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El virus del dengue pertenece a la familia Flaviviridae, la cual posee 

alrededor de 70 miembros. El virus del dengue esta compuesto por una 
nucleocápside formada por la proteína de la cápside y por el ARN viral. Rodeando 
a la nucleocápside existe una bicapa lipídica en la que se encuentran embebidas 
dos proteínas de membrana, hacia el interior e interaccionando con la 
nucleocápside se encuentra la proteína de membrana o M. Orientada al exterior del 
virus e interaccionando con el medio circundante se encuentra la proteína de 
envoltura o E. Esta última de 495 aminoácidos de longitud y con un peso 
molecular de aproximadamente 60 kDa. La proteínade envoltura lleva a cabo la 
mayor parte de las funciones biológicas en la interacción virus-huésped. 

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

Los estudios de filogenia nos mostraron que el aislado mexicano pertenece 
al subtipo V de los virus del dengue serotipo 2, además de que se encontraron 
direfencias en cuanto a el orden de las ramas y nodos dentro del serotipo, 
principalmente en el subtipo III, los resultados obtenidos sugieren que el subtipo 
III puede ser un grupo en transición evolutiva, ya que, presenta grandes 
similitudes en secuencia tanto con el subtipo IV y el subtipo V. El modelaje 
molecular se llevo a cabo a partir de la cristalografia de la fracción soluble de la 
proteína de la encefalitis transmitida por garrapata (TBE). Se tuvo como 
principales parámetros, a) la conservación de la estructura secundaria, y b) la 
conservación de los 6 puentes disulfuros en la proteína. Se encontro que los RMS 
entre las proteínas de envoltura del virus del dengue y el TBE estuvo dentro de los 
parámetros de proteínas homólogas. Obtuvimos una serie de 5 grupos de donde se 
encontraban la mayor parte de las 30 mutaciones entre los dos aislados 
(clásico/hemorrágico), en ellas se pudo observar por un lado que gran parte de las 
mutaciones fueron de caracter conservativo, las superficies de solvatación se 
conservaron en su mayoria tanto en carga como en volumen, solo el grupo 4 
presentó diferencias grandes en cuanto a volumen se refiere también presento un 
cambio de carga aunque esto no resulto tan evidente como el cambio de posición 
de la cadena principal como de volumen de las cadenas laterales. 



El presente trabajo se desarrolló en el laboratorio de la Dra. 
Blanca H. Ruiz Ordaz, en el Departamento de Biología 
Molecular del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la 
Universidad Nacional Autónoma de México. 
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Mg. 1 Complejos antigénicos de los flavivirus. 

1 Ir O CCCION 

El virus del dengue es miembro de la familia Flaviviridae, la cual comprende más de 60 

agentes etiológicos serologicamente relacionados, los cuales presentan estructura, morfogénesis, 

organización del genoma y estrategia de replicación similares (lNestaway, E. G. y col., 1985). Los 

flavivirus que son transmitidos por mosquito (principalmente por 	ay /.<) han sido 

clasificados en 6 subgrupos diferentes mediante análisis serológicos (utilizando anticuerpos 

neutralizantes). Estos son los siguientes (Fig. 1): Dengue, Encefalitis Transmitida por Garrapata 

('rBE), Tyleniy, Encefalitis Japonesa (JE), Uganda S, Ntaya, Rio Bravo y Modoc (Portfidd, I. S. 1980; 

De Madrid, A. T. y Portfield, I. S. 1974). 
Actualmente, se han identificado 4 diferentes serotipos del virus 

del dengue (Portfield, I. S. 1980), de los cuales en México circulaban los serotipos 1, 2 y 4 sin embargo, a 

partir del mes de marzo de 1995 se reportó la presencia de dengue 3 en nuestro país. 

Complejos Antigénicos de los IFlavivirus Definidos por Ensayos de 
Neutralización Cruzada con Antisueros Policlonales 
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Las partículas virales miden 60-70 11111 de diámetro y están compuestas de una bicapa 

lipídica externa, en la cual se encuentran embebidas la glicoproleína de envoltura (E) y la proteína 

de membrana (M) (Monath, T. P. 1990). La nucleocápside es infecciosa y está formada por un ARN 

de polaridad positiva y por la proteína de la cápside (C). El genoma de los flavivirus consta de 

aproximadamente 11 000 nucleótidos de longitud, tiene un Cap tipo 1 en el extremo 5', y carece de 

poliA en el extremo 3' (Rice, C. M, y col., 1986). El orden de las proteínas codificadas en el ARN es el 

siguiente 5'-C-prM(M)-E-NS1-NS2a-NS2b-NS3-NS4a-NS4h-NS5-3'. El ARNm codifica para una 

sola poliproteína la cual es procesada postraduccionalmente para formar los diferentes 

polipéptidos virales, en la que participan tanto proteasas celulares como virales (Rice, C. M. y col., 

1985; Castle, E. y col,, 1986; Coia, G. y col., 1988; Deubel, V. y col., 1988). Actualmente además de que se han 

secuenciado los genomas completos de algunos aislados del virus del dengue serotipo 2 (Halin, Y.S, 

y col., 1988; Deubel, V. y col., 1988; Gruenberg, A. y col., 1988), de dengue-4 (Zhao, B. y col., 1986), y dengue-3 

(Osatomi, K. y S14111i1105111, H. 1990), también se han donado y secuenciado un gran número de 

fragmentos de diferentes serotipos y topotipos. La comparación de estas secuencias ha mostrado 

en general una conservación de las mismas, tanto en los 4 serotipos del dengue como en los otros 

miembros del mismo género. Algunos dominios de las proteínas estructurales de dengue, fiebre 

amarilla y west nile muestran más del 50 % de amino ácidos idénticos. Además de estas 

similitudes en secuencia, se encuentran perfectamente conservados los residuos de cisteínas en las 

proteínas NS1, pr(M) y E, así como dos sitios de glicosilación en la proteína NS1 de todos los 

flavivirus (Deuhel, V. y col., 1988). 

La proteína E en los flavivirus es biologicamente muy importante, ya que presenta los 

epitopes de unión al receptor, fusión a membrana (después de cambios conformacionales 

inducidos por pH ácido), es el principal antígeno de superficie viral, además de ser la proteína que 

principalmente interacciona con el medio (huésped) durante el reconocimiento viral (Heinz, F. X. 

1990). 

En la proteína E del virus de la encefalitis transmitida por garrapata ("ME) se encontraron 

mediante anticuerpos monoclonales 3 dominios antigénicos no sobrelapables, los cuales se 

denominaron A, B y C (Guirakhoo, F. y col., 1989). El dominio A está dividido en dos subdominios Al 

y A2. Este último presenta una clara sensibilidad a SDS y a pH's ácidos, lo cual concuerda con su 

naturaleza discontinua (Heinz, F. X. 1990). En el dominio Al se encuentra la región más conservada 

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

1. 
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(DIZGSVGNG[H]CGLFGK), en el complejo 113E existe la substitución de una glicina por histiClina. 

Existen algunas evidencias de que esta secuencia puede estar involucrada en la fusión a 

membrana por a) cambios conformacionales inducidos por pi-1 ácido, que afectan a los epitopes 

alrededor de la secuencia conservada, lo que indica un reareglo de la cadena polipeptídica en esta 

área, lo cual podría ser importante en la exposición del sitio de fusión (Hónz, F. X. 1990), y b) la 

presencia de la secuencia GLFG después del puente disulfuro con el amino terminal de la 

hemaglutinina 2 del virus de la influenza, asociada con la fusión a membrana (tAihartou, S. A. y col, 

1988). Así mismo, se ha reportado que la secuencia inversa FLG se encuentra presente en el amino 

terminal de la proteína de fusión Fl de los paramixovirus, esta misma secuencia se encuentra 

repetida tanto en el sitio activo de fusión de la gp41 de los virus de la inmunodeficiencia humana 1 

y 2, como en el virus de la inmunodeficiencia de monos (Gallager, W. R. 1987). La región 98-111 de la 

proteína de envoltura del virus del dengue también presenta una secuencia homóloga (con una 

similitud de 60 %) con la región 759-779 del plasminógeno (cerca del sitio activo), involucrado en 

la inducción de anticuerpos de reacción cruzada los cuales podrían jugar un papel importante en 

la patogénesis del dengue hemorrágico (Markoff, L. 1991). 

En la enfermedad del dengue se presentan los siguientes síntomas: fiebre, artralgias, 

mialgias, rash, náusea y/o vómito. El espectro clínico puede ir desde un cuadro febril conocido 

como Dengue Clásico en una infección primaria (en donde lo datos de laboratorio prácticamente 

son normales), hasta las manifestaciones graves como fiebre hemorrágica por dengue (FHD) o 

síndrome de choque por dengue .(SCD). En una infección secundaria generalmente se presenta 

plaquetopenia por plaquetolísis, y disminución de proteínas plasmáticas circulantes tales como C3 

y fibrinógeno. Estudios realizados en pacientes con FFID muestran una disminución del 

plasminógeno e incremento en los productos de degradación del fibrinógeno (PDF) los cuales se 

elevan conforme se agrava la enfermedad. 

Actualmente se desconocen los mecanismos involucrados en la presentación del dengue 

hemorrágico, sin embargo, se han propuesto 2 hipótesis: la primera postulada por Halstead 

(Halslead, S. B. 1988), el cual propone que la presencia de anticuerpos heterotípicos no neutralizantes 

es un factor de predisposición de HID, ya que estos facilitan la infección del fagocito 

mononuclear ocasionando una activación del macrófago, el cual a su vez activa diferentes sistemas 

como la coagulación, la fibrinolisis y el complemento presentándose una coag-ulopatIa de 

consumo. 



Aunque la hipótesis anterior es la más aceptada con base en datos epidemiológicos, no 

explica los casos de dengue hemorrágico en el curso de una primoinfección. Para estos casos León 

Rasen (Rosen, L. 1977), propuso que la variación genética de las cepas mientras circulan en la 

naturaleza, es un factor importante en la expresión de la virulencia. Actualmente no existen 

reportes que demuestren que el virus per se tenga participación directa en el establecimiento del 

proceso hemorrágico, por lo que en nuestro grupo (Mouroy, V., Ruiz, B. 1996) se evaluó esta 

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

El Virus del Dengue y la Fibrinolisis 

El proceso fibrinolítico comprende la degradación de la fibrina por una proteasa serínica 

plasmática denominada plasmina la cual es generada en el plasma como un precursor, esta 

enzima corta específicamente el segmento del estrecruzamiento de 3 cadenas de la fibrina y separa 

las protuberancias de las cadenas unidas covalentemente. La estructura reticular abierta del 

coágulo sanguíneo permite un acceso relativamente libre de la plasmina a las moléculas de fibrina 

polimerizadas, facilitando así la lisis del coágulo (Francis, C. W & Morder, V. 1, 1986). La plasmina se 

forma mediante el corte proteolítico de un zimógeno de 86 kD, denominado plasminógeno. 

Existen varias proteasas serínicas que activan el plasminógeno, siendo la más notable la enzima de 

54 kD urocinasa (u-PA), la cual es sintetizada por el riñón y aparece, como su nombre implica, en 

la orina, así como una enzima homóloga llamada activador tisular del plasminógeno (t-PA), que 

pesa 70 kD, y aparece en los tejidos vasculares (Los activadores del plasminógeno están recibiendo 

una considerable atención médica, con el propósito de lograr disolver rápidamente los coágulos 

sanguíneos). Otra molécula capaz de activar al plasminógeno es la estreptocinasa, una proteína de 

45 kD producida por algunos estreptococos. A pesar de su nombre, la estreptocinasa no muestra 

actividad enzimática como la urocinasa (Veet, p. & Ved, J. G. 1992), actúa formando un fuerte 

complejo 1:1 con el plasminógeno, que activa la cascada de la fibrinolisis de la siguiente manera: 

a) Se une de forma específica al extremo carboxilo del plasminógeno, al que le confiere un 

cambio conformacional. 

b) Dicho cambio expone regiones sensibles a lisis por otro plasminógeno (no plasmina), 

activando de esta manera al plasminógeno y en consecuencia a la fibrinolisis, sin necesidad de un 

activador como es el caso de la urocinasa (u-PA) o el activador tisular del plasminógeno (t-PA), al 

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



fibrina exacerbada (un electo similar podría ser ocacionado por el virus del dengue), produciendo 

de esta forma problemas hemorrágicos. 

En un estudio reciente llevado a cabo por el grupo de Markoff (Maikotl; L., y ce!., 1991) se 

mostró que en el proceso hemorrágico posterior a una infección por el virus del dengue existen 

anticuerpos dirigidos contra la proteína de envoltura viral que presentan reacción cruzada con el 

plasminógeno. Dichos estudios mostraron que el sitio de reacción cruzada es una región de 20 

aminoácidos similares entre la molécula de plasminógeno (759-779) (el cual corresponde al sitio de 

unión de la SK en el plasminógeno residuos 562-791) y la región mas conservada en todos los 

flavivirus (98-111) la cual corresponde un dominio tipo-kringle de la proteína de envoltura viral. 

En forma natural existen en el plasma proteínas que neutralizan la actividad producida 

por la plasmina denominadas antiplasminas, entre las que se encuentran: los inhibidores de la 

activación del plasminógeno (PAI-1 y PAI-2) y la a-2-antiplasmina (a-2AP); los primeros actúan 

inhibiendo la activación del zimógeno de la plasmina, mediante la unión de PAI-1 y PAI-2, al 

dominio kringle de las moléculas activadoras del plasminógeno (se ha reportado que monocitos 

infectados con el virus del dengue, producen PAI-1 y PAI-2 tanto in vitro como in vivo). La 

segunda (a-2AP) (pertenece a la familia de las serpinas y es el inhibidor primario de la 

plasmina), inhibe específicamente a la molécula activa del plasminógeno (plasmina), mediante 

un mecanismo que comprende 2 uniones: la primera interacción es de tipo iónico, en la cual se 

une la molécula de a-2AP al kringle 1 de la plasmina (reacción reversible) y en la segunda, se 

lleva a cabo la unión covalente de la a-2AP a la serina 740 (residuo catalítico) en la cadena beta 

de la plasmina (dominio catalítico), esta última es una reacción irreversible. Los dos tipos de 

inhibidores (PAI-1,2 y a-2AP) son los encargados de regular el mecanismo fibrinolítico. 

Por otro lado, se ha reportado que anticuerpos monoclonales anti-dengue y anti-

urocinasa, son capaces de bloquear la unión de la a-2AP a la plasmina. Los anticuerpos anti-

dengue, como se mencionó anteriormente fueron reportados por Markoff (Markoff, L., y col., 1991) 

y cruzan con el zimógeno específicamente en los aa 759-779 (amigue, E y col., 1994), esta región se 

encuentra en la parte catalítica de la plasmina y/o plasminógeno, 19 aa cerca de la serina 740. 

Nosotros previamente demostramos que el virus del dengue modifica la actividad de la a-2AP 

(Monroy, V., Ruiz, B.H. 1996), mediante la competencia del inhibidor con la partícula viral; sin 

embargo, no sabemos si esta se pueda llevar a cabo en la misma región o en sitios muy cercanos 

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



actividad (al bloquear la inhibición, se exacerba la fibrinolisis). Así mismo, desconocemos si el 

virus pudiese bloquear la unión de la a-2AP en presencia de fibrinógeno, ya que se ha 

reportado que la fibrina protege a la plasmina de la inhibición. Aunque logramos demostrar que 

existen diferencias en los mecanismos de regulación de la fibrinolisis que dependen del aislado 

viral (hemorrágico zis clásico) con un modelo ín vitro (Monroy, V. y Ruiz, B. 1996), desconocernos las 

bases estructurales de este fenómeno. 

Con base en lo anterior, nos propusimos analizar la estructura tridimensional de la 

glicoproteína de envoltura del virus del dengue de 2 diferentes aislados, uno procedente de un 

caso hemorrágico y otro aislado de un caso de dengue clásico. 

PLANTEAMIENTO 
A la fecha la fisiopatogenia del dengue hemorrágico aún se desconoce, y las hipótesis 

que intentan explicar el establecimiento de los casos desafortunados del padecimiento (Fiebre 

hemorrágica/Síndrome de choque por dengue) están basadas en datos epidemiológicos y 

favorecen la idea de la participación de los anticuerpos heterotípicos no neutralizantes en el 

curso de una infección secundaria, (status inmunológico del huésped). Sin embargo, se han 

reportado casos de dengue hemorrágico en el curso de una infección primaria (Rosen, L. 1977) (en 

la cual no existen anticuerpos previos). Nosotros proponernos que el virus del dengue puede 

tener participación directa en la instalación del fenómeno hemorrágico, mediante la activación 

del plasminógeno como una condición previa al desarrollo del proceso fibrinolítico. Con base en 

este planteamiento llevamos a cabo la evaluación de la actividad biológica de diferentes aislados 

vírales, procedentes de casos hemorrágicos y clásicos en un modelo in vitro de fibrinolisis 

(Monroy, V. y Ruiz, B. 1996). Así mismo se analizó la activación del plasminógeno en presencia de 

a 2 antiplasmina (cuya función es regular el proceso de fibrinolisis mediante la inhibición de la 

plasmina). 

Observamos que ambos aislados virales fueron capaces de activar al zimógeno 

independientemente de la presencia de fibrina y/o fibrinogeno. La plasmina generada fue 

capaz de degradar específicamente a la molécula de fibrina/fibrinogeno. Así mismo, 

demostramos que existen diferencias en los mecanismos de regulación de la fibrinolisis que 

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



favoreciendo la exacerbación de la activación del plasminógeno (Mouroy, V., Ruiz, 13.1-1. 1996). Sin 

embargo, desconocernos las bases estructurales de este fenómeno. 

Con base en lo anterior, nos propusimos analizar estructuralmente (mediante modelaje 

molecular, a partir de un cristal de una proteína homóloga) tanto la glicoproteína de envoltura 

(E) del virus del dengue procedente de un caso fatal de dengue hemorrágico como la proteína E 

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



commrrivos 

GENERAL 

O Establecer las Diferencias a Nivel de Estructura 

Tridimensional entre la proteína de envoltura de un Aislado 

de Dengue Clásico y un aislado de Dengue Hemorrágico. 

PARTICULARES 

• Proponer un modelo tridimensional de la fracción soluble 

de la proteína de envoltura del virus del dengue 2 aislado 

Mexicano (clásico), mediante modelaje molecular. 

• Proponer un modelo tridimensional de la fracción soluble 

de la proteína de envoltura del virus del dengue 2 aislado 

Malasia M1 (aislado hemorrágico), mediante modelaje 

molecular. 
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• BASES DE DATOS 

En los análisis tanto de estructura primaria como terciaria se Utilizaron las siguientes bases 

de datos: EMBL (Kaim, P y Camerún, G., 1990) (versión 43.0) la cual está especializada en las 

secuencias nucleotidicas de diferentes sistemas; está dividida en mamíferos, organismos 

relacionados con mamíferos, Pagos, procariontes, y secuencias sintéticas. Utilizamos las divisiones 

de mamíferos y organismos relacionados con mamíferos, ya que en éstas se encontraban las 

secuencias de los flavivirus. Por otro lado, se emplearon las secuencias del SwissProt (Bairoch, A. y 

Apweiler, R. 1996) (versión 31.0) que no estaban reportadas en el EMBL, las coordenadas del Protein 

Data Bank (Bernstein, F. C. y col., 1977) (PDB [Versión Abril 1995]), del P1R (George, D. G. y col., 1996) 

versión 45.0 especialmente enfocada a secuencias proteínicas. Además se utilizaron bases de datos 

cuya principal característica es la actualización continua como el SPUPDATE que presenta una 

renovación semanal del SwissProt, el GPUPDATE que actualiza su contenido diariamente con las 

secuencias depositadas en el GenBank (Burks, C. y col., 1990), y que traduce a aminoácidos los 

marcos abiertos de lectura para facilitar el acceso a los programas de escrutinio, de la misma 

manera que lo hace el EMBLU. Finalmente, en la actualización de las secuencias de nucleótidos y 

aminoácidos utilizamos el Network Entrez vía Internet, que posee además de las bases de datos 

antes mencionadas la facilidad de obtención de mayor información de las secuencias. Las bases de 

datos mecionadas inicialmente (EMBL y SwissProt) fueron utilizadas mediante el programa 

Network BLAST (Aitschul, W. 1990). 

• ALGORITMOS 

Los programas de cómputo que se corrieron en una PC IBM compatible fueron; el 

PC/GENE (Moore, J. y col., 1988) y'Predict7 (Carnwnes, R. S. 1989). Del paquete PC/GENE usamos 

los siguientes algoritmos; FSTNSCAN, FSTPSCAN 	D. J. y Pearson, W R. 1985), SEQUIN, 

TRANSL, PROSITE (Bairodi, A. 1993), PALIGN (Myers, E. W. y Miller, W 1988), CLUSTAL 

(Higgins, D. G. y Slunr, P. M. 1989) y PICASSO. Del paquete de Predict7 se emplearon todas las 

variantes para predicción de perfiles fisicoquimicos. 



En ambiente Unix (SGI) empleamos los programas; Insightll y sus módulos especializados;  

Homology, Discover y Analysis (modelaje molecular y dinámica molecular), Rasmol 2.6b 

(visualización de moléculas), VMD (visualización de moléculas, además de la realización de 

cálculos de superficies de solvatación), Treealig,u (construcción de árboles filogeneticos 

alineamientos múltiples), Phylip 3.5 (construcción de árboles filogenéticos de parsimonia 

ponderada), Clustalw (alineamientos múltiples) (lliggins, 1). G. y Sharp, 	M. 1989), Net-work 

Entrez (NC131 News, 1994), Network BLAST (programa de escrutinio de bases de datos a través de 

red) (Stephen F. A. y col., 1990) PROCI-IECK (programa que verifica la calidad estereoquímica de la 

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

• SECUENCIAS (Ver tabla 1) 

En la Tabla 1 se resume tanto el nombre de los diferentes aislados del virus del dengue 

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

Referencias 

Cruzadas 
GI: 476941 
GI: 464427 
SP: P33478 
PIR: A42551 
GB: M87512 
GI: 221253 
GI: 130422 
PIR: 832401 
SP: P27912 

DDBJ: D00502 
PIR: A32401 

DDBJ: D00501 
GI: 221241 
GI: 221251 
GI: 130420 

DDBJ: D00503 
PIR: C32401 
SP: P27910 
GI: 130424 

GB: M23027 
SP: P17763 

PIR: GNVVVWP 
GI: 130421 
SP: P27909 

DDBJ: D00504 
EB: TOGDEN2N 

DENC49 
DENP83 

POLG_DEN18 



DENENVD 

DENENVGLPA 

DENENVGLPC-11W 

DENENVGLPE 

DENENVOLpifirr 

GI: 323448 
PIR: JS0219 
GI: 323448 

PIR: H43496 
GI: 323569 

PIR: G43496 
323489 

EB: DENE1 \TVG 
GI: 323501 
Gt: 323515 

D2 (I) DEN2CGA 

O EN EN VII 

D EN ENVG D2 (1) 

02 (II) 	 DEN ENVG LPM 

D2 (111a) 	TO11.11.1.919.1 
. 

D2 (111a)1
111r1•1'1.'  

02 (lila) 

02 (111a)  

POLG_DEN2U 

POLG_DEN27 

DENENVI3  

GP: DEN2PUO 
SP: POI.G_DEN26 

PIR: GNWV16 
GP: DENCMEMSB  

PIR: GNWV26 
GP: DENCMEMSA 

PIR: D43496 

DENENVE 

DENENVC 

POLG_DEN21 

POLG_DEN23 

POLG_DEN22 

DENENVA 

PIR: 843496 

PIR: 043496 

PIR: S06747 
GP: TOGDENM1 

PIR: S06740 
GP: TOGDENM3 

PIR: 506741 
GP: TOGDENM2 

EB: X15433 
SP: P14338 
PIR: E43496 
G1: 323475 

DENENVGLPI3 

DENJAMA 

EB: DENENVGLI 
G1: 323493 

SP: POLG_DEN2J 
PIR: GNWVJA 

GP: DENJAMCG 
G1: 323651 

GP: DENEP2 
DDBJ: 010514 

PIR: JQ1404 
G1: 266816 
SP: P29984 
G1: 323491 

EB: DENENVGLP 
EB: DENENVGL2 

GI: 323495 
EB: DENENVG14 

G1: 323499  
EB: DENENVGL7 

G1: 323505 
GB:110047 
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POLG_DEN2H 

D2 (1V) 



DENENVGLPD D2 

DENENVGLPN 

or..i.eo.44. 
... ... .. . 

'.2.. ':114:••::.1 	1)2 (IV) 	•leyliiit1161 .107 . . 	1)6'NENVGI,1,1 : .1,40/5":./. 4...›.' PV,, 1993 . . EB: DENENVGL8 
S. 1Y- `k b445. . 	 " • 	• . . 	GI: 323507 

GB: H0048 

	

01191..::  1)2 (IV) 	71.r71..;11.  141177 DEN ENVG LPli 	ii;4/.5-. .t. .i.,7C4;1., 199;1  ' EB: DENENVGIO 
• . 	... .:-.• ',...' 	:: , 	GI: 323511 

,... oe',.. 	D2 (IV) 	:•:,00hiílila .1,9i14,'"•::. DEN ENVG1,111, . le.il'I'S' l' '4**!.V. 	'' .!9,1J '.'..., EB: DENENVG I 1 
GI: 323513 

D2 (IV) 	 DENENVGLPJ• 	 GI: 323509 • 

. 	. 	 . . „ 
• • 	 • , 	s' • . 	 ; . 	. 

3011 1)2 (IV) :111$1.441.1';'.1.111011 

39  D2 (1V)•..•:J".'::::$1:41411"I':119911.1.:. 
1.1114110.47I4 

1)2 (1V) IIIII1001111111 

D2  (V) 	'.1',1:17..00gilQ19.14...",, 

":::::::".:'';:•:.,:,."-",•::,;.-.1,,:',',..:."..'•::::::::".:,...".•:.',:"...•:".......•••:":::::::::',":".',:,',:.::,,',:,',".;":::::::::.': 

i:..1.'.....
4,...' <:•ill 91.,

''''.
111:1. 

!
,, 	........ 

I:'•••.,.•.1'...1.'1'.....! .", .1',.....,..?',...1.111...."-!?
‘,  

,..',,,,••1.•:,  

	

,„:„ 	: :..........., ...,.,...,:',',..,..i....::::y:.„,..,-.:".1•:.:...":1,,I.I'l:.'1.,111.:',j1":"..."'.,;', ., 

1-..'.1'.:•':',.:iki'l;'.i..;•'.;.::.....;..1'.)::1.tillIll.,:..1 ,1.:;:l 

	

....' '::.... : 	. : ....., .. 	, 	, 	.. 

	

. 	'; 	',; 	'' r.. 	' , • 

'":':.,:'.:..•",•: •,...E:1"">:,.i-•...-.:,..:. ."•:',..."•:'..'.:.I:.'''''.:...I..1".:::.::.'.:..:.:•.:::::::..:',:.":',.....i'.:......:j , 	. 	.. 	............ 

	

. 	.. . 	. 	„ .. . . 	. 	. 

	

. 	. 	.. 	„ 	.. 	....... 	..... . „ 	. 	. 	. 	........... 

1•>:•••••••'.•:'..,..,:::'"..'..•••••...:''...::.','''
..
120.1.,1..:..":1'..19::'''''.-,i'I''.1i'll"...,:',

.„
..1".• :.,,.;',",';.>.

,
:',.:.':::'..',:'.','-: ....,::::,'":";',...,,..:',.',„:":

::::,":;,:.».',..'•
,.

....1,;,;:;,:',..• 

	

l',.."."•,1':':•:.:.',::",",':':•-:",.::::--....1':::::'':.•••:•.:-::::,,•:.:.-:•.., 	
.... 	

•"*., 

	

- 	.. • -. :::.::::::,...'":
,•• • 

GB: 110049 
EB: DENENVG15 

GI: 323519 
EB: DENENVG14 

GI: 323521 
GB: M24449 
PIR: F43496 
GI: 323486 
GB: X54319 

SP: POLG DEN2T 

GI: 59303 
GB: L10043 

EB: DENENVGL3 
GI: 323496  

EB: TOGDENRC 
GI: 323502 
GB: 110046 
GB: 110053 
G1: 323516 
SP: P12823 

GB: M19197 
PIR: GNWVDP 

GI: 323655 
PIR: GNWVD2 

EB: DEN2ENVG 
SP: P30026 
GI: 266815 

DENENVGLPO 

DENENVGLPP 

DENENVF 

FLD2ENVG 

DENENVGLPG 

GI: 323652 
GB:104561 
GB: 111433 
G1: 323544 
GB: 111432 
GI: 323542 
GB: 111422 
G1: 323522 

DENPPSP 

DENENVGLYL 

DENENVGLYK 

DENENVGLYA ' 

D3 

D3 

D3 

DENENVGLYC 

DENENVGLYE 

DENENVGLYD 
,M11.11' 

DENENVGLYF J4#dv 

DENENVGLYG 11::1:4#  

GB:111424 
G1: 323526 
GB:111426 
GI: 323530 
GB: 111425 
G1' 323528 
GB: 111427 
GI: 323532 
GB: 111428 
G1: 323534 
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1 Motu 1 	DVU18427 

DVU18428 

0104 	DVU18429 

D4 

D4 

D4 

D3 

D3 

D3 

D3 

D3 

MOlasia 1974 
.4300 

15:1T11;,Iivo.179s 
1559 

St  

DENENVGLYT1 
	

R..1, y ,,•›/.,/994 

D EN EN VG LY1 

D EN ENVG LYJ 
	 0/;;/904. ::. 

D EN ENVG LYM coCiº94 

DENENVGLYN 

DENENVGLYO 

DEN ENVGLYP 

DEN ENVG LYQ 

DENENVGLYV 

DENENVGLYB 

DENENVGLYR 

DENENVGLYS 

DENENVGLYT 

DENENVGLYU 

DENENVGLYW 

POLG_DEN3 

DENSP5AA 

DENENVAA 

POLGDEN4  

GB: 111429 
GI: 323536 
GB:111430 
GI: 323538 
GB: Ll 1431 
GI: 323540 
GB: 01434 
GI: 323546 
GB:111435 
GI: 323548 
GB: 111436 
GI: 323550 
G13:111437 
GI: 323552 
GB: 111438 
GI: 323554 
GB:1.11619 
GI: 323564 
GB: L11423 
GI: 323524 
GB: 01439 
GI: 323556 
GB:111440 
GI: 323558 
GB: 01441 
01: 323560 
GB: 01442 
GI: 323562 
GB:111620 
GI: 323566  
SP: P27915 

GB: M93130 
PIR: GNWVD3 

GI: 323468 
EB: DENCME 
GB: M25277 
G1: 323656  
GI: 323476 

GB: M86733 
SP: P09866 

GB: M14931 
PIR: GNWVDF 

GI: 323658 
EB: DENSTRA 

y cotsigr 

GI: 432576 
PIR: A47666 
GI: 604441 
GB: U18425 
GI: 604445 
GB: U18427 
GI: 604446 
GB: U18428 
GB: U18429 
GI: 604448 
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D4 	México 1984 
14, 2 

D4 	riliiinas 

Pilipiilau 1964 
16589-64 

D4 

D4 

JE 

JE 	 POLG_JAEV5 

D4 • 11  .  

D4 
5 44750 

S 44754 

	

ah1í ¡1085 	DVU18439 

tttf~nsl~s 197DVU18441 

	

'..t1.11014:100 ' 	DVU18442 • 

DVU 18138 8138 	Slitdelt 	 GJI: U18438 
GI:  604466 
GB: U18439 
GI: 604468 
GB: U18441 
GI: 604472 
GB: U18442 
GI: 604474 

JEU04521 	 GB: U04521 
GI: 440195 

JE 

JE 

JE 

DVU 18131 

DVU18133 711;177/V 

DVU18431 SJ'Pti 1014 

DVU 18435 .1,041(1,11.1., $:13;017199' 

DVU 18436 1410M.4 11, ir3 

DVU18437  

GB: U18431 
GI: 604452 

GI: 604456 
GB: U18434 
GI: 604458 
GB: 1118435 
GI: 604460 
GB: U18436 
Gl• 604462 
GB: U18437 
GI: 604464 

D4 

D4 

D4 

D4 

JE 

JE 

JE 

JEU03689 .  

JE 

JEU03691 

JEU03692 

GB: U03690 
GI: 517397 
GB: U03691 
GI: 517399 
GB: U03692 
GI: 517401 

JE 

JE 

JE GB: U03696 
GI: 517409 
GI: 694117 
GB: U21067  
GB: U21054 
GI: 694111 
GB: D90195 
GI: 221958  

GB: M55506 
GI: 331331 

SP: POLG JAEV1 
PIR: GNWVJS 
GB: U02367 
GI: 476083 

JE 

JE 

JE 

JE 

JEVSAA 

JEVCMNAA 

GB: U04522 
GI: 440197 
GB: U15763 
GI: 687314  
GB: U03693 
GI: 517403 
GB: U03695 
GI: 517407 
GB: U03689 
GI: 517395 

GB: 130491 
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JE 

..11011 JE 

i1011V :1 	JE 
10* JE 

JE 
(t. 

E9 I tYlk 1991  

JE 

Ja0ArS911 

JE 

JAOARS982  

JEVEG2 

A44055 
J EV5 E N D 

JEVCPRMEN 

1ULGJAEV,T 

PO LGJAE VN 

POLG_STEVM 

MVEPCG 

GB: Z34095 
G1:496908 
GB: 419433 
GB: M15337 
C31;.  331327 
G1: 44915 ---

GB: M73710 
G1:331334 
SP: P08769 

PIR: GNWVJE 
GB: M18370 
GB: M16574 
G1: 130493 
GB: U14163 
GI: 537634 

GB: Z340094 
GI: 496906 
GI: 913060 

GB: M10103 
PIR: GNWVWV 

SP: P06935  
GB: 130516 
SP: P09732 

GB: M24220 
GI: 332283  
SP: P05769 
GI: 130496 

PIR: GNWVMV 
EB: X03467 
GB: 130494 

PIR: GNWVKV 
DDBJ: D00246 

S75726 
POLG_WNV 

SP: P03314 
PIR: GNWVY 
ES: X03700 
GI: 130529 
SP: PI9901 

PIR: GNWVYP 
EB: X15062 
GI: 130530 
SP: P29165 

PIR: GNWVY8 
DDBJ: D00739 

GB: U17067 
GI: 829369  
GB: U21055 
GI: 694113 
GB: U21056 
GI: 694115 

YFU17067 

YFU21055 

YFU21056 

YFU1766 YF 

POWASSAN 

GB: U17066 
GI: 829366 
SP: Q04538 
GI: 730353 
GB: 483500 

PO LG_POWVL 

filtugopa KYASANUR 	 KFDCMEDNA 
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,111,94/,C.11>.,„;; LANGAT 	 POLG_LANVY 

OMSKFVEG 
TBEVI. 

POLG TBEVS 

z 

TBEENV1 
S72426 -7.  

TBCVEN2 

EB: PWARTP 
GI: 443936 
SP: P29838 
PIR: B41704 
GB: M73835 
GI: 266825 

áTyqpiíÑ:̂ jI,11.94 	GI: 336195 
i 	SP: P29837 

GB: M73835 
PIR: A41704 
Gl• 464428 
GB: 396143 

1/8 	
GB: 62026 

7FiiiritZárdr¿QTY0107'- G8: 130520 
Eta: X07755 

PIR: GNWVTB 
	GI: 840913 
G1:632897 
GI: 840910 

LANGAT 
LANGAT 

YFVENVL 
POLG_LANVT 

POLG_TBEVW SP: P14336 
GB: M21498 

PIR: GNWVNE 
GI: 453597 
GI: 295278 
GB: X77470 
GI: 899423 
SP: P35764 

PIR: JQ1882 
DDBJ: D12937 

01:487409 
GB: M59376 
PIR: A38523 
SP: P22338 

GB: M94956 
PIR: A43383 
SP: 	Q02478 
P IR: JQ1883 

DDBJ: DI 2935 
SP: P35765 

PIR: JQ1884 
DDBJ: D12936 

	

SP:P35766 	 
GB: M94957 
PIR: 843383 
SP: Q02012 

Tabla 1. Las abreviaturas utilizadas en la presente fueron las siguientes: 01, D2, D3 y D4, son los 
diferentes serotipos del virus del dengue. Entre paréntesis se muestran los subtipos a los cuales pertenece 
cada aislado (Lewis, J. A., y col., 1993). PIR (PIR), SP (SwissProt), EM (EMBL) y GB (GenBank). Langat; Virus 
Langat, Powassan; Virus Powassan, Kunjin; Virus Kunjin, Louping; Virus de la Enfermedad de Louping, 
Kyasanur; Virus de la enfermedad del bosque Kyasanur, OMSK; Virus de la Fiebre Hemorrágica de OMSK, 
SLE; Encefalitis de San Luis, JE; Encefalitis Japonesa, TBE; Encefalitis Transmitida por Garrapata, WN; 
Virus del Oeste del Nilo, MVE; Virus del la Encefalitis del Valle de Murray, YF; Virus de la Fiebre Amarilla. 
Posteriormente, estas secuencias fueron extraldas y editadas de los archivos del Entrez. 

POLG_LIVK 

POLGLIVNO 



• ANÁLISIS ESTRUCTURAL 

A partir de las bases de datos de estructura primaria (SwissProt, EA11 1., Network Entrez y 

GenBank [y las actualizaciones diarias]) obtuvimos las secuencias de los diferentes f lavivirus, las 

cuales se tradujeron a aminoácidos y se editaron las regiones de interés (glicoproteina de 

envoltura). Posteriormente, se analizaron las secuencias de las proteínas en el siguiente orden 

(diagrama 1 [pag 19)): a) Se buscaron firmas estructurales y/o funcionales (con PROSITE), las 

cuales fueron posteriormente analizadas buscando su posible presencia en la proteína 

fisiologicamente activa. b) Se buscó que las secuencias editadas no fueran idénticas a ninguna otra 

(con PALIGN). y c) Se llevó a cabo la reconstrucción de historias filogenéticas a partir de las 

secuencias de aminoácidos (con CLUSTALW, TREEALIGN y PROTPARS [de PHYLI11) para 

observar la posible ruta de evolución tanto de las diferentes proteínas, como de las regiones 

conservadas y variables de la proteína E. 

Los análisis de evolución llevados a cabo a partir de la estructura primaria se hicieron 

inicialmente a máxima parsimonia con el programa CLUSTALW (Higgins, D. G. y Shn►p, P. M. 1989), 

utilizando las variables recomendadas por el autor, para este tipo de secuencias, así mismo, 

utilizamos el programa PROTPARS del paquete Phylip versión 3.5, con el cual se llevaron a cabo 

los análisis con parsimonia ponderada, obteniendo múltiples dendogramas (en este caso 50) los 

cuales posteriormente fueron sintetizados en un dendograma consenso mediante el programa 

CONSENSE. Los análisis de los procesos evolutivos no se pudieron realizar al 100 % con el 

programa TREEALIGN debido a que presenta limitaciones tanto en la construcción de los mismos 

como en los alineamientos múltiples cuando se le alimenta con gran cantidad de datos. 
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• Estructura Primaria . 	-
l 	

' Estructura Terciaria 
Programa y Resultado Obtenido : 	: 	Prógrama y Resultado Obtenido 

e 	FSTNSCAN y FSTNSCAN; Rastreo de las 
bases de datos del EMBE y SwissProt, para 
búsqueda de secuencias. 

e 	Network BLAST; Rastreo de bases vía red 
ethernet 

• Network 	ENTREZ: 	Obtención 	de 	las 
secuencias resultantes del escrutinio realizado 
con el Network BLAST. 

• SEQUIN; Edición de secuencias de interés. 

• PALIGN; 	Alineamiento 	sencillo 	de 
secuencias aminoacídicas. 

• TRANSL; 	Traducción 	de 	secuencias 
nucleotídicas a aminoácidos. 

• PROSITE; Búsqueda de firmas funcionales 
en las secuencias de interés. 

• PHYLIP; 	Construcción 	de 	historias 
evolutivas (Dendogramas) de . las secuencias 
vírales. 

• CLUSTAL; 	Alineamiento 	múltiple 	de 
secuencias de interés. 

• CLUSTALW; 	Alineamiento 	múltiple 	de 
secuencias a máxima parsimonia 

• HP 	130.199.1,1,11: Entrada a las bases de 
datos 	del 	PD13 	vía 	logia 	anonymous 	y 
obtención de las coordenadas de interés. 

Insight11: 

e 	VI EWE R: 	Visualización 	de 	moléculas 
obtenidas del PDB. 

• HOMOLOGV; 	Extracción, 	obtención 	y 
alineamiento 	de 	los 	dominios 	homólogos, 
además de la asignación de coordenadas y 
realización 	de mutaciones puntuales, en 	las 
proteínas. 	Primeros 	análisis 	puntuales 	de 
minimización de energía. 

• DISCOVER; Experimentos de minimización 
de energía, dinámica molecular y cálculos de 
área de solvatación. 

• RASMOL; Visualización de macromoléculas 

• VMD; Visualización de Macromoléculas y 
cálculos de superficie de solvatación. 

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

• CONFORMACION 

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

aislado clásico y uno hemorrágico) nos basamos en la estructura cristalográfica la proteína de 

envoltura del virus TBE. 

Tabla 2. Coordenadas utilizadas para la construcción de la proteína de envoltura. 



• MODELAR MOLECULAR 

Los sistemas macromoleculares con la complejidad de las proteínas no pueden ser 

completamente entendidos únicamente en términos de sus propiedades estructurales estáticas. 

sino que también es necesario analizar sus propiedades dinámicas y termodinámicas. Por lo que 

en éste análisis se llevó a cabo la determinación de dichas propiedades mediante los métodos de 

simulación de dinámica molecular, basados en procedimientos desarrollados originalmente para 

estudios de mecánica estadística de líquidos simples (9illinger, E. H. y Ralinum„4. 1974). Los análisis 

de estos datos se desarrollaron en el programa INSIGHT II V. 2.3.5 (Biosym, Tedmologies, Inc), y la 

visualización se realizo en el RASMOL 2.5. 

El desarrollo de funciones de potencial energético en conjunción con mecánica molecular y 

dinámica molecular, han hecho posible el estudio de grandes moléculas, aunque su tamaño y 

complejidad están en el límite de la capacidad de cómputo actual, 

Las funciones de potencial energético juegan un papel central y crítico en todos los 

estudios de proteínas y son calculados generalmente de la siguiente forma: 

Venlace Vang Vior Vvdw  Veh Vie  

donde V representa el potencial energético total de un sistema molecular como función de un 

grupo de coordenadas atómicas. El primer término (Vmace) describe los cambios inherentes a la 

tensión de los enlaces, el segundo (Vw,g) explica la modificación del ángulo de los enlaces, el 

tercero (Vtor) detalla el movimiento de torsión de los enlaces, y los últimos 3 términos comprenden 

las llamadaS interacciones no enlazadas que describen, tanto las contribuciones al potencial 

energético debidas a las fuerzas de repulsión de corto alcanze como a las fuerzas de atracción 

London, las también llamadas fuerzas de van del' Walls (V,,d,,), enlaces de hidrógeno e 

interacciones electrostáticas Coulombicas 

Una característica importante de las funciones de potencial energético (tabla 3), es la 

existencia de términos armónicos y anarmónicos que son necesariamente debidós a la 

anarmonicidad inherente a muchas regiones del potencial energético superficial normalmente 

encontrado en las proteínas. Para alcanzar una descripción exacta de las propiedades dinámicas de 

términos elásticos en los enlaces anarmónicos de términos de inclinación, así como de términos 

cruzados que acoplen estos movimientos con movimientos torsionales, se llevó a cabo el análisis 

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

y 



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

(frecuencias vibratorias de modo normal). 

Tabla 3 

Términos Comunmente Encontrados en la Función de Potencial Energético de 
Proteínas. 

Tensión del Enlace enlace := E Kt Ir-r r 
enlace 

Kr  y r0  están relacionados a las fuerzas 
armónicas constantes y con el equilibrio de la 
distancia de enlace, respectivamente. 

Ángulo del Enlace 172 
ano = E Kg  (q-q ) 

ang 
Kg  y 00  están relacionadas a las fuerzas 

armónicas constantes y equilibrio del ángulo 
de enlace, respectivamente. 

Torsión int  
.5- Kan
/9l   

/ 	1 +cos( ub..6)1 
dibediales 

V,, esta relacionado a la barrera energética 
para rotación donde n es la periodicidad de 
rotación. Múltiples términos son posibles 
para cada ángulo dibedral. 

van der Waals —72 
vd,,,=ZE(Aii/R 	ii-14/I16  ii) 

i j>i 
Ali y fiii son parámetros de van der Walls y 
Rii es la distancia entre los centros 
interactuantes. 

Enlaces 11 ch=EE(CillZrz—nrii-Dillt. ii) 
i j>i 

Cii Y  Dü son parámetros de enlaces de FI y 
Rij es la distancia entre centros 
interactuantes. 

Electrostática V1c =KQ EE Qi  Qi/cRu  
i j>i 

Qi y Qi son cargas puntuales. Ilii es la 
distancia entre ellos y e es la constaste 
dielectrica. Ki? es el termino de conversión 
unitario. 

Los potenciales energeticos junto con la ecuación de Newton y eventualmente las formulas 

termodinámicas dan como resultado la dinámica molecular de las proteínas. 

De esta forma se llevaron a cabo los análisis de modelaje molecular de la proteína de 

envoltura (E) tanto de un aislado viral de dengue clásico (dengue 2 mexicano) como de dengue 

hemorrágico(dengue 2 Malasia Mi). En ambos casos se construyó la fracción soluble de la proteína 

E, tomando como modelo el cristal de la fracción soluble de la glicoproteína de envoltura del virus 

de la Encefalitis Transmitida por Garrapata (TBE) (Rey, F. y col., 1995). En la construcción de ambos 

modelos se llevaron a cabo tanto diferentes alineamientos múltiples utilizando distintos 

programas (CLUSTALW, TREEALIGN y HOMOLOGY), como diferentes expe:rimentos de 

minimización de energía y dinámica molecular. Después de 2 000 pasos de minimiZación a his 

modelos obtenidos se les aplicó una prueba de calidad estereoquímica utilizando el programa 

PROCHECK, con lo cual se obtuvieron las gráficas de Ramachandran, las variaciones en la 



longitud de enlaces y el análisis de los aminoácidos sobrelapados. La verificación (validación) de 

las proteínas nos permitió obtener el parámetro o criterio para eliminar los conformeros que no 

presentaran una estereoquímica congruente. 

"análisis de In estrnetuara terciariR 
Obtención de coordenadas de las proteínas cristalizadas a la fecha, las cuales se utilizarán como 

molde 

y 

Modelaje de la fracción soluble a partir de la proteína de Envoltura de la Encefalitis Transmitida 
por Garrapata (rUE). 

Obtención de la molécula "cruda". 

y 

Primera minimización de energía en algún asa de la proteína. 

y 

Minimización de energía global de la molécula y dinámica molecular. 

y 

Obtención del confórmero geométricamente congruente y termodinamicamente estable. 

Diag. 4 

Finalmente, los modelos se construyeron a partir de los alineamientos obtenidos mediante 

el programa HOMOLOGY, ya que fueron los únicos que después de la verificación se apegaron a 

los parámetros previamente propuestos. El principal parámetro tomado en cuenta fue el análisis 

de las gráficas de Ramachandran (estas consisten en la representación en un plano en donde el eje 

X son los 360° del ángulo Q►  [Ca-NH2] y el eje Y los 360° del ángulo [Ca-COO]), las cuales nos 

mostraron la posición de las cadenas principales (Ca, NH2 y C00) y su relación con las cadenas 

laterales (C13), dándonos un claro indicio de la geometría de la cadena principal de las proteínas. 

Así mismo utilizamos estas gráficas para analizar la propensión de las cadenas laterales por los 

diferentes cuadrantes del plano (a, I y a izquierda). Cuando un aminoácido se salió de los 

cuadrantes previamente definidos fue necesario revisar si las coordenadas de las cadenas laterales 

se sobreponían a otra cadena lateral vecina. En caso contrario, se analizó si los ángulos del Ca 

presentaban los grados correctos (120°) de un tetraedro. También se verificó si las cadenas 

principales presentaban efectos de agrupamiento como resultado de las regiones asa construidas e 



insertadas en los diferentes confórmeros. Finalmente, si no se presentaban problemas 

estequiométricos se verificó que tanto la cadena lateral como su carga estuviesen orientadas hacia 

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

TBE 
D2MAL 
D2MEX 

TBE 

D2MAL 
D2MEX 

: 

: 

: 

SRC T II ENRDFVTGTQGT TRVTLVLE LGGCVT I TAEGK P SMDVWLDAIYQE N PAKTMYC 
MRC IGISNRDLVEGVSG'GSWVD I VLEHGSCVT TMAKNKPT 1,DFEL MTEAROPATLRKYC 
MRCIGISNEDEVEGVSGGSWVDIVLEHGSCVTTMAKNKETLDFELIKSEAKQPATLEKYC. 

LHAKLSDTKVAAECPTMGPATLAEEHQGGTVCKRDQSDRGIAIGNIICGLEGKGSIVACVKAA 
TEAKLTNTTTESKETLGEPSLNEEQDKRLVCKI-ISMVDRGWGNGCGLFGKGGIVTCAMFT 

EAKIANT T T DSRC P TQGEP UNE EQDKRFVCKHSMVDRGWGNGCCiL FGKGGI VTCAMIPI 

60 
60 
60 

120 
120 
120 

TBE : CEAK KNATGHV DANK IVYTVKVE PIITG DYVAAN ET II S G RKTASFT I S—SEKTILTMGE 176 

D2MAL, : CKKNMEGK T VQPEN LE YT VVT P SG EE HAV=GN DT=GKIIGKE I K I TpqS S I T L'AE LTG 177 

D2MEX : CI<KNMEGKVVQKENWEYTIVIT Mi S G EE HAV=C- I 	K lIGKEV l< I TpqS SI T DAELTG 177 

TBE : YGDVSLLCRVASGVDLAQTVILELDKTVEHLPTAKVHRDWFNELALEWKIIE---GAQNW 235 

D2MAL YGTVTMECSPRTGLD=FNEMVI,LQMEN 	KAWINURQI,JELDLPLPWLPGadtQGSNW 231 

D2MEX : YGTVTMECSPRTGLD=FNEMVLLOMND 	KARLVIiRQWELDLPLPWLPGadtQGRKW 231 

TBE : NNAE RLVE FGAP 11 AVIO{D.VYN LGD9TGVLLKALAGVPVAHIEGTKYHLKSGHVTCEVGLE 295 

D2MAL : IOKETLVTEKNPHAKKQDVVVLGSQEGAIIITALTGATEIQMSSGEL=LFTGIILKCRLEMD 290 

D2MEX : IQKE',TLVTEKNRIIAKKQDVVVLGSQEGTMPITALTGATEIQMSSGNL=LFTGHLKC..RLKMD 290 

"^ 

TBE : KLKMKGLTYTMCDKTKFTWKRAPTDSGIIDTVVMEVTFSGTK=PCRIPVRAVAEGSPDVNV 354 

D2MAL : KLQLKGMSYSMCT-GKEKVVEETAETQHGTIVIRVOYEGDGsPCKIPFEIMDLEKRIIVL---- 358 

D2MEX : KLOLKGMSYSMCT--GKEKVVKETAEKQIIGTIVIRVOYEGDGsPCKTPFEIMDLEKRHVL-,  358 

'rBE : AMLIT PNPT IE=NNGGGFIEMQL PPGDNITYVG====ELSHQWFQK 395 

D2MAL : GRLITVNPIVTaKDSPVNVEAEPPEGDSYI I IGvepgQLKLNWEKK 394 

D2MEX : GRLTTVNPIVT@KDSPLNIEAEPPEGDSVIIIGvepgQLKLDWEKK 394 

Figura 2. Alineamiento para la construcción de la fracción soluble de la proteína de envoltura del virus del 
dengue 2 clásico y hemorrágico. Las letras en minúsculas y resaltadas son los aminoácidos que 
fueron construidos mediante la inserción de asas y minipeptidos. En la secuencia de TBE las letras 
resaltadas son hojas (3 y las resaltadas y con doble subrayado son hélices a. 

A partir de los alineamientos estructurales, se inició la asignación de coordenadas de las 

regiones que presentaban similitud. Las regiones que presentaron espacios (gaps), se manejaron 

de la siguiente manera: 

• Los espacios (gaps) que se encontraban en las secuencias de la proteína E del dengue se 

deletaron de las regiones de TBE. Y posteriormente se unieron mediante minimizaciones de 

energía. 

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

siguiente forma: 

23 



♦ cuando comprendían de 3 a 5 aminoácidos se utilizó la técnica de modelaje de asas 

(loops), pero en las regiones donde eran menores, 

♦ se procedió a hacer un escrutinio en el PDB, y/o 

♦ se buscaron en TBE secuencias similares a partir de las cuales se construyeron lo que 

denominamos "minipéptidos" y con ellos se modelaron las regiones faltantes. 

Una vez construidas las moléculas crudas, se posicionaron los enlaces disulfuro en los 

diferentes confórmeros y posteriormente se procedió a minimizar su energía total de la molécula, 

mediante 10 000 pasos de minimización. Junto con la minimización se relizaron 500 pasos de 

dinámica molecular. Lo anterior se llevó a cabo con el objeto de posicionar correctamente los 

segmentos que se habían insertado (Fig. 4). 

24 
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Análisis Filogenético 

Con el objeto de establecer las relaciones filogenéticas del aislado mexicano del virus del dengue 

(DEN2M), tanto con los diferentes genotipos del serotipo 2 viral secuenciados a la fecha, así como 

con los demás serotipos del dengue y otros flavivirus, se construyó un dendograma, utilizando 

como marcador genético a la glicoproteína E de los flavivirus. Observamos que el DEN2M estaba 

ubicado dentro del subtipo V (previamente propuesto por Lewis, [Lewis, 1./1. y col., 19931, que en 

nuestro árbol se muestra con un número romano entre paréntesis), el cual agrupa cepas 

americanas de los aislados del serotipo 2 del virus del dengue (diagrama 3). Así mismo, 

observamos que la agrupación de las secuencias de la proteína E correlacionó con los parámetros 

de clasificación inrnunológica de los diferentes serocomplejos (ver figura 1 [pag 11) descritos para 

los flavivirus. Nuestros resultados no correlacionaron totalmente con la clasificación de Lewis para 

el serotipo 2 en el subtipo III (lila y. Mb) ya que observamos varias diferencias en la disposición de 

las ramas y los nodos, proponiendo que este subtipo podría corresponder a un grupo en transición 

evolutiva, ya que las secuencias de los aislados presentes en estos, tienen similitudes con las 

secuencias de los grupos vecinos (ver diagrama 3). Aunque entre los subtipos lila y Illb existe 

similitud a nivel de secuencia, las diferencias encontradas son lo suficientemente claras para 

agruparlos en nodos diferentes, formando de esta forma ramas independientes del mismo nodo 

externo. Así mismo, el subtipo III es vecino del subtipo V, con el cual comparte similitud en 

estructura primaria siendo esta rama (del subtipo III) mas heterogénea que la vecina del subtipo 

IV, aunque se encontró una elevada similitud con el subtipo V, ninguno de estos aislados se 

sobrelapó en los nodos vecinos. Los dos nodos que agrupan al subtipo III de Lewis (Lewis, 1. A. y col., 

1993) corresponden según nuestros criterios a dos grupos relacionados con los subtipos IV y V. 

Para el serotipo 2 del virus del dengue, observamos que el 68.3 % de las secuencias fueron 

de procedencia asiática, el 14.6 % africanas y el 17.1 de cepas americanas. El subtipo I comprendió 

tanto aislados asiáticos como del continente australiano (Nueva Guinea), El subtipo ll presento 

únicamente cepas asiáticas. El subtipo III fue una mezcla de cepas asiático-americanas, y como 

25 
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Tabla 4. Resumen de las secuencias utilizadas para la construcción del dendograma de la proteína de 
envoltura viral de los flavivirus. 

mencionamos anteriormente, no observamos diferencias ni en la división de lila y  Mb, ni en la 

presencia de un nodo que contuviera todas las secuencias del subtipo III, (ya que este grupo 

presentó una gran similitud con los subtipos vecinos (IV y V), quedando el grupo dividido en 

dos). Aún con estas diferencias fue claro que las secuencias se encontraban delimitadas. El subtipo 

IV comprendió una mezcla de cepas asiático-africanas. Las cepas africanas presentaron gran 

similitud entre ellas tanto en secuencia como en historia filogenética. El subtipo V fue el grupo 

donde no predominaron las cepas asiáticas, formándose principalmente por cepas americanas con 

la presencia de un par de aislados africanos. 

En todo el género dengue predominaron las cepas asiáticas, ya que el serotipo 1 

comprendió únicamente aislados asiáticos. El serotipo 3 presentó 3 aislados americanos y el resto 

fueron de procedencia asiática. El serotipo 4 comprendió 6 aislados americanos y el resto fueron 

asiáticos. Sin embargo, en el subtipo V del serotipo 2 fue en el único grupo en donde 

predominaron los aislados americanos y africanos. 

26 
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Diagrama 3. Dendograma de 149 secuencias de aminoácidos de la proteína de envoltura (E), de los 
diferentes flavivirus. 

Modelaje Molecular 

La construcción de los modelos tridimensionales de la fracción soluble de la proteína de 

envoltura tanto del virus del dengue 2 aislado Mexicano (L04561) (aislado a partir de un paciente 

con dengue clásico) como de la proteína de envoltura del virus del dengue 2 aislado Malasia M1 

(X15434), procedente de un caso. fatal de dengue hemorrágico, se llevó a cabo sigUiendo la 

metodología descrita en Materiales y Métodos. Para la fracción soluble de la proteína de envoltura 



del aislado de dengue 2 mexicano se obtuvo el conformero con el minímo de energía, las 

diferencias en los valores de energéticos entre la molécula cruda y el conformero final se debieron 

principalmente a las tensiones de los enalces peptídicos de las secuencias cortadas e insertadas 

durante la construcción del modelo. 

La fracción soluble de la proteína E del virus del dengue Mexicano conservo los 3 

dominios estructurales, el dominio I comprendió 3 regiones (1-51, 137-189 y 278-298) con un 

total de 125 aminoácidos y el siguiente porcentaje de estructura secundaria: hélices a 17 

aminoácidos (13.6 %), hojas 13 47 aminoácidos (37.6 %) y giros 30 aminoácidos (24 %) con un 

total de 75.2 % de estructura secundaria en el dominio 1. En este dominio están presentes 2 

puentes disulfuro (en TBE y dengue), y un barril de 8 hojas 13 el cual forma el núcleo del 

dominio. La principal función asociada a esta región de la proteína es la de bisagra, la cual es 

funcional cuando la molécula pasa de su forma dimérica a trimérica. 

El dominio II esta formado por 2 regiones (52-136 y 190-277) con un total de 173 

aminoácidos y presenta una estructura secundaria del siguiente tipo, hojas li; 41 aminoácidos 

(23.70 %), giros; 37 aminoácidos (21.39 %). El dominio II no presenta hélices a y contiene un. 

42.09 % de estructura secundaria total. En este dominio están presentes el 50 % de los puentes 

disulfuro de la proteína (3), los cuales se ha propuesto que den rigidez a esta región de la 

proteína siendo la pieza clave en la formación de los trímeros al momento de presentarse un 

cambio conformacional inducido por cambios en el pH del medio. 

El dominio III está compuesto de 95 aminoácidos el cual presenta una forma 

característica de dominio de inmunoglobulina, y contiene un puente disulfuro (de los 6 de la 

molécula). Su estructura secundaria está formada únicamente por hojas 13 de 25 aminoácidos 

(26.31 %) y giros 25 aminoácidos (26.31 %). Este dominio tipo inmunoglobulina se ha propuesto 

que sea el responsable del reconocimiento al receptor viral, ya que es aquí donde se han 

encontrado que cambio puntualel en la secuencia pueden producir cambios en la penetración 

celular y el tropismo (Hasegawa, H. y col., 1992, Holzmann, H. y col 1990, Heine'', A. y col., 1992 y Lobigs, 

M. y col., 1990). 

En resumen lá fracción soluble de la proteína de envoltura del virus del dengue 2 aislado 

Mexicano, presenta el siguiente porcentaje de estructura secundaria total en sus 394 

aminoácidos: hélice a (13.6 %), hoja p (28.68 %) y giros (23.35 %). 



Dominio I (1-51), (137-189), (278-298) 
Hélices a (83-85, 101-103, 210-214, 258-263) 
Hojas 13 (12-14, 20-26, 33-35, 41-42, 45-46) 

(137-142, 158-162, 168-171, 180-186) 
(282-288) 

Giros (3-7, 16-17, 27-28, 36-38) 
(150-152, 155-156, 164-165, 173-178, 187-189) 
(297-298) 

Dominio II (52-136), (190-277) 
Hojas p (58-66, 62-66, 69-73, 90-99, 119-121, 124-126) 

(238-240, 250-252) 
Giros 	(51-54, 75-77, 86-89, 106-107, 132-134) 

(201-204, 224-226, 229-230, 236-237, 245-246, 265-267, 274-278) 

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

La fracción soluble de la proteína E del virus del dengue Malasia n1 al igual que el 

confórmero anterior, estuvo compuesta por 3 dominios estructurales denominados I, II y III de 

125, 173 y 95 aminoácidos respectivamente. El dominio I comprende 3 regiones en las que se 

encuentran 1 hélice a, 8 hojas P y 12 giros. La hélice a contiene 3 aminoácidos, lo que 

corresponde al 2.4 % del dominio, 43 aminoácidos se encuentran en las hojas 13 y estas 

constituyen el 34.4 % del dominio. Los giros fueron menos abundantes que las hojas p, y 

correspondieron al 28 % del dominio con 35 aminoácidos en esta conformación. 

El dominio II presenta 2 regiones que contienen 4 hélices a, 13 hojas f3 y 11 giros los 

cuales estan constituidos por 18, 52 y 41 aminoácidos respectivamente, conteniendo 10,40 % de 

hélices a, 30.05 % de hojas 13 y 23.70 % de giros en todo el dominio. 

El dominio III está formado por una sola región, y no posee ninguna-  hélice a, está 

constituido por hojas 13 con 26 aminoácidos que corresponden al 27.37 % del dominio y por giros 

con 25 aminoácidos que forman el 26.3 % del dominio. 

La fracción soluble de la proteína de envoltura de la proteína E del dengue 2 Malasia M1 

tiene la siguiente estructura secundaria: hélices a, 21 aminoácidos (5.33 %), hojas p, 121 

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



1)(111,,tie 2 Nlexicdno 	1)(91),,tit) 2 NIaltisid 

1.36 	 1.64 

0.94 	 1,15 

2.79 	 2.49 

Dominio 1 (1-51), (137-189), (278-298) 
Hélices a (289-291) 
Hojas (20-26, 45-48,) 

(135-141, 158-162, 168-171, 181-186) 
(282-288, 300-301) 

Giros (3-7, 16-17, 27-28, 36-37, 50-53) 
(145-146, 149-152, 155-156, 163166, 175-177, 187-189) 
(297-298) 

Dominio II (52-136), (190-277) 
Hélices a (132-134, 210-214, 234-237, 258-263) 
Hojas r3 (54-55, 57-60, 63-66, 69-73, 95-99,109-116, 118-121, 124-129) 

(196-199, 238-240, 250-252, 271-273, 276-277) 
Giros 	(75-77, 83-89, 101-104, 106-108) 

(201-205, 222-227, 232-233, 245-246, 256-257, 265-266, 274-278) 

Dominio III (299-394) 
Hojas 13 (306-308, 323-326, 333-334, 337-341, 357-358, 376-380, 387-391) 
Giros (316-318, 328-329, 331-332, 342-344, 352-355, 360-362, 364-365, 381-386) 

La comparación de las desviaciones RMS (Root Médium Square, es una medida de 

diferencias entre macromolécUlas expresan en Á) entre los aislados del virus del dengue 

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

Estas similitudes muestran que en promedio la desviación RMS entre el TBE y el virus del 

dengue 2 Mexicano fue de 1.697 Á. Para la fracción soluble del virus del dengue 2 Malasia fue de 

1.76 A, lo cual nos mostró el grado de similitud entre estas moléculas tanto a nivel de estructura 

primaria como terciaria (Figura 4). 



Hélices a Hojas í3 Giros 
Dominio 1 17 (13.6 %) 47 (37.6 %) 30 (24 % ) 

DEN2MEX Dominio 11 41 (20.70 %) 37 (21.39) 

Dominio III . 25 (26.31 %) 25 (26.31 %) 

Total Proteína E 17 (431 %) 113 (28.68 %) 92 (23.35. %) 

Dominio I 3 (2.4 %) 43 (34.4 %) 35 (28 %) 

DEN2MAL Dominio II 18 (10.40 %) 52 (30.05 %) 41 (23.70 %) 

Dominio 111 26 (27.31 %) 25 (26.3 %) 

Total • Proteína E 21(5.33 %) 121(30.71 %) 101 (2.5.63 %)' 

Total 
94 (75.2 °/) 

78 (45.08 %) 

50 (52.63 %) 

81 (64.8 %) 

111 (64.16 %) 

51 (53.68 

IIIWNLIF11.111 

Estructura Secundaria de la Fracción Soluble de las Proteínas de 
Envoltura del Virus del Dengue 2 Mexicano y Dengue 2 Malasia 

Tabla 5. Resumen de la estructura secundaria de los confármeros construidos mediante modelaje y 
dinámica molecular para las proteínas de envoltura del virus del dengue 2 Mexicano y dengue 2 
Malasia. Se muestran los aminoácidos que forman cada estructura secundaria y el porcentaje (entre 
paréntesis) que representan tanto en el dominio como en la proteína completa. 

En los estudios comparativos de las conformaciones de los dominios de las proteínas de 

envoltura de ambos virus del dengue 2, nos encontramos que en general las similitudes 

conformacionales concuerdan con los parámetros de similitud en proteínas homólogas. En el 

dominio I (figura 5) la desviación de RMS fue de 1.64 Á, lo cual implica una similitud muy elevada 

(en general se consideran que las similitudes entre proteínas homólogas no deben tener 

desviaciones RMS mayores de 2). La mayor similitud presente en la proteína fue la registrada para 

el dominio II en donde encontramos que la desviación RMS fue menor de 1 (0,96 Á), el dominio III 

o dominio tipo imnunoglobulina presentó una desviación RMS de 1.39 Á, presentándose un valor 

total RMS en la proteína de 1.33 Á, el cual se consideró indiCativo de similitud estructural, ya que 

estos valores de desviación solo se encuentran en moléculas homólogas donde la identidad es 

mayor al 60 %, teniendo una identidad entre las proteínas de envoltura del dengue 2 (mexicano y 

Malasia) y de envoltura del virus de la encefalitis transmitida por garrapata de aproximadamente 

36 %, complementándose con el 36 % de similitud entre ellas, dando como resultado que la 

proteína E del virus del dengue y TBE presenten más del 75 % de similitud global. 



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

1 	10 	20 	30 	90 	50 	60 	70 
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D2MEX : MRC I G I SNE:10 EVEGVSGGSWVDIVLE 1-1(.6SCVTTMAKNKP TLDFELIKS EAKQPA'P 1,RKYC IEAKLTNT TT 
D2MAL : MRISNRDLVEGV7j;GSWVDIVLEI-IGSCVTTMAKNKPTI.,DFELIKTEAKQPATLRKYCIEAKL__ TNTTT _ 
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D2MEX : DERCMGEPTLNEWDKREVCKIISMVDRGIQNGCGLFGKGGIVTCAMFICKKNMEGKVVQKENIIKYTIV 
D2MAL : ESRCPT1,GEPSLNEEQ01\áINCKHEMVDRGWGNGCGL FGKGGIVTCAMFTCKRNMEGKIVOPEÑLEYTIV 

	

150 	160 	170 	180 	190 	200 	210 

	

I 	 I 	 I 	 I 	 I 	 I 	 I 
D2MEX : IT PHS GEEI1AVG I DTGIGIGKEVK I TPQSS ITDAELTGYGTVTMECS PRTGLDFNEMVLLQMNDMELVIT 
D2MAL : VTPI-ISGEEHÁVGNDí'7';1<liGKEIKITPQSSITEAEi'd7GTVTMECSPRfGLDFNEEVLLQMEIZAWLVIII 
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D2MEX : LTTVNPIVTEKDSPLNIEAEPPFGDSYILIGVEPGQLIKLDWFKK 
D2MAL : L I TVNP IVTEKDS PVNVEAE P PFGUSYII IdVE ÉdQLKLNWEEK 

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

Una vez llevado a cabo el refinamiento de las moléculas procedimos con un análisis de las 

mismas mediante modelaje molecular, con el propósito de encontrar diferencias en conformación 

estructural, para lo cual decidirnos realizar la búsqueda de las mismas en la estructura primaria. Se 

localizaron un total de 30 diferencias distribuidas de la siguiente manera: 6 (20 %) en el dominio I, 

17 mutaciones en el dominio II (la mayor parte 56.7 %), y 7 en el dominio III (23.3 %). La región 

donde se presentaron el mayor número de cambios fue en el dominio II (donde la desviación de 

RMS fue menor), probablemente debido a que las mutaciones encontradas fueron conservativas 

en cuanto a su característica fisicoquímica. Una vez localizadas las mutaciones en la estructura 

primaria decidimos analizar cuáles y cuántos aminoácidos estaban formando agrupamientos 

cuyas distancias oscilaban alrededor de los 10 A, y de esta manera poder observar las diferencias 

en cuanto a la superficie de solvatación de las regiones en donde las cadenas laterales de estos 

aminoácidos estaban presentes. Encontrarnos lo siguiente: 

• 
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Mutación 	Tipo de CaiTibio Número 
D2M ►  DHF 

F L 	— ,Conserva'.  

"onsewn 

'—Tonserva 

230 (II) 

Número 

203 (II) 

S ► T 

Q 

206 (II) 

229 (II) 

Mutación 	Tipo de Cambio 
D2M DNI= 

N  Cambia 
44.) 

Cambia 
+ ► Hf 

• 4.) 
Cambia 

• ± 4.) 

243 (II) 	 Cambia 
+ ► Hf 

259 (II) 	 Conserva 
Hf  

260 (11) 	 Conserva 
Hf 

288 (I) 	 Conserva 

310 (III) 

315 (III) 

Cambia
► 

 
- 

Cambia 
• ►  ± (.i 

335 (III) 	 Cambia 
± (-5  ► Hf 

352 (III) 	 Cambia 
1-1  ►  Hf  

365 (III) 	y 	Conserva 
Hf 

367 (III) 	1 	y 	Conserva 
Hf 

390 (111) 	if N 	Cambia 
- I ± <4.) 

Tabla 6. Se muestran las mutaciones encontradas en la fracción soluble de las proteínas de envoltura de los 
virus del dengue 2 Mexicano y Malasia Ml. En la primer y cuarta columna se presenta el número del 
aminoácido en la proteína, en la segunda y quinta se muestra el cambio de aminoácido en código de 
una letra, en la tercer y sexta columna un comentario acerca del tipo de mutación encontrada. Las 
abreviaciones fueron las siguientes: ±, Neutro el signo que está entre paréntesis y se refiere a los 
aminoácidos polares sin carga; -, negativos; +, positivos; 1-1f, hidrofóbicos. 

Se localizaron 5 grupos de aminoácidos que posiblemente estuviesen participando en las 

diferencias conformacionales entre los virus hemorrágicos y el virus de dengue clásico. Los 

agrupamientos estaban constituidos por los siguientes aminoácidos (también se indica el dominio 

en el que se localizan): 



136 
310 
206 132 

243 

81' 
4 

281 

260`, 129 

16.11 
361' 

77 	153 
120 
259 
335 
352 

229 315 
230 

202 390 
203 

a) 71, 77, 81, localizados en el dominio 11 (según nomenclatura de Rey, f Rey, F. Y col., 1995)), muy,  

cerca del asa cd 

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

c) 202, 203, 206, 259 y 260, localizados en el dominio 11 

d) 48, 135, 136 y 162, localizados en el dominio central (I) 

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

Positivo 
Negativo 

Ilidrofóbico 

Neutro  

Positivo Negativo ilidrofóbleo Neutro 

Tabla 7. Se muestran los cambios de las fracciones solubles, separadas por su característica fisícoquímica 
(Positivo, Negativo, Neutro e hidrofóbico). Los cuadros sombreados muestran las mutaciones 
conservativas. Los números en la izquierda estuvieron localizados en agrupamientos, los de la 
derecha son los que no se encontraron en agrupamientos. 

De las 30 mutaciones observadas entre ambos aislados del virus del dengue 2 (Mexicano y 

Malasia) más del 40 % (zonas sombreadas de la tabla 7) fueron conservativas en cualquiera de sus 

características fisicoquímicas. Se encontró que las mutaciones presentaban las proporciones 

descritas en la tabla 8. Aunque la Mayoría de las mutaciones se localizaron en 5 agrupamientos (21 

aminoácidos), hubo 9 aminoácidos que se encontraron dispersos desconociendo su participación 

en los cambios de la superficie de solvatación; sin embargo, es posible que alguno de ellos estén 

involucrados en la especificidad de unión a otra molécula como el aminoácido 390 o aminoácidos 

equivalentes en diferentes flavivirus (TBE, Encefalitis del Valle de Murray, Encefalitis Japonesa o 

virus quiméricos TBE/ Dengue 4), el residuo 390 está asociado con cambios en el tropismo viral 

(Pleiteo, A. G. y col., 1992), modificación de la entrada a las células en cultivo (Hasegawa, H. y col., 1992), 



No. de Anlinoácidos Porcentaje (%) 

Conservativas 13 43.3 

Neutro ++ Hidrofóbicos 6 20.0 

Cargado ++ Hidrofóbicos 3 10.0 

Cargado 49 Neutro 6 20.0 

Positivo 1-►  Negativo 2 6.7 

además de encontrarse involucrado en la atenuación de las cepas várales en un modelo marino 

(Hobnann, H. y col., 1990, Lobings, M. y col., 1990). En nuestros conformeros el aminoácido 390 estaba 

mutado pero no presente en los agrupamientos analizados. Anteriormente se ha demostrado en 

diferentes aislados del virus del dengue 2 (B/ok, 1., y col., 1992), en el que la mayoría de las 

mutaciones a nivel de nucleótidos son conservativas. En el presente trabajo se comprobó que las 

mutaciones en la secuencia de aminoácidos también son conservativas en cuanto a su 

característica fisicoquímica. 

Tabla 8. Tipos de mutaciones encontradas en las secuencias de dengue 2 Mexicano (Clásico) y dengue 2 
Malasia (hemorrágico). 

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

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



Figura 4. Se presentan las regiones que se cortaron de la fracción soluble del virus de la encefalitis 
transmitida por garrapata (TBE), y las regiones que se construyeron para los confórmeros del virus del 
dengue 2 Mexicano y dengue 2 Malasia M1. En listón azul claro se muestra la fracción soluble del 
TBE, las regiones azul marino corresponden a los residuos que fueron cortados durante la 
construcción de los confórmero de Dengue 2 Malasia y Mexicano. En listón amarillo se muestra la 
proteína de envoltura del virus del dengue 2 mexicano. Las regiones en verde corresponden a los 
aminoácidos construidos ya sea por minipéptidos o por generación de asas. El listón rojo corresponde 
a la proteína de envoltura del dengue 2 Malasia M1 y las regiones en carmesí obscuro son los 
aminoácidos construidos para el confórmero Malasia. 
Se muestran las caras interna y externa de las proteínas, la cara interna se refiere a la que esta en 
contacto con la superficie viral y externa se refiere a la que interacciona con el huésped. 
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Proteinas de Envoltura de TBE, Dengue 2 Mexicano y Dengue 2 Malasia 



Figura 5. Se muestran los 3 dominios estructurales de la fracción soluble de las proteínas de envoltura del 

Virus del dengue 2 Mexicano y Malasia. Además se presentan las desviaciones de RMS entre los 

diferentes dominios, así como los enlaces disulfuro en esferas. 
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Figura 6. Presenta la región 1 de las 5 agrupaciones de aminoácidos, la cual esta formada por los residuos 

71, 77 y 81. Se pueden observar las diferencias de las superficies de solvatación, ocasionadas por los 

cambios en estas posiciones, En color verde se encuentran los aminoácidos neutros, en blanco los 

hidrofóbicos, en rojo los polares negativos y en morado los polares positivos. Los residuos son 

identificados por su nombre en código de una letra y el número de aminoácido en la estructura 

primaria. Esta región se encuentra en el dominio II de la proteína E. 
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Figura 7. En esta figura se puede apreciar la región 2 formada por los residuos 90, 120, 229 y 230 todos 

localizados en el dominio II. Como se puede observar el aminoácido 90 no contribuye a la superficie 

de la molécula, ya que este residuo quedó oculto en el interior de la proteína. Los aminoácidos 229 y 

230 en el virus del dengue 2 Malasia son neutros comparados con los polares positivos que presenta 

la proteína del virus del dengue 2 mexicano en la misma posición. La proteína de envoltura del virus 

del dengue 2 Malasia se vuelve mucho más hidrofóbíca en esta región en particular de la proteína. El 

código de colores es el mismo que en la figura 6. 
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Superficie 



Figura 8. La región 3 está compuesta por 5 aminoácidos, en ésta todos los residuos están involucrados en la 

formación de superficies de solvatación. En la parte superior izquierda se conserva la característica 

hidrofóbica de la molécula, pero hacia la parte inferior derecha se aprecian varios cambios siendo el 

más evidente la mutación del residuo 206 donde la arginina presente en la proteína de envoltura del 

virus del dengue 2 mexicano es substituida por un triptofano en el dengue 2 Malasia. En este caso al 

igual que la figura anterior, parte de la superficie de esta región también se vuelve muy hidrofóbica, 
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Proteina de Envoltura del Virus del Dengue 2, Aislado Mexicano y Malasia 
Superficie de la 



Figura 9. La región 4 está compuesta de los siguientes 4 residuos el 48, 135, 136 y 162. La región presenta 

solo 2 aminoácidos que contribuyen ala superficie de la proteína y son el 48 y el 136. Algo muy 

característico del residuo 48 es el cambio de posición de su cadena lateral con respecto al 136. En la 

proteína de envoltura del virus del dengue 2 mexicano el residuo 48 está prácticamente sobre el 136, 

pero en la proteína de dengue 2 Malasia la cadena lateral se orienta hacia la izquierda con respecto al 

136, los otros 2 residuos quedan completamente ocultos y orientados hacia el centro de la molécula. 

Esta región se encuentra en el dominio II de la proteína 
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Proteína de Envoltura del Virus del Dengue 2 Aisaldo Mexicano y Malasia 
Superficie 



Figura 10. La región 5 estuvo compuesta por 5 residuos: 310, 335, 352, 365 y 367. Esta zona se encuentra 

muy cerca de la región de interacción entre los monómeros, y solo son evidentes 3 de los 

aminoácidos. Lo mas notable es un cambio de carga en el residuo 310, siendo evidente (como en la 

proteína de envoltura del dengue 2 Malasia) que la superficie hidrofóbica es mayor. Otro cambio 

evidente es el acomodo de las cadenas laterales en el dominio III, esto es debido a que este dominio 

es el que presenta mayor desviación RMS de toda la molécula con alrededor de 2.5 Á. Esta diferencia 

se vuelve conspicua si se observa la zona superior de la imagen. 
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Proteína de Envoltura del Virus del dengue 2 Mexicano v Malasia 
Superficie 



Figura 11. En esta imagen se muestran las mutaciones entre las diferentes regiones. En listón azul claro se 

muestra la cadena principal de la molécula, las cadenas laterales amarillas corresponden a la proteína 

de envoltura del virus del dengue 2 Malasia M1, las cadenas laterales en azul plúmbago corresponden 

a la proteína de envoltura del virus del dengue 2 Mexicano y los números en verde señalan la posición 

en estructura primaria así como su nombre en código de una letra. 



M1 Hemorragico 





Las diferencias de estructura primaria de la proteína de envoltura de los llavivirus nos 

mostró un panorama global de como se ha diversificado esta familia en la naturaleza. 

El cladograma (diagrama 3) sugiere que la primer divergencia de los flavivirus se dio entre 

los virus transmitidos por garrapata y los transmitidos por mosquito. El dengue 1 estuvo 

relacionado únicamente con aislados asiáticos. El dengue 3 presentó una segregación en 4 líneas 

genéticas (IV subtipos) relacionadas, mostrando una evolución genética independiente. El subtipo 

I agrupó a los virus de Indonesia, Malasia, filipinas e islas del Pacifico Sur. El subtipo 11 virus de 

Tailandia. El subtipo III a las cepas de Sri Lanka, India y África, y el subtipo IV a los aislados de 

Puerto Rico y Tahití. Análisis de la distribución mundial de dengue 3 han permitido la 

identificación de diferentes patrones epidemiológicos sugiriendo que algunos genotipos estén 

asociados con diferentes formas de la enfermedad del dengue (Laucioiii, R. S. y col., 1994). 

Los virus del dengue 2 presentaron un cuadro más complejo, ya que en este serotipo se 

observó un incremento en la diversidad genética (quizá las poblaciones humanas favorecen un 

intervalo de expansión de las cepas virales). El 68 % de los aislados fueron de origen asiático, el 

14.6 % de origen africano y el 17.1 % fueron cepas americanas. Lewis, anteriormente (Lewis, f. y col., 

1993) propuso la presencia de. 5 diferentes subtipos representando distintas líneas evolutivas del 

dengue 2, mediante análisis filogenéticos de la estructura primaria de la proteína de envoltura del 

virus del dengue serotipo 2 (en nuestro árbol, el número de subtipo de acuerdo a Lewis esta en 

paréntesis). Nuestros datos no confirmaron la definición del subtipo III propuesto por Lewis, ya 

que observamos grandes similitudes de este grupo con aislados del subtipo IV y V, aunque los 

métodos utilizados por Lewis son fundamentalmente los mismos algoritmos (Máxima Parsimonia 

y Parsimonia variable), los programas no fueron los mismos, seguramente ésta es una variable 

para una diferenciación de nodos. Los análisis de las secuencias de las proteínas E, en especial los 

alineamientos múltiples nos mostraron que la similitud de algunas de las firmas de subtipo con los 

miembros del subtipo III con los subtipos IV y V, por lo tanto, nosotros proponemos que este 

subtipo (el cual incluye una mezcla de cepas asiático-americanas) es un grupo que se encuentra en 

transición evolutiva. Sin embargo, nuestros resultados para los subtipos I, II, IV y V (con algunas 

diferencias) concuerdan con Lewis. El subtipo I incluyó cepas asiático-australianas. El subtipo II 
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mostró un panorama global de como se ha diversificado esta familia en la naturaleza. 
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Tailandia. El subtipo III a las cepas de Sri Lanka, India y África, y el subtipo IV a los aislados de 

Puerto Rico y Tahití. Análisis de la distribución mundial de dengue 3 han permitido la 

identificación de diferentes patrones epidemiológicos sugiriendo que algunos genotipos estén 

asociados con diferentes formas de la enfermedad del dengue (Lanciotti, R. S. y col., 1994). 

Los virus del dengue 2 presentaron un cuadro más complejo, ya que en este serotipo se 

observó un incremento en la diversidad genética (quizá las poblaciones humanas favorecen un 

intervalo de expansión de las cepas vírales). El 68 % de los aislados fueron de origen asiático, el 

14.6 % de origen africano y el 17.1 % fueron cepas americanas. Lewis, anteriormente (Lewis, 1. y col., 

1993) propuso la presencia de 5 diferentes subtipos representando distintas líneas evolutivas del 

dengue 2, mediante análisis filogenéticos de la estructura primaria de la proteína de envoltura del 

virus del dengue serotipo 2 (en nuestro árbol, el número de subtipo de acuerdo a Lewis esta en 

paréntesis). Nuestros datos no confirmaron la definición del subtipo III propuesto por Lewis, ya 

que observamos grandes similitudes de este grupo con aislados del subtipo IV y V, aunque los 

métodos utilizados por Lewis son fundamentalmente los mismos algoritmos (Máxima Parsimonia 

y Parsimonia variable), los programas no fueron los mismos, seguramente ésta es una variable 

para una diferenciación de nodos. Los análisis de las secuencias de las proteínas E, en especial los 

alineamientos múltiples nos mostraron que la similitud de algunas de las firmas de subtipo con los 

miembros del subtipo III con los subtipos IV y V, por lo tanto, nosotros proponemos que este 

subtipo (el cual incluye una mezcla de cepas asiático-americanas) es un grupo que se encuentra en 

transición evolutiva. Sin embargo, nuestros resultados para los subtipos 1, II, IV y V (con algunas 

diferencias) concuerdan con Lewis, El subtipo I incluyó cepas asiático-australianas. El subtipo II 
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consistió únicamente de cepas asiáticas; el subtipo III por asiatico-americanas; el subtipo IV 

representó una mezcla de cepas asiáticas y africanas v el subtipo V fue el Único donde no se 

presentaron aislados asiáticos, sino cepas americanas africanas. El DEN2M se encontró ubicado 

en el subtipo V, siendo el aislado con mayor disimilitud de todo el serotipo. 

Finalmente, debe de ser mencionado que se han llevado a cabo análisis filogenéticos en 

flavivirus utilizando tanto proteínas estructurales como no estructurales que muestran resultados 

similares, lo cual valida a la glicoproteína E como marcador filogenético. Nuestro dendograma 

sugiere que los flavivirus transmitidos por mosquito están evolucionando más rápido que los 

flavivirus transmitidos por garrapata. Esta distinción probablemente refleje las diferentes formas 

de dispersión, propagación y rango de huésped en las diversas cepas vivales. 

Los resultados estructuraleg muestran que los conformeros de las dos proteínas modeladas 

del virus del dengue 2 a partir de su homólogo TBE, conservan la conformación general de la 

molécula, así como gran parte de su estructura secundaria. Los alineamientos de estructura 

primaria y terciaria mostraron varias regiones cuya similitud fue mayor al 80 %, presentes en los 

dominios I y III, y aunque el dominio II fue la parte de la proteína vira' donde se presentaron la 

mayor parte de las diferencias en estructura primaria este dominio fue el más conservado 

conformacionahnente (posiblemente debido a las pocas deleciones/inserciones que se llevaron a 

cabo en esta región). El dominio III fue la región de la proteína viral donde se presentaron el 

mayor número de inserciones/delaciones y donde se observó una desviación RMS mayor con 

respecto a la proteína molde. Aunque ambos modelos mostraron una gran similitud 

conformacional se presentó un 7.61 % de diferencias en aminoácidos. Como se apreció en algunas 

de las regiones, la superficie de solvatación y la presencia de residuos hidrofóbicos se incrementó. 

Nosotros proponemos que la proteína E juega un papel importante en la relación huésped 

parásito durante el proceso infeccioso. En nuestro laboratorio se evaluó el papel del virus del 

dengue en un modelo in vitro de fibrinolisis observando un comportamiento diferencial entre las 

cepas clásicas y hemorrágicas, a nivel del reconocimiento, entre el plasminógeno/plasmina y 

moléculas inhibidoras de la cascada de la fibrinolisis. El presente trabajo sienta las bases 

estructurales para futuros análisis en los eventos de reconocimiento de las diferentes proteínas 

involucradas en el mecanismo de la fibrinolisis durante la infección por el virus del dengue. 
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Algoritmo: Grupo de reglas para resolver un problema independientemente del software o hardware. 
Aminoácido: Ácidos carboxílicos con substitución amina en posición a, son los sillares de las proteínas. 
Angstrom: (Á) unidad de longitud utilizada en la medición de dimensiones atómicas. Es igual a 1010  m. 
Anticuerpo: Proteína producida como respuesta ala presencia de una substancia extraña en la sangre o los tejidos. 
Árbol Filogenético: Un diagrama ramificado que representa las lineas genealógicas y secuencia de los eventos historicos que unen 

organismos individuales, poblaciones o taxá 
Arbovirus: Termino usado para describir cualquier virus de vertebrados uue es transmitido por un vector artopodo. 
Bicapa: Doble capa de moléculas de lípido anfipáticas, las colas de hidrocarburo se encaran hacia el interior para formar una fase no 

polar continua. 
Cap: Secuencia de bases metiladas unidas al 5'-terminal de un ARNm que interacciona factores proteinicos involucrados en la 

iniciación de la sintesis de proteínas. 
Cápside: Cubierta proteínica de un virión o partícula viral. 
Cladograma: Un diagrama ramificado que contiene entidades donde la ramificación esta basada en las conexiones historicas 

inferidas entre las entidades por sinapomorfias. Esto es, un cladograma es un dendograma historia) o filogenético. 
CLUSTAL: Programa de alineamiento múltiple de secuencias de aminoácidos y nucleótidos, entre sus datos calcula un dendograma 

analizando con máxima parsimonia y una matriz de mutaciones. 
Codon de Inicio: Trinucleótido en un ARNm en el cual un ribosoma inicia el proceso de traducción, por lo tanto establece el marco 

de lectura. Usualmente AUG, pero puede ser GUG en procariotes. 
Conformación: La disposición tridimensional o tonna de una macromolécula. 
Cristalografia de Rayos X: Empleo de la difracción de rayos X por los cristales de un compuesto para determinar su estructura 

tridimensional. 
Dalton: Peso de un átomo de hidrógeno (1.67 x 1024  gr). 
Dendograma: Un diagrama ramificado que contiene entidades unidas por algún criterio. 
Dominio: Regiones continuas compactas de la molécula, que son especialmente diferentes entre ellas. Los dominios estan 

conectados por la cadena polipeptidica que corre a través de toda la molécula. Múltiples dominios son comunes en proteínas 
globulares de gran tamaño. Muy frecuentemente los dominios tienen diferentes funciones o desempeñan la misma función de 
manera independiente. 

Enlace Peptidico: Enlace covalente entre dos aminoácidos en el cual el grupo a-amino de un aminoácido se une al grupo a- 
carboxilo de otro, con la eliminación de H2O: 

Enlace Covatente: Enlace químico por compartición de pares de electrones. 
Enlaces de Hidrógeno: Son aquellos que se forman entre las cadenas laterales de los aminoácidos donadores y/o aceptores de 

protones. Fuerza debil, de naturaleza electrostática, existente entre un átomo electronegativo y un átomo de hidrógeno unido 
covalentemente a un segundo átomo electronegativo. 

Entropia: Aleatoriedad o dispersión de un sistema. 
Estructura Secundarla: La conformación resto a resto del esqueleto de una cadena polipeptidica. 
Estructura Terciaria: Conformación tridimensional de la cadena polipeptidica de una proteína globular en su estado nativo plegado. 
Estructura Primaria: La estructura del esqueleto covalente de una proteína incluyendo la secuencia aminoácidica y los enlaces por 

puente disulfuro inter e intracatenarios. 
FSTNSCAN Y FSTPSCAN: Programas diseñados para el rastreo de bases de datos, para la búsqueda de secuencias (PC/GENE). 
GenPept: Traducciones de los marcos abiertos de lectura del GenBank para facilitar los escrutinios a la base de datos. 
GpuPdate: Actualizaciones acumulativas diarias del GenBank y del GenPept, tienen la misma utilidad que el SPUPDATE, 
Grupo Amino: Grupo químico característicamente básico porque tiende a unir protones para formar -NI-13+. El amino terminal de un 

polipéptido es el extremo con un grupo a entino libre. 
Hélice a: Conformación helicoidal arrollada de la cadena polipeptidica con un máximo de enlaces de hidrógeno intracatenarios. 
Hojas plegadas: Disposición de las cadenas polipeplidicas laterales, unidas por enlaces de hidrógeno, adoptando la conformación 13 

extendida. 
Interacciones de van der Waals: Interacciones débiles entre grupos moleculares no cargados que pueden ser contribuidores 

importantes a la estabilidad de las proteínas. Fuerzas de atracción débiles que actúan solamente a distancias muy cortas y que 
son resultantes de la atracción entre dipolos inducidos. 
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Interacciones Electrostáticas: Son las que se presentan entre grupos de cadena lateral cargados positiva o negativamente. En 
algunas ocaciones forman una sal dentro de la proteína y por esta razón son ocasionalmente llamados puentes salinos. 

KabatPro: Base de datos Kabat especializada en secuencias de proteínas de interés inmunológico. 
Kringle: Dominio formado por una triada de asas sostenidos por 3 puentes disulfuro, los cuales les dan una conformación 
caracteristic,a 
Ligando: Molécula o ion que se une a una proteína. 
Network ENTREZ: Programa que a través de una red ethernet explora las bases de datos para obtener secuencias aisladas o 

familias de secuencias relacionas, incluyendo referencias y referencias cruzadas con otras bases de datos. 
Network BLAST: Algoritmo cuya función es escrudiñar las bases de datos a través de una red ethernet, presenta la particularidad de 

explorar de forma no redundante 8 bases de datos de proteínas y 8 de ácidos nucleicos. 
PALIGN: Programa de alineaminento de estructuras primarias de proteínas (1:1) (PC/GENE). 
Parsimonia: (Principio de simplicidad) Hipótesis que propone la utilización del menor número de cambios evolutivos para la 

inferencia de relaciones filogéneticas 
PIM: Banco de datos de proteínas (Brookhaven Protein Data Bank) base de datos especializada en conformaciones (3D) de 

biomoléculas. 
Peso Molecular: Suma de los pesos moleculares de los átomos constituyentes de una molécula, 
PICASSO: Visualización y edición de dendogramas y gráficas (PC/GENE). 
PIR: (Protein Identificación Resource) Base de datos especializada en estructuras primarias de proteínas, presenta la característica 

de tener a las proteínas en forma jerárquica (superfamilias, familias, etc.) 
Primera Ley de la Termodinámica: En todos los procesos la energía total del universo permanece constante. 
PROSITE: Rastreador de secuencias de aminoácidos involucradas con las firmas funcionales y estructurales de las proteínas. 
Proteína: Macromolécula compuesta de una o más cadenas polipeptídicas cada una de las cuales posee una secuencia 

aminoácidica característica y peso molecular. 
Puente Disulfuro: Enlace covalente transversal formado entre dos polipéptidos mediante un residuo de cistina. 
RMS: Root Medium Square, Desviación que equivale a la raiz cuadrada de la distancia entre dos átomos (generalmente Ca), 

utilizada para medir el grado de similitud o diferencia entre dos moléculas 
Segunda Ley de la Termodinámica: La Entropia del universo tiende a aumentar 
SEQIJIN: Editor de secuencias nucleotidicas y aminoacídicas (PC/GENE). 
spupdate: Actualización acumulativa del SwissProt, utilizada principalmente para tener la información más reciente. 
SwissProt: Base de datos de estructuras primarias de proteínas, del EMBL 
TFD: (transcription factor protein) Base de datos enfocada a las proteínas involucradas como factores de transcripción. 
TRANSL: Traducción de secuencias de nucleotídos a aminoácidos. 
Virion: Partícula virat infecciosa o no infedosa. 
Virulencia: La capacidad de un agente infecioso, como un virus, para producir una enfermedad. 
Virus: Agentes infecciosos causantes de enfermedades, más pequeños que las bacterias, que necesitan para su replícación 

células huésped intactas y que contienen como componente genético ADN o ARN. 
Zimógeno: Precursor inactivo de una enzima; por ejemplo plasminógeno. 
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