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Abreviaturas

DENV Virus dengue

HCV Virus de hepatitis C

BVDV Virus de la diarrea viral bovina

CSFV Virus de la fiebre porcina clasica

TBEV Virus de la encefalitis transmitida por
garrapatas
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sinénimo.
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pl Punto Isoeléctrico
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Resumen

Resumen

Las proteinas de envoltura de los virus de la familia Flaviviridae, se caracterizan por
estar formada por tres dominios, los cuales son clave para la interaccion con el receptor
celular, definir el tropismo viral, permitir la entrada a la célula hospedera, participar en el
ensamblaje del viribn, ademas de ser el principal antigeno de superficie de los viriones.
Estas funciones se encuentran conservadas en los géneros de la familia (Flavivirus,
Pestivirus 'y Hepacivirus), pero las proteinas difieren en secuencia y conformacién
tridimensional. En este trabajo, investigamos los procesos evolutivos de las proteinas de
envoltura de los virus de esta familia.

Dado que la funcion de las proteinas se conserva en los diferentes géneros, a pesar de
las posibles diferencias en presiones selectivas especificas de sus respectivos hospederos,
hipotetizamos que los procesos evolutivos que ocurren en éstas proteinas son similares,
ademds, dado que es el principal antigeno de superficie es posible que las proteinas se
encuentren evolucionando bajo fuerte seleccién positiva.

Este trabajo se analizaron los procesos evolutivos que han actuado sobre las proteinas
de envoltura de los virus DENV, BVDV y HCV, como representantes de cada género, y
encontramos gque aungue estas proteinas presentan una alta variabilidad en la secuencia de
nucledtidos y aminoacidos, la mayoria de los codones evolucionaron bajo seleccion
negativa; esto resultaba incongruente, porque éste tipo de seleccion elimina la variabilidad.
Por lo tanto analizamos si la variabilidad observada, era debida a episédios de seleccion
actuando sobre las proteinas, y encontramos que la seleccidén episddica, es responsable en
parte de la variabilidad observada. Los pocos codones que evolucionaron bajo seleccion
positiva parecen estar relacionados con virulencia y escape del reconocimiento de
anticuerpos.

Por ultimo, analizamos como estos procesos evolutivos actian a nivel de proteina
modificando las propiedades bioquimicas de éstas, encontramos que la propiedad mas
conservada fue el volumen, mientras que la polaridad fue la menos conservada. Asi también
se observé que proteina de envoltura de DENV resulto ser la mas conservada en las
propiedades bioquimicas, lo cual podria deberse a restricciones evolutivas derivadas de su
biciclo de replicacién, mientras la proteinas de HCV present6 un mayor grado de
conservacion, lo cual podria ser producto de la constante presién selectiva del hospedo. Con
esto determinamos que los procesos evolutivos en las proteinas de envoltura de la familia
Flaviviridae son similares en cuanto al grado de variabilidad observada, las tasas de
mutaticion en codones sinbnimos y no sindnimos, y el hecho de que la seleccién positiva
tienda a presentarse de manera episédica. Sin embargo, parece haber diferencias en el
grado de conservacion de las propiedades bioquimicas de estas proteinas.
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Capitulo 1

Marco Tedrico

1.1 GENERALIDADES DE LOS FLAVIVIRUS

La familia Flaviviridae comprende a viruses de RNA de cadena sencilla, de polaridad
positiva, y consta de cuatro géneros: los Flavivirus, Pestivirus, Hepacivirus y Pegivirus
(Twiddy et al., 2003). Los virus pertenecientes a diferentes géneros tienen similitud en
cuanto a la morfologia del virién, la organizacién del genoma, y la estrategia de replicacion
(Leyssen et al., 2000). Estos virus son responsables de una alta mortalidad y morbilidad, y
pueden causar enfermedades como: encefalitis severa, dengue, fiebre hemorragica, formas
con choque, hepatitis, peste porcina clasica, enfermedades febriles (Figura 1) (Zanotto et
al., 1996; Acosta y Gomez, 2005).
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Figura 1. Arbol filogenético de la familia Flaviviridae construido con la proteina NS3 o Helicasa. El arbol
filogenético muestra la relacion entre los diferentes géneros de la familia, se puede observar que los géneros
Pegivirus, Hepacivirus y Pestivirus se encuentran mas cercanamente relacionados entre si, mientras que el

género Flavivirus es el mas distante (Tomada de Stapleton et al, 2011).
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1.1.1 ESTRUCTURA VIRAL

Los virus de la familia Flaviviridae, son virus pequefios con un diametro de
aproximadamente 50 a 60 nm. La particula viral es icosaédrica y est4 envuelta por una
membrana lipidica proveniente del hospedero, sobre la cual se insertan dos proteinas de
envoltura que forman homodimeros o heterodimeros. En el interior de la particula viral esta
la proteina “core” que forma la nucleocapside o capside, la cual se asocia con el genoma

viral (Figura 2).

o Flavivirus Hepacivirus Pestivirus

M protein VIRION VIRION

E dimer
E1-E2 dimer E1-E2 dimer

Figura 2. Estructura de los viriones de la familia Flaviviridae. A la izquierda el virion del género Flavivirus,
donde la proteina E esta formando homodimeros y se encuentra asociado a la proteina M. En el centro el virién
de Hepacivirus, donde las proteinas E1-E2 forman heterodimeros. A la derecha el virion de Pestivirus, donde

las proteinas E1-E2 forman heterodimeros. (Tomadas de http://viralzone.expasy.org/2014)

1.1.2 ORGANIZACION DEL GENOMA

Los virus de la familia Flaviviridae poseen un genoma de RNA de cadena sencilla y
polaridad positiva, con una longitud aproximada de 11 a 12.3 kb, dependiendo el género;
En el género Flavivirus, el genoma tiene una longitud de 11 kb, con un solo marco de lectura
(Open Reading Frame, ORF) que codifica para una poliproteina de 3386-3433 aminoacidos

(aa), este Unico ORF esta flanqueado por dos regiones no traducidas (Untranslated Region,

6
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UTR), la primera en el extremo 5" con una longitud de 95-132 nucledtidos (nt), que posee
varios dinucleotidos AG involucrado en la formacion de estructuras secundarias, también
agui se localiza una estructura tipo CAP, 7-metil-guanosina. La segunda regién es el extremo
3’ que carece de un tracto de poli (A) tiene una longitud de 114 a 585 bases y posee
secuencias para la circularizacion del genoma a través de interacciones con la regién 5’UTR

gue facilitan su replicacion y traduccion (Leyssen et al., 2000; Lindenbach et al., 2007).

El genoma de los virus del género Pestivirus, tiene un tamafio de aproximadamente de
12.3 kb, de igual forma que los Flavivirus, su genoma posee un unico ORF que codifica para
una poliproteina de 3838-4000 aa. El extremo 5’ UTR tiene una longitud aproximada de 385
bases y carece de una estructura tipo CAP, sin embargo poseen un Sitio Interno de Entrada
al Ribosoma (Internal Ribosome Entry Sitie, IRES). En el extremo 3’"UTR tiene una longitud de
225 bases y también carece de un tracto de poli (A) (Figura 3) (Rissatti et al., 2007; Becher y
Tautz, 2011).
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¥ UTR
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5'UTR 3 UTR
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Figura 3. Organizaciéon del genoma de familia Flaviviridae. El genoma de los virus de esta familia es RNA
de cadena sencilla y polaridad positiva, en el caso de los Flavivirus presentan CAP en el extremo 5" UTR,
mientras que los Pestivirus y Hepacivirus tienen IRES. En el extremo 3" UTR carecen de poli (A). El genoma se
codifica en forma de poliproteina, el cual es procesado postraduccionalmente (Tomada de Leyssen et al.,
2000).
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El HVC, perteneciente al género Hepacivirus, tiene un genoma con una longitud de 9.4
kb que codifica para una poliproteina de 3000 aa, al igual que los Pestivirus su genoma
carece de la estructura tipo CAP en el extremo 5’ UTR, y posee un IRES, la longitud de este
extremo es de 342 bases, la funcion de éste es permitir la unién del ribosoma de la célula
hospedera. El extremo 3’ UTR, carece de poli (A) y varia en longitud dependiendo del
genotipo, sin embargo se ha descrito que ésta contiene regiones relacionadas que facilitan

la traduccidn e iniciacion de la sintesis del RNA viral (Li et al., 2013).

Por ultimo para el género Pegivirus, al igual que los otros géneros de la familia su
genoma es de RNA de polaridad positiva que codifica para Unica poliproteina de 3484

aminoacidos que es procesada postraduccionalmente (Figura 4) (Ghai et al., 2013).

GBV-A (SPgV), GBV-C (HPgV)

SNTR || E1| E2 | INS2| NS3 | |[NS4B| NS5A | NssB MR

NS[4A
GBV-D (BPgV)

S'NTR 3'NTR
| E1 E2 X |[NS2| NS3 NS4B| NSBA NS5B

|
NS4A

Figura 4: Organizacidon del genoma de los virus del género Pegivirus. El genoma es de RNA cadena
sencilla codificada para una poliproteina que es procesada co- y postraduccionalmente en proteinas virales
individuales, la proteina del core, no ha sido identificada en estos virus como en los otros géneros de la familia.
En la parte superior se muestra el genoma los Pegivirus que infectan a humanos y simios, en la parte inferior el

de los que infecta a murciélagos (tomada y modificada de Ghail et al, 2013).
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1.2 Género Flavivirus

El género Flavivirus comprende mas de 70 virus y se divide en 14 clados, que a su vez
se agrupan en 3 grandes grupos, estos son: el grupo de virus transmitidos por mosquitos, el
grupo de virus transmitidos por garrapatas, y el grupo de virus no transmitidos por vector.
Los Flavivirus que causan enfermedades importantes en humanos pertenecen a los dos
primeros grupos (Kuno et al., 1998). Las enfermedades que provocan en sus hospederos
mamiferos van desde una simple fiebre, hasta complicaciones graves como fiebres
hemorragicas, encefalitis, dafio neurolégico, y dafio hepatico. Los virus de este género
tienen una amplia gama de hospederos tales como las aves, mosquitos, garrapatas, gatos,

perros, vacas, caballos, monos, y los humanos (Lindenbach et al., 2007).

El virus dengue (DENV), perteneciente a este género, es uno de los més relevantes,
pues representa un problema de salud publica en regiones tropicales y subtropicales del
mundo. Anualmente se registran entre 50 y 100 millones de casos de fiebre por dengue a
nivel mundial (Zanotto et al., 1996). En México, durante la dltima década se ha reportado un
incremento en la incidencia de casos de dengue y fiebre hemorragica por dengue en la
poblacién juvenil, por lo tanto es un problema de salud publica en nuestro pais. (Torres et al.,
2014). El DENV se clasifica en cuatro serotipos, dengue 1, 2, 3, y 4 (DENV-1, DENV-2,
DENV-3 y DENV-4) los cuales presentan una divergencia del 30 % a lo largo de la
poliproteina. El virus se transmite a los humanos por la picadura de mosquitos del género
Aedes, particularmente de las especies Aedes aepypti y Aedes albopictus.

La diversidad genética de estos cuatro serotipos ha sido estudiada en las proteinas
estructurales del virion, lo que ha permitido definir diferentes subtipos o subgenotipos para
cada serotipo, por ejemplo, el DENV 1 presenta cinco genotipos (Genotipo I, II, Ill, IV, y V),
DENV 2, presenta cinco genotipos (Asiatico |, Asia Il, América-Asia, Cosmopolita,
Americano), DENV 3 presenta cuatro genotipos (Genotipo I, Il, Il y IV) y finalmente DENV 4
presente cuatro genotipos (Genotipo |, II, lll y IV). La divergencia entre genotipos es de
aproximadamente de un 6-10 % a nivel de nucleétidos (Goncalvez et al., 2002; Holmes,
2007; Weaver y Vasilakis, 2009).
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1.3 Género Pestivirus

Los Pestivirus infectan a animales del orden Artiodactyla, es decir, animales rumiantes
entre los que se encuentran animales de importancia econémica, como el ganado bovino,

porcino y ovino.

El género Pestivirus comprende a virus como: el virus de la diarrea viral bovina (Bovine
viral diarrhea virus, BVDV), el virus de la fiebre porcina clasica (Classical swine fever virus,
CSFV) y el virus de la enfermedad de frontera (Border disease virus, BDV). Estos Pestivirus
se transmiten por tres vias que son la oral-fecal, la sexual y transplacentaria, ésta Ultima es
responsable de su persistencia en los hospederos, mientras que los virus BVDV y BDV,
pueden cruzar barreras de especie entre hospederos del orden Artiodactyla (Lindenbach et
al., 2007; Leyssen et al., 2000; Tang y Zhang 2007).

Los Pestivirus causan diarreas aguadas, sindromes hemorragicos agudos vy
enfermedad de wasting, las cuales pueden convertirse en enfermedades persistentes. Los
virus que causan persistencia en sus hospederos, son de biotipo no citopatico, es decir, no
producen efecto citopatico en el cultivo celular. Esta Ultima es una caracteristica particular
del BVDV, lo que ha permitido su clasificacion de este virus en dos biotipos, el citopatogénico
(cp) que producen efecto citopatico en cultivo celular produciendo vacuolizacion
citoplasmatica, y apoptosis celular y el biotipo no citopatogénicos (nocp) que no inducen

cambios morfologicos en las células infectadas (Becher y Tautz, 2011).

Por otro lado, los principales érganos blanco para la replicacion de estos virus, son el
tejido linfoide y epitelial, principalmente células linfociticas, aunque estos virus también se
pueden replicar en las células gastrointestinales, las glandulas y las neuronas (Leyssen et
al., 2000).

El BVDV, es uno de los agentes infecciosos mas importantes de este género, ya que
presenta una distribucion mundial, y es endémico en la mayoria de las poblaciones bovinas,
ocasionado pérdidas econdémicas de origen reproductivo. Los avances en la secuenciacion
han permitido clasificar a éste virus en 2 genotipos, (Genotipo | y IlI) adicionalmente cada
genotipo presenta subgenotipos, que tienen una identidad entre si del 80 al 85 %. Para el
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genotipo | existen 11 subgenotipos de BVDV, y para el genotipo Il existen 2 subgenotipos
(Vargas et al., 2009).

1.4 Género Hepacivirus

Dentro del género Hepacivirus se incluyen los virus de Hepatitis C, HCV (Hepatitis C
virus, HCV) y el virus de hepatitis GB (GBV). Los Hepacivirus, comparten con los Pestivirus
la organizacion del genoma y con ello un tamafio similar en la longitud de los genes
(Lindenbach et al., 2007).

De acuerdo con los analisis filogenéticos, el HCV se ha clasificado en seis genotipos,
que presentan una divergencia del 30-35 % a nivel de nucledtidos a lo largo del genoma
completo. Todos los genotipos de HCV se encuentran distribuidos por todo el mundo, siendo
el genotipo 1 el mas comun y el que presenta mayor resistencia al tratamiento. Ademas
dentro de cada genotipo existen subgenotipos o subtipos, por ejemplo, el genotipo 1 tiene 13

subtipos, estos se diferencian en un 20-25 % a nivel de nucledétidos (Simmonds et al., 2004).

El HCV es el virus mas importante del género. La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), estima que el 3 % de poblacion a nivel mundial esté infectada con el HCV, lo que
significa que mas de 170 millones son portadores y estan en riesgo de desarrollar cirrosis y/o
cancer de higado (Leyssen et al., 2000). En México se estima una prevalencia del 0.47-1.2
%, donde el genotipo predominante es el 1, y la principal via de transmision reportada es la
transfusion de sangre (Vera et al., 2005).

Las principales formas de transmisién del HCV, son la via sexual, transplacentaria y por
medio de agujas o sangre contaminada, provocando en su hospedero humano una hepatitis

cronica, cirrosis hepatica y hepatocarcinoma (Lindenbach et al., 2007).
1.5 Género Pegivirus

Los miembros de este género se agruparon por mucho tiempo dentro del género de
Hepacivirus, sin embargo el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (Internacional
Committee on Taxonomy of Viruses, ICTV) en el afio 2012 fue considerado como un género
independiente. Los Pegivirus se descubrieron en el aflo 1995 en monos tamarinos, y

actualmente los virus que forman parte de este género son el GBV-A o SPgV aislado de
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simios, el GBV-C o HPgV asilado de humanos, y el GBV-D o BPgV aislado de murciélagos.
El virus HPgV, que infecta a humanos, es un virus linfotrépico que establece infecciones
subclinicas y no se asocia con hepatitis C. Este virus se encuentra ampliamente distribuido
en paises desarrollados, su prevalencia es alta y se transmite por via sexual, vertical y a
través del contacto con sangre contaminada. Actualmente este virus ha tomado importancia
porque se ha asociado con el virus de inmunodeficiencia adquirida (VIH) provocando un

aumento en la mortalidad en los pacientes (Kapoor et al., 2013; Ghai et al., 2013).
1.6 PROTEINAS ESTRUCTURALES

Las proteinas estructurales forman parte del viriobn, dependiendo del género el numero de
proteinas que componen a éste varian. En la tabla 1 se muestran las caracteristicas y

funciones principales de las proteinas estructurales

TABLA 1. PROTEINAS ESTRUCTURALES DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

Virus Proteina Peso molecular Funciones y propiedades

VIRUS DENGUE Core 12 kDa Proteina altamente conservada y
compuesta principalmente por
aminoacidos basicos, lo que
favorece la interaccién con el
genoma viral.

E 53 kDa Proteina glicosilada que se
caracteriza por tener tres dominios
funcionales, responsables de la
entrada a la célula.

Los receptores descritos son:

DC-SIGN, (Dentric Cell-Specific
ICAM-3 Grabbing Nonintegrin),
heparan sulfato, CD14, las
proteinas de choque térmico
(HSP) de 70 y 90 kDa, el receptor
de alta afinidad de laminina de
37/67 kDa y la proteina
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GRP78/BiP

priv 18-19 kDa Proteina presente en el viridn
cuando es inmaduro, evita que la
fusion de la membrana viral y
celular suceda antes de tiempo.

Core 14 kDa Proteina altamente conservada y
rica en aminoacidos basicos, es la
responsable de la formacion de la
capside viral y union del RNA viral.

E™ 44-48 kDa Proteina con actividad
ribonucleasa, esencial para la
produccion de particulas virales

infecciosas, también es
indispensable para la union vy

VIRUS DE LA entrada a la célula hospedera.
DIARREA E1l 33 kDa Glicoproteina de envoltura que se

asocia con E2 importante para el

VIRAL BOVINA reconocimiento del receptor.

E2 55 kDa Glicoproteina integral de
membrana que se asocia en
homodimeros (E2-E2) o]
heterodimeros (E1-E2) permite el
reconocimiento del receptor
celular (CD45) y ensamblaje del
virion.

VIRUS DE Core 19-21 kDa Proteina basica altamente
conservada, ademas se propone
gue ésta posee la funcién de
modulacion de la transcripcion de
genes, es la responsable de la
formacion de la cépside viral y
union del RNA viral.

HEPATITIS C

El 35 kDa Proteina glicosilada importante
para la fusion de membranas.

E2 77 kDa Glicoproteina responsable de la
entrada del virion a la célula
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blanco de la neutralizacién de
anticuerpos y unioén al receptor.

Los receptores reportados son: el
CD81, SRBI (Scanvenger receptor
class B type I), heparan sulfato, y
las lectinas de unidbn a manosa
DC-SIGN (CD209) y L-SIGN
(CD209-L).

1.7 PROTEINAS NO ESTRUCTURALES

Las proteinas no estructurales no forman parte del virion, pero son indispensables en la
replicacion y traduccion del genoma. Los virus de esta familia tienen de 5 a 7 proteinas no
estructurales, la funcion de algunas de ellas ha sido ampliamente descrita y de otras se

desconoce (Tabla 2).

TABLA 2. PROTEINAS NO ESTRUCTURALES DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

Virus Proteina Peso Funciones y propiedades
molecular
NS 1 42-50 kDa Proteina que se encuentra en 3

formas distintas: asociada al
reticulo  endoplasmico, como
dimero en la membrana de la
célula hospedera y en su forma
secretada, induce inmunidad
humoral, importante para el
diagnéstico de la enfermedad.

VIRUS DENGUE

NS 2A 22 kDa Proteina que forma parte del
complejo de replicacion y bloqueo
de la sintesis de IFN.

NS 2B 12 kDa Proteina que es cofactor de
NS3.
NS 3 70 kDa Proteina que tiene funciones
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de Proteasa/Helicasa.

NS4A 16 kDa Proteina que es Cofactor de
NS3.

NS4B 27 kDa Forma parte del complejo de
replicacion.

NS5 103 kDa Proteina que es la RNA
polimerasa viral y

metiltransferasa.

N pro Proteina con actividad
utoproteasa.
NS 2 52 kDa Serinproteasa capaz de formar

rearreaglos e inserciones en el
genoma viral de fragmentos
del genoma de la célula

hospedera
VIRUS DE LA NS3 Proteina que tiene funciones
DIARREA de Proteasa/Helicasa.
VIRAL . —
BOVINA NS4A Proteina . con funcién
desconocida.
NS4B Proteina de funcién
desconocida
NS5A 58 kDa Proteina tiene actividad
serin/treonina cinasas
NS5B 75 kDa Proteina que funciona como
RNA polimerasa viral.
p7 7 kDa Proteina con funcién
desconocida, sin embargo en
VIRUS DE sistemas invitro funciona como
HEPATITIS C canal i6énico.

NS2 23 kDa Glicoproteina de membrana,
gue se desconoce su funcién
madura, sin embargo antes de
ser cortada de la poliproteina,
ésta funciona como proteasa.
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NS3 70 kDa Proteina con funciones de
Proteasa/Helicasa.

NS4A 8 kDa Proteina que actia como
cofactor de NS3.

NS4B 27 kDa Proteina que forma parte del
complejo de replicacion.

NS5A 58 kDa Proteina con actividad
serin/treonina cinasas y forma
parte del complejo del
replicacion.

NS5B 68 kDa Proteina que funciona como
RNA polimerasa viral.

1.8 PROTEINA DE ENVOLTURA DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

La familia Flaviviridae tiene proteinas de envoltura (E) que se han agrupado con las
glicoproteinas de fusion clase Il. Estas proteinas se sintetizan en forma de un complejo junto
a otra proteina estructural (prM en los Flavivirus, proteina E1 en los Pestivirus y Hepacivirus)
que luego se escinde para producir la forma activa. Generalmente, estas proteinas
presentan secuencias internas de fusion o péptido de fusion. (Delos et al., 2000; Li y Modis
et al., 2014).

La proteina E de DENV (Flavivirus), el virus de la diarrea viral bovina (BVDV)
(Pestivirus) y el virus de hepatitis C (HCV) (Hepacivirus) se han cristalizado, por lo tanto en

este proyecto utilizamos a estos virus como modelos de estudio.

En la proteina E (Flavivirus) y E2 (Pesti-Hepacivirus) se han descrito tres dominios: 1, I
y lll. Estos dominios en todos los virus, presentan una conformacion de hojas 3 y una o dos

hélices a. Las caracteristicas de estos dominios se describen a continuacion:

El dominio | varia en longitud en los tres géneros, y aunque a nivel de secuencia no
tiene similitud significativa, presentan una estructura de barril f conservada. En los Flavivirus
y Hepacivirus se le domina dominio central, y la principal diferencia se debe a que la

proteina E2 (Hepacivirus) tiene proximo al extremo carboxilo terminal una region llamada
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hipervariable 1 (HVR hypervariable region). En el caso de los Pestivirus el dominio | se
encuentra hacia el extremo N-terminal de la proteina, pero conserva la estructura de barril 3.
Dentro de este dominio se encuentran sitios de N-glicosilacion, asi por ejemplo para los
Flavivirus hay un sitio de glicosilacién, mientras que para los Hepacivirus hay 5 sitios de
glicosilacion, en este Ultimo caso son importantes para la unidon a su receptor celular.
Recientemente se demostré mediante estudios de mutagénesis que en el virus de hepatitis
C el sitio de union al receptor esta dentro del dominio | (Nybekken et al., 2006; Kong et al.,
2013).

El dominio Il, en el caso de los Flavivirus, es el dominio de dimerizacion y ademas
posee una secuencia interna de fusion o péptido de fusion, altamente hidrofébica y rica en
glicinas que es importante para la internalizacion del virus, también dentro del dominio Il
existe un sitio de N-glicosilacion es (Asn67) que se propone que participa en la interaccion
del virién con el receptor. En el caso de los Pestivirus también se propone la presencia de un
péptido de fusion en este dominio y también se ha descrito un sitio de glicosilacion. Para el
HCV (Hepacivirus) se propone la existencia de un posible péptido de fusién, en una regién
rica en aminoacidos no polares y glicina, ademas es una region conservada en todos los
genotipos del HCV (McCaffrey et al., 2012; Yagnik et al., 2000).

El dominio Il para los Flavivirus tiene un plegamiento tipo inmunoglobulina, y en el
caso del DENV e es responsable del contacto con el receptor celular, pues presenta
aminoacidos cargados positivamente que se unen al heparan sulfato (receptor con carga
negativa). Para los Pestivirus este dominio se compone por tres médulos de pequefias
laminas (llla, 1llb y llic) que poseen aminoacidos hidrofobicos, que pudieran ser de anclaje a
la membrana celular o membrana viral, ademas posee cuatro sitios de glicosilacion
importantes de igual forma para la posible unidn al receptor. Para los Hepacivirus en el
dominio Il existen regiones de interaccién con CD81 sugiriendo que es el posible dominio de
union al receptor (Mc Caffrey K., et al., 2012). ElI dominio Ill entre CSFV (Pestivirus),
Hepatitis C (Hepacivirus) y TBEV (Flavivirus) presentan una similitud importante a nivel de
secuencia, dado que se obtienen alineamientos significativos con una P<0.005 (Garry y
Dash, 2002).
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Debido a que estas proteinas comparten ciertas caracteristicas, se esperaba que la
estructura terciaria de las proteinas de envoltura en los géneros Pestivirus y Hepacivirus
tuviera un plegamiento y caracteristicas similares de una proteina fusion clase Il como se
habia descrito en los Flavivirus. En el 2013 se lograron cristalizar las proteinas E2 del
BVDV y del HCV, donde se descubrié que estas dos tienen un nuevo plegamiento, ademas
que carecen de hallmarks caracteristicos de una proteina de fusion de clase Il, como el
péptido interno de fusion, también se presume que posiblemente E2 de Pestivirus y
Hepacivirus poseen un mecanismo diferente de entrada a la célula y éstas son un nueva
clase se proteinas de fusion (Garry y Dash et al., 2002; Krey et al., 2010; EI Omari et al.,
2013; Li et al., 2013; Kong et al., 2013; Li y Modis, 2014).
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Capitulo 2

Antecedentes Particulares

2. PROCESOS EVOLUTIVOS EN LA PROTEINA DE ENVOLTURA DE LA FAMILIA
FLAVIVIRIDAE

Los virus son entidades dinAmicamente evolutivas, que responden a cambios del medio

ambiente y del microambiente (la repuesta inmune del hospedero).

Los diferentes mecanismos que permiten la evolucién de los virus, afectan a nivel
genomico, por ejemplo se ha observado que las tasas de sustitucion (el nimero de nuevas
mutaciones que llegan a fijarse en la poblacién por unidad de tiempo) son diferentes a lo
largo el genoma de un virus; por ejemplo, en el virus de influenza A la tasa de sustitucién en
los ocho genes es diferente, encontrando tasas de sustitucion mas elevadas en los genes de
las proteinas de la envoltura: la hemaglutinina y la neuraminidasa (Dimmock et al, 2007; Qu
etal., 2011).

2.1 TASA DE MUTACION Y TASA DE SUSTITUCION

La tasa de mutacion, se define como todas aquellas mutaciones que ocurren por
unidad de tiempo o por ciclo de replicacion. Se ha estimado que la tasa de mutacion en los

virus de RNA esta entre10® a 10° errores por nucleétido copiado.

La alta tasa de error de las RNA polimerasas en los virus se atribuye a dos razones

principalmente:

La primera, es bien sabido que las RNA polimerasas de los virus de RNA, en
comparacion con las DNA polimerasas de los virus de DNA, tiene deficiencia de la actividad

correctora o exonucleasa.
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La segunda, es la ausencia de mecanismos celulares conocidos de reparacion
posreplicativa que puedan actuar sobre los hibridos de RNA-DNA o intermediarios
replicativos de RNA bicatenarios (Duffy et al., 2008).

También se han propuesto diferentes teorias que explican el mantenimiento de la alta
tasa de mutacion en los virus de RNA, por ejemplo Belshaw et al., 2008, proponen que se
debe a la historia de vida y con ello se refieren a que los virus son parasitos obligados y el
organismo infectado posee un sistema de defensa que tiene como objetivo eliminar a estos
pardsitos intracelulares, por lo tanto, la capacidad de los virus de generar un gran
variabilidad fenotipica les permite evadir al sistema de defensa. La segunda hipétesis que
plantean son las limitaciones evolutivas, a esto se refieren que los virus de RNA en su
replicacion no tienen la opcidn de utilizar la maquinaria de replicacion de los hospederos y
por lo tanto utilizan la RNA polimerasa viral. La tercera es la compensacion en la velocidad
de replicacién, es decir, los virus pueden replicarse rapido o de forma fidedigna, pero no
ambas, los virus al replicarse de forma rapida pueden generar una cantidad importante de

progenie viral en un corto tiempo (Belshaw et al., 2008).

Por otro lado Duffy et al., (2008) atribuyen la alta tasa de mutacion de los virus de RNA
al mecanismo de replicaciéon. En general existen dos mecanismos de replicacion: la
“replicacion lineal reiterativa” (del inglés stamping machine) y la “replicacion geométrica”. En
la primera se supone que se utiliza solo una molécula de material genético como molde, a
partir de la cual se genera toda la progenie, cuando una mutacion ocurre en el molde ésta es
transmitida a toda la progenie. En el segundo mecanismo, propone que algunos genomas
virales producidos durante las primeras generaciones son utilizados como templados o
moldes para generar genomas virales de las progenies futuras, y cuando ocurre una
mutacion, ésta se puede propagar de forma exponencial a parte de la progenie (Duffy et al.,
2008).

En general se sabe que los virus de RNA tienen una tasa de mutacion entre 0.4y 1.1
mutaciones por genoma por ciclo de replicacion, (Duffy et al., 2008), muchas de estas
mutaciones son deletéreas o neutrales y otras son ventajosas, éstas tienen una mayor
probabilidad de fijarse en la poblacién, por lo tanto, la tasa de sustitucion suele ser diferente

a la tasa de mutacion en determinadas regiones del genoma de un virus; por ejemplo, se ha

20



Antecedentes Particulares

reportado que la mayoria de las mutaciones no sinénimas se fijan en los genes que codifican
para proteinas estructurales, como en la proteina de envoltura del DENV, donde la tasa de
sustitucion es de 0.58x107 sustituciones/sitio/afio, para el serotipo dengue 1y el serotipo de
dengue 2 tiene una tasa de sustitucion de 0.5x107 sustituciones/sitio/afio. En el caso del
virus de hepatitis C, en estudios de evolucion intra-hospedero, se ha reportado que la
proteina de envoltura presenta tasas de sustitucion mas altas que en el caso del dengue,
segun Gray et al; (2011) las regiones codificantes para E1 y E2 presentan una tasa se
sustitucion de 2.5x10° a 6.9x10° sustituciones/sitio/afio, comparado con las proteinas no
estructurales cuya tasa es de 1.0x107 sustituciones/sitio/afio. Estas altas tasas de sustitucion
generan una gran diversidad en la poblacion viral. (Gray et al., 2011; Goncalvez et al.,
2002).

Para el género Pestivirus no se han reportado las tasas de sustitucion, pero en el virus
de la diarrea viral bovina, se sabe, mediante analisis de presiones selectivas, que existen

sustituciones no sinbnimas en las proteinas estructurales E1 y E2. (Neill et al., 2012).
2.2 SELECCION NATURAL

La seleccion natural es un mecanismo evolutivo que se define como la sobrevivencia
diferencial de individuos con genotipos distintos dentro de una poblacién. (Perfectti et al.,
2009; Graur y Li, 2000)

Las mutaciones que ocurren en el genoma pueden o no alterar el fenotipo de un
organismo, y en consecuencia alterar su adecuacion. La mayoria de las nuevas mutaciones
gue surgen en una poblacion reducen la adecuacién de sus portadores, dichas mutaciones
se denominan deletéreas, y seran seleccionados en contra y finalmente retiradas de la
poblacion. Este tipo de seleccibn se denomina seleccién negativa o purificadora.
Ocasionalmente una mutacion puede aumentar la adecuacion de sus portadores, dicha
mutacion se considera ventajosa, y la fuerza que le permite aumentar su frecuencia en la
poblacién se denomina seleccién positiva o diversificadora. (Pybus y Shapiro, 2009;
Graur y Li, 2000).

Existen muchos enfoques para analizar el efecto de la seleccion natural en un conjunto

de secuencias codificantes de DNA van desde los métodos de calculan la seleccién de forma
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indirecta a partir de las frecuencias de los polimorfismos encontrados en un juego de
secuencias, hasta los que la determinan sitio por sitio, 0 rama de una reconstruccion

filogenética.

Los métodos mas comunmente utilizados para determinar la presencia de seleccion se
basan en la observacion de la relaciéon dN/dS o w que compara las tasas de sustituciones
no sinénimas por sitio no sinébnimo (dN) con la tasa de sustituciones sinénimas por sitio
sinonimo (dS), partiendo del supuesto de que las mutaciones sinGnimas se comportan de

manera neutral, es decir no afectan la adecuacion del individuo que las porta.

Entonces los valores obtenidos de la relacion dN/dS son interpretados de la siguiente

forma:
dN /dS =1 neutral
dN/dS < 1 seleccion negativa
dN/dS > 1 seleccion positiva

Los métodos modernos de dN/dS utilizan la historia filogenética y la reconstruccion de
caracteres ancestrales, ademas de modelos estadisticos para determinar el nimero y tipo de
sustituciones que han ocurrido en los codones. También son capaces de calcular el dN/dS
por separado para cada coddn, y para cualquier conjunto de codones de un alineamiento,

localizando con precision la adaptacion molecular de un gen. (Kosakovsky et al, 2005)

En virologia la identificacion de sitios-especificos bajo seleccidon natural se han utilizado

en varios casos para encontrar sitios funcionalmente importantes (Nielsen, 2005).

La seleccion natural es uno de los procesos evolutivos mas importantes, ya que
favorece la fijacibn de mutaciones ventajosas dentro de la poblacion, asi, se ha observado
gque mutantes de escape de la respuesta inmune del hospedero se encuentran
frecuentemente bajo seleccion positiva (Yamaguchi y Gojobori, 2000).

En el caso de los Flavivirus se ha reportado que la mayoria de los aminoacidos de la
proteina de envoltura evoluciona bajo seleccion negativa y pocos sitios bajo seleccion

positiva. Asi por ejemplo, en el caso del DENV, se ha demostrado que los codones E131 y

22



Antecedentes Particulares

E83 estan bajo seleccién positiva en el virus DENV 2, (Afiez et al., 2011; Clyde et al, 2006;
Goncalvez et al., 2002). Twiddy et al; (2002) al analizar la misma proteina en DENV 1 al 4,
se encontré Unicamente seleccion positiva en DENV 2 (Twiddy et al., 2002). De hecho en
estudios filogenéticos de arbovirus que analizan la proporcién de mutaciones no sinénimas
en el tiempo demostro que la seleccion purificadora es generalmente la fuerza de seleccion

dominante en la evolucién de este tipo de virus (Ciota y Kramer, 2010).

En perteneciente al género Pestivirus, de igual forma que en caso del DENV, la
mayoria de los sitios de la proteina E2 estan sujetos a una fuerte seleccion purificadora y se
han descrito cinco sitios seleccionados positivamente (886, 888, 905, 944, y 946). El
resultado reportado fue sorprendente, ya que estos sitios caen dentro del C-terminal de E2
y no en la N-terminal, ésta ultima regién expuesta en la superficie y responsable de la union

de anticuerpos (Tang y Zhang, 2007).

En contraste, en el HCV se ha determinado una fuerte seleccién positiva en E2
especificamente en las regiones hipervariables, se hipotetiza que la razén por la que las
regiones hipervariables estan bajo seleccion positiva es que son blanco de unién de
anticuerpos, sin embargo otras regiones de la proteina estan bajo seleccion negativa.
Resulta interesante que exista una asociacion estadisticamente significativa entre la
evolucion de la enfermedad y el nUmero de sitios seleccionados positivamente, es decir, el
namero de sustituciones no sinénimas dentro de la region hipervariable 1 de E2 fueron mas
altas en los pacientes con progresion a hepatitis C y mas bajas en los pacientes
diagnosticados con la enfermedad resuelta o fulminante. (Brown et al., 2005; Sheridan et al.,
2004; Farci et al., 2002).

2.3 RECOMBINACION

La recombinacion es el intercambio de material genético entre genomas diferentes
dando lugar a la formacion de moléculas quiméricas de un origen mixto de genomas
parentales. (Worobey y Holmes 1999). El modelo de recombinacion mas aceptado para los
virus de RNA es el mecanismo de “copy choice”. En este proceso una RNA polimerasa,

una RNA polimerasa dependiente de RNA o una transcriptasa inversa, cambian de una

23



Antecedentes Particulares

molécula de RNA (templado donador) a otra molécula de RNA (templado aceptor) durante la
sintesis de la nueva cadena, por lo tanto generan una molécula de RNA hibrida. Hay varios
factores que influyen en el cambio del templado, como son el grado de identidad entre los
templados de RNA, la cinética de transcripcion y la estructura secundaria del RNA. La
estructura secundaria puede promover el cambio de templado de la RNA polimerasa por
estancamiento de la misma durante la replicacion, lo que facilita la transferencia de la
polimerasa a una molécula RNA aceptora (Simon-Loriere y Holmes, 2011; Lemey y Posada,
2005).

Como se menciono anteriormente la recombinacion, es un proceso evolutivo importante
en los virus de RNA, este proceso se da a nivel de genoma, dando como resultado una
aumento en la variabilidad de un organismo y también tiene repercusiones a nivel estructural
de las proteinas (Ramirez et al., 1999). Se ha reportado la presencia de recombinacion en
poblaciones de DENV, asi por ejemplo, Worobey et al; (1999) identificaron recombinacién
intraserotipo en los genes E, M y C, es decir, genes que codifican para proteinas
estructurales (Worobey et al., 1999). Por su parte, Holmes et al; (1999) analizaron la
presencia de recombinacion en los cuatro serotipos de dengue y reportaron la presencia de
recombinacién en los serotipos DENV 1 y DENV 2, en el gen E, y no asi en los otros
serotipos (Holmes et al., 1999).

En un estudio de Twiddy et al; (2003) en otros arbovirus como virus de la fiebre
amarilla, virus del oeste del Nilo y virus transmitidos por garrapata no se encontro
recombinacién, ni tampoco en DENV 1 o DENV 3, Unicamente los virus recombinantes, ya
reportados por Holmes et al; (1999), Worobey et al; (1999), Toul et al; (2001) (Twiddy et al.,
2003). Sin embargo Rico-Hesee en el 2010, afirma que los genomas recombinantes
descritos hasta la fecha para dengue han sido obtenidos por técnicas de amplificacion o
reaccion en cadena de la polimerasa y por lo tanto pueden ser productos artificiales del
laboratorio, y hasta ahora no se han aislado y caracterizado completamente recombinantes
de DENV que se estan transmitiendo en la naturaleza y causen enfermedad (Rico-Hesee,
2010).

En el caso de HCV, se tiene evidencia de recombinacion especificamente entre la

interseccion de los genes E1/E2, sin embargo el punto de ruptura se encuentra al final de la
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region hipervariable 1. (Cristina J y Rodney C., 2006) Para los Pestivirus, especificamente
en el virus de la diarrea viral bovina, se ha demostrado la presencia de recombinacion en el
gen NS2, pero no se ha reportado la presencia de recombinacion en las proteinas de

envoltura de este virus (Becher et al., 2001).

Igualmente en el virus de la fiebre porcina clasica se ha demostrado la evidencia de
recombinacién, pero ninguno de estos dos estudios los ha demostrado en el gen de la
proteina E (Qiang et al., 2007).

Recientemente se han cristalizaron las proteinas de envoltura de los BVDV y HCV
revelando que estas proteinas no presentan un plegamiento clasico de proteina de envoltura
clase Il, algunos autores suponen que ésta posiblemente fue adquirida de otro
microorganismo por medio de la recombinacién y los procesos evolutivos que han ocurrido
en ellas no se conocen del todo. Asi Li y Modis (2014) dejan algunas preguntas que faltan
por resolver: ¢Los Pesti y Hepacivirus evolucionan de un ancestro en comun? ¢Cuales son
los procesos evolutivos de estas proteinas? ¢ Cual es el mecanismo molecular de fusion de

estas proteinas? (Li y Modis 2014).
2.4 Deriva Génica

La deriva génica se define como las fluctuaciones estocasticas en las frecuencias de
alelos en una poblacién. En general, en las poblaciones grandes la fuerza de la deriva

genética es menor que en las poblaciones mas pequefias.

Aunque los virus tienen generalmente tamafnos grandes de poblacion, lo que sugeriria
gue los procesos genéticos en estas poblaciones son en su mayoria deterministas, se ha
observado que la deriva génica es un factor importante en la evolucién del virus. Por
ejemplo, durante los eventos de transmisidbn muchos virus se someten a severos cuellos de

botella poblacionales, lo que produce efectos fundadores frecuentes en sus poblaciones.

También se ha propuesto una contribucion significativa de la deriva génica para la
evolucion de los virus humanos, tales como norovirus, el sarampion, virus de la hepatitis B,
coronavirus, el virus de la rabia, el virus del dengue y en hantavirus (Reuter et al., 2008;
Rota et al., 1994, Vorinin et al., 2009; Wang et al., 2002).
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Sin embargo, la determinacion precisa de la funcion de la deriva génica en la evolucién
de los virus que infectan animales es complicado, debido a que es dificil discernir entre la
deriva génica y las diferencias individuales de la respuesta del sistema inmune de

hospederos infectados (Voronin et al., 2009).
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Capitulo 3

Planteamiento del Problema

3. JUSTIFICACION

La proteina de envoltura tiene funciones indispensables en el ciclo de vida de los virus
de la Familia Flaviviridae, como son: la de union al receptor, mediar la fusion de las
membranas viral y celular durante el proceso de entrada, contribuir al ensamble del virién,
ademas de que inducen la produccion de anticuerpos neutralizantes. El hecho de que estas
funciones estan conservadas a pesar de las diferencias en las secuencias entre los distintos
géneros, sugieren que pueden haber evolucionado a partir de un ancestro en comun, sin
embargo los procesos evolutivos que han actuado en estas proteina pueden ser diferentes,

lo que las han llevado a especializarse en diferentes hospederos.

El estudio comparativo de la evolucion molecular de la proteina de envoltura permitira
entender la dinamica evolutiva de los miembros de la familia Flaviviridae, ademas de
contribuir al desarrollo de estrategias de control, también sera de utilidad para entender
como las diferencias en el ciclo de vida de los distintos virus han modelado la evolucién de

esta proteina viral.

3.1 HIPOTESIS

La proteina de envoltura de la familia Flaviviridae esta sometida a las presiones
selectivas especificas de sus hospederos y del ciclo replicativo del viridn, sin embargo los
procesos evolutivos que ocurren en esta proteina son similares porque su funcidn esta

conservada.
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La proteina de envoltura de los virus de la familia Flaviviridae, es un blanco
importante de la respuesta inmune del hospedero, por lo tanto la fuerza que domina la

dindmica evolutiva de esta proteina es la seleccion natural positiva.

3.2 OBJETIVO GENERAL

v'Investigar los procesos evolutivos en la proteina de envoltura en diferentes miembros

de la familia Flaviviridae.

3.3 OBJETIVOS PARTICULARES

v'Analizar la variabilidad presente en la proteina de envoltura.

v'Identificar las fuerzas evolutivas (seleccion natural) que han actuado sobre la proteina

de envoltura.

v'Analizar el efecto de la seleccion natural sobre las propiedades bioquimicas en la

proteina de envoltura e investigar sus posibles implicaciones biol4gicas.
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Capitulo 4

Materiales y Métodos
4.1 OBTENCION DE LAS SECUENCIAS Y ALINEAMIENTO

En este proyecto se utilizaron como modelo de estudio a las proteinas de envoltura del
DENV, el BVDV y el HCV, esto porque son los representantes mas importantes de los
géneros que conforman a la familia Flaviviridae, tanto por sus repercusiones a nivel mundial,
como por el numero de secuencias que se encuentran en las bases de datos publicas.

Como primer paso se hizo una busqueda de las secuencias de nucleétidos del gen de
la envoltura (E) del DENV y BVDYV, en la base de datos GenBank del National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (Benson et al. 2012). Para el HCV se obtuvieron las
secuencias de la base de datos publica Database Hepatitis C, de los Alamos (Kuiken et al.
2005) (Tabla 3).

TABLA 3. NUMERO DE SECUENCIAS EN LAS BASES DE DATOS

Virus Base de datos NUmero de secuencias Fecha de la descarga Referencia

DENV NCBI 3760 1 de julio del 2013 Benson et al. 2012
BVDV NCBI 572 28 de septiembre del 2013 | Benson et al. 2012
HCV Alamos 5313 7 octubre del 2013 Kuiken et al. 2005

Posteriormente, se llevaron a cabo alineamientos de todas las secuencias mediante el
algoritmo MAFFT (Katoh, 2009) implementado en SeaView (Gouy et al, 2010), y seguido de
esto se excluyeron las secuencias redundantes o duplicadas, es decir, las secuencias con
una identidad mayor al 95%, esto mediante la herramienta redundance del programa Jalview

(Waterhouse et al., 2009). También se eliminaron aquellas secuencias que contenian
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ambigiedades. Los numeros de acceso de las secuencias utilizadas en los analisis

subsecuentes de encuentran en la tabla 30 en el apéndice.

4.2 ANALISIS DE VARIABILIDAD

A partir de los alineamientos de nucleétidos del gen de la proteina de envoltura, se
analizo su variabilidad, lo que permitié observar el grado de conservacion de este gen, para
esto se uso el programa HyPhy (Hypothesis testing using Phylogenies) (Pond et al., 2005),
dividiendo los alineamientos en cada uno de los dominios (I, Il y 1ll) descritos para cada una
de las proteinas, con lo que se obtuvo el grado de variabilidad para cada dominio. Se realiz

este mismo andlisis para las secuencias traducidas.

4.3 USO DE CODON

Dado que se ha comprobado que el uso de codén sinénimo varia entre genomas,
entre genes y dentro de los genes, y que dicho sesgo puede ser el resultado de tendencias
mutaciones o de la seleccién natural llevamos a cabo un andlisis de este tipo. Para ello se
utilizé la funcion Codon usage bias del programa DNA SP Version 5.10, (Librado y Rozas,
2009). El programa utiliza el algoritmo de uso relativo de codones sinénimos (RSCU), los
valores del RSCU de cada coddn de un gen se calculan a partir de las frecuencias del uso de
codon sinénimo.

Para ello se utilizaron las secuencia del gen E del virus DENV 1(D00505), DENV 2
(AB587932), DENV 3 (JX891665), DENV 4 (AB587932), HCV (EU255950), BVDV
(DQ328323), también se incorporaron otros virus como Virus del Oeste del Nilo (West nile
virus, WNV, 001563.2) y Virus de la fiebre amarilla (Yellow virus YVW, 002031.1) ambos del
género Flavirirus, para el género Pestivirus se incorporo el virus de la fiebre porcina clasica
(Classical swine fever virus, CSFV, 002671) y el virus de la hepatitis GB (HGB, 001837.1) del
género Hepacivirus. En todos los casos se us6 el gen de la proteina E.

También se obtuvo el uso relativo de los codones sin6nimos de los hospederos de los
virus mencionados arriba Homo sapiens (humano), Bos primigenius taurus (vaca), Sus

scrofa domestica (puerco), Ovis aries (borrego), A.aegypi, A.albopictus (mosquitos) ademas

30



Materiales y Métodos

de que se adicionaron 2 organismos de referencia estos fueron la Rana huanrenensis (rana)
y Arabidopsis thaliana. Los valores de frecuencia del uso de coddn se obtuvieron de la base
de datos Codon Usage Database (Nakamura et al 2000). Una vez obtenidos estos valores

se procedi6 a obtener el valor de RSCU a patrtir de la siguiente formula:

RSCU==
X

Dénde:

Xi= Numero observado de un determinado tipo de coddén

* = media de x; en el grupo sinénimo.

Es decir, el RSCU es la frecuencia observada de cada codén divida por la frecuencia

esperada, suponiendo un uso de codon aleatorio.

Para poder determinar si existia una relacion entre el uso de codén de los virus con
sus respectivos hospederos se compararon los valores de RSCU utilizando métodos de
estadistica multivariada, los cuales analizan, representan e interpretan los datos que resultan
de observar mas de una variable estadistica sobre una muestra de individuos (Cuadras,
2014). Los métodos usados fueron Clustering Jerarquico o Agrupamiento Jerarquico,
Escalamiento Multidimensional y K-means y cada uno de ellos se ejecutaron en el programa
de estadistica libre R (R Core Team, 2013).

Los métodos utilizados se describen a continuacion:
AGRUPAMIENTO JERARQUICO

El objetivo de este método es agrupar un conjunto de datos multidimensionales en un
conjunto homogéneo. El criterio que toma para el agrupamiento es la similitud entre los datos
o casos. Existen diferentes tipos de clustering jerarquico o agrupamiento jerarquico los
métodos de division jerarquica y los métodos aglomerativos. Los primeros asumen que en

primer paso todos los datos conforman una sélo conglomerada o cluster, y posteriormente
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éste se va dividiendo sucesivamente en cluster mas pequefios de acuerdo a algun criterio
seleccionado previamente. El resultado de este procedimiento se representa por medio de un
dendograma. Los segundos asumen que cada observacion inicialmente como un cluster o
grupo, y en cada paso se asocian los cluster mas similares hasta llegar a formar un sélo
cluster. (Venable y Rigley, 2002). En este caso se llevd a cabo un método de division
jerarquica con el paquete pvclust del programa R (R Core Team, 2013). Este algoritmo
produce un dendograma donde se representan los datos, al que se le asignan valores de
soporte estadistico por medio de una probabilidad de bootstrap, donde el soporte es la
frecuencia con la que aparece determinado cluster durante las réplicas de remuestreo.
Ademas el dendrograma es soportado por una probabilidad no sesgada aproximada
(aproximately unbiased, AU), obtenida a partir de la probabilidad de bootstrap (Suzuki y
Shimodaira, 2006). El clustering jerarquico fue llevado a cabo con 1000 réplicas de bootstrap

y se utilizé el método average para determinar el nimero de clusters.

ESCALAMIENTO MULTIDIMENSIONAL.

Este método se basa en representar los datos en un espacio de pocas dimensiones
que refleja la proximidad o similitud entre ellos. El criterio que toma para obtener la similitud
entre dos datos es la distancia euclidiana, lo que permite que los datos sean representados
de forma gréafica en un espacio euclidiano de baja dimension.

A este método se le aplicé una prueba estadistica llamada prueba de bondad de ajuste
entre las distancias que informa que tan bien se ajustan los datos al representarlos en un
espacio de Unicamente 2 dimensiones.

K-MEANS

El algoritmo K-means, es un método de estadistica multivariada de agrupamiento, aqui
el método trabaja con un numero de clusters pre especificado y minimiza la distancia
intracluster. Dados los resultados observados en el escalamiento multidimensional y el
Clustering jerarquico, donde se obtuvieron 2 clusters, se llevo a cabo el analisis de K-means
para 2 clusters. Posteriormente el método calcula la distancia entre los datos o puntos

dentro de cada cluster, seguido de estos, reasigna los datos a un cluster cuya distancia sea
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la minima de todos los clusters, este procedimiento se repite hasta que no se produzca
ninguna resignacioén de los datos, es decir, hasta que todos los elementos se estabilicen
dentro de un cluster. Al igual que el escalamiento multidimensional toma como criterio para
clasificacion o agrupamiento la distancia euclidiana, ademas obtiene las medias de distancia
intercluster por el método average. Este método de igual forma se desarroll6 con los valores

de RSCU obtenidos anteriormente (Veneble y Ripley, 2002).

4.4 ANALISIS DE LA PRESENCIA DE RECOMBINACION.

La presencia de recombinacion en las secuencias del gen E de cada uno de los virus
se determind utilizando los métodos SBP y GARD, implementado en el servidor Datamonkey
(Pond y Frost, 2005). Ambos se basan en la deteccion de recombinacién por medio de la
comparacion de filogenias de la particion de un alineamiento. Los métodos emplean el
método Neighbor-Joining (NJ) con el modelo se sustitucion de nucledtidos Tamura Nei 93,
para reconstruir la topologia de un arbol en cada fragmento no recombinante y compara el

ajuste del modelo a los datos en presencia y ausencia de recombinacién. (Pond et al., 2006).

4.5 RECONSTRUCCION DE FILOGENIAS.

La reconstruccion de arboles filogenéticos, se realiz6 mediante la inferencia
bayesiana, usando el programa Mr Bayes 3.2 (Ronquist y Huelsenbeck, 2003) que estima la
probabilidad de que determinadas topologias hayan sido producidas por el alineamiento,
obteniendo una poblacion de arboles filogenéticos a partir de la cual se construye un arbol
consenso (Pefia, 2011). Para construir las filogenias, se utilizaron los alineamientos en
nucledtidos de los DENV, BVDV y HCV. Se corrid el programa 5, 000 000 de generaciones
con muestreos cada 100 generaciones. Se destacaron las primeras 25 000 generaciones o
0.25 % de burnin. Con los arboles restantes se construyé un consenso con la regla de

mayoria.
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4.6 METODOS DE SELECCION.

La identificacion de las fuerzas evolutivas que han actuado sobre la proteina E, como
la seleccion natural, se usaron los alineamientos de codones del gen E de cada uno de los
virus, para esto se ejecutaron dos algoritmos implementados en el servidor Datamonkey
(Pond y Frost, 2005a) el de probabilidad de efectos fijos (FEL) y el de probabilidad de
efectos fijos internos (IFEL), estos utilizan los principios de méaxima verosimilitud para
estimar la proporcion de tasas sinénimas y no sinénimas de cada sitio (Pond y Frost, 2005a).
Estos métodos detectan la seleccién natural en un gen codificante, identificando las tasas de
sustitucion no sinénimas (dN cuando cambia un aminoacido) mas altas en relacién con las
tasas de sustitucion sinonimas (dS, mutaciones silenciosas) que se consideran neutrales,
esto se representa como la relacion w= dN/dS (Tabla 4). Ambos ajustan las tasa de
sustitucién entre dN y dS sobre una base de sitio-por-sitio, la diferencia entre es que IFEL la
seleccion natural es evaluada solamente a lo largo las ramas internas de las filogenias
(Pond y Frost, 2005).

TABLA 4. INTERPRETACION DE LOS RESULTADOS DE SELECCION NATURAL

Tipo de seleccion Tasa w 6 dN/dS esperada
Neutralidad w 6 dN/dS=1
Seleccidn positiva (diversificadora o adaptiva) w 6 dN/dS>1
Seleccion negativa (purificadora) w6 dN/dS <1
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4.6.1 Evolutionary Fingerprinting del gen de la proteina de envoltura.

También como parte de los analisis de seleccién natural, se efectué un analisis en la
herramienta evolutionary fingerpriting implementada en el servidor Datamonkey (Pond et
al., 2009), con ella se realiz6 comparacion global de las tasas dN/dS de cada uno de los
alineamientos de las proteinas de envoltura de los virus.

Este método plantea que los genes que codifican para proteinas con estructura y
funcién similar tienen fingerprints evolutivos, que pueden ser utilizados para descubrir
similitudes entre genes. El método realiza categorias de las tasas de dN/dS, estas son
representadas en un grafico donde se muestra la distribuciébn de estas categorias. Para
obtener la distribucién de las categorias, asumen que la distribucion de las tasas o dN/dS se
explican mejor por medio de una distribucion discreta bivariada. Dentro del grafico donde se
representan los resultados se muestra la distribucion de las tasas o dN/dS como elipses o
circunferencias, éstas varian en tamafo, él cual es proporcional a la cantidad de tasas
dN/dS que se agrupan dentro de una determinada categoria. Por lo tanto las elipses reflejan

si los valores de las tasas dN/dS son similares en distintos genes (Pond et al., 2009).

4.6.2 Determinacion de seleccién episddica.

Posteriormente, se analizé la presencia de seleccion episddica en los alineamientos
de nucledtidos de la proteina de envoltura. Los métodos sitios por sitio para la deteccion de
seleccion natural asumen que w es constante a lo largo de la filogenia lo que no permite
detectar momentos especificos en la historia de un gen en la que las fuerzas evolutivas
actuaran de manera distinta. Para identificar procesos de seleccion episodica se utilizo la
herramienta llamada Mixed effects model of evolution (MEME) (Murrell et al., 2012), que
permite que la distribucion de w puede variar sitio por sitio (efectos fijos) y también rama por
rama en un sitio, ademas el método es capaz identificar footprints de seleccién episddica y
penetrante (Murrell et al., 2012).
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4.7 DETERMINACION DE EPITOPES.

El sistema inmune es una fuente de presion de seleccion que puede influir en la
evolucion de los virus, por ello se analizo si los sitios que han evolucionado bajo seleccion
positiva forman parte de epitopes de reconocimiento de linfocitos B y T. Esta prediccion se
realizd Unicamente para los virus HCV y DENV porque los servidores sélo pueden predecir
secuencias de epitopes de linfocitos de humano, para ello se obtuvieron las secuencias
consenso de los alineamientos de la proteina de envoltura. La prediccion de epitopes de
linfocitos B se hizo usando el servidor BCPREDS server (Chen et al., 2007) con los criterios
de 75% de especificidad y epitopes de longitud de 12 aa. Mientras que la prediccion de
linfocitos T se realizé en el servidor ProPed-I (Singh y Raghava, 2001) contiene alelos del
MHC-I.

Para el BVDV se determind la presencia de epitopes en las base de datos ABC pred
(Saha y Raghava, 2007) que determina Unicamente linfocitos B, sin embargo utiliza una
base de datos de una amplia gama de organismos. Los criterios que se tomaron fueron los

mismos epitopes de longitud de 12 aa y un umbral de 0.51.

4.8 RECONSTRUCCION DE CARACTERES ANCESTRALES.

La reconstruccion de caracteres ancestrales es una reconstruccion de las secuencias
en los nodos internos dentro una filogenia, realizar este tipo de analisis permite observar
como ha cambiado el estado de un caracter en particular a lo largo de la filogenia.

La reconstrucciones ancestrales, se realizaron por medio de dos enfoques, uno por el
meétodo de parsimonia implementado en el programa MacCLADE (Maddison y Maddison,
1989) y otro método basado en maxima verosimilitud implementado en el servidor FastML
server (Ashkenazy et al., 2012), una diferencia importante entre estos es que el primero

realiza la reconstruccion en aminoacidos y el segundo en codones.
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4.8.1 Parsimonia.

La reconstruccion de caracteres ancestrales por parsimonia tiene la premisa de que el
arbol correcto es aquel que tenga un menor niumero de cambios o pasos evolutivos (cambios
de estado de un caracter) este método es efectivo para inferir caracteres ancestrales cuando
las secuencias han divergido poco. Como se mencion6 anteriormente la reconstruccion se
llevaron acabo en el programa MacClade (Maddison y Maddison 1989) en general la
capacidad para poder determinar la secuencia ancestral aminoacidos por este meétodo
depende del niumero de secuencias y la topologia del arbol, el programa incluye dos
algoritmos ACCTRAN y DELTRAN, el primero acelera la transformacion de un caracter del
arbol y el segundo retrasa la transformacién de un caracter. Si los dos algoritmos dan los
mismo resultados, la inferencia de aminoacidos se tiene fuerte precision en los resultados.
Cuando ambos dan diferentes resultados, hay diferentes posibles caracteres ancestrales que

puede considerar.

4.8.2 Maxima verosimilitud.

Las reconstrucciones de caracteres ancestrales por codon, se construyeron por el
criterio de maxima verosimilitud en el servidor FastML (Ashkenazy et al., 2012), el
procedimiento de reconstruccion se puede dividir en dos partes: la primera es una
reconstruccién de caracteres y la segunda en una reconstruccion de indels, posteriormente
ambos resultados son integrados en la reconstruccion de caracteres mas probable. Los
cambios en los estados de caracter se infirieron bajo el modelo de sustitucion JTT
(Ashkenazy et al., 2012).

4.9 ANALISIS DE CAMBIOS EN LAS PROPIEDADES BIOQUIMICAS.

Los alineamientos de nucleétidos de cada uno de las proteinas de envoltura de los
virus, fueron utilizados para evaluar el cambio en las en las propiedades de los aminoacidos

de la proteina E a lo largo de la filogenia, y con ello se observé como han sido preservados o
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modificados los estados de caracter en la evolucion por ejemplo, si un caracter es
seleccionado positivamente, la evolucion pudo haber actuado cambiando el volumen de la
cadena lateral del aminoacido, mientras que la polaridad se mantenga conservada. Esto se
llevo a cabo con la herramienta Property Informed Models of Evolution (PRIME) (Pond y
Frost, 2005a), incluida dentro del servidor Datamonkey (Pond y Frost, 2005a), que se basa
en los modelos conceptuales de IFEL y MEME (seleccion episédica); es decir, estima
directamente la sustituciones sinébnimas y no sinénimas en cada sitio, en cada sitio hay un
namero independiente de sustituciones y no supone que la tasa de sustitucion sea igual en
todos los sitios. Sin embargo las tasas de sustitucion para cada coddén en este programa
dependen directamente de un conjunto de propiedades bioquimicas seleccionadas para cada
residuo. Este analisis se desarroll6 bajo los criterios de Conant y Stedler (Conant et al.,
2007), que evalué 5 propiedades bioquimicas, composicion bioquimica, volumen, punto
isoeléctrico, e hidropatia.

De los resultados obtenidos se contabilizdé cudl era la propiedad bioquimica que se
conservaba o cambiaba de forma general en las proteinas de envoltura.

Por otra parte, de los sitios seleccionadas bajo seleccion positiva y seleccion negativa
gue presentaban variaciones a nivel de secuencia, se realizé un analisis de forma manual, en
este analisis Unicamente se evalué el cambio de polaridad, hidropatia, punto isoeléctrico y el
volumen. Los resultados obtenidos se vaciaron en una tabla donde se contabilizé cual es la

propiedad que tiene tendencia a ser conservada o cambiada por los procesos evolutivos.

4.10 MAPEO DE LAS PROPIEDADES BIOQUIMICAS Y SITIOS BAJO SELECCION EN LA
ESTRUCTURA TERCIARIA DE LA PROTEINA.

El mapeo de los sitios bajo seleccidon positiva y negativa, asi como de los cambios en
las propiedades bioquimicas obtenidos por medio de PRIME (Pond y Frost, 2005), en las
proteinas de envoltura de DENV (1TG8) (Zhang et al., 2004) y BVDV (4ILD) (Li et al., 2013) y
el modelo de la proteina de envoltura del HCV obtenido del servidor Phyre 2 (Kelley y
Sternberg et al., 2009). La visualizacién de las estructuras y el mapeo se realiz6 con el
programa Chimera (Pettersen EF et al., 2004).
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4.11 MODELADO Y ANALISIS DE LAS PROTEINAS MUTANTES.

Los sitios que mostraron cambios en la propiedad bioquimica del volumen en las
proteinas de envoltura, se realizé un analisis de mutagénesis in silico con el objetivo de
observar si dicho cambio generaba cambios importantes en la estructura terciaria de la
proteina. Esto se llevd a cabo en el servidor WHAT IF (Vriend 1990), que es un paquete de
modelado molecular versétil que se especializa en el trabajo con proteinas y las moléculas
en su entorno, como el agua, ligandos, acidos nucleicos, etc. Posteriormente se refinaron los
modelos obtenidos por medio de minimizacion de la energia, seguido de esto se realizé un
alineamiento estructural de las proteinas mutantes contra el PDB de la base de datos.

Una vez que se obtuvieron las proteinas mutantes, en el mismo servidor WHAT IF se
repararon los modelos para Docking molecular, aqui se modelan las cadenas laterales, se
corrigen las posiciones donde hay agua y se afiaden hidrégenos. Posteriormente de evalud
la calidad de las proteinas en el servidor Molprobity (Chen et al., 2009), donde ademas
también se repara los PDB adicionando hidrégenos, corrigiendo ramas sobrelapadas y giros
no permitidos en las proteinas, posteriormente se refinaron las proteinas por minimizaciéon de
energia con el servidor 3Drefine (Bhattacharya y Cheng, 2013), wuna vez refinadas
nuevamente se procedio a evaluar las proteinas en el servidor Molprobility.

Las proteinas mutantes y proteinas nativas se alinearon estructuralmente en el
programa Chimera (Pettersen EF et al., 2004) y se obtuvo el valor RMSD de cada uno de

estos alineamientos.
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Capitulo 5

Resultados

5.1 ANALISIS DE LA VARIABILIDAD.

Para analizar el grado de variabilidad de la proteina E de DENV, HCV, y BVDV, que
son los tres modelos de estudio de este trabajo, se obtuvieron las secuencias de las bases
de datos publicas sefaladas en la tabla 3. Posteriormente se construyd un alineamiento
multiple, el cual se dividié en tres segmentos, correspondientes a los tres dominios, como se
indica en la seccion de Métodos. Los resultados obtenidos se muestran en la tabla 5, donde
se observa el nimero de sitios constantes y polimérficos, se observa que la variabilidad se
encuentra distribuida de manera uniforme en los tres dominios, en un rango del 63 al 80 %.

Con el objetivo de determinar si este alto grado de variabilidad se reflejaba también en
las secuencias de la proteina, los alineamientos en nucle6tidos se tradujeron con el
programa seaview (Gouy et al., 2010).

En los alineamientos de aminoacidos también se obtuvo el porcentaje de variabilidad
por dominio, y los resultados obtenidos se muestran en la tabla 6. Se puede observar que el
grado de variabilidad a nivel de proteina es similar al de nucleétidos, lo que indica que

muchos de los cambios a nivel de nucleétido corresponden a mutaciones no sinénimas.
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TABLA 5. VARIABILIDAD A NIVEL DE NUCLEOTIDOS EN EL GEN QUE CODIFICA PARA
LA PROTEINA DE ENVOLTURA

Dominio Sitos constantes y DENV BVDV HCV
polimérficos

Constantes 144/393 36.64 % 53/263 20.25% 85/314 27.07 %

Polimorficos 175/393 63.30 % 210/263 79.84 % 256/314 72.92%

Il Constantes 175/500 35.00% 73/230 31.60% 61/247 24.70%

Polimorficos 352/500 65.00 % 157/230 68.26 % 186/247 75.30 %

11 Constantes 103/296 37.79% 88/320 27.41% 73/214 34.11%

Polimorficos 193/296 65.20 % 232/320 72.50 141/214 67.28%
%

TABLA 6. VARIABILIDAD A NIVEL DE AMINOACIDOS LA PROTEINA DE ENVOLTURA

Dominio Sitos constantes y DENV BVDV HCV

polimérficos

Constantes 49/130 37.69 % 64/167 38.82% 34/98 34.69 %

Variables 81/130 62.30 % 103/167 61.67 % 64/98  65.30 %

Il Constantes 15/87 17.24% 22/76 2857 % 27/106 23.23 %

Variables 72187 87.75% 54/76 75.00% 79/106 74.52%

1 Constantes 26/104 25.00% 16/82 19.51% 26/71  36.36 %

Variables 78/104 75.00% 66/82 80.50% 45/71 63.38 %

5.2 USO DE CODON.

Una manera de analizar la variabilidad de las secuencias de virus es determinar si
existe un sesgo en el uso de codon y si este a su vez es similar al que presentan sus
hospederos. Este tipo de analisis permite formular hipotesis respecto a las fuerzas evolutivas
gue han moldeado la variabilidad que observamos. El andlisis de uso de codén de la
proteina de envoltura de los virus con sus respectivos hospederos se llevd a cabo con el
programa DNASP 5.10 (Librado y Rozas, 2009), con el cuél se calcularon los valores de
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RSCU. Estos resultados se muestran en la tabla 7, donde en rojo se muestra los codones
qgue tienen un RSCU > 1, que indica que ese codbn esta sobre-representado, y los que
tienen un RSCU < 0.6 en verde, que corresponde a codones poco representados (Ma, MR.
et al., 2011). Por ejemplo, entre los codones con mayores sesgos se encontré que para el
caso de la Arginina, el codén AGA fue preferido por todos los virus con excepcién de HCV y
mientras que el codon menos utilizado en todos los virus fue el CGT.

De los valores de RSCU obtenidos se puede observar que el uso de algunos codones
es distinto al de sus hospederos, asi por ejemplo en general el codon CTG que codifica para

Leucina es preferido por todos los hospederos vertebrados.
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TABLA 7. USO DE CODON DE LA PROTEINA DE ENVOLTURA DE 7 MIEMBROS DE LA
FAMILIA FLAVIVIRIDAE Y SUS HOSPEDEROS.

Coddn | Dengue 1 | Dengue 4 | Dengue 3 | Dengue 2 YEV WNY Hepatitis C HGB VDVB | CSFV |Humano| Vaca | Borrego Puerco Aaegypti | Aalbopiclus | Athaliana Rana
ABA 143 11 1.03 1.28 113 0.77 0.86 0.55 0.88 067 | 087 0.78 0.68 0.76 08 058 058 16
AAC 1 125 1 118 11 15 141 073 1 141 1.06 118 151 1.2 12 136 056 134
AAG 057 09 0.87 072 087 123 114 145 1.1 133 | 147 122 132 1.24 12 142 1.02 04
AAT 1 0.75 1 0.82 09 05 059 127 1 088 | 084 0.81 048 078 08 084 1.04 132
ACA 153 213 222 246 133 1.33 057 0.32 142 144 | 114 1.01 0.78 0.92 0.72 06 124 144
ACC 0.95 0.1 089 072 072 144 214 192 1.03 133 | 142 155 205 1.68 148 18 08 048
ACG 0.73 0.1 053 0.62 01 0.62 0.86 0.64 0.38 0.41 0.46 0.56 0.38 0.57 1 1 06 0
ACT 08 044 0.36 0.21 185 062 043 112 116 082 | 089 088 0.78 0.83 08 064 136 208
AGA 28 379 39 3 338 284 0.32 2 388 ol 129 114 112 112 0.65 059 208 1.79
AGC 145 058 0.64 06 135 102 208 048 0.75 086 | 112 153 158 1.62 107 107 078 179
AGG 08 1.26 06 15 15 0.95 284 3 1.08 23 | 177 12 116 123 0.54 042 12 059
AGT 0.2 0.58 043 1 0.77 0.88 0.69 144 15 1.7 122 087 148 077 0.96 077 086 114
ATA 156 11 12 132 0.58 1.05 043 033 15 195 [ 051 045 0.83 042 038 039 02 048
ATC 0.72 09 06 115 1.06 09 1.1 233 0.75 045 | 141 157 174 1.67 16 188 051 0.36
ATT 0.72 1 12 053 135 1.05 0.86 033 0.75 08 1.08 0.88 0.683 091 1 075 132 194
CAA 0.84 0.83 147 116 0.38 0.82 044 02 143 114 | 053 046 057 0.44 0.82 06 112 15
CAC 1 1.08 0.77 073 046 1.08 178 1.1 0.88 141 116 125 092 13 116 124 136 0
CAG 116 1.08 0.83 0.84 163 1.08 156 18 0.57 086 | 147 154 143 1.56 116 14 0.88 05
CAT 1 092 123 127 154 092 022 089 1.14 083 | 084 0.75 1.08 07 0.84 076 122 2
CCA 2 187 133 222 1,23 165 08 1,28 1.11 147 | 1.1 1 1.03 0.4 12 1.08 132 232
ccc 0.29 18 084 067 092 118 128 0.88 089 106 | 1.29 1,39 129 146 0.84 112 044 044
CCG 0 0 0.27 0.44 0.3 047 08 0.86 044 063 | 045 053 0.42 0.56 132 144 1.07 0.2
CCT 11 053 257 0.67 154 0. 112 1 158 084 | 115 1.08 1.26 1.06 0.68 0.36 152 156
CGA 2 0.32 06 0 0 0.63 0.32 0 0.35 0 0.65 0.68 0.89 06 12 056 072 118
CGC 04 0.63 03 075 0.75 032 189 08 0 033 1.1 117 115 1.3 126 1.4 042 059
CGG 0 0 03 0 0 0.95 0.63 16 0.1 033 | 1.1 132 0.86 1.28 0.96 12 054 059
CGT 0 0 03 075 0.38 032 0 04 0 0 048 048 082 044 138 148 102 118
CTA 117 1.08 141 0.75 1.03 0.44 0 0.58 0.88 077 | 043 0.38 0.24 033 0.53 053 066 0.84
CTC 013 081 0.88 12 069 102 1M 097 12 088 | 117 1.26 183 1.35 083 084 1.01 054
CTG 261 1.08 141 195 137 234 154 135 12 14 273 258 246 268 227 275 086 0.84
CTT 0.39 0.73 0.35 0 0.86 0.73 12 116 051 051 0.78 07 0.74 0.65 0.65 048 156 185
GAA 129 158 1.4 1.54 082 117 1.08 04 112 083 | 084 0.78 0.75 072 116 11 1.04 158
GAC 111 11 1.24 1.28 1.18 12 147 1.08 1.06 1 1.07 116 134 12 0.88 1.04 064 1.06
GAG 0.1 041 0.69 0.46 1.08 0.83 081 16 0.88 118 | 116 122 125 1.28 0.84 08 056 042
GAT 0.89 09 0.76 0.71 0.81 08 0.83 0.92 0.84 1 0.93 0.84 0.66 08 112 086 136 0.94
GCA 179 185 143 127 058 037 0.73 051 053 21 091 08 09 0.74 0.76 08 108 0.76
GCC 0.41 092 129 1.08 178 13 182 144 213 095 18 1M 155 18 148 18 084 136
GCG 0.41 0 0.14 073 0.56 0.65 1.27 0.62 0.27 018 | 042 048 0.37 05 0.68 06 056 0.36
GCT 138 123 114 0.91 1.1 167 0.18 144 1.07 076 | 108 1 118 0.96 108 1 172 152
GGA 24 214 225 2.61 144 249 0.77 0.57 142 0.76 1 0.95 1.05 0.81 148 12 148 212
GGC 04 057 044 057 128 045 168 0.98 0.77 085 | 135 143 133 146 1.04 108 056 048
GGG 0.8 0.86 0.65 0.65 112 053 09 09 1,28 1.41 1 0.99 0.1 1.05 0.36 048 0.64 0.28
GGT 04 043 0.685 016 0.18 053 0.685 155 052 118 | 085 064 092 057 112 124 136 112
GTA 0.39 0.65 0.77 072 053 0.27 0.35 0.08 208 088 | 047 04 0.36 0.34 06 052 06 1.04
GIC 0.98 0.84 0.77 113 062 045 174 144 0.64 124 | 085 1.0 081 1.07 108 132 076 0.24
GTG 156 167 153 1.33 168 164 157 1.78 112 124 | 185 195 227 203 1.28 132 1.04 0.96
GIT 107 0.84 0.84 0.82 116 164 0.35 072 0.18 053 | 073 064 046 057 1.04 088 18 176
TAC 1 081 081 0.88 133 1 1.33 1 1.18 127 | 11 1.21 1.28 127 1,36 072 056 0.86
TAT 1 108 108 11 067 1 067 1 0.84 073 | 089 0.78 0.72 073 064 056 1.04 112
TCA 269 2N 257 2 1.74 161 0.69 072 15 2 09 078 048 073 0.66 048 118 132
TCC 041 087 0.64 12 116 059 162 0.72 0,38 086 | 1M 137 1.28 15 118 137 078 042
TCG 0.83 0.39 0.64 02 018 0.73 0.23 144 0.38 028 | 033 038 0.28 038 143 167 059 0
TCT 041 0.77 1.07 1 0.77 147 0.69 12 15 028 | 113 1.04 0.81 098 0.66 054 167 132
TGC 138 154 123 15 133 05 11 0.84 1.18 12 1.08 115 128 1.21 116 13 08 0.58
TGT 0.62 0.46 0.77 05 067 1.5 09 1.16 082 08 0.81 0.85 0.72 078 0.84 0.7 12 142
TTA 0.85 091 124 075 0 0.15 0.34 0 137 084 | D46 0.38 0.24 032 0.36 024 084 042
T1C 0.89 0.21 09 1.22 0.74 0.87 182 144 1.07 147 | 1.07 115 1.06 1.21 144 152 058 0.76
116 1.04 127 0 1.35 208 132 12 194 0.88 179 | 077 0 049 067 1.3 114 132 143
TTT 1.1 1.78 11 0.78 1.26 113 0.18 0.56 0.93 053 | 083 0.85 0.84 078 0.56 048 1.02 1.24
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Para analizar de una manera sistematica los patrones de variacion del RSCU de los
virus y sus hospederos realizamos analisis estadisticos multivariados para establecer, a
partir de numerosos datos y variables, relaciones de similitud que permiteran clasificarlos.
En este punto se utilizaron tres métodos de estadistica multivariada: un agrupamiento
jerarquico, un escalamiento multidimensional y el clasificador basado en k-means.

Primero los resultados del analisis de agrupamiento jerarquico mostraron dos grandes
clasters o grupos, en el primero de estos se agrupan los hospederos y en el segundo a los
virus. Sin embargo, se observé que el género Hepacivirus se encontrdé dentro del mismo
cluster que su hospedero, lo que indica que el sesgo en el uso de codon es de estos virus
es similar al de sus hospederos, mientras que para los virus del género Flavivirus y
Pestivirus se agruparon aparte de sus hospederos (Figura 5).

Los resultados obtenidos del escalamiento multidimensional y el clasificador basado
en k-means fueron similares a los obtenidos en el agrupamiento jerarquico, esto se muestran

en el apartado de completo.
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Figura 5. Dendrograma del agrupamiento jerarquico. Analisis de la similitud del uso de codoén entre los
virus y sus hospederos, mediante un agrupamiento jerarquico, el dendograma fue realizado en R con el
algoritmo pvclust, con 1000 réplicas de bootstrap. La escala de la izquierda representa la similitud entre los

datos, este se observan dos grandes agrupamientos, el de los virus y sus hospederos.
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Posteriormente, antes de realizar los analisis de seleccion natural se realizaron
analisis de recombinacion en las secuencias, ya que se sabe que este proceso sobreestima
los codones que estan evolucionado bajo seleccién natural, ademas se realizaron
reconstrucciones filogenéticas que fueron utilizadas para la realizar un reconstruccion de
caracteres ancestrales por codones, todos estos resultados se muestran en el complemento

de resultados.

5.3 DETECCION DE SELECCION NATURAL.

La deteccion de la seleccidon natural en el gen que codifica para la proteina de
envoltura de los virus estudiados, se realiz6 mediante el método FEL (Pond et al., 2005b) el
cual es capaz de detectar la seleccion natural sitio por sitio; éste tipo de modelos pueden
detectar la presencia de seleccion natural en algunos sitios especificos. En la tabla 9 se
reportan los resultados obtenidos del analisis.

Para los tres virus se observaron muy pocas posiciones bajo seleccion natural
positiva, asi por ejemplo, se obtuvo que para los virus DENV y BVDV, solo un sitio bajo
seleccién positiva y para el HCV dos sitios. La mayoria de los sitios se encontré que han
evolucionado bajo seleccidn negativa entre el 72.40 al 84.47 % dentro de esta proteina, asi
por ejemplo, el virus con mayor numero de sitios bajo seleccion negativa fue el DENV,
seguido del BVDV y por ultimo el HCV. Finalmente, entre un 25 y a un 35 % de los sitios han
evolucionado bajo neutralidad (Tabla 8). Estos resultados nos indican que la seleccion

negativa juega un papel muy importante en la evolucion de estos virus.

TABLA 8. EVOLUCION EN LA PROTEINA DE ENVOLTURA No. DE CODONES QUE
EVOLUCIONARON BAJO SELECCION CON Ps< 0.1 POR MEDIO DEL METODO FEL

Procesos DENV BVDV HCV
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evolutivo
S. Positiva 1 0.25 % 1 0.28 % 2 0.74 %
S. Negativa 286 72.40 % 240 69.56 % 228 84.47 %
seIeS(i:?:ién 108 27.34 % 104 30.14 % 39 14.49 %
Long. Total 395 100 % 345 100 % 269 100 %

Las posiciones mostradas en la tabla 8 se mapearon sobre la estructura de listones
de las proteina de envoltura de cada uno de los virus, para el HCV se utiliz6 una prediccion
basados en la proteina de envoltura del BVDV. Estos resultados se muestran en la figura 6A
para el DENV, se sefala el codén 132, que codifica para una valina, evoluciona bajo
seleccién positiva y se encuentra dentro del dominio | (marcado en rojo), ademas se observo
una distribucion uniforme de los sitios bajo seleccién negativa a lo largo de los tres dominios
de la proteina. En la figura 6B se muestra la proteina del BVDV y en color rojo se muestran
los 2 sitios que estan bajo seleccién positiva, el coddén 832 que codifica para una serina
encontrado por IFEL y el codén 975 que codifica para una tirosina, encontrado por IFEL y
éstos estan en los dominios Il y lll de la proteina. También en este caso la mayoria de los
sitios que estan evolucionando bajo seleccion negativa se distribuyen en toda la proteina.
Por ultimo en la figura 6C, se observa el modelo de la proteina de envoltura del virus de
hepatitis C, y se encuentran marcados en rojo los codones que evolucionan bajo seleccion
positiva los codones 364 y 444, que codifican para una treonina y tirosina, respectivamente,
ambos estan dentro del dominio | de la proteina, y los sitios bajo seleccion negativa se

encuentran en los tres dominios.
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Figura 6. Distribucion de los sitios bajo seleccién negativa y positiva. (A) Proteina de envoltura del DENV.
(B) Proteina de envoltura del BVDV. (C) Proteina de envoltura del HCV. Los sitios que se encuentran marcados
en color rojo esta evolucionando bajo seleccion positiva y los que estan en color verde estan evolucionando

bajo seleccién negativa.

Las pruebas de deteccion de sitios bajo seleccion natural (FEL e IFEL) identificaron
pocos sitios bajo seleccion positiva, estos se observan en la tabla 9. Para DENV el codén
132, se encontrd seleccionada positivamente por los métodos FEL e IFEL los valores de w
son muy altos, lo que indica que esta posicion hay una gran cantidad de sustituciones no
sindnimas. El andlisis de prediccion de epitopes encontré que ésta posicion es un sitio de
reconocimiento de linfocitos By T (HLA-A1, HLA-B14, HLA-B3901, HLA-B40). Dado que es
una regién de reconocimiento de anticuerpos posiblemente éstos ejerzan cierta presion de

seleccidn que favorezca la presencia de alta variabilidad en esta posicion.

TABLA 9. CODONES BAJO SELECCION POSITIVA EN EL GEN E Y E2 USANDO LOS METODOS
FEL E IFEL.
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DENV BVDV HCV
FEL IFEL FEL IFEL FEL IFEL
Codé
Codé ?] © Codé
: P P P P : P
dN/ dN/ dN/ dN/ P
valu valu valu valu dN/dS | valu dN/dS
ds ds ds ds value
e e e e e
0.01 2:3 0.08 | 3.76 0.016 | 14.38
132 04 | X100 832 2 7 384 |8 4
0.01 200 0.02 | 4.53 0.000
132 ) . ) ) ’ 3.387
4 035 975 95 8 444 49

Un valor de P<0.1 es estadisticamente significativo que muestra la evidencia de seleccion natural.

Por otro lado para el BVDV, se encontrd el codon 975 bajo seleccidn positiva con el
método FEL con un w=4.538 y el sitio 832 bajo seleccion positiva por método IFEL con
»w=3.767 indicando mas sustituciones no sinénimas que sustituciones sinénimas en estas a
posiciones (tabla 9). Se analizaron estas regiones para determinar si podria ser blanco del
sistema inmune, sin embargo ninguna prediccion arrojé informacién que apoyara esta
hipotesis.

Por ultimo para el HCV, se obtuvieron dos codones bajo seleccion positiva, el codon
364 w=14.38 y la posicion Y444 con w=3.38 (tabla 9). El primer codon tiene un dN/dS muy
alto posiblemente debido a que se encuentra en la region HRV1 que es una zona
importante de reconocimiento de anticuerpos neutralizantes. El codon 444 esta en una zona
de reconocimiento de linfocitos B y hay linfocitos T (HLA-B5801 y MCH-Lid), por lo que esta

posicion puede estar sujeta a seleccion por parte del hospedero.

5.3.1 Evolutinary Fingerprint.
También como parte de los andlisis realizados para la busqueda de seleccion y con el

objetivo de comparar los procesos evolutivos de las tres proteinas de estudio se realiz6 el
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analisis llamado Evolutinary Fingerprint. Los resultados (figura 7), muestran que para los
tres virus los valores de w indican que la mayoria de los codones o sitios de la proteina de
envoltura evolucionan bajo el régimen de seleccion negativa. Esto confirma los resultados
obtenidos por el método FEL, donde encontramos que la mayoria de los codones en las
proteinas de envoltura evolucionan bajo seleccién negativa. También se pudo observar que
la distribucion de las categorias de w entre los virus DENV y BVDV es similar con algunos
sitios evolucionando cerca de la neutralidad mientras que la distribucion de w del HCV no es
muy homogénea. Lo que indica que los valores w son mas diferentes entre si, dentro del
Virus que se agruparon en mas categorias.

Una caracteristica importante que se observO en los graficos de evolutionary
fingerprint fue que las tasas de sustitucion sinébnimas (a), a lo largo de todos los sitios, son
poco variables, especialmente en los casos de DENV y BVDV. Por otro lado, las tasas de
sustituciéon no sinénima () son mas variables pero en general tienen valores menores que
los de a. Esto indica que los genes que codifican para las proteinas de envoltura evolucionan

bajo el régimen de seleccién natural negativa
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Virus Dengue Virus de la diarrea viral bovina Virus Hepatitis C

Log (alpha)

Log (alpha) Log (alpha)

Figura 7. Evolutionary Fingerprint. Comparacion de las tasas dN/dS en los graficos se muestra la distribucion
estimada de los valores de w (dN/dS), la diagonal indica el estado de neutralidad, por encima de esta indica
seleccion positiva y por debajo seleccion negativa. Lado izquierdo el fingerprint del DENV. Al centro el
fingerprint del BVDV y lado derecho el fingerprint del virus de HCV.

5.3.2 Reconstruccidn de caracteres ancestrales.

Las reconstrucciones de caracteres ancestrales para la mayoria de las posiciones que
resultaron estar bajo seleccion positiva 0 negativa (ver apéndice electronico), esto con el
objetivo de observar cémo fue la dinamica evolutiva de un codén en particular, ademas
permitiria observar como han sido los cambios de caracter de estados en los codones que
evolucionan bajo seleccion negativa.

En la figura 8 se aprecia la reconstruccién de caracteres ancestrales del amindacido
V132 de la proteina de envoltura del DENV, que se encontrd bajo seleccidén natural positiva.
El amino&cido ancestral reconstruido fue la valina (V), y se observaron 10 cambios hacia
otros aminoacidos a lo lago de la filogenia. EI nimero de cambios no sinGnimos observados
es grande, por lo que se puede inferir que esta posicion ha evolucionado bajo seleccion
positiva. Asi por ejemplo, en los serotipos DENV 1 y 3 esta posicion evolucioné hacia
tirosina (Y) e histidina (H) respectivamente, mientras que DENV 2 present6 un cambio a
prolina (P) y DENV 4 cambio a isoleucina (I).

Entonces se pudo observar que los cuatro serotipos del DENV, presentaron cambios
hacia aminoacidos diferentes, también parecieron cambios homoplasicos y apomorficos.

Este ultimo tipo de cambios aislados en algunas ramas del arbol podrian ser eliminados por
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medio de la seleccion negativa, ademas estos fueron cambios recientes que se encuentran
en las puntas del arbol.

El amino&cido V132, no he repordo previamente bajo este tipo de seleccion, sin
embargo entre las posiciones 127 a la 134 han sido reportadas como un péptido de
reconocimiento de anticuerpos en pacientes convalecientes de una infeccion con el serotipo
de DENV 2, ademas las posicion entre 121 al 140 han sido reportados, como zona
fuertemente reactiva para linfocitos B a pH &cidos, razones por las cuales esta bajo fuerte

seleccion natural (Twiddy et al., 2002).
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Figura 8. Reconstruccion de caracteres ancestrales de la posiciéon V132 de la proteina de envoltura del
DENV. El caracter ancestral valina se muestra en color verde, DENV1 presenté una tirosina en color salmén,
DENV3 presentd una histidina color magenta en 4 puntas cambio hacia una tirosina, DENV2 present6 una

prolina en color verde y DENV4 una isoleucina y en tres puntas cambio hacia valina.

Al igual que en el caso del DENV, se realiz6 una reconstruccion de caracteres
ancestrales para los sitios bajo seleccion en el BVDV. En la figura 9 se muestra la
reconstruccién para el aminoacido Y975, donde se encontré que el caracter ancestral fue

una tirosina (Y), y que ocurrieron 21 cambios no sinénimos a lo largo de la filogenia. En el
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genotipo 1 de este virus se observa que en algunos casos se conserva el aminoacido
ancestral y en otros que ocurrieron cambios hacia histidina (H). Mientras que el genotipo Il
presentd una mayor cantidad de cambios hacia diversos aminoacidos, muchos de los cuales
ocurrieron en las ramas terminales indicando que son cambios recientes. Los cambios
observados en el genotipo Il fueron del ancestral hacia serina (S), leucina (L), isolecina (1),
histidina (H), alanina (A), &cido aspartico (D), y asparagina (N).

El aminoacido Y975 se encuentra en el extremo carboxilo terminal y se ha reportado
por Risatti et al., (2007) este dominio carboxilo de proteina E2, esta relacionado con la

virulencia.
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Figura 9. Reconstruccion de caracteres ancestrales de la posiciéon Y975 de la proteina de envoltura del
BVDV. El caracter ancestral fue una tirosina en color salmén, cambio a histidina en color lila para el genotipo |
del BVDV. Para el genotipo dos se observaron cambios del ancestral hacia alanina color cian, acido aspartico
color verde olivo, serina en color amarillo, asparagina en color rojo, histidina en color lila, isoleucina en color

azul y leucina en color azul marino.

La otra posicion encontrada bajo seleccién positiva por el método IFEL fue el

aminoacido S832, a la cual también se le realiz6 la reconstruccion de caracteres ancestrales.
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En esta posicion el codén ancestral fue la serina (S) se observaron 6 cambios hacia
aminoacidos no sinénimos. Concretamente los cambios fueron del ancestral hacia una
asparagina (N), en el genotipo 1, nuevamente el genotipo Il presenté mas cambios del
aminoacido ancestral hacia alanina (A), lisina (L), glutamina (Q), cambios relativamente

recientes y el cambio hacia acido glutamico (D), el cual no es muy reciente.

o
P
MNarossa

Figura 10. Reconstruccion de caracteres ancestrales de la posicion S832 de la proteina de envoltura del
BVDV. El caracter ancestral fue la serina, dentro del genotipo | se presentaron cambios hacia acido aspartico
en rojo. Par el genotipo Il los cambios fueron del caracter ancestral hacia una glutamina en color rojo, acido

glutamico en color verde olivo), alanina en color cian.

Respecto al HCV se encontraron dos puntos bajo seleccion, estos fueron los
aminoacidos T384 y Y444. Estos fueron altamente varibles, cuando se realiz6 una
reconstruccion de caracteres ancestrales para el HCV, los sitios bajo seleccion positiva
mostraron una gran variedad de cambios a lo largo de la reconstruccion, por ejemplo en la
posicién T384 (Figura 11) se encontraron 31 cambios no sindnimos, el estado de caracter
ancestral fue una asparagina, se observa que algunos de los cambios aparecen una solo

ocasion y son recientes.
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Figura 11. Reconstruccién de caracteres ancestrales del aminoacido T384 de la proteina de envoltura
del HCV. El caracter ancestral asparagina en color rojo, que cambio hacia una glicina en color magenta, acido
glutdmico en color dorado, histidina en color morado, isoleucina en color azul, lisina en color purpura,
asparagina en color rojo, glutamina en color rojo oscuro, arginina en color lila, serina en color amarillo, treonina

en color rojo granate, valina en color verde, y tirosina en color rosa claro.

La gran variedad de cambios presentes a lo largo de la historia filogenética en estas
dos posiciones T384 y Y444 podria indicar las fuertes presiones de seleccion a las que esta
sometido este virus, que permiten la fijacibn de estas mutaciones no sinénimas que
posiblemente sean ventajosas para la eficiente evasion del sistema inmune, ya que las

posiciones encontradas bajo seleccion son sitios de reconocimiento de anticuerpos.
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Figura 12. Reconstruccidén de caracteres ancestrales de la posicion Y444 de la proteina de envoltura del
HCV. El caracter ancestral tirosina en color rosa claro, que cambio hacia alanina en color cian, fenilalanina en
color azul, histidina en color morado, lisina en color purpura, leucina en color azul oscuro, glutamina en color

rojo oscuro, treonina en color rojo granate, arginina en color lila, serina en color amarillo, y valina en color rosa.

De igual forma la reconstruccion de caracteres ancestrales para la posicion Y444 (Figura 12)
se observaron 32 cambios no sindnimos donde el caracter ancestral fue una tirosina.

Para el HCV en las reconstrucciones de los codones se observd muchos cambios no
sinbnimos, muchos de los cambios son recientes, los cueles puede ser elimandos por
seleccidn negativa.

En general se observaron una mayor cantidad de cambios, en la proteina de
envoltura del HCV, comparada con las otras dos proteinas anteriores.

Por otra parte también se realizaron reconstrucciones para las posiciones bajo
seleccidon negativa donde se observé que en algunos codones no existen cambios dentro de
la reconstruccion, sin embargo en otros codones bajo seleccidon negativa mostraron cambios
no sinénimos, resultando algo contradictorio, ya la seleccion negativa tiende a la

conservacion (ver figuras del apéndice electronico). Por ejemplo el aminoacido V114 dentro
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de la proteina de envoltura del DENV reportado que evoluciona bajo seleccién negativa, sin
embargo se observd con la reconstruccidbn que este sitio era variable (Figura 13), aqui
observamos que el caracter ancestral fue una valina en color verde, sin embargo en el clado
correspondiente al serotipo DENV1 se observaron cambios hacia una leucina e Isoleucina.
La presencia de estos cambios no sinbnimos en algunas ramas del arbol podrian resultado
de la seleccion episddica actuando en algunas ramas del arbol. Este interesante fenémeno

también se pudo observar en las otras proteinas de envoltura de los virus BVDV y HCV.

Figura 13. Reconstruccion de caracteres ancestrales aminoacido V114. Proteina de envoltura del DENV,

en color verde valina codon ancestral, en color azul marino leucina, y en color azul la isoleucina.

5.3.3 Seleccion Episddica.

Los resultados anteriores ponen en evidencia que la seleccion natural negativa juega
un papel importante en la evolucion en la familia Flaviviridae, sin embargo, en los analisis de
variabilidad en la secuencia de aminoacidos en las proteinas de envoltura, encontramos que

la mayoria de los sitios presentaban polimorfismos. Aunado a esto, las reconstrucciones de
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caracteres ancestrales mostraron que algunas posiciones identificadas que evolucionan bajo
seleccién negativa, presentando una acumulacién de mutaciones sinénimas y no sinénimas.
Esta aparente contradiccion entre la variabilidad y la prevalencia de selecciobn negativa
encontrada en estos genes podria ser explicada por eventos de seleccion episodica.

La seleccidon positiva episddica es aquella que actia en ciertos momentos de la
historia evolutiva de un gen. Los métodos sitio por sitio como FEL, asumen que los valores
de dN/dS son constantes a lo largo de toda la filogenia, por lo que no son capaces de
detectar eventos de seleccion episodica. Dado el patron de variabilidad que mostraban
muchas posiciones de los genes de estudio, en las que se acumulaban un gran namero de
mutaciones sindénimas y no sindnimas, quisimos probar la hipétesis de que este patron era el
resultado de eventos de seleccion positiva episddica y seleccion negativa. Por lo tanto, se
realizé un andlisis de seleccién episddica utilizando el programa MEME (Mixed Effects
Model of Evolution). En el caso del DENV se obtuvieron 19 sitios con evidencia de
seleccién episodica, de los cuales 14 se habian detectado bajo seleccion negativa, para el
BVDV se obtuvieron 30 codones bajo seleccidn episddica de los cuales 11 codones estaban
bajo seleccion negativa, y para HCV se obtuvieron 20 codones de los cuales 15 estaban

bajo seleccion negativa (tablas 10 y 11).
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TABLA 10. CODONES QUE EVOLUCIONARON BAJO SELECCION EPISODICA POSITIVA CON
P < 0.1 EN LAS PROTEINAS DE ENVOLTURA.

DENV BVDV HCV
21, 23, 24, 25, 26, 712, 716,721, 723, 387, 401, 412, 419
27, 30, 114, 132, 724, 734, 750, 760, 432, 437, 444, 449,
164,195, 205, 213, 770, 832, 835, 844, 475, 517, 527, 529,
217, 229, 235, 300, 853, 854, 861, 862, 536, 545, 547, 551,
301, 308 876, 887, 888, 908, 562, 575, 578, 586

908, 925, 930, 938,
942, 945, 946, 948,

956, 974
No. total de 19 30 20
codones
TABLA 11. SITIOS BAJO SELECCION EPISODICA
DENV BvVDV HCV
No. S. Episddica No. S. Episodica No. S.
Episédica
Seleccién 1 1 1 1 2 1
positiva
Seleccion 286 13 240 11 228 15
negativa
Sin seleccién 108 4 104 18 39 5

Posteriormente, se llevé a cabo una reconstruccion de codones ancestrales para los
sitios que se detectaron que evolucionan bajo seleccién episédica. En los resultados se
observa que el uso de mas de un coddén sinénimo lo que explica un tasa alta de mutaciones
sindnimas, ademas de la existencia de cambios no sin6bnimos que ocurren en las ramas
gue se encuentran bajo seleccion episodica. Por ejemplo, el codon 114 que codifica para
una valina en la proteina de envoltura del DENV (figura 21), en el que se detectd seleccidn
negativa con el método FEL, presenta alternativamente los codones GTA, GTG (Valina, V),
el coddn CTA (leucina, L) y el codon ATA (Isoleucina, 1), con el método MEME, éste coddn
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se encontré que evoluciona bajo seleccion positiva, concretamente en la rama que esta bajo
seleccién positiva ocurre el cambio del codon GTA que codifica para la V hacia el codon CTA
que codifica para una leucina, ocurriendo una mutacién en la primera posicion.

Estos tipos de mutaciones a lo largo de la historia filogenética no fueron encontrado
por el método FEL, dado que éste contabiliza el nimero de cambios a largo de la filogenia, y
como se puede observar en la figura 14, en la mayoria de las ramas las mutaciones que
ocurren son sindénimas, por lo tanto el algoritmo considera que esta posicion evoluciona bajo
seleccion negativa, cuando realmente los procesos evolutivos que ocurrieron en este codén

no fueron uniformes en el tiempo.

Figura 14. Reconstruccion de caracteres ancestrales del codén 114 que codifica para una Valina en la
proteina E del DENV. La punta de flecha invertida indica que las ramas estan bajo seleccién negativa y las
puntas de flecha hacia arriba indican que evolucionan bajo seleccion positiva. El codén GTG que codifica para
V coddn ancestral las ramas de color anaranjado y el codon GTA que codifica para el mismo aminoacido en
color rosa, mientras que las ramas en color rojo y verde son los cambios hacia Leucina e Isoleucina

respectivamente.
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En los casos de los virus BVDV y HCV ocurren eventos similares. Soélo por mencionar
un ejemplo el codén 732 del BVDV (figura 15), que se encontré bajo seleccién negativa, es
polimoérfico y presenta los siguientes estados de caracter: el codon ancestral AGA que
codifica para una Treonina (T), y dos codones sinGnimos para este aminoacido ACC y ACG,
también se observo otro codon no sinbnimo TCC que codifica para una serina, €l cual a su
vez presento otro codon sinénimo que fue el TCT, encontes hay acumulacién de mutaciones
sinénimos y no sinénimas.

En este caso el codon ancestral codifica para el aminoacido T, se encontraron cuatro
ramas bajo seleccion positiva que corresponden a los momentos en los que ocurrieron los
cambios hacia codones no sinébnimos. La razén por la que el método FEL detecta seleccion
negativa en ésta posicion es porque en la mayoria de las ramas las mutaciones resultaron
en codones sindnimos.

Para el HCV, por ejemplo del codén 386 (figura 16) que se encuentra bajo seleccion
negativa, presentd el codén ancetral CAC que codifica para una histidina (H), y se
encontraron una amplia variadad de codones no sinénimos por ejemplo el codon CGC que
codifica para una arginina (R), el codén CAG que codifica para una glicina (G), el codon AAC
gue codifica para una treonina (T), y los codones TAC y TAT que codifican para una tirosina
(Y). En las ramas donde presentaron cambios hacia codones no sinénimos resultaron estar
bajo seleccion positiva, en general se encontraron 6 ramas en presencia de seleccion

episodica.
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Figura 15. Reconstruccion de caracteres ancestrales del codén 732 que codifica para una Treonia
dentro de la proteina de envoltura del BVDV. La punta de flecha invertida indica que las ramas estan bajo
seleccion negativa y las puntas de flecha indican que evolucionan bajo seleccién positiva. Los codones AGC,
ACA, ACC que codifican para una T en tonalidades rosas, el codén TCC, TCA que codifica para una serina en

tonalidades azules. Los cambios no sinénimos en las puntas del arbol.
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Figura 16. Reconstruccioén de caracteres ancestrales del codén 386 de la proteina de envoltura del HCV.
La punta de flecha invertida indica que las ramas estan bajo seleccion negativa y las puntas de flecha indican
que evolucionan bajo seleccidn positiva. Los codones CAC que codifican para H en color azul, codones TAC,
TAT que codifica para una tirosina en tonalidades rojizas, el codon AAC que codifica para una treonina en color

verde, el codon CGC que codifica para una R en color verde, y el codén CAG que codifica para G en color cian.
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Aunque relativamente pocos sitios se encontraron que evoluciona bajo seleccién
positiva, la presencia de variabilidad y la presencia de mutaciones no sinénimas en algunas
ramas de las filogenénias fue un evento recurrente, o que indica posiblemente que en la
proteina de envoltura de estos virus, la seleccion episddica juega un papel importante en la
fijacion de ciertas variantes no sinébnimas.

Con el objetivo de establecer el nUmero de sitios que evolucionaron exclusivamente
bajo seleccién negativa se contabilizaron, por un lado aquellos que no presentaban
variabilidad a nivel de aminoacidos y por otro los sitios variables dentro de la proteina de
envoltura, los resultados obtenidos de muestran en la tabla 12. Es importante resaltar que
las posiciones que aparentemente evolucionaron bajo selecciébn negativa pero que en
realidad presentaban cierta variabilidad en la secuencia de aminoacidos fueron mas
predominantes, que aquellas que conservaron su caracter de estado.

Posteriormente se contabilizaron estos mismos sitios pero por dominio (Tabla 13),
observando en el caso del DENV, la mayoria de los sitios variables bajo seleccion negativa
se encontraron en el dominio Il, para el BVDV la mayoria de estos sitios se encontraron en el
dominio Il y para el HCV en el dominio I. Por lo tanto existen diferencias en la fijacion de
mutaciones no sindnimas de cada uno de los dominios de estos virus, estas diferencias
podrian deberse posiblemente que éstos estdn mas accesibles al reconocimiento de la

respuesta inmune.

TABLA 12. SITIOS NEGATIVOS VARIABLES Y CONSTANTES EN LA PROTEINA DE
ENVOLTURA LOS VIRUS DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

Sitios DENV BVDV HCV
S. Negativa sitios variables 146 154 154
S. Negativa sitios 140 86 74
constantes
Total de sitios 286 240 228
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TABLA 13. SITIOS NEGATIVOS VARIABLES Y CONSTANTES BAJO SELECCION NEGATIVA EN
LA PROTEINA DE ENVOLTURA DE LOS VIRUS DE LA FAMILIA FLAVIVIRIDAE

Sitios DENV BVDV HCV
Dominios Dominios Dominios
I 1l I 1l | I 1l
S,
Negatva oo &) 37 37 36 82 59 55 40
SItios
variables
S,
Negativa /4 62 26 15 22 48 27 17 30
sitios
constantes
Total 286 240 228

Para evaluar si los sitios bajo seleccidbn son accesibles al reconocimiento de la
respuesta inmune o estan expuestos en la superficie de la proteina, se mapearon sobre la
estructura terciaria de la proteina. Este analisis solo se realiz0 para las proteina de envoltura
de los DENV y BVDV, ya que son las Unicas que se encuentran cristalizadas. Los resultados
obtenidos de este andlisis se aprecian en la figura 17A y 17B. Los sitios bajo seleccién
negativa, tanto variables como conservados, se encontraron sobre la superficie de la
proteina de envoltura. Cabe destacar que algunas de las posiciones conservadas son
estructuralmente importantes, concretamente en el caso de la proteina de envoltura del
DENV, algunos de los sitios que resultaron bajo seleccion negativa constantes fueron las
cisteinas que forman puentes disulfuro estos fueron los siguientes Cys3-30, Cys 60-121, Cys
74-105, Cys 92-116, Cys 185-286, Cys 305-336. También las posiciones de la 98 a la 111
son sitios bajo seleccién negativa constantes, y corresponden al loop que da lugar a la fusion
las membranas viral y celular. También se encontré que los sitios de N-glicosilacion 67 y 153
estan bajo seleccion negativa y se encuentran conservados. Por lo tanto los sitios
seleccionados negativamente podrian ayudar a mantener la estructura de la proteina y/o ser
funcionalmente importantes. Para el caso de la proteina de envoltura del BVDV, también se

encontraron que los sitios bajo seleccion negativa pueden ser funcionalmente importantes,
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ejemplo de ello fue la Histidina 763, que participa en los cambios conformacionales en la
proteina que permiten la entrada del virus a la célula. Los sitios de N-glicosilacion N880,
810, 924, 992 también son altamente conservados y estan bajo seleccién negativa.

La proteina de envoltura del HCV, los sitios variables y constantes que evolucionan
bajo seleccidn negativa, cabe resaltar que algunos de sitios bajo seleccion negativa que
encontramos son funcionalmente importantes y esta ha sido previamente reportado, por
ejemplo, los sitios encontrados que evolucionan bajo este tipo de seleccion fueron: los
puentes disulfuro Los puentes de Cys 429-557, Cys 452-459, Cys 503-508, Cys 596-619. El
loop putativo de fusién 508,509, 513, 516-519. Sitios de union al receptor 421-423, 425,
427-429, 433-435, 436. Los sitios de N-glicosilacion 423,540.

Por lo tanto parte de la variabilidad observada es debido a la presencia de episodios

de seleccién positiva.

8}

Figura 17. Sitios bajo seleccién positiva y negativa (variables y constantes). Las posiciones bajo
seleccion positiva se mapearon en color rojo, mientras que los sitios bajo seleccibn negativa que son
constantes estan en color verde, los sitios bajo seleccién negativa variables en color magenta, y los neutrales

en color cian. (A) proteina de envoltura del DENV. (B) proteina de envoltura del virus de la diarrea viral bovina.

65



Resultados

5.4 Andlisis de las Propiedades Bioquimicas

Los resultados de la deteccidn de la seleccion indicaron que la mayoria de los codones
evolucionan bajo una seleccién negativa o purificadora que elimina mutaciones deletéreas, y
favorece a la conservacion de estado de caracter. Sin embargo, los resultados del analisis
de variabilidad del objetivo 1, mostraron que la secuencia a nivel de proteina es altamente
variable y posteriormente encontramos que estos polimorfismos se asocian la presencia de
seleccion positiva episodica. Por lo tanto, quisimos investigar si esta variabilidad afectaba las
propiedades bioquimicas de las proteinas. Para ello se llevé a cabo el analisis de cambios
en las propiedades bioquimicas con la herramienta PRIME (Pond y Frost, 2005), como se
indica en la seccion de Métodos.

En el caso de la proteina de envoltura del DENV Unicamente 5 aminoacidos cambiaron
su polaridad (tabla 14), y s6lo un aminoacido cambio la composicion quimica, sin embargo la
mayoria de los aminoacidos conservaron las propiedades bioquimicas. La propiedad
bioguimica que se conservd mayor numero de veces fue el punto isoeléctrico (tabla 14),
seguido del volumen. Por lo tanto en esta proteina los cambios en los aminoacidos tienden a
conservar las caracteristicas bioquimicas y s6lo en unos pocos casos resultan en un cambio
en la polaridad. Notablemente, el aminoacido V132, que evoluciona bajo seleccion positiva,
fue una posicién que presentd cambios en la polaridad, encontrando asi aminoacidos como
H (Histidina), P (Prolina), Y (Tirosina) que son polares, y aminoacidos no polares en la

posicion (Isoelucina).
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TABLA 14. CONSERVACION Y CAMBIOS EN LAS PROPIEADES BIOQUIMICAS EN LA
PROTEINA DE ENVOLTURA DEL DENV

No. de
S, o, L, No. de
Aminoéacidos que aminoacidos Aminoacidos AN
resentaron que que aminoacidos
Propiedad P . que
L cambio en la presentaron conservaron la
bioquimica . . . conservaron la
propiedad cambios en la propiedad .
N . BN propiedad
bioquimica propiedad bioguimica L
L bioguimica
bioquimica
Polaridad 26, 132, 236, 274, 5 23, 24, 216 3
275
Hidropatia 0 0 26, 229, 274 3
Punto isoeléctrico 0 0 26, 46, 155, 9
210, 274, 275,
300, 357, 380.
Composicion 83 1 26, 229, 275, 4
guimica 350
Volumen 83 1 51,58, 132 3

Para la proteina de envoltura del BVDV, 25 aminoéacidos resultaron con cambios
estadisticamente significativos en alguna propiedad bioquimica. Las propiedades
bioquimicas polaridad e hidropatia tuvieron el mayor nimero de cambios, mientras que el
punto isoeléctrico y el volumen fueron las propiedades mas conservadas (tabla 15). Uno de
los aminoacidos que presentd cambio en la polaridad fue la posicién Y975 que evoluciona
bajo seleccion positiva, en esta posicion se encuentran cuatro aminoacidos polares D, N, S,
H y tres aminoacidos no polares A, I, L. Con respecto a la otro posicion encontrada que
evoluciona bajo seleccién positiva, la S832, no se encontré6 ningdn cambio en las
propiedades bioquimicas, aunque en esta posicién existen muchos cambios de S por E, K,
A, N, y el andlisis de seleccién episddica presentd ramas bajo seleccion, sin embargo el
método PRIME (Pond y Frost, 2005) no fue capaz de detectar cambios en las propiedades
sitios estén seleccionados

bioguimicas, esto indica posiblemente, que aunque el

positivamente no producen cambios en la funcion de la proteina.
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TABLA 15. CONSERVACION Y CAMBIOS EN LAS PROPIEADES BIOQUIMICAS EN LA
PROTEINA DE ENVOLTURA DEL BVDV

No. de

L, S, No. de
S, aminoacidos Aminoacidos L
Aminoacidos que aminoacidos
. . que que
Propiedad presentaron cambio que
SN . presentaron conservaron la
bioquimica en la propiedad ) . conservaron la
L cambios en la propiedad .
bioquimica . R propiedad
propiedad bioquimica L
L bioquimica
bioquimica
813, 836, 888,
Polaridad 73;727457580f0§761 7 955, 964, 744, 5
’ ’ 770, 804, 929
. . 748, 836, 888, 897, 716,770, 804,
Hidropatia 938, 948, 961 ! 926, 975 >
716, 724, 746,
| 732, 734, 735, 760, 5 782, 785, 795, 12
P 938, 948 800, 802, 849,
887, 888, 931
725,772, 825,
921, 935, 938,
Volumen 772, 825 2 946, 948, 975, 10
984
Composicion 725, 778, 862,
guimica 944, 975 2 938, 948, 1027 6

La proteina de envoltura del HCV, la polaridad y la composicion quimica fueron las

dos propiedades bioquimicas donde los aminoacidos presentaron mas cambios, y donde los
aminoacidos presentaron mayor conservacion fue el volumen (tabla 16). Una posiciéon que
presentd cambios en las propiedades bioguimicas fue el aminoacido 348, que evoluciona
bajo seleccion positiva (tabla 16), donde resulto con cambios estadisticamente significativos
en las propiedades bioquimicas como punto isoeléctrico, polaridad, composicion quimica,
ademas el andlisis de seleccion episddica indicé que muchas de las ramas estan bajo

seleccidn positiva.
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TABLA 16. CONSERVACION Y CAMBIOS EN LAS PROPIEADES BIOQUIMICAS EN LA
PROTEINA DE ENVOLTURA DEL HCV

No. de

. . No. de
o, aminoacidos Aminoacidos .
Aminoécidos que aminoacidos

. : ue ue
Propiedad presentaron cambio d a que

R : presentaron conservaron la
bioquimica en la propiedad . . conservaron la
. cambios en la propiedad .
bioquimica . R propiedad
propiedad bioquimica o
L bioguimica
bioquimica

384, 386, 392, 453, 394, 398, 402,
Polaridad 448, 529, 546, 589, 10 408, 446, 461, 9
619, 589, 619, 638 457, 545

348, 385, 401,
404, 416, 419,
434, 439, 450,
457, 461, 465,
6 479, 480, 498, 25
517, 539, 562,
563, 589, 621,
636, 642, 648,
653

394, 396, 402, 408,

Hidropatia 446, 551

387, 392, 396,
410, 412, 424,
440, 445, 456,
pl 384, 3955,6204’ 461, 5 457, 529, 536, 21
546, 547, 558,
566, 571, 576,
596, 602, 619

389, 392, 394,
395, 407, 408,
440, 443, 453,
456, 465, 477,
Volumen 387, 396,401 3 483, 487, 504, 26
520, 527, 529,
533, 587, 588,
619, 621, 633,
638, 653
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384, 386, 387,
393, 397, 440, 443,

_ 392, 401, 402,
Composicion 445, 446, 457, 461,

e 14 405, 442, 444, 13

quimica 465, 527, 562, 587,

398, 529, 602,

621, 649 619

En resumen, en los resultados anteriores podemos observar que los aminoacidos de
las tres proteinas de envoltura, existe una conservacion en las siguientes propiedades
bioquimicas: volumen, composicién quimica y punto isoeléctrico, mientras la polaridad, es la
propiedad bioguimica menos conservada en las proteinas de envoltura. Esto nos indicaria
que la seleccion natural como la variabilidad observada en las proteinas provoca un cambio
en la polaridad de la proteina.

Sin embargo, posteriormente los cambios observados en algunas de estas propiedades
bioguimicas fueron mapeados sobre la superficie de la proteina de los tres virus, con el
objetivo de observar si estos cambios podrian repercutir en la funciébn o estructura de la
proteina y se compar6 con las proteinas cristalizadas en las base de datos PDB. En esta
parte se describirdn lo observado en las cinco propiedades bioquimicas, para las tres
proteinas.

En primer lugar se analizaron los cambios en la polaridad en los aminoacidos en las
tres proteinas, anteriormente observamos que esta propiedad, fue la que menos
conservaron los aminoacidos de las proteinas de envoltura. En la figura 18 se observan de
arriba hacia abajo, las proteinas de envoltura del DENV, BVDV y HCV, en las proteinas de
lado izquierdo se observan en color rojo los aminoacidos que presentaron cambios
estadisticamente significativos, del lado derecho son las proteinas del PDB con los residuos
con la cadena lateral cargada a pH neutro, es decir, en rojo se indica los resiudos que
poseen carga positiva, en azul los residuos con carga negativa, mientras los blancos son
residuos sin carga o neutrales a pH 7. Los aminoacidos que resultaron con cambios
significativos en esta propiedad, observamos que fueron cambios de aminoacidos polares
cargados por aminoacidos polares sin carga, o de residuos no polares por residuos polares,
esto sucedio en las tres proteinas. Por ejemplo, en la proteina de envoltura de DENV, 5
codones presentaron cambios estadisticamente significativos, estos fueron el residuo
V132H, bajo seleccion positiva, que concretamente presentd cambios hacia un aminoacido
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polar cargado (H); también los residuos E26S, D274Q, S275N, todos bajo seleccion
negativa, presentaron cambios por aminoacidos polares y finalmente la posicion Y236R que
evoluciona bajo neutralidad, y también presenté cambio por un aminoacidos polar.

Para la proteina del BVDV, Unicamente 6 residuos tienen cambios en las propiedades
bioquimicas estadisticamente significativos, estos fueron Y975D bajo seleccion positiva,
V737R, DB0ON, G861D, bajo seleccion negativa y T746R, L872 bajo neutralidad (este ultimo
no se muestra en la figura) (figura 18B).

Finalmente para la proteina del HCV, 10 residuos fueron reportados con cambios en la
polaridad. En concreto los cambios encontrados fueron, las posiciones N384E bajo seleccion
positiva, las posiciones H386Y, A392Y, P498E, A529N, N536S, L619M, F638H, R660Y, bajo
seleccion negativa y la posicion T589H bajo neutralidad. En general se observaron cambios
de aminoacidos polares por aminoacidos polares con carga o viceversa, al igual que
cambios por aminoacidos no polares por aminoacidos polares. Cabe resaltar de las
posiciones N384E, H386Y, A392Y, se encuentran dentro la regién hipervariable 1 (32
aminoécidos) de la proteina E2 de HCV, la cual se ha reportado ampliamente como
responsable de evasion de la respuesta inmune; por lo tanto cambios en la polaridad en
estas posiciones podrian estar implicadas con este posible mecanismo de evasion (figura
18C).

Por lo tanto en las tres proteinas observamos que los procesos evolutivos, como la
seleccidn natural positiva, episddica y procesos neutrales producen cambios en la polaridad

de los aminoacidos.
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Figura 18. Comparacion de los cambios y conservacién de la polaridad en la proteina de envoltura. En
las figuras A.1, A.3 (proteina E de DENV), B.1 (proteina E2 BVDV) y C.1 (modelo E2 HCV) se muestran en
color rojo las posiciones donde existe cambio de las propiedades bioquimicas de los residuos y en verde los
residuos donde se conserva. Las figuras A.2, A3 PDB de la proteina E dengue. La figura B.2 PDB de la
proteina E2 de BVDV vy la figura C.2 modelo de la proteina E2 del HCV.
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La hidropatia es otra propiedad bioquimica que fue analizada por PRIME
(Pond y Frost, 2005), los resultados se muestran en la figura 19, en primer lugar se observa
la proteina de envoltura del DENV, seguida a las proteinas de envoltura de BVDV y HCV. Del
lado derecho se muestra la proteina de envoltura del virus.

En el caso de la proteina E del DENV no se encontraron ningin cambio en esta
propiedad. Para la proteina del E2 del BVDV se encontraron 7 cambios estadisticamente
significativos (tabla 15), en la figura 19B se observan Unicamente 4 de los 7 amino&cidos.

En general los aminoacidos que presentaron el cambio fueron 4 bajo seleccion
negativa, S836W, Q897E, 1938R, 1961M y 3 codones bajo neutralidad, L748R, M88S8E,
T948A.

Para la proteina E2 de HCV se encontraron 6 codones que cambian, R394A, T396A,
K408A, L409M, estos evoluciona bajo seleccion negativa, mientras que las posiciones
K446N, A551T, evolucionan bajo neutralidad (figura 19C).

En resumen los cambios observados en los aminoacidos de las proteinas E2 de los
virus BVDV y HCV, son cambios por aminoacidos hidrofilicos o aminoacidos hidrofobos en la
superficie; sin embargo se esperaria tener cambios hacia aminoacidos hidrofilicos, asi
también como cambios por los amino&cidos que presentan carga en la en la cadena lateral,
ya que se ha reportado que estos mayoritariamente se encuentran sobre la superficie,
porque son responsables de ciertas interacciones. Asi entonces observamos de igual forma
gue los procesos evolutivos actian modificado la hidropatia de los aminoacidos presentes

en estas protel'nas.
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Figura 19. Comparacion de las proteinas de envoltura mostrando los sitios hidropaticos y cambios en
ésta propiedad. (A) Proteina de envoltura del DENV. (B) Proteina de envoltura del BVDV. (C) Proteina de
envoltura del HCV.
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El punto isoeléctrico (pl) es otra propiedad que evalia PRIME, que se define como el
pH al cual una sustancia anfotera tiene carga neta igual a cero. La proteina que presento
mayor numero de residuos con cambios significativos en esta propiedad fue la proteina E2
del BVDV con 6 residuos, en la figura Unicamente se muestan 3 residuos que presentaron
cambios (Figura 20B), seguida de la proteina del HCV que presenté 5 residuos con cambios
(Figura 20C), mientras que la proteina E del DENV no presento ningun residuos con
cambios en el punto isoeléctrico (Figura 20A). En la figura 20B se puede ver que la proteina
E2 del BVDV, existe una tendencia de aminoacidos polares por aminoacidos polares con
carga, un ejemplo son los residuos Q732E donde el cambio es por un aminoacido polar
carga negativa. Otro ejemplo es el residuo T498R donde el cambio es por un aminoacido
polar cargado. Estos cambios observados podrian modificar el punto isoeléctrico de la
proteina, ya que estos aminoacidos cargados son los responsables de censar el cambio de
pH durante el proceso de entrada del virus a la célula hospedera.

Por otro lado en la figura 20C, se observan 3 residuos de los 5 residuos que
presentaron cambios en el punto isoeléctrico de la proteina E2 del HCV. En esta proteina se
encontraron resultados similares a la proteina E2 del BVDV, donde los aminoacidos polares
sin carga presentan cambio por aminoacidos polares cargados, donde estos ultimos podrian
conferir cambio en el punto isoeléctrico. En general es importante el mantenimiento del
punto isoeléctrico en los aminoacidos de estas proteinas, esto porque se ha demostrado que
la proteina de envoltura sufre cambios conformacionales dependientes de pH que permiten
la entrada del virus a la célula, por lo tanto los procesos evolutivos podrian estar
conservando las propiedades isoeléctricas de los aminoacidos de las proteinas, dado que se

observaron pocos cambios en esta propiedad.
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N561D S562E

Figura 20. Cambios y conservacion del punto isoeléctrico de las proteinas de envoltura. En color rojo se
muestran los aminoacidos donde se presenta un cambio en el punto isoeléctrico, en color verde se muestran

los codones donde se conserva el punto isoeléctrico.
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Por ultimo se evalué el volumen, como observamos anteriormente se tiene cierta
tendencia a la conservacion en el volumen en los aminoacidos que conforman estas
proteinas, por lo tanto quisimos ver que ocurria en aquellas posiciones donde se producia un
cambio en el volumen de la cadena lateral de los aminoacidos estadisticamente
significativos.

Para corrobora si en estos aminoacidos provocan un cambio significativo en la
estructura de la proteina se modelaron mutantes basado en la homologia, para el DENV y
para el BVDV, las posiciones que se mutaron fueron para el DENV K83V, P, N y para el
BVDV los residuos Y725P, H, S y C862V. Estas mutantes a su vez se refinaron mediante
minimizacién de la energia y se alinearon estructuralmente con el PDB nativo. En la figura
21 se muestran los resultados obtenidos. Las mutantes K83V y K83P (figura 21A.1y 21.A.2)
no permiten que se dé un alineamiento completo de la mutante y el PDB nativo
concretamente el alineamiento del dominio Ill entre estas dos proteinas no es completo. La
mutante K83N mostrd un alineamiento similar al PBD nativo a lo largo de toda la proteina;
posiblemente el cambio de arginina por prolina, Unicamente cambia el volumen en la
posicion y no como las otras mutantes que producen un cambio o rotamiento del dominio |l.
También se obtuvo el RMSD de estos alineamientos, éste es la desviacion estandar de la
distancia promedio entre los &tomos de una molécula, e indica cuanto difieren dos moléculas
entre si, entre mayor sea el RMSD las moléculas alineadas son mas diferentes. Los valores
de RMSD para las mutantes K83V y K83P fueron mucho mas altos que el RMSD de la
mutante K83N (Tabla 17). Esto indica que en general las mutantes K83V y K83P, producen
cambios que repercuten en la estructura de la proteina, mientras que la mutante K83N no lo

afecta el volumen de forma global.
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TABLA 17. PROTEINA E DEL DENV PDB REFINADO CONTRA LAS MUTANTES DEL CODON

K83
Proteina E dengue contra mutante RMSD
Proteina E dengue refinada contra K83V refinada 1.927
Proteina E dengue refinada contra K83P refinada 1.935
Proteina E dengue refinada contra K83N 0.062

refinada

Por otro lado para la proteina E2 del BVDV, dos aminoacidos presentaron cambio en
el volumen con estadistica significativa. Los residuos fueron la Y725y T826 de igual forma
que la proteina anterior se modelaron en base a homologia, se refinaron por medio de la
minimizacién de la energia y se realizaron alineamientos estructurales entre el PDB de la
proteina E2 del BVDV y sus mutantes. El primer alineamiento muestra las mutantes del
codon Y725 (tabla 18), donde a simple vista no se observaron diferencias en los
alineamientos al parecer, estas mutantes no provocan cambios importantes en el volumen.
Los valores de RMSD obtenidos muestran que la mutante Y725H tiene valores mas altos
mientras que la mutante Y725P tiene el valor mas pequefio de RMSD, por lo tanto la
mutante Y725H podria tener una repercusion mas grande en el volumen (Figura 22A).

El otro residio en la proteina que presentd cambios en el volumen fue el T862 en la
proteina E2 (Tabla 19), al igual que la posicion anterior en los alineamientos estructurales no
se observan diferencias entre la proteina E2 nativa y las mutantes. Pero los valores RMSD
indican que la mutante T862C tiene el valor de RMSD mas alto que la mutante T862V. Por lo
tanto al igual que las mutantes del coddn Y725 estos cambios en el volumen no podrian
afectar de forma global el volumen de la proteina de envoltura, sino solo de la posicion

donde ocurre el cambio (Figura 22B).
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(A1) Ks3v

Figura 21. Alineamiento estructural de las proteinas de envoltura del DENV. Figura 21A.1 Alineamiento de
la proteina de envoltura con la mutante K38V. Figura 21A.2 Alineamiento de la proteina de envoltura con la

mutante K38N. Figura 21A.3 Alineamiento de la proteina de envoltura con la mutante K38P. En color verde es
la proteina nativa, y en color magenta es la proteina mutante.

TABLA 18. PROTEINA E2 DEL BVDV PDB REFINADO CONTRA LAS MUTANTES DEL CODON

Y725
Proteina E2 BVDV contra mutantes RMSD
Proteina E2 refinado contra Y725S 0.146
Proteina E2 refinado contra Y725H 0.168
Proteina E2 refinado contra Y725P 0.134
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TABLA 19. PROTEINA E2 DEL BVDV PDB REFINADO CONTRA LAS MUTANTES DEL CODON

T862
Proteina E2 BVDV contra mutantes RMSD
Proteina E2 contra T862V 0.188
Proteina E2 contra T862C 0.202

Figura 22. Alineamiento estructural de las proteinas de envoltura del BVDV. Figura 22A.1 Alineamiento de
la proteina de E2 nativa con la mutante Y725P. Figura 22A.2 Alineamiento de la proteina de envoltura con la
mutante Y725S. Figura 22A.3 Alineamiento de la proteina de envoltura con la mutante Y725H. Figura 22B.1
Alineamiento estructural de la proteina de envoltura con la mutante T862C. Figura 22B.1 Alineamiento
estructural de la proteina de envoltura con la mutante T862V. En color verde es la proteina nativa, y en color

magenta es la proteina mutante.
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La propiedades bioquimica con un mayor niumero de cambios fue la polaridad, por lo
tanto, los procesos evolutivos (seleccion natural negativa, positiva, episédica) que actuan
sobre la proteina podria propiciar estos cambios en la polaridad de la cadena lateral de los
aminoacidos, y estos procesos por otro lado tienen a la conservacion del volumen,
composicién quimica y punto isoeléctrico.

Dado que en muchas posiciones los cambios en las propiedades no resultaron
estadisticamente significativos, se llevd a cabo un andlisis manual de las propiedades
polaridad, hidropatia, volumen y punto isoeléctrico, para determinar que ocurria en cada
proteina desde un punto de vista global. Los resultados se muestran en la tabla 20, cabe
destacar que para este analisis se tomaron en cuenta los sitios bajo seleccién negativa que
fueron variables y los sitios bajo seleccién positiva. En el DENV se observé que en su
mayoria se conservan todas las propiedades bioquimicas estudiadas. La propiedad
bioquimica mas conservada fue el volumen, mientras la polaridad fue la propiedad
bioquimica donde mayor numero de codones presentaron cambio. Para el BVDV, la
polaridad y la hidropatia fueron las propiedades donde mas los sitios cambiaron la
propiedad, y la mas conservada fue el volumen. Por ultimo, para el HCV se obtuvieron
resultados similares a los del BVDV las propiedades con mas cambios fueron polaridad e
hidropatia y la mas conservada fue el volumen.

Por otra parte en los sitios bajo selecciébn negativa que eran variables, se puedo
observar un fendmeno interesante, mediante el analisis manual, observamos que aunque
existian cambios por otros aminoacidos, éstos poseian las mismas propiedades bioquimicas,
es decir, ninguna de las cuatro propiedades analizadas cambiaba, esto se muestra en la
tabla 21.
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TABLA 20. CAMBIOS Y CONSERVACION EN LAS PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LOS
SITIOS BAJO SELECCION POSITIVA Y NEGATIVA VARIABLES (analisis manual)

Propiedad DENV BVDV HCV
bioquimica
Polaridad Conservada 87 66 55
No 59 88 101
conservada
Hidropatia Conservada 98 73 63
No 49 82 93
conservada
pl Conservada 98 85 100
No 49 70 56
conservada
Volumen Conservada 133 126 124
No 14 29 32
conservada

TABLA 21. CONSERVACION EN LAS PROPIEDADES BIOQUIMICAS DE LOS SITIOS BAJO
NEGATIVA A PESAR DE SER SITIOS VARIABLES
(Analisis manual)

DENV BVDV HCV

Codones

4, 6, 11, 15, 43, 45, 50, 53, 694, 695, 706, 710, 715, 731, 399, 402, 403, 413, 414, 417, 418,
61, 65, 66, 72, 80, 91, 93, 736, 738, 745, 759, 762, 786 422, 428, 437, 442, 447, 450, 456,
94, 108, 113, 114, 125, 129, 793, 796, 805, 809, 817,824, 462, 473, 488, 495, 496, 507, 515,
138, 139, 141,143, 173, 181, 831, 868, 875, 877, 882, 884, 519, 520, 521, 523, 524, 539, 541,
183, 189, 191, 199, 207, 013,917,926, 931, 941,944, 542,543,544, 546, 554, 555, 563,
208, 218, 219, 220, 272, 950, 953, 956, 961, 963, 970, 572,573, 614, 615, 617, 619, 620

273, 275, 279, 281, 286, 1022, 1029, 1031, 1034 632, 636, 640, 644
292, 323, 324, 325, 340,

360,
361, 367, 372, 382, 383, 392

Total de codones= 54 Total de codones= 40 Total de codones= 46
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En resumen, 54 codones, codificantes dentro de la proteina de envoltura del DENV que
fueron variables pero se detectaron bajo seleccién negativa (tabla 21), no presentaron
cambios, en ninguna propiedad bioquimica. Lo mismo ocurrié en el BVDV y HCV, con 40 y
46 posiciones respectivamente. Por lo tanto estos sitios, aunque existan mutaciones que
codifiquen para otro aminoacido distinto no producen cambios en las propiedades

bioguimicas, conservando la funcion de la proteina.
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Capitulo 6

Discusion

La proteina de envoltura de los virus de la familia Flaviviridae posee funciones
indispensables para el ciclo de vida de éstos, sin embargo esta proteina difiere tanto en
secuencia como estructuralmente en los diferentes géneros de la familia. Dado que muchas
de las funciones de esta proteina se encuentran conservadas en los diferentes géneros, es
posible que los procesos evolutivos que actian sobre ellas sean similares entre si, de tal
manera que se conserve la integridad funcional de la proteina. Por lo tanto, este proyecto se
llevé acabo con la finalidad de comparar los procesos evolutivos que ocurren en la proteina
de envoltura de los virus DENV, BVDV y HCV de la familia Flaviviridae.

Lo primero que evaluamos fue la variabilidad de las proteinas de envoltura de los tres
modelos de estudio. Como se mostré en los resultados, esta variabilidad se distribuye
uniformemente a lo largo de los tres dominios, presentando valores en un rango del 60 al 70
% de los sitios. Esto es probablemente un reflejo del proceso mutacional que ocurre durante
el proceso de replicacion, ya se conoce que los virus de RNA presentan una tasa de
mutacion entre los 0.4 y 1.1 errores por nucleétido por ronda de replicacién, debido en gran
medida a que la RNA polimerasa, que se encarga de copiar su genoma, es deficiente de la
actividad exonucleasa, y como consecuencia se generan poblaciones polimérficas y con
gran plasticidad (Lauring et al., 2013; Belsthaw et al., 2008; Zarate y Novella, 2004).

Por otra parte, un analisis de uso de codones -realizado con el fin de determinar si el
uso de codones de los virus se asemejaba al de sus hospederos- reveldé una agrupacion en
dos clusters: el primero constituido por la mayoria de los virus (DENV, BVDV, CSFV, YFV,
WNV) y el segundo formado por Hepacivirus (HCV, HGB) y los hospederos (mosquito,
borrego, vaca, puerco y humano). Esta asociacién del uso de codén en los géneros de la

familia Flaviviridae ya ha sido reportada previamente por Lobo et al. (2009); ademas, los
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autores mostraron que los virus del género Flavivirus que no se trasmiten por medio de un
vector también presentan un uso de codoén similar al de sus hospederos.

La similitud entre el uso de coddn del HCV y su hospedero es probablemente debida
al ciclo de vida de este virus, que causa una infeccién cronica; es decir, posiblemente
durante este tiempo el virus ha optimizado su uso de coddén con el objetivo de generar una
alta progenie durante las primeras etapas de la infeccion, permitiendo asi establecer la
cronicidad (Lobo et al., 2009). Esto puede deberse a un proceso de adaptacién donde la
abundancia relativa de tRNAs hace posible una optimizacion en el proceso de traduccion, o
bien a un proceso mutacional en el que las limitaciones en la composicion de los nucleotidos
en el medio celular influyen en la probabilidad del tipo de mutacion (Sharp y Li, 1986). En el
caso especifico de los virus del género Flavivirus, éstos mantienen un biciclo de replicacion,
lo que implica una restriccion evolutiva puesto que un cambio que favorezca la replicacion y
traduccién dentro de uno de sus hospederos podria perjudicar la replicacién y traduccion en
el otro, lo que explicaria que su uso de codones se diferencie del de sus hospederos, por lo
que observamos una diferente agrupacion.

La variabilidad observada a nivel de gen no necesariamente tendria que reflejarse en
la variabilidad a nivel de aminoacidos, porque es posible que muchas de las mutaciones que
se fijan en la poblacion sean sinénimas. Encontramos que los sitios variables en la
secuencia de aminoacidos se distribuyeron de forma uniforme a lo largo de los tres
dominios, presentando porcentajes altos de alrededor del 70-80 %; estos resultados indican
gue muchas de las mutaciones que ocurren a nivel de nucle6tidos no son sinénimas,
revelando posiblemente la presencia de seleccion positiva o de los efectos de la deriva en
mutaciones casi-neutras.

Al menos parte de la variabilidad observada en la proteina de envoltura del DENV se
ha atribuido a las fuerzas selectivas; asi por ejemplo, Chao et al. mencionan que los
dominios | y Il son variables mientras que el dominio Ill es mas conservado, y esto lo
atribuyen a restricciones funcionales en ese dominio. En su trabajo ellos demostraron que
algunos de los sitios dentro de los dominios | y Il evolucionan bajo seleccion positiva,
mientras que el dominio Il evoluciona bajo seleccion negativa. (Chao et al., 2005). Esto se
contrapone a los resultados que obtuvimos con respecto a la variabilidad en la proteina de E

del DENV, donde la distribucién de los sitios polimérficos es homogénea en los tres
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dominios. Lo mismo ocurre con las proteinas de envoltura en BVDV y HCV, pues éstas son
altamente variables en los tres dominios.

En estudios previos donde se evaluaron las fuerzas evolutivas que actuaban sobre
las proteinas de envoltura de diferentes virus como el virus influenza (proteina
Hemaglutinina, HA), el coronavirus SARS (proteina Spike, S), y el virus de la
inmunodeficiencia humana (gpl160), se mostré que estas proteinas fueron altamente
variables y que la mayoria de posiciones evolucionaron bajo seleccion natural positiva,
concretamente los epitopes de reconocimiento de anticuerpos (Tang et al., 2009; Qu et al.,
2011; Yamaguchi y Gojobori, 2000).

En este trabajo quisimos investigar si las proteinas de envoltura de tres miembros de
la familia Flaviviridae (DENV, BVDV y HCV) también debian su variabilidad a la seleccién
positiva. Sin embargo, en nuestro caso los resultados obtenidos del analisis de seleccion
natural indicaron que la mayoria de los sitios de las tres proteinas de envoltura evolucionan
bajo seleccion negativa y pocos sitios evolucionan bajo seleccion positiva, contrario a lo
reportado en los virus de RNA antes mencionados. No obstante, para cada una de las
proteinas de envoltura de los virus que estudiamos existen reportes de las particularidades
en su evolucion; concretamente, diferentes fuerzas actdan en las proteinas de envoltura de
estos virus:

En el caso de la proteina E del DENV -y en general de los arbovirus- esta reportado
ampliamente que la mayoria de los residuos dentro de las proteinas de envoltura
evolucionan bajo fuerte seleccion negativa debido a limitaciones evolutivas, pues estos virus
realizan un biciclo de replicacién entre dos hospederos, el mosquito y el humano (Twiddy et
al., 2002; Woelk y Holmes, 2002).

Holmes et al muestran que la seleccion positiva es rara en la proteina de envoltura
del DENV y estiman que mas del 90% de las mutaciones no sindnimas son deletéreas, por
lo que son eliminadas de la poblacién por medio de la seleccion purificadora. A nivel
intra-paciente la proteina de envoltura presenta muchas mutaciones no sinGnimas que estan
bajo seleccion positiva, sin embargo muchas de éstas se pueden perder por los cuellos de
botella durante la transmisién, ya que a nivel intra-hospedero la mayoria de las mutaciones

observadas son sinénimas (Holmes, 2003; Behura y Severson et al., 2013).
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Por otro lado, Rodthong y Auewarakul reportan 12 sitios bajo seleccion positiva en la
proteina de envoltura del DENV, afirmando que éstos se encuentran sobre la superficie, que
son accesibles a anticuerpos y que posiblemente son sitios responsables de diversificacion;
sin embargo presumen que esta proteina puede estar bajo fuerte seleccion positiva dentro
de un paciente (Rodthong y Auewarakul, 2012).

Los estudios anteriores ponen en evidencia que el virus DENV generalmente
evoluciona bajo seleccidén negativa y algunas cuantas posiciones evolucionan bajo seleccion
positiva, habiendo asi correlacion con nuestros resultados, ya que a lo largo de la proteina E
la mayoria de las posiciones evolucionan bajo seleccién negativa y solamente la posicion
V132 bajo seleccion positiva. No se ha reportado previamente que esta posicion esté bajo
seleccion positiva, pero las posiciones 127 a la 134 si se encuentran reportadas como un
péptido de reconocimiento de anticuerpos en pacientes convalecientes de una infeccién con
el serotipo 2 del DENV (Twiddy et al., 2002). Ahora bien, en el andlisis de variabilidad
encontramos en la proteina E una gran cantidad de sitios variables que no son explicados ni
congruentes con la seleccibn negativa observada, por lo que posiblemente exista otro
proceso por medio del cual evoluciona la proteina E del DENV.

Para el BVDV, Tang y Zhang han reportado que en el genotipo 1 de este virus la
presencia de seleccion positiva se restringe a pocas posiciones, y que en general la mayoria
de los aminoacidos de esta proteina estan evolucionando bajo seleccion negativa (Tang y
Zhang, 2008), lo cual coincide con los resultados obtenidos en este trabajo. Sin embargo,
de igual forma que la proteina E del DENV, la proteina E2 del BVDV es variable en la
secuencia de aminoacidos, y en este caso la variabilidad no ha sido asociada a seleccién
positiva.

Parte de la variabilidad observada en las posiciones que evolucionan bajo seleccion
positiva esta relacionada con la disminucion notable de la virulencia. Por ejemplo, Rissati et
al. realizaron diferentes mutaciones y al menos 13 sustituciones en la region Y975 -que
abarca las posiciones 882 aa a la 1046 aa- y cuando en el aminoacido 975 se cambio
alanina por &acido aspartico (A975E), observaron que este Unico cambio causaba la muerte
en cerdos; al asociarse a otras mutaciones (D958G y R979S) de igual forma se provocaba la
muerte (Rissati et al., 2007). Por lo tanto, se sabe que el extremo carboxilo de la proteina E2

esta relacionado con la virulencia.
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El otro sitio bajo seleccidn fue el S832 en la proteina E2 del BVDV; se ha reportado
gue este sitio esta dentro de un epitope relacionado con la virulencia (TAVSPTTLR, en
negrita la posicion 832). El epitope se encuentra dentro de la proteina de envoltura E2 del
virus de fiebre porcina clasica cepa Brecia, que es altamente virulenta. Las mutaciones en
este epitope producen cepas que no son capaces de replicar en células SK6, y cuando se
inocularon cerdos con mutantes de virus de fiebre porcina en este epitope, no se produjo la
muerte a los animales de experimentacion, mientras que la cepa silvestre con el epitope
TAVSPTTLR si lo hace, siendo altamente virulenta (Risatti et al., 2006).

En el caso del HCV se reporta que la proteina E2 se encuentra bajo fuertes
presiones de seleccién del sistema inmune -principalmente en las regiones hipervariables- y
que la seleccion purificadora domina la evolucion de esta proteina en pacientes con hepatitis
cronica (Brown et al., 2005; Sheridan et al., 2004; Farci et al., 2002). En nuestro caso, como
se menciond en los resultados, Unicamente se encontraron 2 sitios bajo seleccion positiva
dentro del dominio | de la proteina, pero en general la mayoria de los sitos evolucionan bajo
seleccion negativa; esto coincide en parte con los estudios anteriores, ya que las posiciones
E384 y E444 evolucionan bajo seleccion positiva, encontrandose la primera de éstas dentro
de la region hipervariable 1, y la segunda en el sitio de reconocimiento del receptor.

En conjunto nuestros resultados y los reportes de la literatura sefalan que la
seleccion negativa domina la evolucion de estas proteinas, mas esto se contrapone con la
alta variabilidad que presentan. La distribucion de los sitios bajo seleccidon negativa se
encontré de forma uniforme a lo largo de los tres dominios. Sin embargo Chao et al. (2005)
mencionan que el dominio Il de la proteina E de DENV es mas conservado y se encuentra
bajo seleccidén negativa, puesto que es el dominio de union al receptor.

El hecho de que la mayoria de los codones de los tres genes han evolucionado bajo
seleccién negativa se pudo confirmar en el analisis de Evolutionary Fingerprint, que parte del
supuesto de que proteinas con funciones similares habrian evolucionado bajo los mismos
procesos evolutivos, independientemente de su relacion de homologia. En conjunto los
analisis de deteccion de seleccion sitio por sitio nos indicaron que, a lo largo de la filogenia,
en la mayoria de los codones se acumula un mayor numero de mutaciones sinénimas que
no sinénimas, lo que se contradice con el grado de variabilidad encontrada en las proteinas.

De manera convencional se asume que el exceso de mutaciones sinénimas es un reflejo de
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la accion de la seleccion negativa, que limita el nGmero de mutaciones no sinénimas debido
a gue éstas darian lugar a variantes con una menor adecuacion.

Con el objetivo de analizar la dinamica evolutiva de los codones bajo seleccion
negativa y positiva, se realizaron reconstrucciones de caracteres ancestrales. En las
reconstrucciones de caracteres ancestrales de los codones bajo seleccion positiva se mostro
la historia de los cambios de aminoacidos, como era de esperarse. Por otro lado, en los
sitios bajo seleccion negativa existian dos tipos de reconstrucciones: en algunos casos se
veia que de manera casi exclusiva se acumulaban mutaciones sinénimas (de acuerdo con lo
esperado en este tipo de seleccion), mientras que en otros la mayoria de las ramas
presentaban mutaciones sinénimas pero en ciertas regiones de la filogenia presentaban
cambios no sinénimos. Esta observacion, aunada al gran numero de polimorfismos en estas
proteinas, nos llevd a plantear la posibilidad de que algunos de los sitios estuvieran
evolucionando bajo seleccion episddica.

La seleccién episodica se refiere al hecho de que no existe una razén para pensar
que la seleccién natural actie de forma constante a lo largo de la historia evolutiva de un
gen; en muchos casos es posible que la seleccion favorezca el aumento en frecuencia de
aguellas variantes que confieran una ventaja en la adecuacion de un organismo, y que
posteriormente estas variantes sean mantenidas por seleccién negativa (Pond et al., 2009).

Los analisis de seleccion episodica realizados sobre las secuencias de estudio
revelaron que algunos de los sitios que se habian clasificado como seleccionados
negativamente en realidad evolucionaron bajo seleccién episddica, aunque de hecho se
encontraron pocas posiciones bajo seleccion episédica. Por ejemplo, para DENV
Gnicamente 13 posiciones evolucionan bajo seleccion episddica, mientras que para BVDV
son 11 y para HCV son 15 posiciones. Aunque son pocas las posiciones donde se encontr6
la presencia hacia cambios no sinénimos, esto era un evento recurrente en algunas de las
posiciones, por lo tanto, la seleccién episddica permite la fijacion de estas variables.

La seleccién natural episddica es muy importante en la evolucion de las proteinas;
Studer y Rechavi mencionan que la evolucién funcional de las proteinas parece implicar
periodos donde se alterna la seleccién conservadora y periodos de cambios relativamente
rapidos. Durante los periodos de cambios rapidos se da una acumulacion de mutaciones no

sinbnimas, y muchas de éstas son fijadas por la seleccién episddica. Asimismo se han
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desarrollado varios modelos para evaluar la evolucion episddica en las secuencias de
proteinas y éstos se han implementado para detectar la divergencia funcional entre los
grupos de secuencias de proteinas. Con estos modelos se ha observado, por ejemplo, que
un residuo de serina se puede conservar plenamente en todos los genes ortélogos dentro de
un clado, mientras que una mezcla de alanina, acido aspartico y lisina se encuentra en los
genes ortélogos de otro clado. Este tipo de asimetria se ha observado en varios genes
duplicados, como el receptor tirosina quinasa en el pez teledsteo, o la familia groEL en
Clamidia, lo que sugiere la evolucion de una nueva funcion; por lo tanto, se hipotetiza que la
seleccién episédica es responsable de la neo-funcionalizacion o incluso de la
subfuncionalizacién, que resulta de la duplicacion de genes. (Studer y Rechavi, 2009).

Sin embargo, cuando se mapearon sobre la proteina los codones bajo seleccion
negativa que codifican para diferentes aminoacidos, se observd que muchos de éstos se
encuentran en la superficie de la proteina, por lo que pueden ser reconocidos por
anticuerpos o interaccionar con otras proteinas celulares o virales, motivos por los cuales
podrian favorecer la variabilidad en estos sitios.

Para evaluar el efecto de la variabilidad observada en la secuencia de aminoacidos
de las proteinas de envoltura, y la seleccion natural actuando sobre éstos, se realiz6 el
analisis de las propiedades bioquimicas de las proteinas, que reconstruye la historia de
estos cambios sitio por sitio. Este andlisis complementa los anteriores, pues no todos los
cambios no sinénimos tienen el mismo impacto en la funcion; ademas, en este analisis
asumimos que los cambios que conservan las propiedades bioquimicas seran menos
importantes (en términos de la informacion que nos proporcionan) que aquellos que las
modifican.

Los resultados que se obtuvieron mostraron cambios en la polaridad e hidropatia, y
sin embargo se encontr6 una tendencia particular a la conservacién en el volumen, pl y
composicién quimica de las proteinas.

La polaridad en las proteinas de envoltura virales es importante, ya que permite las
interacciones proteina-proteina, interacciones con el receptor, con el co-receptor y la union
de anticuerpos con componentes de la inmunidad celular (Sowmya et al., 2011). Por
ejemplo, Kumar et al. (2010) mostraron que en la proteina de envoltura gp160 del VIH la

mayoria de los aminoacidos evolucionan bajo seleccién positiva, y que a su vez la mayoria
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de estos aminoacidos son polares, lo que sugiere que la seleccion natural podria conservar
la polaridad de los residuos bajo seleccion. En nuestro caso, los sitios bajo seleccidn positiva
o episddica sufren cambios en la polaridad, lo que podria ser relevante para la evasién del
sistema inmune.

Los aminoacidos polares también son responsables del proceso de entrada viral
—especificamente en el DENV- ya que se sabe que las His-282 e His-317 (que estan muy
conservadas) son sensores del pH, y su protonacién debida a la reduccién del pH en el
endosoma genera el cambio conformacién de la proteina E, exponiendo el péptido
fusogénico del dominio Il (Nayak et al., 2009; Gadkari y Srinivasan, 2010).

Como se menciond en los resultados, encontramos conservacion en el punto
isoeléctrico, el cual se encuentra relacionado con la polaridad de los aminoacidos, ya que los
aminoacidos polares con carga como las histidinas censan cambios de pH. Ademas, el punto
isoeléctrico es importante en las proteinas porque permite su solubilidad en un ambiente
acuoso. El punto isoeléctrico depende de los aminoacidos cargados como la histidina
-cadenas laterales de imidazol- ademéas de otros aminoacidos como el acido glutamicos,
acido aspartico, cisteina -grupo tiol-, tirosina -grupo fenol-, lisina -grupo g-amonio- y arginina
-grupo guanidinio- (Nehete et al., 2013). Como observamos en los resultados, esta
propiedad mostré pocos cambios, sin embargo los cambios que se reportaron en todas las
proteinas fueron hacia aminoacidos cargados como acido aspartico, glutdmico, y arginina, es
decir, hacia aminoacidos polares con carga y responsables de censar el cambio del pH.

El mantenimiento del punto isoeléctrico durante el proceso de entrada viral es
importante, como se ha reportado para el caso del DENV: La acidificacion del viribn dentro
del endosoma celular produce una disociacion de los dimeros de la proteina E, exponiendo
asi el péptido de fusién; posteriormente se da una reorientacion de dominios que permite la
formacion irreversible de trimeros del dominio Il, y la insercion del péptido de fusion en la
membrana endosomal (Modis et al., 2004). En HCV y BVDV no se ha reportado con
precisidbn cdmo es el proceso de fusion de membranas, pero se sabe que ambos entran a la
célula por una endocitosis mediada por clatrina, y entonces entran por medio de un
endosoma cuyo microambiente interno es acido (Codran et al., 2006; Lecot et al., 2005).

Por otro lado, como se expuso en los resultados, la propiedad bioquimica que mas se

conservo en las proteinas de envoltura fue el volumen. Los sitios que se detectaron con
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cambio en el volumen de la cadena lateral de los aminoacidos se analizaron con mas detalle
en las proteinas E del DENV y E2 del BVDV. En la primera, las mutaciones K83V y K83P
provocan un desplazamiento espacial del dominio Ill, que no permite la correcta alineacion
del dominio Ill de las proteinas mutantes con la proteina nativa, este resultado es
sumamente interesante pues podria tener implicaciones para la funcion de la proteina y su
empaquetamiento en el virion. En el caso de las mutantes de E2 del BVDV se observo un
RMSD no muy alto, indicando que estas mutantes no producen cambios muy drasticos en el
alineamiento de la proteina. La razon de encontrar pocos cambios en el volumen se debe
probablemente a que los cambios en esta propiedad pueden provocar rotamientos en los
dominios de la estructura de la proteina. Especificamente, se sabe que en la proteina E del
DENV los ectodominios son muy importantes durante el ensamble del viridon -los cambios
dentro del dominio Il de la proteina provocarian una alteraciéon en el ensamble del virion-
(Klein et al., 2013). Sin embargo los cambios en el volumen podrian dar un incorrecto arreglo
de dimeros sobre la superficie del virion (Perera y Kuhn, 2008).

Dado que muchos de los amino&cidos no resultaron con cambios estadisticamente
significativos en las propiedades bioquimicas, se realizd un analisis manual de las
propiedades bioquimicas, a partir de los alineamientos multiples y sin tomar en cuenta una
reconstruccion de caracteres ancestrales; por lo anterior, este tipo de analisis pudiera estar
subestimando o sobreestimando los cambios en las propiedades bioquimicas, pero nos
permitié observar de forma global los cambios que ocurrieron. En general, observamos que
la propiedad bioquimica que menos se conservo en las proteinas de envoltura de los virus
fue la polaridad, y esto -como se mencion6é anteriormente- puede ser un mecanismo de
evasion de la respuesta inmune; la propiedad bioquimica que mas se conservo fue el
volumen, porque cualquier cambio en el volumen de la cadena lateral de los aminoacidos
puede repercutir en la formacion de homodimeros o en el ensamble del virion, lo que daria
como resultado una particula viral no viable. Ahora bien, al comparar las tres proteinas de
envoltura observamos que la proteina de envoltura del DENV presento los porcentajes mas
altos de conservacion (a pesar de que las tres proteinas presentaban porcentajes similares
de variabilidad a nivel de secuencia) mientras que la proteina de HCV presenté menor grado
de conservacion. Este patrén de variabilidad y conservacion en la proteina de DENV podria

deberse -al menos en parte- a que el ciclo de vida del DENV requiere que sea capaz de
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replicarse en dos hospederos, y esto es consistente con lo que se ha observado para otros
arbovirus. En el caso de HCV la variabilidad puede ser el resultado de la constante presion
del sistema inmune actuando sobre el virus, o de una mayor robustez en estas proteinas, lo
gue correlaciona con el gran nimero de genotipos reportados.

En conjunto nuestros resultados muestran que en los virus estudiados de la familia
Flaviviridae la evolucion de sus proteinas de envoltura es en parte similar, ya que éstas son
altamente variables en la secuencia de aminoacidos; muchas de estas variantes son fijadas
por la seleccion episodica, lo que indica por un lado que la seleccién natural no actia de
forma constante en la evolucion de las proteinas -permitiendo la fijacibn de variantes no
sinbnimas- y por el otro que estos procesos selectivos favorecen la conservacion del
volumen de la cadena lateral de los aminoacidos, mientras que cambian la polaridad de
estos. También observamos que la proteina de envoltura del DENV es mas conservada a
pesar de la variabilidad observada y que la proteina de envoltura del HCV es menos
conservada. Todos estos hallazgos aportan informacién relevante sobre la dindmica

evolutiva de los virus de esta familia.
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Capitulo 7

Conclusiones

Los procesos evolutivos tales como la tasa de mutacién y el efecto de la seleccion natural,

son similares en la proteina de envoltura Flaviviridae.

Pocas posiciones del gen que codifica para de las proteinas de envoltura de la familia
Flaviviriadae evolucionaron bajo seleccion natural positiva y parecen estar relacionados con

el escape del reconocimiento por anticuerpos.

Estas proteinas son altamente variables, sin embargo la seleccion episédica, es en buena
medida responsable de la variabilidad observada. Estos eventos de seleccion episddica se
alternan con periodos de seleccién negativa que da lugar a la acumulacién de mutaciones no

sinénimas.

En cuanto a las propiedades bioquimicas de los amino4cidos presentes en estas proteinas,
se observo que el volumen es la propiedad mas conservada, mientras que la polaridad es la
menos conservada. Por otro lado, se encontré que la proteina de envoltura del DENV es mas

conservada que las proteinas del BVDV y HCV.
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Capitulo 8

Perspectivas

Los resultados encontrados en el desarrollo de esta tesis revelaron similitudes en los
procesos evolutivos de las proteinas estudiadas, por lo que seria interesante llevar a cabo la
caracterizacion de procesos evolutivos en las proteinas de envoltura de otros virus, y
determinar si estas proteinas que llevan a cabo funciones semejantes han evolucionado bajo
las mismas fuerzas selectivas. En particular seria interesante analizar a proteina de envoltura

de los miembros del género Pegivirus, para completar en estudio de la familia Flavivirus.

En otro estudio analizar si los cambios en las propiedades bioquimicas como en el
volumen y la polaridad producen cambios funcionales relevantes en el viribn, esto mediante
la generacion de proteinas mutantes en el laboratorio y posteriormente determinar efectos en
la unién al receptor, el reconocimiento y neutralizacion por anticuerpos, o si se producen

particulas virales viables a partir de estas proteinas mutantes.
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Complemento Resultados

USO DE CODON ANALISIS DE ESTADISTICA MULTIVARIADA.

El analisis de similitud de uso de codon entre los virus y sus hospederos, también se
analiz6 mediante un escalamiento multidimensional, que permite observar graficamente y
en pocas dimensiones la distancia existente entre los diferentes genomas de acuerdo con su
uso de codon, asi por ejemplo si dos puntos observados se encuentran proximos entre si
indica que ambos tienen un patrén de uso de codon semejante y por lo tanto existe una
distancia menor entre ellos; en el caso contrario, cuando dos puntos se encuentran distantes
entre si, indica que tienen un sesgo en el uso de coddon muy distinto. Los resultados
obtenidos del escalamiento multidimensional realizado se observan en la figura 23, donde
los valores de distancia se representan en dos dimensiones para poder ser observados; se
obtuvieron dos grupos: por un lado los hospederos se encuentran hacia lado derecho del
gréafico en el eje de la dimension 1 dentro de los valores positivos, y cercanos a éstos se
agruparon los virus del género Hepacivirus; Por otro lado se agruparon los virus de los
géneros Flavivirus y Pestivirus (Figura 23). Es decir, el uso de coddén entre los géneros
Flavivirus y Pestivirus, es mas parecido entre si y éste es distante, al uso de codon de sus
hospederos, en concordancia con lo observado en el analisis de clustering jerarquico. El
resultado de la prueba de bondad de ajuste fue de 55.932 %, que indica que al representar
los datos en dos dimensiones se conserva el 56 % de la variabilidad real.

Finalmente, se utilizé el método de k-means, el cual clasifica los datos en un niamero
de clusters predeterminados, en este caso se hizo el andlisis para 2 clusters, dados los
resultados observados previamente.

Los resultados obtenidos de k-means se observan en la tabla 22, donde en el cluster
1 se agrupan los virus de los géneros Flavivirus y Pestivirus, y los organismos Rana
huanrenendis y Aradopsis Thaliana, mientras que dentro del cluster nUmero 2 se agrupan los

virus de HCV y HGB, junto con los hospederos.
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Escalamiento multidimensional
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Figura 23. Escalamiento multidimensional. Analisis del uso de coddén mediante un escalamiento
multidimensional realizado en R, donde se observan dos cluster, dentro del circulo azul el cluster que agrupo a

los virus junto con A. Thaliana y la rana, mientras que en color rojo el clister que agrupo a los hospedero.

Los resultados obtenidos confirman lo obtenido por los métodos de clustering
jerarquico y escalamiento multidimensional. EIl hecho de que el uso de coddn entre los virus
del genero Hepacivirus sea parecido al de su hospedero podria indicar que la seleccion
natural ha sido responsable, al menos en parte, del sesgo en el uso de codon que presentan
estos virus.

La herramienta k-means también arrojé las medias del uso de codon entre los dos

clusters, estas medias se graficaron mediante el programa R (www.r-project.org/) donde se

pudieron observar diferencias en las presencias del uso de codén entre los dos clusters
(grafico 1). Por ejemplo los codones AGA (R), ACA (T), CCA (Q), CAT (H), GGA (G) y TCA
(S), son utilizados en mayor grado por el cluster de los virus, mientras que en sus
hospederos estos codones son poco utilizados. Por otro lado en el cluster 2 los codones que
tienen mayor preferencia a ser utilizados fueron ACC (T), AGC (S), ATC (L), CAC (H), CGG
(R), CGC (R), CTG (L), GCC (A), GTG (V) y TCC (9).
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TABLA 22. CLUSTER OBTENIDOS POR MEDIO DEL ALGOTIRMO K-MEANS

Cluster 1 Cluster 2
DENV 1 HCV
DENV 2 HGB
DENV 3 Homo sapiens (humano)
DENV 4 Bos primigenius taurus (vaca)
YFV Ovis aries (borrego)
WNV Sus scrofa domestica (puerco)
BVDV A.aegypti
CSFV A.albopictus

Arabidopsis thaliana
Rana huanrenensis (Rana)
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Prefencias en el uso de codon

B Ciluster1
O Cluster2

1O

AAC AAT ACC ACT AGC AFT ATC CAA CAG CCA CCG CGA CGG CTA CTG GAA GAG GCA GCG GGA GGG GTA GTG TAC TCA TCG TGC TTA TIG

AAA AAG ACA ACG AGA AGG ATA ATT CAC CAT CCC CCT CGC CGT CTC CTT GAC GAT GCC GCT GGC GGT GTC GTT TAT TCC TCT TGT TTC

codones

Grafico 1. Medias para cada codon obtenidas por el método k-means. En el eje de las y son las medias de
los codones, mientras que el eje de las x los codones analizados. En color gris oscuro el cluster 1, mientras que
el gris claro el cluster 2.

ANALISIS DE RECOMBINACION.

Los analisis de recombinacion en los alineamientos, se realizaron con el objetivo de
determinar la presencia de este evento evolutivo, el cual tiene implicaciones importantes en
los analisis de evolucibn molecular. Posada y Crandall (2002) compararon diferentes
métodos para la deteccion de recombinacion y encontraron que la recombinacién genera
incongruencias en la reconstruccion filogenética, por ello las secuencias recombinantes
deben ser removidas del analisis. Por otro lado Shriner et al., (2003) mencionan que la
presencia de recombinacion en las secuencias sobreestima el nimero de sitios que
evolucionan bajo seleccion positiva.

El analisis para detectar recombinacion se llevd a cabo por medio de dos
herramientas: GARD y SBP, las cuales estan implementados en el servidor Datamonkey

(www.datamonkey.org). Estos métodos detectan la presencia de recombinacion al revelar
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incongruencias en las ramas de arboles construidos a partir de segmentos de un
alineamiento.

Los resultados obtenidos del andlisis se muestran en la tabla 8, donde se reportan los
puntos de recombinacion detectados por ambos métodos; asi entonces para el DENV el
método SBP determind el punto 1832 dentro del dominio Ill, el otro punto encontrado por
GARD fue el 1328 dentro del dominio I. Para el BVDV Unicamente se encontrd un punto por
el método SBP el 3079 al final del dominio llla. Finalmente para el HCV se encontraron tres
puntos, la posicion 1596 por el método SBP que se encuentra proximo al final de la region
hipervariable y las posiciones 1794 dentro del dominio |. Estos sitios también fueron
mapeados en un representacion lineal en nucleétidos de la proteina de envoltura, para como
ser su localizaciéon fisica (figura 8) podemos observar que los puntos encontrados se

encuentran proximos a las intersecciones entre dominios.

TABLA 23. RECOMBINACION EN EL GEN DE LA PROTEINA DE ENVOLTURA.

Método DENV BVDV HCV
SBP 1832 3079 1596
GARD 1328 No hay 1794

recombinacion

100



Complemento Resultados

(A)

913 1057 1297 T 1478 1741 1789 2081 nt
1328 1832

(=)

2432 2705 2939 T 3757 nt
3079
(C)
.
1491 1518 A 1923 2053 2060 2296 nt
1596 1794

Figura 24. Sitios de recombinacion dentro de la proteina de envoltura. Representacion lineal de la proteina
de envoltura de los virus DENV (A), BVDV (B), HCV(C), las flechas en rojo marcan la posicién recombinante

encontrada por el método SBP y la fecha en azul la posicién recombinante encontrada por el método GARD.

ARBOLES FILOGENETICOS.

Arboles filogenéticos fueron construidos, por el método Bayesiano el objetivo de
realizar estas filogenias fue utilizarlas posteriormente para llevar a cabo una reconstruccion
de caracteres ancestrales por aminoacidos y por codones. En la figura 25 se muestra el
arbol filogenético del DENV, donde se observan 4 clados que corresponden a los cuatro
serotipos del virus, en las ramas internas del arbol se muestran los valores de probabilidad

posterior, los cuales fueron iguales a 1, indicando que el arbol tiene buen soporte estadistico.
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02

Figura 25. Arbol filogenético del DENV. Reconstruccion filogenética por el método Bayesiono, utilizado la
secuencia completa de la proteina E de DENV en el programa Mr Bayes; las ramas que corresponden al
serotipo 1 de dengue en color azul, las ramas que corresponden al serotipo dengue 2 en color café, el
serotipo dengue 3 en color rojo y el serotipo dengue 4 en color rosa.

Para el BVDV, también se realizd la reconstruccién filogenética, en la figura 26 se
observan dos grandes clados, estos corresponden a los dos genotipos descritos para este
virus en color verde el genotipo 1 y en color naranja el genotipo 2, al interior de las ramas se
muestra la probabilidad posterior con valores mayores a 0.8 indicando que el arbol tiene

buen soporte estadistico.
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Figura 26. Arbol filogenético del BVDV. Reconstruccion filogenética por el método Bayesiono, utilizado la
secuencia completa de la proteina E2 de BVDV en el programa Mr Bayes; las ramas en color verde

corresponde al genotipo 1 del BVDV y el color naranja el genotipo 2 del BVDV.

Finalmente se realizo el arbol filogenético del HCV, en este virus se han descrito 7
genotipos, y dentro de cada genotipo existen diferentes subgenotipos. El arbol obtenido se
observa en la figura 27, donde las secuencias se clasificaron en 7 clados igual a lo reportado
en la literatura. En las ramas internas del arbol se muestran los valores obtenidos de
probabilidad posterior cuales son mayores de 0.58 que tiene un soporte estadistico

aceptable.
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Figura 27. Arbol filogenético del HCV. Reconstruccion filogenética por el método Bayesiono, utilizado la
secuencia completa de la proteina E2 de HCV en el programa Mr Bayes; el genotipo 1 en color verde, el
genotipo 2 en color café, el genotipo 3 en color verde olivo, el genotipo 4 en color rosa, el genotipo 5 en color

verde, el genotipo 6 en color morado y genotipo 7 en color rojo.

Posteriormente se realizdé un arbol tomando los alineamientos de nucleétidos de los
genes de las proteinas de envoltura de los tres virus para hacer un arbol general de los tres
géneros. El arbol obtenido se muestra en la figura 28, donde se observa que el HCV, en
color rojo, forma un grupo parafilético, mientras que el BVDV y el DENV forman grupos
monofiléticos.

Al igual que en las otras reconstrucciones se observa que los valores de probabilidad
posterior en las ramas internas del arbol son mayores que 0.92 lo que da buen soporte

estadistico.
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Figura 28. Arbol filogenético de la familia Flaviviridae. Reconstruccion filogenética por el método
Bayesiono, utilizado la secuencia completa de las proteinas de envoltura de los virus DENV, BVDV, y HCV en el

programa Mr Bayes. EI HCV en color rojo, el BVDV virus en color café y el DENV en color verde.
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