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RESUMEN

Uno de los patégenos capaces de inducir fiebres hemorrdgicas es el virus de Ebola, clasificado en la
familia filoviridae con cuatro subtipos, de los cuales el mds analizado es el subtipo de Ebola Zaire,
identificando en su genoma siete proteinas estructurales y una de secrecion denominada pequeifia
glicoproteina de secrecion del virus de Ebola Zaire.

Utilizando las herramientas de bioinformadtica y los diferentes estudios realizados al virus de Ebola Zaire
a escala estructural y funcional, se logré predecir la estructura terciaria de su pequena glicoproteina de
secrecion (SSGP EBO-Z). Basados en esta estructura se generd un posible modelo del mecanismo de
entrada del virus de Ebola Zaire a la célula huésped, donde juegan un papel importante los receptores y
ligandos de la membrana celular; permitiendo a la vez explicar los dafnos patoldgicos encontrados en los
pacientes.

Palabras clave: bioinformatica, célula, estructura, glicoproteina, ligando, proteina, receptores, virus

ABSTRACT

One of the pathogens able to produce haemorrhagic fevers is Ebola virus, classified in the Filovirideae
family, which has four sub-types, the most analyzed of which is the Zaire sub-type. The genome of this
virus contains the information of seven structural proteins and one non-structural glycoprotein called
Small Secretion Glycoprotein of the Ebola Zaire virus (SSGP). Using bioinformatic tools and previous
studies about the Ebola virus, we predicted the tertiary structure of the small secretion glycoprotein (SSGP
EBO-Z), and based on that, we generated a model to explain the mechanism by which the virus enters host
cells, where receptors of the cell surface play an important role. This provided an explanation for the
symptoms and pathological damage found in patients.
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INTRODUCCION es el virus de Ebola (EBO); clasificado en

la familia Filoviridae, con un solo género
Las fiebres hemorrdgicas son producidas Filovirus, perteneciente al orden

por varios patogenos virales, uno de estos Mononegaviral. De este virus se han esta-
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blecido cuatro subespecies: Ebola Sudan,
Ebola Reston, Ebola Zaire y Ebola Tai
(Caddell et al., 1997).

Estos virus producen una enfermedad que
se ha encontrado en humanos y primates,
presentando una mortalidad entre el 50 y
90% de las personas infectadas (Volchkov
et al., 1998).

El genoma del virus de Ebola consiste en
una cadena negativa de RNA simple no
segmentada (NNS-RNA) no poliadenilada,
con un arreglo lineal de genes y con ocu-
rrencia de solapamientos. El orden del
genoma es: 3’-regiéon sin traducir,
Nucleoproteina (NP), Proteina Viral estruc-
tural VP35, VP40, Glicoproteina (GP), VP30,
VP24, Polimerasa L, 5’- regidn sin traducir.
Con respecto a su GP, se caracteriza por ser
una proteina de superficie, sintetizada
como una molécula precursora que esta
unida a dos subunidades, la GP, y la GP,
probablemente asociadas por enlace
disulfuro, su gen es el cuarto (de siete) pre-
sentando dos marcos abiertos de lectura
(ORFs); el cual produce una proteina de
secrecion, denomindndose ‘“Pequefia
Glicoproteina de Secrecién no Estructural
del virus de Ebola (SSGP)” reportada por
Sdnchez con el numero accession
AAC57990 (Séanchez et al., 1998).

La estructura secundaria y posible funcién
de la SSGP se logré establecer en el afio de
1999 cuando Reyes y Lareo de la Pontificia
Universidad Javeriana de Colombia
utilizaron las herramientas de Biologia
Molecular Computacional, para la identi-
ficacion de las caracteristicas de la SSGP.

METODOLOGIA

Una de las necesidades primordiales para
el desarrollo de este trabajo es hallar la se-
cuencia de aminodcidos o estructura pri-
maria de la SSGP-EBOZ, la cual se obtiene
por medio de su codigo de accession

AAC57990. Una vez obtenida la secuencia
correspondiente de la SSGP-EBOZ realizar
el alineamiento por medio de BLASTP,
determinando las secuencias de aminodcidos
proteinas con mayor similaridad a SSGP-
EBOZ. Posteriormente con base a los resul-
tados obtenidos en BLASTP predecir
caracteristicas estructurales como el peso
molecular, punto isoeléctrico, péptido se-
fial, su comportamiento hidrofébico y ac-
cesible y los motivos funcionales (Print
y Block) tanto para la SSGP-EBOZ como
para sus protefnas similares determinadas
anteriormente, por medio de Expasy y
Motif respectivamente, seleccionando las
proteinas con mayor similaridad a la SSGP-
EBOZ.

Posteriormente con ayuda de las proteinas
mads similares al SSGP-EBOZ, predecir su
estructura tridimensional, identificando los
dominios que posean interacciones con los
receptores de membrana celular, y asi ge-
nerar y/o plantear un posible mecanismo
de entrada y posterior infeccién del virus
Ebola - Zaire a la célula huésped, destacan-
do el papel de la SSGP-EBOZ.

RESULTADOS Y DISCUSION

La secuencia usada de la Pequefia
Glicoproteina de Secrecién del Virus de
Ebola Zaire en estd investigacion es la re-
portada por Anthony Sanchez, la cual cons-
ta de 364 aminoacidos, identificando el
péptido sefial, para obtener la proteina ma-
dura que consta de 338 aminodcidos, con
un peso molecular de 38KDa, un punto
isoeléctrico de 8,98 y mostrando diferen-
tes comportamientos de hidrofobicidad y
accesibilidad a lo largo de su estructura.

El siguiente paso fue la determinacién de
bloques y prints, posteriormente se realizd
una seleccién de las proteinas con mayor
similaridad a SSGP-EBO-Z, teniendo en
cuenta, la cantidad de aminodcidos, pe-
sos moleculares, puntos isoeléctrico,
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hidrofobicidad, accesibilidad, alineamiento
en Laling, bloques y dominios de cada una
de las proteinas.

En el diseflo de la posible estructura
tridimensional de la SSGP EBO-Z se reali-
z6 con la bisqueda de la estructura
tridimensional de cada uno de los segmen-
tos mds similares por medio de Swiss
Model. Posteriormente se realizaron mu-
taciones correspondientes a cada uno de
estos segmentos a través de SwisPDB-
Viwer, en el cual también se logré unir
cada segmento hasta obtener la estructura
tridimensional de la SSGP EBO-Z comple-
ta (figura 1).

Teniendo como base la posible estructura
tridimensional (3D) de SSGP EBO-Z, se
puede observar como se conservan las pro-
piedades de accesibilidad e hidrofobicidad
confirmandose en la estructura 3D ya que
en esta region se observan hélices alfa ex-
plicando este comportamiento. Mientras
que los aminodcidos més accesibles son
predominantemente expuestas al medio,
confirmandose que su estructura 3D es prin-
cipalmente en los extremos hojas beta y
Vueltas al Azar. Reafirmandose la predic-
cién de la estructura secundaria, donde la
mayor parte de las secuencias tiene tenden-
cia a hojas beta y en la parte central hélices
alfa (Reyes et al., 1999).

Con base en la posible estructura 3D de
SSGP EBO-Z se puede predecir un me-
canismo de entrada del virus de Ebola
Zaire a célula huésped mediado por esta
glicoproteina, debido a que en su estructu-
ra se presentan varios dominios o seg-
mentos que ayudan al mecanismo de la
interaccidon con membrana, los cuales son
(figura 2):

1. Reconocimiento, unién al receptor de
la matriz extracelular e inactactivacion
del factor de crecimiento endotelial por
parte del dominio de desintegrina.

2. Formacion del complejo CTLA-4, el
cual desvia e inhibe la respuesta inmu-
ne de la célula huésped.

3. Interaccién de los dominios de integrina
con los receptores de la membrana ce-
lular permitiendo la desestabilizacion
de la laminina.

4. Perforacién de la membrana celular por
parte del dominio de citolisina.

5. Una vez abierto el poro se permite la
entrada del virus y la facil movilizacién
dentro de la célula por la desestabiliza-
ci6én de la laminina.

6. Activacién del factor de crecimiento
endotelial, y posterior cierre del poro
por parte del dominio de desintegrina.

7. Llegada del virus al sitio de replicacion
uniéndose al RNA mensajero del hués-
ped por interaccion con los extremos
cohesivos.

8. Se producen varias copias del virus, el
cual utiliza la membrana celular del
huésped para poder infectar otras célu-
las sin ser atacado por el sistema in-
mune del huésped, ayudado por las
interacciones celulares en el tejido.

9. Separacién celular por medio del descen-
so en el nivel de cadherina y grave daiio
al tejido, debido a la alteracién de los
receptores celulares modificando asi el
mecanismo de coagulacién sanguinea.

10.Manifestaciones clinicas. Reflejidndo-
se con hemorragia, fiebre, epidermolosis
ampollosa, dafio hepdtico, renal,
vascular y en la retina ocular, debido a
la separacion celular en los tejidos.

Segtin las funciones establecidas para cada
dominio presente en la posible estructura
tridimensional de SSGP EBO-Z se puede
comprobar su accién: como desintegrina
al separar las células entre si, como una
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citolisina al encontrar células “fantasmas”
y espacios sin ninguna célula en un campo
visual (foto 1), su accién sobre cualquier
tipo de célula sin ser especifica (Reyes et
al., 1999), puede interactuar con el sistema
inmune a un nivel celular y humoral, don-
de los anticuerpos de alta afinidad son diri-
gidos contra la porcién NH,-Terminal de la
GP (Séanchez et al., 1996).

CONCLUSION

Cada uno de los dominios pertenecientes a
la estructura tridimensional de la SSGP
EBO-Z, desempefian conjuntamente fun-
ciones especificas que permiten la entrada
del virus a la célula huésped y la poste-
rior infeccién ya que funcionan como
integrinas, citolisinas, desintegrina, factor
de crecimiento y su capacidad de formar
un complejo con los linfocitos citotdxicos
T, por lo cual las manifestaciones clinicas
debido a la infeccion por este virus pueden
ser ocasionadas por su proteina de secre-
cion.
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Ficura 1. Primera estructura
tridimensional propuesta de la
SSGP EBO-Z.

Color negro indica las hojas beta,
color gris las hélices alfa, gris y ne-
gro intercalado indican las vueltas
al azar

A. Accion del dominio de desintegrina. B. Formaciéon del complejo CTLA-4.

C. Accion del dominio de integrina D. Accion de la citolisina.

E. Entrada del virus Ebola Zaire a la célula huésped.

FiGurA 2. Mecanismo de entrada del virus de Ebola Zaire a célula huésped, mediado
por la SSGP BO-Z.
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Foro 1. Accién sobre la SSGP EBO-Z sobre cultivos celulares En la foto se muestra cultivo
celular VERO, procedente de riiion mono verde africano. Izquierda se observa un cultivo
celular sin la expresion de la proteina y a la derecha el efecto producido por la proteina en
el cultivo. (Reyes et al., 1999).
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