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RESUMEN

Se caracterizé una regiéon genética que codifica la glicoproteina NS1 del virus dengue 1 proveniente de Mancora,
Piura. Comparaciones de secuencias de nucleétidos revelaron un 93,32% de identidad entre el aislamiento peruano y
una cepa de Hawai. A nivel de aminoéacidos, se observaron cambios de tipo no conservativos en dominios epitopicos de
reconocimiento humoral. De otro lado, el perfil hidropéatico de la regién estudiada fue similar al de otros aislamientos
referenciales. Los resultados sugieren realizar mayores analisis de identidad genética y mutaciones en dominios
epitopicos en el virus dengue 1 peruano.

Palabras claves: Virus del dengue; Proteinas no estructurales virales;; Secuencia de bases; Peru (fuente: BIREME).

ABSTRACT

A 419bp-NS1 genetic region corresponding to Dengue virus 1 was characterised from an outbreak in Mancora Piura.
The comparison of nucleotide sequences revealed that Peruvian isolates showed high correlation (93.32%) with a
Hawaii strain. Amino acids comparisons revealed non-conservative changes into humoral response epitope domains.
On the other hand, the hydropathy profile of NS1 was similar to other referential strains. The results suggest that more
comparisons are needed regarding genetic identity and mutations into the epitope domain of Peruvian dengue 1 virus.

Key words: Dengue virus; Viral nonstructural proteins; Base sequence; Peru (source: BIREME).

El Dengue es una enfermedad causada por un virus
perteneciente a la familia Flaviviridae, el cual es
transmitido al hombre a través de la picadura de un mos-
quito del género Aedes. La enfermedad se manifiesta a
través de tres sindromes definidos como el Dengue
clasico o benigno (DC), la Fiebre hemorragica por Den-
gue (FHD) y el Sindrome de Shock por Dengue (SSD).

El dengue en el Perl es actualmente un grave problema
de salud publica. Uno de los principales brotes de den-
gue clasico ocurrié en la ciudad de Mancora, el afio de
1997.2Todos los casos reportados correspondieron a Den-
gue 1.

A nivel molecular el virus presenta diez genes, de los
cuales siete codifican proteinas no estructurales. La primera
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proteina no estructural es conocida como NS1. La importancia
de NS1 radica en sus propiedades antigénicas,
inmunogénicas y su posible relacién con manifestaciones
hemorragicas en pacientes infectados®®.

En el presente estudio, se analizé una region del gen de
la glicoproteina NS1 (del inglés nonstructural 1) del virus
Dengue 1 peruano a partir del brote de Mancora. El obje-
tivo fue caracterizar una region de 419 pb que codifica la
porcion carboxiterminal de NS1 del virus Dengue 1 pe-
ruano y compararla con otras cepas referenciales de Den-
gue del mismo serotipo reportadas en el banco de
genes™®. La metodologia para la amplificacion de este
fragmento en el Perd ha sido descrita previamente'?, y la
secuencia correﬂ)ondiente a NS1 fue reportada en el
Banco de Genes .

De acuerdo a los datos de comparacién de secuencias
de nucledtidos, el mayor porcentaje de identidad (% de
nucledtidos idénticos) fue hallado entre PERD1-97 y la
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cepa de Hawai-1974 (Tabla 1) con un indice de 93.32%.
Estos datos se relacionan con un parentesco filogenético
hallado entre un aislamiento peruano del afio 1990 y otro
proveniente de Hawaii de 19442, Considerando que las
secuencias analizadas en este estudio pertenecen a
aislamientos de afios distintos a los referidos
anteriormente, no es posible determinar que PERD1-97
esté relacionado filogenéticamente a Hawai-1945. Sin
embargo es probable que el mismo genotipo de dengue
1 peruano de 1990 halla permanecido latente en la
naturaleza por lo menos hasta 1997, afio en que fue
caracterizado PERD1-97. En consecuencia, seria
importante realizar un estudio de comparacién entre
PERD1-97 y el aislamiento peruano caracterizado en

1994, a fin de hallar algun tipo de relacion filogenética
entre ambos aislamientos.

De otro lado,111 transiciones fueron observadas frente a
10 transversiones entre PERD1-97 y los cuatro
aislamientos de referencia (Ver Tabla 2). La proporcién
de 11:1 hallado en este estudio concuerda con trabajos
previamente publicados!® donde se menciona que este
tipo de substituciones nucleotidicas probablemente
responda a una tasa de error generada por la propia ARN
polimerasa del virus durante los procesos de
incorporacion de purinas y pirimidinas para la replicacion
de ARN gendmico. Eventualmente este proceso tiene una
tasa de error relativamente pequefiay asegura la supervivencia
del virus a la alta presién de la seleccién natural.

Tabla 1. Porcentaje de identidad (1%) entre el aislamiento peruano PERD197 y otras cepas referenciales del virus
Dengue 1 a nivel de la porcion carboxiterminal de la glicoproteina NS1

Aislamiento % IDENTIDAD
PERD1-97 SIN-90 NAU-74 HAW-45 THAI-58
PERD1-97 100
SING-90 93,08 100
NAU-74 91,89 93,32 100
HAW-45 93,32 94,51 94,27 100
THAI-58 92,36 93,08 94,75 95,07 100

PERD1-97: cepa peruana de Mancora-Piura (Este trabajo), HAW-45: cepa de Hawaii afio 19457, SIN-90: cepa S275/
90 de Singapur afio 1990°, NAU-74: Cepa West Pac 74 de la Isla de Naurt, Western pacific afio 19748, THAI-58: cepa

Thai-Sman de Thailandia afio 1958”.

Tabla 2. Transiciones y transversiones que ocurren a nivel de un fragmento de 419 pb del gen de la proteina NS1 del virus del Dengue-1 entre el aislamien-
to peruano PERD1-97 y otras cepas refernciales.

TRANSVERSIONES TOTAL
Cambios de TRANSICIONES
nucleotidos . .
en PERDL con: Pi® Pu Pu® Pi
A A A Namero de
Substituciones
A®G G®A T®C CO®T C®G T®G C®RA T®A G®C G®T A®C A®T con PERD1-97
HAW-45 4 5 7 9 0 1 0 0 0 0 1 1 28
SIN-90 4 5 11 6 0 1 1 0 0 0 1 0 29
NAU-74 6 6 8 11 0 1 1 0 0 0 0 1 34
THAI-58 4 6 10 10 1 0 0 0 0 0 0 1 32
M M Transiciones
TOTAL 112 10 Transversiones

=11,2

PERD1-97: cepa peruana de Mancora-Piura (Este trabajo), HAW-45: cepa de Hawaii afio 19457, SIN-90: cepa S275/90 de Singapur afio 1990 (9), NAU-74:
Cepa West Pac 74 de la Isla de Naur(, Western pacific afio 19748, THAI-58: cepa Thai-Sman de Thailandia afio 1958’. Las transiciones indican cambios de
pirimidina a pirimidina o de Purina a Purina. Las transversiones indican cambios de pirimidina (Pi) a purina (Pu) viceversa.

36



Rev Med Exp 2000; 17 (1-4)

Caracterizacion molecular del virus dengue 1

De otro lado, el numero de cambios aminoacidicos de
tipo no conservativos entre PERD1-97 y los demés
aislamientos referenciales fue relativamente bajo. Cabe
resaltar que la substitucion de Serina(S) por
Fenilalanina(F) (posicién 119) solo estuvo presente en
el aislamiento peruano mientras que en los demas
aislamientos S fue conservado (Figura 1). Adicionales
comparaciones usando la misma region de NS1 entre
Flavivirus (datos no mostrados en este trabajo) revelaron
que S es altamente conservado con excepcion del virus
de la encefalitis asociado a acaros (TBEV) donde solo
hubo un cambio conservativo por adenina.

N°AA 10 20 30
PERD1-97 DMGYWIESEK NETWKLARAS FIEVKTCIWP
HAW-45 oo i e V..
SING-90 ... . i i e i V..
NAU-74 s e i e e
THAI-58 . oo i e
N°AA 40 50 60
PERD1-97 KSHTLWSNGV WESEMIIPKI  YGGPISQHNY
HAW-45 ..., Loooooonn i
SING-90  .......... Looovoooon oo
NAU-74 ... ... Loooooonn i
THAI-S8  .......... Qv
N°AA 70 80 90

PERD1-97 RPGYFTQTAG PWHLGKLELD FDLCEGTTVV
HAW-45 A

SING-90
NAU-74
THAI-58

N°AA 100 110 120
PERD1-97 VDEHCGNRGP SLRTTTVTGK IIHEWCCRFC
HAW-45 ..........
SING-90
NAU-74

THAI-58

N°AA 130 139
PERD1-97 TLPPLRFRG DGCWYGMEI
HAW-45  ....... (Koo @l ccoocooooo
SING-90
NAU-74
THAI-58

FIEVKTCIWP

Figura 1. Analisis comparativo de secuencias aminoacidicas correspon-
dientes al fragmento de 419 pb del gen de la glicoproteina NS1 del virus
Dengue-1 entre el aislamiento peruano de Mancora-Piura PERD1-97 y
aislamientos referenciales. PERD1-97: cepa peruana de Mancora-Piura
(Este trabajo), HAW-45: cepa de Hawaii afio 19457, SIN-90: cepa S275/90
de Singapur afio 1990°, NAU-74: Cepa West Pac 74 de la Isla de Naurd,
Western pacific afio 1974°%, THAI-58: cepa Thai-Sman de Thailandia afio
1958’. Los aminoacidos en negrita representan cambios no conservativos.
La region subrrayada en PERD1-97 sefiala un supuesto sitio de glicosilacion
Asb-xSer/Threo. La zona sombreada corresponde a un dominio epitopico
caracterizado por Putnak®.

Por ultimo, el andlisis de hidrofobicidad mostr6é un perfil
hidropatico similar entre PERD1-97 y las cuatro cepas
referenciales de dengue. Sin embargo un pequefio pico
hidrofébico aparecié a nivel del amino4cido F de la
posicion 119 de PERD1-97 (Figura 2).
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Figura 2. Andlisis de Hidrofobicidad de 139 aminoacidos de la porcién
carboxiterminal del gen glicoproteina NS1 del virus dengue 1. El eje de las
ordenadas corresponde al indice de Hidrofobicidad; el eje de las abcisas
corresponde al numero de aminodcidos. PERD1-97: cepa peruana de Mancora-
Piura (Este trabajo), HAW-45: cepa de Hawaii afio 19457, SIN-90: cepa S275/
90 de Singapur afio 1990°, NAU-74: Cepa West Pac 74 de la Isla de Naurd,
Western pacific afio 19745, THAI-58: cepa Thai-Sman de Thailandia afio
1958’. La flecha indica la presencia de un pico Hidrofébico en PERD1-97 por
el cambio no conservativo del aminodcido Fenilalanina (F) en la posicién 119.
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De manera interesante el pico hidrofébico alterado se
hallé dentro de un dominio epitépico que fue reportado
por Putnak! en otras cepas de dengue. Estos cambios
en regiones o dominios importantes de NS1 han sido
relacionados con procesos de evasion de la respuesta
inmune y virulencia del agente infeccioso tal como se
hall6 en el virus de la fiebre amarilla’®. También se ha
demostrado que algunos dominios epitopicos de NS1
son altamente homoélogos a adhesinas e integrinas y
gue podrian generar procesos hemorragicos®. En
consecuencia la aparicion de cambios no conservativos
y/o la alteracién de dominios epitdpicos deben ser
ampliamente estudiados en cepas peruanas de dengue
1, con el fin de analizar con mayor detalle alguin tipo de
evento molecular en NS1 que este produciendo
atenuacion o exacerbacion de la patogenicidad del virus.

Pese a estos pequefios cambios, los perfiles de
hidrofobicidad entre PERD1-97 y las cepas de referencia
fueron en general superponibles. Esta caracteristica de
conservacion es propia de proteinas que cumplen
importantes roles biol6gicos. En el caso de NS1, algunos
autores proponen que la proteina podria estar implicada
en procesos de replicacion viral, especificamente como
parte de la maquinaria de replicacion del ARN?S.

En resumen a partir de los datos obtenidos en este trabajo
se sugiere profundizar el estudio de las comparaciones
filogenéticas entre diferentes aislamientos peruanos de
dengue 1 a través del tiempo. Dichos datos ayudarian a
establecer si un mismo genotipo de dengue 1 se
encuentra circulando en el pais o estan apareciendo
nuevos genotipos.

Asimismo el analisis de las variaciones genéticas en
otros dominios importantes del gen que codifica NS1 debe
ser profundizado conjuntamente con estudios
inmunoldgicos que revelen la importancia de estos
cambios durante la respuesta humoral frente al virus.
Asimismo otros genes virales que codifican proteinas
implicadas en la virulencia y procesos de respuesta
inmune deberian ser analizados a fin de dilucidar la
naturaleza del dengue 1 que circula en el Peru.
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