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RESUMEN

Objetivo Comparar secuencias de nucleétidos y de aminoacidos de la proteina
no estructural 1-NS1 de cepas DENV-2, aisladas de pacientes febriles de diferen-
tes paises suramericanos, que cursaron cuadros clinicos con severidad o sin ella.
Materiales y Métodos El andlisis filogenético fue realizado a partir de 28 secuen-
cias moleculares completas (1 056 pb) del gen NS1 del serotipo DENV-2. Se realizd
un analisis filogenético bayesiano utilizando el software MrBayes v.3.2.0, con el mo-
delo SYM+G y un analisis filogenético con el método Neighbor-Joining con el mode-
lo Jukes-Cantor. Ademas, las secuencias de aminoacidos fueron alineadas y compa-
radas entre si, mediante el programa Clustal W incluido en el software MEGA v. 5.2.
Resultados En las secuencias de aminoacidos asociadas a sangrado, la susti-
tucion mas frecuente fue isoleucina— treonina, en la posicion 93. Estas secuen-
cias presentaron un mayor porcentaje (94,6 %) de homologia de aminoacidos de
la proteina NS1 en comparacion con el porcentaje de homologia (74 %) de los ais-
lamientos DENV-2 no asociados a sangrado. Se identificaron cinco clados que
agrupan la mayoria de las secuencias analizadas (19/24; 79,2 %) con valores de
probabilidad posterior mayores o iguales al 58 %. Siete (87,5 %) secuencias aso-
ciadas a sangrado se relacionan filogenéticamente dentro de los clados 4 y 5, con
valores de probabilidad posterior del 58 % y 97 %, respectivamente.

Conclusion No se encontraron caracteristicas filogenéticas ni tampoco diferencias
entre las secuencias de aminoacidos de la proteina NS1-DENV-2 estudiadas, que
pudieran ser relacionadas, de manera directa, con la severidad de la enfermedad.
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Palabras Clave: Virus del Dengue, dengue grave, filogenia, homologia de secuen-
cia, América del Sur (fuente: DeCS, BIREME).

ABSTRACT

Objective The objective of this in silico study was to compare nucleotide and ami-
no acids DENV-2-NS1 sequences isolated from febrile patients, with and without
disease severity, from different South American countries.

Matherials and Methods A bayesian MCMC phylogenetic analysis was carried
out using 28 complete sequences of the gene NS1 of the DENV-2 serotype (1 056
bp), using MrBayes v.3.2.0 software, with the model SYM+G (2.5 million genera-
tions). We also carried out a phylogenetic analysis with Neighbor-Joining method
(Jukes-Cantor model). In addition, the amino acids sequences were aligned and
compared with each other, using Clustal W included in MEGA v.5.2 software.
Results In the amino acids sequences associated with bleeding, the most frequent sub-
stitution was isoleucine — threonine at posicion 93. These sequences showed a high
percentage (94.6 %) of amino acid homology in comparison with the percentage of ami-
no acids homology (74 %) of DENV-2 isolates not associated with bleeding. Five clades
were identified that group the vast majority of the DENV-2-NS1 sequences analyzed
(19/24; 79.2 %) with posterior probability values greater than or equal to 58 %. Sev-
en sequences (87.5 %) associated with bleeding were phylogenetically related with-
in clades 4 and 5, the posterior probability values were 58 % and 97 %, respectively.
Conclusion Neither phylogenetic characteristics nor differences between amino
acids of the DENV-2-NS1 sequences studied were found that could be associated
directly with severity of the disease

Key Words: Dengue virus, severe dengue, phylogeny, sequence homology, ns1
protein, dengue virus type 2, South America (source: MeSH, NLM).

paises tropicales y subtropicales, se evidencia en las cifras de mor-
bilidad reportadas, las cuales indican que son mas de 50 millones de
infecciones por afio en aproximadamente 100 paises (1,2).

l a emergencia del dengue como problema de salud publica, en los

Durante la tiltima decada se ha observado un incremento significativo de
reportes de casos en casi todos los paises del continente americano, excep-
to Uruguay y Chile porque aun no existe evidencia de transmision indigena
en estos dos territorios del cono sur (3).

En cuanto al mecanismo de contagio, participan mosquitos del género
Aedes, principalmente A. aegypti para América y A. albopictus en Asia (3-5)
como vectores eficientes del virus dengue. Este miembro de la familia Fla-
viviridae, posee un genoma constituido por una monocadena de ARN con
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polaridad positiva, de 9 500 a 12 500 nucledtidos, que codifica para tres pro-
teinas estructurales (proteina de capside, C; de membrana, M y de envoltura,
E) y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b
y NS5). Ademas, se reconocen cuatro serotipos (DENV-1/-4), filogenética-
mente diferentes, con diversos genotipos para cada uno de ellos (1,6).

Aunque se ha demostrado que la introduccion o reintroduccion de sero-
tipos o genotipos del virus dengue resulta en un incremento en el nime-
ro de casos graves en la poblacion afectada (7,8), existen evidencias que
muestran al DENV-2 como el serotipo mas virulento y con una mayor tasa
de replicacion (9-11) y la asociacion entre los genotipos de origen asiaticos
con una mayor severidad en los cuadros clinicos (12-14).

De acuerdo con esto, se ha intentado identificar diferencias genéticas aso-
ciadas con la severidad clinica de las infecciones por virus dengue, mediante
el analisis filogenético de secuencias genomicas virales. Sin embargo, los
estudios que han comparado secuencias de genes E y NS1 de cepas DENV-2
asiaticas no han identificado sitios especificos asociados con la severidad de
la enfermedad febril (14-19). No se tiene conocimiento de este tipo de com-
paraciones utilizando secuencias genomicas de aislamientos suramericanos.

A pesar de esta aparente ausencia de asociacion, existe evidencia que su-
giere la participacion de ciertas proteinas no estructurales en la patogenia
de la infeccion por virus dengue. Como es el caso de la glicoproteina NS1
presente en todos los miembros de la familia Flaviviridae (19,20,21). Se
ha demostrado que la antigenemia NS1 parece ser significativamente mas
alta en pacientes que desarrollan cuadros mas severos de dengue, lo cual
permite sugerir que la secrecion de NS1 puede ser un evento patogénico
importante en la infeccion por virus dengue (22,23).

En coherencia con lo anterior, en un estudio reciente se reporta que la
proteina NS1 recombinante tiene un efecto inhibidor, dosis dependiente,
sobre la activacion de la protrombina, reflejandose en una prolongacion en
el tiempo parcial de tromboplastina activada, lo cual implica a NS1 en la
perdida plasmatica de una manera independiente de anticuerpos (24).

Por todo lo anterior, el objetivo del presente estudio in silico fue comparar se-
cuencias de nucledtidos y de aminoacidos de la proteina no estructural 1-NS1 de
cepas DENV-2 aisladas de pacientes febriles de diferentes paises suramericanos,
que cursaron cuadros clinicos con severidad o sin ella. La informacion clinica de
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estos pacientes fue obtenida de NIAID Virus Pathogen Database and Analysis
Resource-ViPR (25), disponible en el sitio web http://www.viprbcr.org.

MATERIALES Y METODOS

Este estudio in silico fue realizado a partir de 24 secuencias moleculares
completas (1 056 pb) del gen NS1 del serotipo DENV-2 y una secuencia
externa NS1-DENV-4, obtenidas de NIAID Virus Pathogen Database and
Analysis Resource-ViPR (25), disponible en el sitio web http://www.vi-
prber.org. Adicionalmente, se utilizaron secuencias representativas de tres
genotipos del DENV-2 (América-Asia, América y Asia-2), disponibles en
GenBank (http://www.ncbi.nlm.nbi.gov/genbank/GenbankSearch.html).

Con las secuencias de nucledtidos obtenidas se realizé un alineamiento
multiple de secuencias utilizando el programa MAFFT, disponible en el
sitio web http://www.ebi.ac.uk/Tools/msa/mafft/.

Con el fin de optimizar los parametros para la construccion del arbol filogené-
tico se utilizo el software JModeltest0.0.1 (26), identificandose al Symmetrical
Model plus gamma, SYM+G, como el modelo con el mejor ajuste a los datos.

Se realiz6é un analisis filogenético bayesiano MCMC utilizando el sof-
tware MrBayes v.3.2.0 (27), con el modelo SYM+G, utilizando los para-
metros por defecto. Se permitio correr el algoritmo por 2 500 000 genera-
ciones, con una frecuencia de muestreo cada 1 000 generaciones, hasta que
la desviacion estandar promedio de las frecuencias fuera inferior a 0,01. Se
descarto el 25 % de los arboles como burnin y con los arboles remanentes
se calcularon las distancias evolutivas del arbol consenso. Adicional a esto,
se realizo un analisis filogenético mediante el método de Neighbor-Joining
con el modelo Jukes-Cantor. Los arboles filogenéticos generados fueron
visualizados con el programa TreeView (28).

Posteriormente, se realizd la transformacion de las secuencias de nu-
cleotidos en secuencias de aminoacidos usando el programa Bioedit 7.0.9
(29,30). Luego de su alineacién, mediante el programa Crustal W incluido
en el software MEGA v. 5.2 (30,31), las secuencias de aminoacidos fueron
comparadas entre si, para poder establecer las posiciones donde se presen-
taron sustituciones.
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RESULTADOS

Las caracteristicas epidemiologicas y los numeros de acceso al GenBank
de las 28 secuencias genomicas de la proteina no estructural 1 del DENV-2
estudiadas, se presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias genomicas de NS1-DENV-2
utilizadas en este estudio

Identificacion Origen Severidad Afio del aisla-  Numero de acceso

miento (GenBank)
V3370 Colombia SCS 2004 GQ868554
V3369 Colombia SCS 1999 GQ868553
V3368 Colombia SCS 1998 GQ868552
V3372 Colombia SCS 2005 GQ868556
V2424 Venezuela SCS 2004 FJ850112
V1457 Venezuela SCS 1996 EU726775
V2160 Venezuela SCS 2003 FJ639734
V2248 Venezuela SCS 2005 FJ639809
V2390 Brasil NS 2004 FJ850082
V2393 Brasil NS 2005 FJ850085
V2385 Brasil NS 2003 GQ868640
V2376 Brasil NS 2000 FJ850072
V2379 Brasil NS 2001 FJ850074
V2382 Brasil NS 2002 FJ850086
V2399 Brasil NS 2007 FJ850091
V2402 Brasil NS 2008 GQ199890
V1095 Venezuela NS 2007 EU482604
V2161 Venezuela NS 2001 JN819408
V2476 Venezuela NS 2008 FJ850106
V2941 Venezuela NS 1998 FJ898465
V2942 Venezuela NS 2000 FJ898466
V3362 Venezuela NS 1991 GQ868595
V3366 Venezuela NS 1987 GQ868599
V3496 Venezuela NS 1990 GQ868540
V3637 Brasil - 2008 HM181971*
V3367 Peru - 1995 EU056811 **
V5055 EUA - 2008 JN796245***
VV3408-DENV-4 Colombia NS 2001 GQ868581

SCS: sangrado clinicamente significativo; NS: no sangrado (Ref. 25); * Genotipo América-Asia (Ref 7); **
Genotipo América (Ref 7); *** Genotipo Asia (Ref 37)

A partir de las secuencias de nucledtidos alineadas en el programa Bioedit,
se lograron identificar 99 polimorfismos de un solo nucledtido, SNPs, de los
cuales solo seis representaron cambios en la estructura primaria de la proteina
NSI del serotipo DENV-2 (Tabla 2). Estos cambios se presentaron en el 75 %
(6/8) de los aislamientos DENV-2 asociados a sangrado clinicamente significa-
tivo, siendo la sustitucién mas frecuente isoleucina treonina, en la posicion 93.

Solo dos aislamientos DENV-2 asociados a sangrado, ambos de origen co-
lombiano, V3369 y V3370, presentaron mas de un cambio en la secuencia de
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aminoacidos de la proteina NS1: aa71 isoleucina — valina / aa265 alanina —
valina 'y aa93 isoleucina — treonina/ aal41 alanina — valina, respectivamente.

Entre las ocho cepas DENV-2 asociadas a sangrado existe, en promedio, un
94,6 % de homologia de aminoacidos en la proteina NS1, en cambio, los aisla-
mientos no asociados presentaron, aproximadamente, un 74 % de homologia.

En la topologia obtenida por inferencia bayesiana (Figura 1) no se obser-
van politomias, parafilas ni tampoco grupos monofileticos en terminos de
pais de origen, en cambio, se identifican cinco clados que agrupan la gran
mayoria de las secuencias del gen NS1 del DENV-2 analizadas (21/28; 75
%) con valores de probabilidad posteriori mayores o iguales al 58 %.

Tabla 2. Diferencias de nucleétidos entre las secuencias
del gen NS1-DENV-2 analizadas

Secuencias/Nucledtido 13 211 278 279 422 7
V3408-DENV-4 G A T C
V3637-America/Asia A
V3367-America
V5055-Asia2
V3370-Sangrado . .
V3369-Sangrado . G
V3368-Sangrado . .
\/2424-Sangrado
V3372-Sangrado
VV1457-Sangrado
V2160-Sangrado
\/2246-Sangrado
V2376
V2379
V2382
V2385

V2390

V2393 .
V2399 A
V2402 A
V1095

V2161

V2476

V2942

V2941

V3362
V3366
V3496

A: adenina; C: citosina; G: guanina; T: timina
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Figura 1. Arbol filogenético bayesiano a partir de secuencia genémicas
suramericanas del gen NS1 del serotipo DENV-2
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Siete (87,5 %) secuencias asociadas a sangrado clinicamente significati-
vo se relacionan filogenéticamente dentro de los clados 4 y 5, con valores
de probabilidad posteriori del 58 % y 96 %, respectivamente.

DISCUSION

La circulacion de los cuatro serotipos del virus dengue ha sido reportada
en el territorio americano, siendo el DENV-2 el mas importante en tér-
minos de cifras de morbimortalidad (33,34,35). Oficialmente, el primer
aislamiento de este serotipo se reporto en Trinidad, 1953 (8,36) y la pri-
mera epidemia asociada a su presencia ocurrio en Cuba en 1981, como
consecuencia de la entrada de un genotipo asiatico (8,37). Existe evidencia
derivada de estudios de epidemiologia molecular que permite sugerir que
el DENV-2 circulante en Colombia, Venezuela y Brasil posee un ancestro
comun de origen asiatico (8,14).

En el presente estudio, las relaciones filogenéticas estimadas bajo los
criterios de inferencias bayesiana (Figura 1) no permiten sugerir el origen
asiatico de las secuencias genomicas de NS1-DENV-2, muy seguramente
consecuencia de la no utilizacién de secuencias representativas del geno-
tipo Asia-1. En cambio, permiten observar que los aislamientos asociados
a sangrado se presentan, en su gran mayoria, en dos clados distinguibles
con valores dispares de probabilidad posterior. En coherencia con otros
referentes (7,38,39), en la tipologia del arbol filogenético obtenido no se
identifican clados en términos de pais de origen.

En la Figura 2, se muestran las relaciones filogenéticas estimadas por el
método basado por distancia, Neighbor-Joining para las ocho secuencias
del gen NS1-DENYV asociado a sangrado clinico clinicamente significati-
vo. Los arboles filogenéticos obtenidos por ambos métodos de inferencia
son coherentes en sus caracteristicas filogenéticas.

En cuanto a las sustituciones de aminoacidos derivadas de los SNPs
no-sindénimos, es importante sefialar que la inica de éstas que representa
un cambio en la polaridad de la cadena lateral corresponde a isoleucina —
treonina en la posicion 93. Este cambio en la hidrofilicidad de la proteina
podria derivar en variaciones significativas tanto en su estructura secun-
daria como en su antigenicidad, caracteristicas que han sido reportadas en
otras proteinas no estructurales de este virus (19,40).
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Figura 2. Arbol filogenético generados por el método Neighbor-Johing, a partir
de secuencia genémicas suramericanas del gen NS1 del serotipo DENV-2

asociadas a sangrado clinicamente significativo
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En definitiva, no se encontraron caracteristicas filogenéticas ni tampo-
co diferencias entre las secuencias de aminoacidos de la proteina NS1-
DENV-2 estudiadas, que pudieran ser relacionadas, de manera directa,
con la severidad de la enfermedad. Mas sin embargo, se reconoce que las
diferencias en los genes no estructurales podrian, potencialmente, alterar
la eficiencia de la replicacion de este agente virico, lo cual podria verse
reflejado en la magnitud y compromiso de las viremias (40) *
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