cabo la secuenciación directa del producto de amplificación de la 
región que comprende del nucleótido 2051 al 2250. Es en esta región donde 
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se encontraron diferencias a nivel de secuencia. En la secuenciación se utilizó 
1 111 del producto de amplificación de todo el gene E, desnaturalizado a 94° C 
durante 5 minutos, en presencia de los iniciadores P14 y P15 (Tabla 111). Las 
reacciones de secuenciación fueron analizadas mediante electroforesis en 
geles de Tris-Boratos-Urea (Maxarn y Gilbert, 1980). El analisis de las secuencia 
se llevó a cabo con la ayuda del programa PCGene (Intelligenetics), 

Establecimiento de un modelo encefalitico murino. 

Con el objeto de evaluar la virulencia de cada una de las clonas, se 
estableció un modelo encefalítico murino utilizando ratones lactantes BALB/c 
de 8 días de nacidos, los cuales fueron inoculados intracerebralmente con 20 
Nl del virus del dengue a diferentes concentraciones, para determinar la 1.D 
50, de acuerdo al método de Reed y Muench, Una vez infectados los ratones, 
se observaron durante un mes, llevándose un registro de la aparición de 
síntomas característicos de una infección encefalítica (erizamiento del pelaje, 
parálisis, muerte), con respecto a la cantidad de virus inoculado. 

Una vez que se determinó la LD50 se llevó a cabo la determinación de 
la virulencia de cada una de las donas inoculando a los ratones 100 LD 50, 
observándolos durante 1 mes. 
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RESULTADOS. 

Identificación y donación de las poblaciones virales 

A partir del aislado viral de dengue 2 mexicano, se identificaron y 
clonaron 11 poblaciones homogéneas. Para la obtención de las mismas, 
fue necesario llevar a cabo 5 subclonaciones consecutivas, seleccionando 
siempre placas líticas pequeñas, medicinas y grandes, que estuvieran 
perfectamente aisladas y presentaran un fenotipo diferenciado. De esta 
manera se obtuvieron: 4 donas denominadas D2MS1, D2MS2, D2MS3 y 
D2MS4 que producían un tamaño de placa lítica con un diámetro menor de 
0.1 mm; 4 donas que formaban placas líticas de 1.5 a 2 mm de diámetro 
designadas D2MM1, D2MM2, D2MM3 y D2MM4; y 3 de placa lítica grande de 
3 a 4 mm de diámetro denominadas D2ML2, D2ML3 y D2ML4 (Figura 12), Fue 
necesario llevar a cabo 10 pases consecutivos adicionales para aumentar el 
título viral de cada una de las donas, en el último pase, las muestras se 
titularon, y al mismo tiempo se comprobo que las poblaciones clonadas eran 
homogéneas. Posteriormente, se purificó el RNA viral correspondiente a cada 
fenotipo y con ayuda de una sonda específica para el gen E del virus del 
dengue, se llevó a cabo un ensayo de Southem Blot. Los resultados de este 
ensayo se muestran en la figura 11 b, en la cual podemos observar que el RNA 
purificado tiene aproximadamente 11 Kb, y es reconocido por la sonda 
específica para el gen E del virus. 

Elaboración de la ribosondcz del gen de la proteína E viral. 

Para la elaboración de la ribosonda se utilizo el gen E del aislado DEN-
2PR159 S1 (cepa vacunal), debido a que en un análisis de alineamiento 
multiple de secuencias correspondientes al gen E de 39 diferentes aislados 
geográficos de DEN 2, observamos que este aislado fue el que presentó 
mayor similitud (92%) con el aislado de D-2M. 
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Figura 12, Placas líticas de donas del aislado de D-2M obtenidas en 
una monocapa de células MK2 a partir de un ensayo de placa. 
1. aonas que producen placas líticas grandes (3 a 4 mm de diámetro). 
2. Clonas que producen placas de 1.5 a 2 mm (D2MM), 
3. Clonas que producen placas de <1rnm 
4, Placas líticas producidas por el aislado de D-2M 

5. Monocapa de células MK2 sin infectar (Control negativo) 
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Inicialmente se llevó a cabo la clonación del gen E de D-2PR en el sitio 
de restricción Sma I del vector pGEM4. Una vez obtenido el plasrnido 
recombinante, se sintetizó la ribosonda mediante transcripción ji vitro  , con 
ayuda de T7 RNA polirnerasas y un ribonucleótido marcado (Figura 13A). 
Durante la purificación de la ribosonda observamos que la cantidad de 
ribosonda generada fue grande, ya que se incorporan arriba de 10 millones 
de c.p.m, por reacción. 

Selección de las condiciones de digestión con RNAsa A de los heterohibridos 
RNA:RNA. 

Una vez obtenida la ribosonda se llevó a cabo la hibridización con los 
RNA virales de diferentes aislados de dengue 2: DEN-2PR159 SI (control 100% 
hornologia), D-2M, D-2 Nueva Guinea (D-2NGC) y D-2 Indonesia (D-2I). Una vez 
formados los heterohibridos, estos fueron expuestos a diferentes 
concentraciones de RNAsa A (30, 60 y 120 lig/mi), temperatura (15°, 300  y 37° 
C) y tiempo ( 15, 20 y 30 minutos), con el fin de establecer las condiciones 
óptimas de digestion de los heterohibridos que nos permitieran observar 
diferencias entre las cepas. Conforme se incrementó la concentración de 
RNasa A y la temperatura de digestión, se obtuvieron patrones 
electroforéticos muy complejos y difíciles de interpretar. Cuando los 
heterohibridos fueron digeridos con 60 lig/m1 de RNasa A a 37° C por 15 
minutos, se observó un patrón electroforético complejo pero característico 
para cada aislado (Figura 14), el cual fue siempre único y reproducible bajo 
las mismas condiciones. 

Al mismo tiempo fue necesario establecer la concentración de 
acrilamida de los geles, que nos permitieran separar y diferenciar 
perfectamente todos los fragmentos obtenidos en digestion. Después de 
correr los fragmentos en geles de acrilamida al 4, 6.8, 8.5 %, observamos que 
se presentó una mejor separación y resolución en la concentración al 4%, al 
correr 80 cros las muestras. 
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Figura 13. A). Obtención de la ribosonda uniformente marcada con [32P)-ATP. 

El cDNA que codifica para el gen de la proteína E fue clonado en el sitio de 

restricción Sma 1 del plásmido pGEM4. El plasmido recombinante pGEMil/E 

fue utilizado para la transcripción in vitro con ayuda de T7 RNA polimerasa 

después de que se digirió con Pvu II. 

13). Northern blot utilizando una sonda específica para E, del RNA vital 

purificado a partir de células MK2 infectadas con las clonas D2MS2, D2MM2 y 

D2ML1. 
C). Electroforesis en gel de agarosa del producto de amplificación de 1500 

p.b. obtenido por RT-PCR, a partir del RNA vital de las clonas D2MS2, D2MM2 y 

D2ML1. 
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Figura 14. Patrones electroforlticós de los fragmentos obtenidos de la digestión 
con RNasa A de los heterohbridos formados con el RNA viral de la cepa de D-
2NGC (carril 1), 1, 21 (carril 2), D-2M (carril 3) y D-2PR (control 100% homología) 
(carril 4), con la ribosonda (D2PR/E) en un gel al 4%. 

50 



Análisis de la variación genómica de las diferentes poblaciones. 

Una vez establecidas las condiciones de digestión de los heterohíbridos, 
se llevó a cabo el ensayo de "rnismatch" utilizando el RNA viral de las donas, 
y la ribosonda marcada. En la figura 15 se muestra el patrón de bandas 
que presentaron los heterohíbridos formados con cada variante, 
observándose pocas diferencias en los perfiles electroforéticos formados entre 
las diferentes donas y el obtenido con el D-2M parental. Con D2ML2, D2ML3, 
D2ML4, D2MS3 y D2MM2 se observó la aparición de una serie de subbandas 
en su patrón electroforético, con respecto a los perfiles de las otras donas, 
indicativas de la presencia de cambios a nivel de secuencia nucleotídica 
entre ellas y de la heterogeneidad genómica presente en un mismo aislado. 

Para tener una estimación cuantitativa de la variación genómica entre 
las variantes, fue necesario hacer un análisis densitomótrico (programa Scan 
GS370) a cada uno de los patrones electroforéticos obtenidos, por medio del 
cual se determinó el número total de bandas generadas por cada dona. 
Posterlomente se determinó el porcentaje de similitud entre ellas siguiendo el 
método descrito por Cristina y colaboradores, en 1990. Este cálculo se 
determinó con la siguiente ecuación: 

Porcentale de similitud=  No, de bcindas comunes de un par de. vkurk_ x 2 x 

No. total de bandas en el par de virus 

Los resultados obtenidos de este análisis estan compilados en la Tabla 
IV, y fueron indicativos de la variación genómica existente entre las diferentes 
poblaciones. De esta manera, se observó que las donas D2MS1, D2MS2, 
D2MS4 y D2MM4, presentaron el mismo número de fragmentos que el obtenido 
con D-2M parental (100 % de identidad). Sin embargo el patrón de bandeo 
de las variantes D2MS3, D2MM1 y D2MM3 tuvieron un 83.7, 90 y 94.7 % de 
similitud respectivamente. Finalmente, D2MM2, D2ML2, D2ML3 y D2ML4 
presentaron un 78.2 % o menos de similitud, Estos resultados, sin embargo, solo 
representan un índice de las diferencias a nivel genómico entre las donas. 
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Análisis de la variación genómica de diferentes poblaciones dentro un mismo 

aislado vira'. 

Una vez establecidas las condiciones de digestión de los heterohffiridos, 

se llevó a cabo el ensayo de *rnismcrtch" utilizando el RNA viral de las donas, 

y la ribosonda marcada. En la figura 15 se muestra el patrón de bandas 

que presentaron los heterohíbridos formados con cada variante, 

observándose pocas diferencias en los perfiles electroforéticos formados entre 

las diferentes donas y el obtenido con el D-2M parental. Con D2ML2, D2ML3, 

D2ML4, D2MS3 y D2MM2 se observó la aparición de una serie de subbandas 

en su patrón electroforético, con respecto a los perfiles de las otras donas, 

indicativas de la presencia de cambios a nivel de secuencia nucleotídica 

entre ellas y de la heterogeneidad genómica presente en un mismo aislado. 

Para tener una estimación cuantitativa de la variación genómica entre 

las variantes, fue necesario hacer un análisis densitométrico (programa Scan 

G5370) a cada uno de los patrones electroforéticos obtenidos, por medio del 

cual se determinó el número total de bandas generadas por cada dona, 

Posteriomente se determinó el porcentaje de similitud entre ellas siguiendo el 

método descrito por Cristina y colaboradores, en 1990. Este cálculo se 

determinó con la siguiente ecuación: 

Porcentaje de similitud=  No, de banda coinurkes de un par de virus 	x 2 x 100. 

No. total de bandas en el par de virus 

Los resultados obtenidos de este análisis estan compilados en la Tabla 

IV, y fueron indicativos de la variación genómica existente entre las diferentes 

poblaciones. De esta manera, se observó que las donas D2MS1, D2MS2, 

D2MS4 y D2MM4, presentaron el mismo número de fragmentos que el obtenido 

con D-2M parental (100 % de identidad). Sin embargo el patrón de bandeo 

de las variantes D2MS3, D2MM1 y D2MM3 tuvieron un 83.7, 90 y 94.7 % de 

similitud respectivamente. Finalmente, D2MM2, D2ML2, D2ML3 y D2ML4 

presentaron un 78.2 % o menos de similitud. Estos resultados, sin embargo, solo 

representan un índice de las diferencias a nivel genómico entre las donas. 
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Figura 15. Patrones electroforéticos de los fragmentos obtenidos de la 
digestión con 60 Rg de RNasa A , durante 15 min, a 370  C, de los 
heterohibridos formados con las 11 donas de D-2M y la ribosonda antisentido 
del gen E, separados en un gel de secuencia (40 cm de longitud) y 
visualizado por autoradiografia. 
A. UREA-PAGE al 4 % . El paréntesis señala la zona donde aparecen las 
subbandas, revelando la diferencia entre los patrones. 13. UREA-PAGE al 6.8 %. 
EL último carril muestra el control del 100% de hornologia. 
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TABLA IV. CARACTERISTICAS DE LAS CLONAS 

VIRUS Tamaño de la placa 
(mm) 

.Neurovirulencia en ratón 
(100 LID 50) 

*Bandas comunes en el 
patrón de fragmentos de 

RNA 
% 

DEN -2 M 
parental 

0.5 a 4 
(variable) 

 Moderada N.D. 

11Subclonas 
D-2M.S1 Atenuada 100 (18/36) 
D-2M.S2 <1 Atenuada 100 (18/36)  

D-2M.S3 Moderada 83.7 (18143) 
D-2M.S4 Atenuada 100 (18136)  

Iubclonas 
D-2M.M1 Moderada 94.7 (18/38) 
D-214.142 1.5 - 2 Moderada 76.5 (18/47) 
D-2M.M3 Moderada 90 (18/40) 
D-2M.M4 Moderada 100 (18/36) 

ubclonas  
D-2M.L2 Severa 76 .5 (18/47) 
D -2M.L3 3 - 4 Severa 78.2 (18/46) 
D-2M.L4 Severa 76.5 (18/47) 

 _. 	__ 	,.  . 
: II porceñiaja de 

 bandas comunes calculada  como = 	as comunes por cada par de 
Total .de bandas por cada par de virus) x 2 x100. El número entre paréntesis indica el número de. 
bandas comunes en el patrón electroforético de fragmentos RNA señalado en la figura13, divididos por el 
número total de bandas por cada par de viras. 



Secuenclación del gene E de las donas. 

Con el fin de determinar a nivel de secuencia las diferencias 

observadas entre las donas por los ensayos anteriores, se secuenció el gen E 

de cada una de las variantes utilizando diferentes métodos para corroborar 

el (los) cambio(s) observado(s). La secuencias obtenidas se compararon entre 

ellas y con la secuencia del aislado mexicano pctrental reportada. De esta 

manera obtuvimos que las donas D2MS1, D2MS2 y D2MS4, que producen 

placas líticas pequeñas presentaron la misma secuencia entre ellas, pero 

cuando se comparó la secuencia de estas con la pctrental, observamos 6 

cambios a nivel de secuencia de nucleótidos (Tabla y). Pero solamente la 

sustitución de G por A en el nucleótido 1168 ocasiona la mutación de 

aspártico (Asp) a asparagina (Asn) en la posición 390 de la proteína E. La 

clona D2MS3 además del cambio de aminoácido observado en las donas 

D2MS, presentó una mutación en el aminoácido 388 de lisina por asparagina, 

como consecuencia de la sustituición de G por C en el nucleótido 1164 (Tabla 

V). 
Al llevarse a cabo el análisis de secuencia de las donas que producen 

placa lítica mediana (D2MM1, D2MM2, D2MM3 y D2MM4), se observaron 6 

cambios a nivel de secuencia nucleotídica, 5 de los cuales fueron diferentes 

de los observados en las clonas que producen placas líticas pequeñas (Tabla 

V); sin embargo, las donas D2MM, presentaron además la substitución en el 

nucleótido 1168 de G por A que ocasiona el cambio en el aminoácido 390 de 

Asp a Asn. Cuando las secuencias de las clonas D2ML2, D2ML3 y D2ML4 

fureron comparadas con el cdslado de D-2M, se observaron 11 diferencias, de 

los cuales 10 resultaron ser cambios silenciosos, y solamente la mutación de G 

a C en la posición 1168 que ocasiona la substitución de Asp por histidina (His) 

en el aminoácido 390 (Tabla V). 

Posteriormente, se llevó a cabo un alineamiento múltiple con diferentes 

aislados de DEN2, dentro del cual se incluyeron secuencias de cepas 

vacunales y de cepas aisladas de casos de dengue hemorrágico (cepas 

asiáticas). Corno se observa en la figura 15, las cepas vacunales de DEN2, 

presentan en el aminoácido 390 una asparagina como en las variantes D2MS 
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Tabla V. Resumen de las mutaciones detectadas en el gen que codifica 
para la proteína E de las donas. 

*Clona Nucleótidos Cambio de 
codon 

Aminoácido 

57 	T -> C AGT -> AGC 19 	* 
351 	T -> G GCT -> GCG 117 	* 

D2MS3 531 	C -> G GGC -> GGG 177 * 
1017 	A -> C ATA -> ATC 339 * 
1164 	G -> C AAG -> AAC 388 Lys -> Asn 
1168 	G -> A GAC -> AAC 390 Asp -> Asn 

72 	T -> C GGT -> GGC 24 * 
246 	G -> A CTG -> CTA 82 	* 

D2MA1 252 	A -> G GAA -> GAG 84 	* 
1168 	G -> A GAC -> AAC 390 Asp -> Asn 
1278 	A -> C GGA -> GGC 426 	* 
1323 	A -> O GGA -> GGG 441 * 

57 	T -> C AGT -> AGC 19 * 
87 	T -> C AGT -> AGC 29 	* 
213 	C -> T GAC -> GAT 71 * 
351 	T -> G GCT -> GCG 117 * 
480 	A -> G AAA -> AAG 160 * 

D2ML2 531 	C -> O GGC -> GGG 177 * 
771 	G -> A GAG -> GAA 257 * 
1167 	G -:› C CTG -> CTC 389 * 
1168 	G -> C GAC -> CAC 390 Asp -> las 
1278 	A -> C GGA -> GGC 426 * 
1323 	A -> G GGA -> GGG 441 * 

amin. • ci os que no c 	ian 
* Secuencia que es representativa de cada fenotipo de las donas 

SS 



y en el caso de las cepas de aislados asiáticos, estas presentan una Histiclina 

en esta misma posición al igual que las clonas D2ML. 

Es interesante señalar que, cuando se realizaron los alineamentos 

múltiples con secuencias de flavivirus que causan encefalitis: virus de la 

encefalitis Japonesa (JEV), virus Kunjin (KUN), virus de la encefalitis de San Luis 
(SLE), virus del Western Nilo (WN), se observó que estos aislados presentan 

una His en el aminoácido 390 (Figura 16), 

Determinación de la virulencia de las donas y del aislado D211/1 en ratón. 

Simultáneamente a la secuenciación de las donas, se llevó a cabo la 

determinación de la ID 50 siguiendo el método descrito por Reed y Muench 
del aislado de D-2M utilizando el aislado de D-2NGC como control positivo. Se 

inocularon 5 ratones BAL13/c de 8 días de nacidos intracerebralmente con 

diferentes concentraciones (diluciones seriadas) del stock vira! de D-2M y D-

2NGC, los cuales fueron observados durante un mes, llevando un control de 

ratones muertos por dosis (Figura 17). La LD 50 para el aislado de D-2M fue de 

3 x 106 plu./ 20111. 

Posteriormente, se inocularon 5 ratones BALB/c de 8 días de nacidos i.c. 

con 100 LD 50 (3 x 108  p.f.u.lml) con cada una de las donas y fueron 

observados durante 30 días, llevando un control de aparición de signos o 

síntomas de encefalitis. Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla VI, 

donde se observó diferencias significativas en la capacidad de generar 

encefalitis entre las donas. Se identificaron tres grados característicos de 

virulencia de acuerdo al criterio descrito por Monath y colaboradores en 1980 

para el virus de la encefalitis Japonesa, quienes consideran como variantes 

de alta virulencia aquellas que producen 70 - 100 % de mortalidad en ratones 

después de que el virus es inoculado i.c. ; variantes de virulencia moderada o 
intermedia, aquellas que son capaces de producir una mortalidad variable 

(menor de 50 %), y que tiene la característica de no ser letales para los 

animales y finalmente,variantes de virulencia atenuada, las cuales producen 

solamente síntomas moderados de encefalitis, es decir, los animales 
presentan el pelo erizado, temblores, ataques y ocasionalmente parálisis. 
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ALINEAMIENTO ENTRE LAS CLONAS Y OTROS AISLADOS GEOGRAPICOS DE DENGUE. 

D-2M 
D2MS2 
D2MS3 
D2MM1 
D2ML2 
16681-PDK53 
(vaccinal) 
Thallandia 
(D2-D80-141) 
Indonesia 
JAMAICA 
NGC(JSD219) 
Puerto Rico 
(vaccinal SI) 
China (D2-04) 
Malasia (M3) 
DENGUE 1 
DENGUE 3 
DENGUE 4 

-O- 

-V- 	 -G 
-V- 	 -G-
-V- 

-V- 	 -1. 
-I-A----ID 	 -SGEK41141 
-I-A----IK -EE-V 	-----E-N--I 	 -YR-G----K 
-ISST-LAEN TNSVT----LE RPL-DSY-V- -VGNSAi --H-G----K 

351 urnnypIvTE RDSPLNIIAE PEFGDSYI/1 GVEEGQ~ WFKKASSIGQ MFETTMFGAK 

-G 	 

ALINEAMIENTO MITRE LAS CLONAS T PLAVIVIRUS QUE PRODUCEN ~MUTIS. 
e 

D-2M 351 LTWNPIVTE..KDSPLNIEAE PPFGDSVIII GVEPGWITI  WFKKASSIGQ MFEITHRGAII 
:::::i: D2M92 -1t115/ 

D2MS3 +11-10 	 
D2MM1 
D2ML2 

Skl. 
llf 	 

JEV -V----P-ATSSAN-KVLV-M- -RGDK-001 -H-AG-TL-K A-S--LK--Q 
MVE 
KUN 

MV-A--Y-ASSTANAKVLV-I- 
-V----F-SVSTAN-EVLV-L- ----F---VI 

-RGDK-1141 	-H-EG----K 
-IRGFQ-:.,101( 	-H-S(17.---11 

A-S---LK--12,  
A--A-LK--Q 

WN -V----P-SVATAN-MV-4- -RGEQ.- 	-11-SG----K A-,--4,--Q 
SLE -V----FIISTGGANNKVH-V- ----E---VV -"Pr-101 	-H-EG----K ALA-41—Q 
YF -V 	AST 	N-DEVLV-VN 'KW Ight -H-EG----R L--C)--K-VE 

&LINEAMENTO ENTRA Eh VIRUS PABRNTAL Y LAS CLONAS. 

D-2M 
	

351 LITVDPIVTE KDSPLNIEAE PPFGDSYIII GVEPOÑIO WFKKA5S1GQ PIFETIVRGAK 
D2MS2 
D2MS3 
D2MM1 
	 ••• 

D2ML2 

Figura 16. Alineamiento múltiple de secuencia de aminodcidos de la posición 351 a la 
410 de la proteína E de las donas D2MS2. D2MS3, D2MM1, y D2ML2 con la secuencias 
correspondientes de otros ficrvivirus. La identidad de cada posición con la secuencia 
parental de D-2M se señala con (-). Las diferencias se indican con una letra. (*) 
representa el residuo 390. D2MS1 y D2MS4 tienen la misma secuencia que D2MS2. 
D2MM2, D2MM3, y D2MM4.presentan la misma secuencia que D2MM1. D2ML3 y D2MIA 
presenta la misma secuencia que D2ML2. 
NOTA:Aislado (número de acceso): DI ,Singapore 5275190 (M87512); 1D2 (200787) México (L04561); 1212(V) 
Puerto Rico (P12823); D2 16681-PDK53 (29991); D2(111b) Tailandia 1380141 (M24444); D2(IV) Indonesia 
1051 (L10044); D2(IIIb) Jamaica (M15075); D2 China D2-04 (P30026); D2(111a) Malasia M3 (506747); D2(I) 
Nueva Guinea C (.150219); D3 Dengue 3 (M93130); D4 Dengue 4 (M14931); Kunlin KUNCG (D00246); West 
Nile WNFCG (M12294); Murray Valley FLMVEV5 (X03467); encefalitis de San Luis SLOCME (M16614); 
encefalitis ¡apanesa JEVCG (M18370); Fiebre amarilla 17D-204 (x15062) 
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Figura 17. Determinación de la ID 50, del virus del dengue. Se inocularon ratones SALB/c de 8 días de nacidos 
con diferentes concentraciones del virus DEN 2 del aislado de Nueva Guinea C y del aislado Mexicano. 



TABLA VI. VIRULENCIA DE LAS CLONAS Y Da VIRUS DEL DENGUE PAREsITAL EN RATONE BALB/c INOCULADOS I.C. 
CON 1001.1) 50 (6 X 106 P.F.W. 

de VIRUS 	 No. 	No. de 	 No. No. ratones muertas/ 
de ratones totales. 

(96) 
(infección severa)! No. de 
ratones totales. 

(%) 

(infección moderada)/ 
No. de ratones totales. 

(%) 

Neurovirulencia en 
ratón. 

D-2M 
parental 

3/10 (30) 7/10 (70) 0/10 , Moderada 

Canas 
D2M.S1 0/10 (0) 1110 (10) 9/10 (90) Atenuada 
D2M.S2 0/10 (0) 2/10 (20) 8/10 (80) Atenuada 
D2M.S3 1/10 (10) 8/10 (80) 1/10 (10) Moderada 
D2M.S4 0/10 (0) 2/10 (20) 8/10 (80) Atenuada 
D2M.M1 2/10 (20) 8/10 (80) 0/10 (0) Moderada 
172M.Ivr2 0/10 (0) 10/10 (100) 0/10 (0) Moderada 
D2M.M3 0/10 (0) 8/10 (80) 1/10 (10) Moderada 
D2M.M4 0/10 (0) 9/10 (90) 1/10 (10) Moderada 
D2M.L2 9/10 (90) 1/10 (10) 0/10 (0) Severa 
D2M.L3 8/10 (80) 2/10 (20) 0/10 (0) Severa 
D2M.L4 7/10 (70) 3/10 (30) 0110 (0) Severa 



Siguiendo este criterio, las donas D2ML2, D2ML3 y D2ML4 produjeron 
70 - 90 % de mortalidad en ratones, por lo tanto fueron catalogadas como 
variantes muy virulentas. La donas D2MS3, D2MM1, D2MM2, D2MM3, y 
D2MM4 presentaron una mortalidad del 20 % cuando se inocularon i.c, en 
ratones, fueron clasificadas como variantes de virulencia moderada; y 
donas de virulencia atenuada D2MSI, D2MS2 y D2MS4. Estos experimentos se 
llevaron a cabo dos veces para tener una estimación más precisa de la 
capacidad virulenta de las donas. Como se observa en los resultados hay 
una correlación directa entre el tamaño de placa lítica que producen las 
donas en un ensayo in vitro y su capacidad virulenta in vivo. 
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DISCUSION 

Entender el grado de heterogeneidad genómica y fenotípica entre los 

virus y su relación con la expresión de neurovirulencia es de gran importancia 

para entender la etiopatogenia de la enfermedad, el origen de la cepas 

virales, las características antigénicas de poblaciones virales específicas y 

diferenciar entre cepas vacunales y parentales. 

En el laboratorio observamos en un ensayo de placa lítica que el 

aislado de D-2 mexicano, presentaba poblaciones heterogeneas de virus, 

que se diferenciaban en su capacidad de generar placas líticas de diferente 

tamaño. Esto mismo ya había sido observado por Schlesinger en 1980 

(Schlesinger, 1980) con otros aislados, quien sugirió la existencia de una 

mezcla de poblaciones virales con diferentes propiedades biológicas dentro 

de aislados independientes del virus del dengue. Así mismo se ha reportado 

que el tamaño de la placa lítica formada por las variantes correlacionaba 

con el grado de virulencia en ratón, sensibilidad a temperatura y atenuación 

en primates no humanos (Eckels y col., 1976, Harrison y col., 1977). Aunado a 

esto, la existencia de reportes de casos de DHF/DSS en el curso de una 

infección primaria, sugieren la existencia de variabilidad genómica y/o 

antigénica viral que probablemente influya directamente tanto en la 

virulencia hacia el huésped (humano), como en la capacidad de infectar al 

vector (Bornes y Rosen, 1974). 

Con el fin de analizar las bases genómicas del polimorfismo existente en 

el aislado de D2-M, identificamos 11 donas estables, que producen diferente 

tamaño de placa lítica, Para la obtención de las mismas, fue necesario llevar 

a cabo 5 subclonaciones consecutivas, seleccionando siempre placas que 

estuvieran completamente aisladas con un fenotipo bien diferenciado y 

evitando demasiados pases de la donas in vitro, para evitar de esta manera 

que cambiaran su capacidad virulenta, debido a que se han obtenido cepas 

atenuadas a través de pases sucesivos en cultivo celulares en flavivirus, de 

esta forma se obtuvó la cepa vacunal 17D de fiebre amarilla (Theiler y col., 

1937); la SA-14 para encefalitis japonesa (Yu y col., 1988; Nitayaphan y col., 
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1990) y diferentes cepas atenuadas para los distintos serotipos del dengue 

(Yoksan y col., 1986). 

Posteriormente, analizamos la heterogeneidad genórnica de cada 

clon, siguiendo el método descrito por Cristina y colaboradores, en 1990 

(análisis de mismatch) y el grado de virulencia de las mismas utilizando un 

modelo de encefalitis murina, (ya que la mayor parte de la información que 

hay con respecto a la pertogenesis de flavivirus, se ha obtenido a partir de 

experimentos con ratones). Tanto dengue como fiebre amarilla, causan 

infección encefalítica en roedores. Asi cuando las clonas ser inocularon 

intracerebralmente en ratón, se observaron diferencias significativas en su 

capacidad de generar encefalitis, identificándose tres grados característicos 

de virulencia de acuerdo al criterio descrito por Monath y colaboradores en 

1980 para el virus de la encefalitis Japonesa, y que posteriormente se 

adoptó para otras encefalitis causada por flavivirus. Se consideraron como 

variantes de alta virulencia a las donas D2ML2, D2ML3 y D2ML4 ya que 

produjeron 70 - 100 % de mortalidad en ratones después de que el virus se 

inoculó i.c.; variantes de virulencia moderada o intermedia D2MS3, D2MM1, 

D2MM2, D2MM3 y D2MM4, que fueron capaces de producir una mortalidad 

variable (menor de 50 %), y que tiene la característica de no ser letales para 

los animales. Finalmente, variantes de virulencia atenuada a D2MS1, D2MS2 

y D2MS4, las cuales produjeron solamente síntomas moderados de encefalitis, 

es decir los animales presentan el pelo erizado, temblores, ataques y 

ocasionalmente parálisis. Además observamos que el tiempo de infección 

de las donas mas virulentas fué corto, es decir, los ratones presentaron los 

síntomas al segundo día postinfección, siguiéndose 3 a 4 días más y 

posteriormente fallecieron. En cambio con las cepas atenuadas las 

manisfestaciones aparecíeron después de 6 días postinfección y el periódo 

de duración fué largo (15 días) y generalmente los ratones se recuperaban. 

Esto nos indicó que la capacidad de replicación fue diferente entre las 

clonas virulentas y las atenuadas, lo cual podría ser un factor importante en 

la expresión de virulencia. Estos resultados concuerdan con los reportados 

recientemente por Schlesinger y colaboradores los cuales compararon la 

capacidad de replicación en el sistema nervioso central de la cepa Poterfield 

PYF neuroadaptada con una cepa no-neuroadaptada YF5.2iv de fiebre 
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amarilla. La diferencia entre estas dos cepas fue la distribución del virus a 
través de la neuraxis, encontrando que la cepa YF5.2iv necesita más tiempo 
para replicarse en SCF y glándulas adrenales, mientras que la cepa PYF se 
replica más rapidamente, obteniéndose de 1000 a 10000 títulos más altos 
que con YF5.2iv, sugeriendo que existen factores virus-específicos importantes 
en la patogenesis de una encefalitis fatal en el ratón. (Schlesinger y col„ 
1996). 

Correlacionando el grado de virulencia con la variabilidad genómica, 
observamos que las donas D2MS1, D2MS2, D2MS4 y D2MM4 presentaron 
patrones electroforéticos idénticos (100%) en los ensayos de digestión de 
heterohíbridos RNA••RNA (mismatch) además de que mostraron 
neurovirulencia atenuada en ratón, es decir, produjeron solamente síntomas 
moderados de encefalitis. Sin embargo, aquellas donas que mostraron un 80 
% de similitud en los análisis de mismatch, presentaron la capacidad de 
generar una infección severa (70 - 100 % de mortalidad en ratones después 
de que el virus fué inoculado i.c.). Los resultados obtenidos en este análisis 
fueron indicativos de la variación genómica existente entre las diferentes 
poblaciones. De esta manera, se observó que las clonas D2MS1, D2MS2, 
D2MS4 y D2MM4, presentaron el mismo número de fragmentos que el 
obtenido con D-2M parental (100% de identidad). Sin embargo el patrón de 
bandeo de las variantes D2MS3, D2MM1 y D2MM3 tuvieron un 83.7, 90 y 94.7 
% de similitud respectivamente. Finalmente, D2MM2, presentaron un 78.2 % o 
menos de similitud. Estos resultados, sin embargo, solo representaron un 
índice de las diferencias a nivel genómico entre las donas, Por tal motivo, 
decidimos llevar a cabo la secuenciación de cada una de las donas, con el 
fin de determinar a nivel de secuencia las diferencias observadas en los 
análisis anteriores. 

Al llevar a cabo los alineamientos de las secuencia de las donas con 
las diferentes cepas de dengue 2 tanto vacunales como parentales, 
observamos que las cepas vacunales presentaron una asparagina (Asn) en 
el aminoácido 390 al igual que las donas de virulencia atenuada (que 
nosostros obtuvimos de un mismo aislado) mostrando una sustitución de un 
aspártico (Asp) por una asparagina (Asn) en la posición 390 de la proteína E . 
Estos resultados sugieren que hay factores virus-específicos importantes en la 
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capacidad de causar una encefalitis en ratón. El hecho de que la mutación 
D390 -› H sea común en las donas altamente virulentas, sugiere que este 
residuo podría conferir a la proteína E propiedades funcionales importantes en 
la patogénesis viral. En estudios realizados con cepas virulentas y atenuadas 
con flavivirus, se ha demostrado que la proteína E juega un papel importante 
en la virulencia; tal es el caso de los análisis llevados a cabo con la cepa 
Poterfield PYF neuroadaptada con una cepa no-neuroadaptada YF5,2iv de 
fiebre amarilla (Schlesinger y col., 1996). Después de llevar a cabo la 
secuenciación de clonas de cDNA de la región que codifica para E/NS1 de la 
cepa PYF, encontraron que había cambios de aminoácidos en la proteína E 
con respecto a la secuencia de la cepa YF5.2iv (R52 -5G, 1173 	F305  -->V, 
R380 -*T  y 1462 -->M). Al generar virus recombinantes intertípicos PYF/YF5.2iv 
(YF5.2iv con las mutaciones observadas en el gen E de PYF) con el fin de 
conocer la importancia de estos cambios en la neurovirulencia, estos 
investigadores observaron que los cambios en la posición 380 y 462 eran los 
únicos que estaban involucrados en la neurovirulencia de la cepa. Además 
estos cambios los presentaron las cepas parentales Asibi, vicerotrópica 
French y neurotrópica de fiebre amarilla. El hecho de que estas sustituciones 
sean comunes en las cepas virulentas de fiebre amarilla sugiere que estos 
residuos podrían ser los responsables de conferir a la proteína E propiedades 
funcionalmente importantes en la patogénesis (Schlesinger y col., 1996). 

En el virus del dengue los estudios llevados a cabo por Chen y 
colaboradores con el fin de desarrollar una vacuna tetravalente hacia los 4 
serotipos, construyeron virus quiméricos intertípicos DEN1/DEN4, DEN2/DEN4 y 
DEN3/DEN4, observaron que cuando sustituyen Thr 435 Leu y Glu406 Lys en 
el virus quimérico DEN3/DEN4, le confieren capacidad neurovirulenta en 
ratón a diferencia de la parental y de los virus quiméricos que no presentan 
este cambio, no fueron neurovirulentos (Chen .y col. 1995). 

Es interesante el hecho de que los análisis de comparación de 
secuencia de las donas con aislados de dengue 2 obtenidos del continente 
asiático: China (D2-04) y Malasia (M3) , donde la incidencia de casos graves 
de la enfermedad es mayor, asi como con aislados de flavivirus que 
producen encefalitis tales como JEV, MVE, KUN, SLE considerados como cepas 
virulentas, se observó que estos flavivirus, presentaron una His en el residuo 
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390, al igual que las donas que mostraron neurovirulencia muy severa en 

ratón (D2ML1, D2ML2 y D2ML3), las cuales presentaron la sustitución de Asp 

por His es esta misma posición. 

Se ha descrito que mutaciones específicas en la proteína E entre el 

elemento de unión del dominio central I con el asa de dirnerización del 

dominio II, afectan la virulencia en TBE, JE, y MVE. Nuestros resultados difieren 

con los obtenidos por el grupo Pletnev y colaboradores, con el virus 

quimérico de DEN4rrEE, (Pletnev y col., 1993) donde observan mutaciones 

específicas que incrementan la neurovirulencia de la cepa, en la región más 

conservada del dominio II, la cual interacciona con el dominio III del otro 

monómero del dímero. El cambio que nosotros observamos en la posición 390 

en las donas virulentas y atenuadas se presenta en la fase distal del dominio 

III. Esta superficie contiene residuos relacionados con el tropismo del virus, por 

tal motivo se ha propuesto que esta región esté involucrada con el 

reconocimiento del receptor. La importancia del dominio III en la virulencia 

se ha demostrado por el análisis de mutantes: en TBE, un cambio de tirosina 

histidina en el aminoácido 384 (dominio III) ocasiona una atenuación de la 

cepa; en el virus MVE mutaciones en la secuencia RGD (región que se 

propone influye en el enlace al receptor), principalmente en el residuo 387 

ocasionan igualmente un cambio en la virulencia de la cepa. 

De acuerdo con los datos mencionados con anterioridad, y los 

resultados que nosotros obtuvimos, la morfología de la placa lítica formada 

está asociada con la sustitución de un aminoacido en el residuo 390 de la 

proteína E: por ejemplo, el cambio de Asp-* H is está asociado con una 

morfología de placa litica y neurovirulencia severa; sin embargo, el cambio 

de Asp —> Asn está asociado con la formación de placa lítica pequeña y 

virulencia atenuada. Esto implicaría que las donas que producen placas 

pequeñas tengan una capacidad de penetración menor, y/o no sean 

liberadas al medio, disminuyendo su capacidad de infectar a las células 

vecinas. 

De esta manera podemos proponer, que una sustitución en el asa de 

dimeriz.ación del dominio II y/o en la cara distal del dominio III de la proteína 

de envoltura del virus del dengue, estén determinando el grado de expresión 

de neurovirulencia en ratón, probablemente porque afecten directamente la 
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unión del virus al receptor, la fusión a membrana del mismo, capacidad de 

replicación y/o su tropismo celular. 

Recientemente Cheng y col. obtuvieron una mutante RP- 9 del aislado 
de JE que presentaba una virulencia severa y formaba placa lítica grande. 
Esta mutante difiere en el aminoácido 138, de la variante RP-2rns la cual, no 

fue virulenta y formaba placa pequeña; RP-9 presentó un Glu en esta posición 

mientras que RP-2ms una Lys. Esta mutación fue localizada en la región 

externa del dominio I (unión entre dominio I y II) la cual, es importante para 

la formación del dímero y la interación de la proteína E, con las moléculas de 

la superficie celular (Chen y col., 1996). Estos resultados confirman nuestra 

observación de que mutaciones específica en la región de dimerización de 
E, están directamente afectando la capacidad virulenta de la cepa. 

Varios investigadores han notado que hay un incremento en la 

severidad de la expresión de la enfermedad en epidemias del dengue. Por 

ejemplo, durante la epidemia de Cuba en 1981, la incidencia de casos 

graves del DHF y el grado de letalidad se incremento con el tiempo y fué más 
alto al final de la epidemia (ICouri y co1.,1987). Recientemente la epidemia de 

dengue en Queensland, la incidencia de dengue hemorrágico aumentó 

conforme avanzaba la epidemia (Strecttfield y col., 1993). Estas observaciones 

sugieren que la virulencia en dengue aumenta conforme el virus infecta a la 
población humana varias veces. Un análisis preliminar ha demostrado que 

las cepas que causan DHF tienden cm replicarse mas rápidamente en células 

mononucleares de torrente sanguíneo que las que producen dengue clásico 

(KlIks, 1990, Morens y col., 1991), por lo tanto, la densidad de la población 
viral que presenta virulencia severa, se incrementa. Sin embargo, 

desafortunadamente no se han hecho comparaciones a nivel de secuencia 

entre aislados obtenidos en la fase temprana y tardía de la epidemia, para 
conocer si hay cambios a nivel de secuencia que correlaciones con la 

virulencia de la cepa. 

Entre los factores que influyen en la virulencia de la cepa se encuentra 

los factores geneticos. Con el virus del dengue se han reportado una 

asociación entre el tipo de haplotipo que se expresa y el grado de 

manifestación de la enfermedad. En Cuba se ha visto que pacientes que 

expresan el haplotipo, FILA-13 "blank°, HLA-Al y HLA-Cwl , presenta DHF 
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(Paradoa y col., 1987), En Tailandia, se ha asociado el DHF en personas que 
presentan el haplotipo HLA-B "blank" y HLA-A2 (Chiewlisp y col., 1981). Otro 
factor que influyen en la expresión de severidad de la enfermedad es el 
nutricional. Curiosarnante se ha reportado que en niños con buena 
alimentación, más incidencia de DHF que en niños malnutridos (Thisyakorn, y 
col,, 1993), lo cual implica que el status del sistema inrnunológico es también 
importante en el tipo de manifestación de la enfermedad. 

Sin embargo, hay que tomar en cuenta que aunque las modificaciones 
en la proteína estructural E son importantes para la virulencia, otras 
modificaciones en las proteínas no estructurales o en las regiones 3' y 5' no 
codificable, también podrían influir en la expresión de la misma. Un ejemplo 
de esto son los estudios llevados a cabo con el virus quimérico DEN4/TBE, en el 
cual se ha observado que la eliminación del sitio conservado de glicosilación 
de la proteína no estructural NS1 tiene como consecuencia que el virus 
presente neurovirulencia atenuada en ratones adultos (Plentnev y col.,1993). 
Estudiar si otras proteínas no estructurales tales como NS3 Y NS5 que son 
componentes necesarios para la replicación del virus presentan 
determinantes que afecten la virulencia, proporcionará más información 
sobre los mecanismos de virulencia. 

La donación de poblaciones virales para reducir la variabilidad, para 
preservar y manipular una serie completa de variantes abre una nueva 
dimensión en los análisis de función yio estructura de virus RNA, ya que 
permite mapear e identificar nuevos locis en donde la prevalencia de 
mutaciones se relaciona con mutantes de escape y/o con diferentes grados 
de virulencia, lo cual es importante en el diseño para la generación de 
vacunas. 

Finalmente, cabe mencionar que aunque los resultados obtenidos en el 
presente trabajo, apoyen de manera importante la participación de regiones 
específicas en la glicoproteína de superficie viral en la expresión de 
neurovirulencia, es necesario llevar a cabo el desarrollo de donas revertantes, 
las cuales confirmarían nuestra hipótesis de trabajo. 
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A single nucleotide changa in the E protein gene of dengue 
virus 2 Mexican strain affects neurovirulence in mice 
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Eleven clones of dengue virus 2 Mexican strain 
were selected by the size of their lytic plagues. 
Nucleotide sequences of the clones producing larga 
plagues (D2ML2, D2ML3 and D2ML4) revealed 11 
mutatIons, 10 of which were silent. The substitution 
at nucleotide 1168 (G 	generates one amino 
acid difference at residue 390 (Asp His) of the 
envelope protein (E). These clones showed high 
virulence In suckling mica when inoculated Intra-
cerebrally (a 70% mortality). However, the clones 
which showed small lytic plagues (D2M51, D2M52 
and D2M54) displayed a substltution from Asp 
Asn at the urna position and had attenuated 
virulenta. Basad on there data, we suggest that 
substitutlon of Asp 	at residuo 390 perhaps 
affects a functionally important structural element 
that could be a determinant of dengue cauro• 
virulence. This substitutlon falla In dornaIn III of the 
E protein, which plays an Important role in viral 
binding; therefore, we propase that the substi-
tution affects virulence and cellular tropism. 

Dengue is caused by tour different serotypes of the dengue 
virus. Dengue fever (DF) is acute, mosquito-transmitted vital 
disease characterized by rever, headache, arthalSis, myalgia 
and rash; however, some patients marilfest severa dinical 
symptoms of haemorrhage (dengue haernorrhagic fever; DHF) 
and shock (dengue septic shock; DSS) (Monath, 1986). it has 
been propasad that immunopathological mechanisms play 
important roles in the development of DHF/DSS (Halstead, 
1988). 

Rasen (1977) has proposed that DHF/DSS is caused by 
dengue virus variants of increased pathogenic pote:lija). 
potential importante of natural variation among dengue virus 
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The sequence of the dengue Mon 2 Mexican sirain has buen depositad 
in the GenBank database under. the DENPPS P library with the 
accession number LO 4561. 

strains has recently been restated by several authors (igarashi, 
1984; Monath, 1986) and Chis variation may be the origin of 
virulence in human hosts and of Infective capacity of mosquito 
vectors, The heterogcneity of epidemic dengue virus stralns 
has been shown both serologkally and at the molecular levet. 
However, it is not clear which genomic changes may be relaled 
with the virulence of a particular strain. 

Dengue virus has an approximately 11 kb single-stranded 
RNA genome (Rice et al., 1986) and three structural proteins: 
the capsid (C), the membrane (M) protein and the envelope (E) 
protein. Ti►e E prolein (x 500 aa) acta as the vital haemag-
glutinin, induces a prolective inmute response and mediares 
receptor-specific virus attaclunent to the ccli surface; it is also 
the mejor antigtnic component on the sudare of the dengue 
virion (Ng & Lau, 1988). The E protein is thought to play a role 
In the pathogenidty of several vimses, alfiler by definIng 
cellular tropism or by affecting virus penetration (Riaseli el al., 
1989). 

Specific sequence changes in the E protein have yet to be 
directly assodated with alterations in the biological activa.),  of 
fiaviviruses. However, sequence differences in the E-gene-
attenuated stralns of Yellow fever virus (YFV), Japanese 
encephalitis virus (EV), Tick-bome encephalitis virus (TBE) 
and Murray Valley encephalitis virus (MVE) have been 
assodated with reduced pathogenicity (Hahn et al., 1987; 
Nitayaphan el al, 1990; Hotunann et al.. 1990; Lobigs ef al, 
1990). Earlier studiet suggested that new dengue isolates 
contain mixtures of virion papulations with different virulence 
properties. A mixture of Iarge- and small-plaque variants were 
also detectad in a DEN-2 strain isolated from a human case 
(Eckels et al., 1976). Furtherrnore, the small-plaque variant 
appeared to correlate with motise virulence, temperature 
sensItivity and attenualion in non-human primates (Harrison el 
at, 1977). 

During pleque purification of a Mexican strain isolate of 
dengue virus (200787/1983) serotype 2 (D-2M), we detectad 
D.2M dones with pleque sizes remarkably different from one 
another. To investígate whether significara differences were 
present between the E protein dones with different lytic pleque 
size and the possibility that they could influence the expresslon 
of virulenta., we isolated, donad and purified 11 ¡labia dones 
with different pleque :tus on LLC-1v8C1 ce!' monolayers and 
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Tabla 1. Characteristics of D-2M virus clones 

Virus 
Pleque size 

(mm) 

Common bands 
in the RNA 
fragment 

panerns (%)* 

No. of desd 
mice/no, of 
treuted mice 

No. of mice 
with severe 

infection/no• of 
treated mice (%)t 

No. of mice 
with mild 

inlection/no. of 
'meted mice (%)t 

Neurovirulence 
In mica 

(100 L0%0) 

D.2 M 
parent 

0.3 lo 40 
(variable) 

1413 3/10 (30) 7/10 (70) 0/10 Medium 

Clones 
0104.51 
D10452 > I 

103,0 
1000 

0/10 (0) 
0/10 (0) 

1/10110) 
2/10 (10) 

9/10 (90) 
¡VIO (80) 

Low 
Lose 

D2M53 017 1/10 (I0) 8/10180) 1/10(10) Medium 
D21\45-1 100-0 0/10 (0) 1/10 (20) 010(00) Low 
01./v1M1 94.7 2/10 (20) e/10 (80) 0/10 (0) Medium 
1-32.M1v12 1-5-2.0 76,3 0/10 (0) zopo (roo) 0110 (0) Meditan 
DIMM3 90.0 0/10 (0) 0/10 (BO) 1/10 (10) Medium 
DIMM4 1000 0/10 (0) 3/10 (10) 7/10 (70) Luw 
D2ML2 76.5 9/10 (90) 1/10(10) 0/10 (0) Ifigh 
DZML3 3,0-4.0 712 0/10 (BO) 2/10 (20) 0/10 (0) Iiigh 
D2ML4 76.5 7/10 (70) 3/10 (30) 0/10 (0) Hish 

0114$111V1 ' The percentagtkands calcidated u (Common bands in a pais of virus/Tora) banda in the luir o! vinues) x 2 x 100. 
‹,j2,

1 
 t The Hans of neurovindence estimare were perforned twist in sudding mice in groups oí ten, inoculated i,c. 6 x 10' pf u. oí rads done per 

animal and obierving diem for 31 days. 

evaluated them in a murine encephalitis mode! (BALB/c 
sudding mice). Several large, medium and ornan plagues were 
seleded and subjected to repeated plague purifications, unid 
homogeneous plague size populations were obtained. Three 
clones were obtained (D2ML2, D2ML.3 and D2M1.4), pro-
ducing plagues of 3-4 mm diameter: 4 clones (D2MMI, 
D2MM.2, D2MM3 and D2MM4) producing plagues of 
1.5-2 mm diameter, and 4 dones (D2M.51, D2MS2, D2M.53 
and D2MS4) producing plagues of < 1 mm diameter (Fable 
1). The viral stocks were separated and used to purify vital 
RNA and (o inoculate it intracerebrally (l.c.) roto BALB/c 
suckling mice. 

We applied the RNaseA mismatch detection method to 
analyse the genetic variability of RNA before sequence analysis 
of done RNA to obtain a general pattem of the genomic 
heterogenelty. Vital RNA prepared from each D-2M done was 
used for the assay and a radloactive antisense RNA proba 
corresponding to the E gene of the D.2PR strain was 
synthesized with T7 RNA polymerase using FvulI-pCEM4/E. 
RNA:RNA hybrids were digested with 60 og of RNaseA 
(15 min at 37 °C) and the RNA fragmenta resistant to digestion 
were analysed by denahning 6'5% and 4% gel electrophoresis. 

A complex band pakten% was observed with the fd-length 
RNA probo, as expected. The digestion pattem was similar in 
several hybrids, with some differences. For instance D1M$2, 
D2MS4 and D2MM4 dones generated band penen» 100% 
Identical to D2MS1, However, the band pattems of D2MS3, 
D2MMI and D2MM3 were 83'7, 90.0 and 947% hom-
ologous, respectively. Finally, the D2MM1., D2ML2, D2ML3  

and D2ML4 dones matched the bands of D2MS1 at a leve' of 
78.2% or leas (Table 1). 

Mismatch cleavage resulto are indicative of genetic het-
erogeneity in the same vital isolate. However Chis assay did 
not revea! the absolute genetic differences between viral 
clones. To determine differences at the genome leves, each 
done was sequenced. The E gene, whIch codes for the vital 
envelope protein, was amplified and doned in a sequencing 
vector or used in dired sequencing of the PCR product. 

The nucleotide seguence of the E reglan of each done was 
detennined and they were compared with one another and 
with the sequences of the D-2M strain. Most rnutations were 
silent (Table 2). When the amino asid sequences from dones 
with small plague size (D2M51, D2M5/ asid D2MS4) were 
compared, they displayed the same sequence, which differed 
from the sequence of palental 13-2M strain at only one 
position, namely residue 390 of the E protein where the Asp 
residue of D-1M was replaced by Asn in dones with srnall 
plague size (Fig. 1). The sequence of the D2MS3 done 
contained two substilutions. One of thern resulled in the same 
mutation os In the small plague done (Asp Asn at residue 
390) and the second in the substitution of Lysi Asn at 
position .380 (rabie 2), 

Con:pu-han between the amino add sequence of the E-
coding reglon of D2ML2, D2ML3, D2ML4 and the D-2M 
strain sequence revealed no differences except at one location. 
The mutahon consisted of the change of G in D-2M to C al 
nudeotide posiHon 1168 In dones with largo pleque size, 
resulting in the substilution vf Asp in D-2M for tus in D2ML 
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Tableo 1. Characteristics of D-2M virus cianea: 

Vírus 
Plague size 

(mm) 

Common bands 
In the RNA 
fragment 

patterns 

No. of dead 
mice/no. of 
treated mico 

(%)t 

No. ot mice 
with severe 

infectIonino. of 
treated mica (%)t 

No, of mica 
with m'Id 

Inlection/no. of 
treated mica (%)t 

Neurovirulence 
in mica 

(100 LD,,,) 

D.2 M 
parent 

01 lo 4'0 
(vuiable) 

vio 3/10 (30) 7/10(70) 0/10 Meditan 

Clones 
D2M.51 100 U 0/10 (0) 1/10(10) 9/10 (90) Low 

D2MS2 > 1 100•O 0/10 (0) 2/10 (20) 8/10 (60) Low 

02M33 531 1/10 (10) 8/10 (80) VIO (10) Mediurn 

D2M54 ICOO 0/10 (0) 2/10 (10) 8/10 (80) Low 

02MM 1 94 7 2/10 (20) 8/W (80) 0/10 (0) Medium 
D2MM2 11-2.0 71y5 0/10 (0) 10/10 (100) 0/10 (0) Mediwn 

D2MM3 90 0 0/10(0) 8/10 (80) 1/10 (10) Mediwn 

DZMM4 100.0 0/10 (0) 3/10 (70) 7/10 (70) Low 

02M1.2 76'3 9/10  (90) 1/10(10) 0/10 (0) High 

DZML3 3'0-4 a 8.2 8/10 (80) 2/10 (20) 0/10101 High 

D2ML4 76.5 7 / 10 (70) 3/10 (30) 0/10 (0) High 

• The percentagekands ealailated as (Corrunon bands in a pair of virus/Total handl in the piar of vinnes) x 2 x 100. 
t The mayo of neurovirulence esfúmate were performeci twice in aucliihg mice in groom of ten. inoculated i.c. 6 x 10' p.f.u. of each done per 
animal and obseráng Chem for .11 dayt. 

evalualed litem in a murinc encephalitis model (BALB/c 
suckling mice). Severa! large, medium and unan plagues were 
selected and subjeded to repeated plague purifications„ until 
homogeneous plague size populations were obtained, Three 
clones were obtained (D2MI.2, D2M1.3 and D2ML4), pro-
dudng plagues of 3-4 mm diameter; 4 clones (D2MM1, 
D2MM2, D2MM3 and DZMM4) producing plagues of 
I.5-2 mm diameter, and 4 dones (D2M.S1, 02MS2, D2MS3 
and D3M.54) pm:lid:tí; plagues of < 1 mm diameter (Table 
1). The vital olerlo were separated and used lo purify vital 
RNA and lo inoculate it intracerebrally (1.c.) roto BALB/c 
sudding mice, 

We applicd the RNaseA misrnatch detection method to 
analyse the genetic variability of RNA before sequence analysis 
of done RNA lo obtain a general pattent of the genomic 
he terogeneity. Vital RNA prepared from each D-1M done was 
used for the assay and a radioactiva antisense RNA probe 
corresponding to the E gene of the O-2PR strain was 
synthesized with Ti RNA polymerase using Pvull-pGEM4/E. 
RNAIRNA hybrids were digested with 60 pg of RNaseA 
(15 mln al 37 °C) and the RNA fragmenta resistant to digestion 
were analysed by denahoing 61% and 4% gel electrophoresis. 

A complex band pedem was observed with the full-length 
RNA probe, as expeled. The digeslion peden was similar in 
severa) hybdds, with some differences. For instance D2M52, 
D2M54 and D2MM4 dones generated band paltemo 100% 
Identical lo D2MSI. However, Ihe band pattems of D2MS3, 
D2MM1 and D2MM3 were b3.7, 9043 and 94.7% hom-
ologous, respectively. Fina)+, the D2MM2, D2M12, D2MLI  

and D2ML4 clones malched the bands of D2MSI al a leve! of 
78.2% or lens (Table 1). 

Mismatch deavage resulto are indicatíve of genetic het-
erogeneity in the sante vira! isolate. However ihie assay did 
nal revea) the absoluta genetic differcnces between viral 
clanes, To determine differcnces at Ihe genome levet, each 
done was sequenced. The E gene, whích codeo for the vital i 
envetope prolein, was amplified and cloned in a seguencing 
vector or used in direct sequendng of the PCR product, 

The nudeolide sequence of the E reglan of each done was 
detennined and they were compared with one another and 
with the sequences of the D-2M strain. Most mutations were 
sitent (Table 2). When the «mino acid sequences from clones 
with small plague size (D2MS1, D2MS2 and D2M54) were 
compared. they displayed the same sequen«, whlch differed 
from the seguence of parental D-2M strain at only une 
position, namely residue 390 of the E protein where Ihe Asp 
residue of D-2M was replaced by Asn in dones with small 
plague size (Fig. 1). The sequence of the D2M53 done 
contained two substitutions. Orle of them resulted in Ihe same 
mutation as in the orna!' plague done (Asp Aan at residue 
390) and the second in the substitution of Lys Asn at 
position 368 (Table 1). 

Comparison belween the amino add sequence of the E-
coding region of D2M1.2, D2ML3, D2ML4 and the D-2M 
strain sequence revealed no differences except at one location. 
The mutation consisted of the change of C in D-2M to C at 
nudeolide position 1165 in dones with !urge plague size, 
resulting in the substitution of Asp in D-2M for His in D2MI.. 



Cone' 	Nucteende 
Amcill.lano sd 

Cocion chane 

D2M.5.1 	57 T C AGT -4 AGC 	19 NA 
351 T -4 G GCT GCG 117 NA 

	

531 C 	GGX -4 GGG 	177 Yin 
1017 A -4 C ATA -4 ATC 339 NA 
1164 G -4 C AAG -o AAC 3813 Lys Asn 
2168 G -• A GAC -o AAC 390 Asp Asn 

D2MMI 	72 T C CGT -/ GGC 	24 NA 

	

146 G A CTG erA 	ez NA 

	

252 A G GAA -o GAG 	84 NA 

1168 G A GAC -4 AAC 390 Asp " Aan 
1278 A-»(GGA -4 GGC 428NA 
1323 A -4 G GGA GCG 441 NA 

DIML2 	57 T C AGT -4 AGC 	19 NA 

	

87 T C AGT -4 AGC 	29 NA 

	

213 C -4 T GAC GAT 	71 NA 

	

351 T G 	GCT -o GCG 	117 NA 
480 A .4  G AAA --0AAG 160 NA 
531 C G GGC GCG 177 NA 
771 G -4A GAG -4 GAA 257 >u 

1167 C -4 C CTG CTC 389 NA 
1188 G C GAC -*CAC 390 Asp -p lila 
1178 A -o C GGA -• GGC 428 HA 
1313 A G GCA CGC 441 NA 
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Tabla 2. Summary of mutations detected on the E 
protein gene of the clones 

 

" The acquencea are reproentative of done phenotypes. HA. Not 
applicable. 

clones at residue 390 (Fig. 1). All sequendng data were 
confirmed by direct-sequencing of DNA segments oblained by 
PCR from Ihe nudeolide regions 1118 to 1320 where most 
mutations were located. 

The 11 clones or 0.2M slrains were subsequently tested to 
evaluate the effect of Ihe rnutation on neurovirulence in 
suckling mice, inoculating a dase of 6 x 10' p.f.u. (100 L0a0), 

of each done per animal and observing Chem for 31 days 
for signa of encephalitis or death. As shown in Tibie 1, three 
vinslence pattems were identified: (1) hlghly virulent dones 
(02M1-2, 02M1-3 and D2ML4), which produced 70-90% 
mortality; (2) Interrnediate viruience dones (DIMS3,02.MMI, 
DiMM2, D2MM3 and D2MM4), Mikis showed variable 
mottallty rates (< 20%), but charaderistically not lethal for 
mimad!, although they did cause symptoms of tremor, selzure 
and paralysis; and (3) )ow virulence dones (D2MS1,132MS2 
and D2MS4), which induced Only rnild symptoms (inactivity, 
slow movement, shaking, tremor and Inability to stand). There 
was a significan' clifftrence between clones of different pleque 
size when the mice were inoculated i.c. This experimmt was 
performed twice for a more acogiste estímate of mouse 
neurovirulence. 

These experimenta revealed a dired correlation between  

Ihe percentage of genomic variability and the degree of 
vindence. Clanes D2MS1, 02M52,02MS4 and D2MM4, 
which presented 100% homogeneity in electrophorelic pat-
terns oblained by digestion of heterohybrids, showed attcnu-
ated virulence in mice (Table However, the dones showing 
80% hornogeneity produced a severe infection (70% or more 
moriality). The difference in electrophore tic pa t t erns correlated 
with the nwnber of substitutions of nucleotides in the E gene 
of each done. Previous mutations were silent with the 
exceplton of the change at position 1168 (amino add 390) in 
dones with attenuated or with severe virulence (Table 2). 

Multiple aligrunents with other isolates of dengue virus 2 
were performed (Fig. 1). The dones showing atlenuated 
virulence presented a substitution of Asp for Asn at residue 
390 when compared with the parent eral strain (D-2M), and lile 
Asn was also found in the vaccine strains. The clones showing 
high virulence have a substitution of Asp for "lis, and Ibis His 
was also present at the same position (390) in dengue virus 2 
isolates from Asía, where severe cases of dengue are more 
common. Interestingly, this substitution was also,  found in 
other flaviviruses that cause encephalitis such as JEV, MVE, 
Kunlin virus (Kin, and St Louis encephalitis virus (SLE). The 
mutation of Asp for His shown by clones 02ML2, D2ML3 and 
D2ML4 causes severe neurovirulence. 

Severa! mutaban sitos that affect virulence in different 
flaviviruses have been described. These mutations occur in Ihe 
E gene. Mutallons al positions 52 (Hasegawa et al., 1992), 271 
and 336 (Cecilia el al., 1991) have been observed in IV; at 
position 390 in MVE virus (Lobig et al, 1990), at 104 and 107 
in the tick-bome encephafiNs virus/dengue virus 4 ehimera 
(Pletnev et al., 1993), at 171 and 384 from TBE virus (handl et 
al., 1988) and they are responsible for specific properlies of 
each strain. The position of mutations which influence flavivirus 
virulence occur in Uy« different regions of the envelope 
protein; (1) the dista! face of domain III (residues 303-395) has 
an IgC-Iike bold. Mutations in this reglan modify the capacily 
for virus binding to the col), affecting viral intemalizatiun or 
cellular tropism; (2) the base of domain II (residues 52-136 and 
190-284; (3) the contad between the domain I/domain III 
interface. This reglon is the site of dimerization or trimerization 
with monomers of the E protein upan contad of the virus with 
the cellular rnembrane (Rey ti al., 1995). 

nig mulation observed in residue 390 of D-2 Mexican 
dones was localized in domain Ill. This is the first example of 
an Immunoglobulin module on a vial surface protein (Rey el 
al., 1995). Siria these structures are clirectly related to cell 
adhesion, we believe that ibis domain plays a very important 
role In receptor-cell binding, in fact, any mutations in dornain 

could be related to the change in virulence in the presently 
examined dones. These tesas support the notion that the 
basic amino add substitutions in the envelope protein of 
dengue virus, including aa 390, may be fwictionally Important 
and are probably involved in receptor binding, which has been 
postulated from studies with severa! other flaviviruses. 
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Hl 1. Ambo acid sequence alignment of posfOons 351 to 410 of the E protein of dones D2M52, D2M53, D2MM1 and 
02ML2 with the corresponding sequences of otherftaviviruses. Identity at eetti posttion with the 0-214 (mantel iequence ta 
indic,ated by a disk 132m.51 and 02MS4 show the same sequence u 02S2. 02MM2, D2MM3 and 02MM4, ixesent the 
same seguirme as 02MMI. 02ML3 and 02O1L4 hure the same sequence as 02M1211se origin of the sequences usad ase u 
Moros (accession nein »Intrusas): 01, Singapore $275/90 (M67512); 02 (2007671 México (1,04561); 02(V) Puerto 
Neo (P12923); 02 681-POK53 (29991); D2(11b) Thalland 0E93141 (1424444); 02(1V)111donesie 1051 (L10044): 
02  (lP17) Jamara  (M15075);  02 China 02.04 (P30026); 02(314) Ma141143 (506747); 02(I) New Guinea C (150219); 03 
Dengue 3 (M93 t 30); 04 Dengue 4 (414931); Kunjin KLINCG (000246); West 	WNFCG (MI 2294); Murray Vattey 
FLMVEV5 (X03467); 1 Louis encephalitis5L0046 (M16614); Japariese encubareis JEVCG (M)13370); »Now Fever 170-
204 (X15062). 

Nevertheless, our resulta are sitnllsr to those found tn other 
RNA vi/uses such es human immunodefidency virus type 1 
(HIV-1) and hepatitis C virus (HCV), ti/1(h circuiste in vivo u 
a mixture of heterogeneous populations (quasispedes). nese 
quasispedes frequently present ene point rnutation en the vital 

envelope protein whidi affects the rephcation capahdities on 
different reU types as In the case of HIV (Shltxto al al., 1994), 
or changing the structure of the neutralizing epitope, as with 
HCV (MseKswa eF al., 1995). A quasispedes lends itself lo 
selet.tion pressures whkh indude host inmune surveillance, 
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antivirai therapies and many other in vivo conditions that 
produce different pattems of disease. All the quasispecies in a 
single person appear to have the same origin; the status quo is 
likely to be the result of an accurnulation of rnutants from the 
original vira! írtoculum. In our case, the density of the 
population of dengue virulent dones r quasispecieslkel could 
be relevara to the progress of the disease, 

Definite answers to the genetics and structural basis of 
virulence differences will be obtained by specific engineering 
of infectious dones to demonstrate that these substautions are 
responsible for vindence. Virulence could be reverted by site• 
directed mutagenesis of RNA from non.virulent lo virulent 
dones. Our results províde valuable information for such 
experiments in the Future. 
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