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1. Introduccién
Descripcion de los serotipos (Historia)

El virus del dengue (DENV, acrénimo oficial), del género Flavivirus, familia Flaviviridae, esta
conformado por cuatro serotipos denominados DENV-1 a DENV-4. La descripcion de estos
como serotipos se origind a partir de la observacion de la respuesta inmune del humano en
infecciones secundarias, que responde totalmente contra la exposicion a virus del mismo
serotipo (virus homologo), pero solo de forma parcial y transitoria contra la exposicién a otro
serotipo (virus de tipo heterdlogo) (Sabin. 1952). Este hallazgo fue respaldado por
experimentos de neutralizacion in vitro observando que cada tipo de DENV fue en promedio
mejor neutralizado por antisueros homélogos de infecciébn que por DENV heter6logos
(Hammon. 1960). A pesar de que las causas de la diversificacion de los cuatro serotipos de
DENV aun no es clara (Twiddy et al. 2002a), se ha sugerido que los cuatro serotipos se
originaron de pasos zoonoticos independientes hacia los humanos (Vasilakis et al. 2011). Lo
cual ha generado la teoria de que los serotipos han logrado adaptarse al hospedero v,
consecuentemente, han dejado pistas de un proceso evolutivo en su propio genoma,
especificamente por una seleccion purificadora (Holmes, 2003, Zhang et al. 2006).

A pesar de que desde hace siglos se han reportado brotes con enfermedades clinicamente
consistentes con DENV, no fue hasta 1943 en Japon y en 1945 en Hawai que se aislaron por
primera vez los dos primeros virus dengue, nombrados DENV-1 y DENV-2 respectivamente
(Hotta 1952). Hasta ese punto las epidemias de DENV se reportaron desde la India hasta las
islas del pacifico. Posteriormente la transmision de DENV siguio la distribucion de su principal
vector, el mosquito Aedes aegypti (Mousson et al. 2005), y fue rapidamente acelerada por la

urbanizacion y la globalizacion (Weaver 2013).

El antecedente mas antiguo de una enfermedad clinicamente parecida a la causada por DENV
data de la dinastia Chin en China, entre el siglo lll y V (Gubler. 1998). Estudios mas recientes
han comprobado lo anterior ya que el tiempo para el ancestro comin mas reciente (TMRCA)
de los cuatro serotipos se estim6 hace 1672 afios, en el siglo IV (Costa et al. 2012). En cuanto
al origen de los serotipos, se reconstruyo su punto geografico ancestral y se determin6 que
todos comparten un origen asiatico, sin embargo, para DENV-3 un posible origen americano
es igual de parsimonioso que un origen asiatico y a pesar de un supuesto origen africano del
DENV, en ese continente solo se tiene el registro de ciclos selvaticos de DENV-2, por otra
parte, en Asia existen registros de ciclos selvaticos para los cuatro serotipos (Vasilakis et al.
2011).



Sintomatologia

Los cuatro serotipos circulan periédicamente en areas endémicas ocasionando una
sintomatologia clinica variada que se puede presentar como dengue no grave (DNG), dengue
con signos de alarma (DCSA) y dengue grave (DG) (Gubler, 1998). Los principales sintomas
de la enfermedad suelen aparecer alrededor de los 4 a 7 dias después de la picadura de
culicidos infectados pertenecientes al género Aedes, especies aegypti y albopictus,
distribuidos actualmente en todos los paises tropicales y subtropicales del mundo, lo que

permite que circulen, cada vez con menos restricciones ecolégicas (Tolle, 2009).

La infeccion puede cursar de forma asintomética (OMS. 2009) aunque la mayor parte cursa
la infeccion con manifestaciones leves y solo un bajo porcentaje llega a presentar clinicas
graves. El comienzo de las manifestaciones clinicas comienza con un cuadro febril que puede
durar hasta 7 dias, acompafiado generalmente de malestar general, cefalea, dolor retro-ocular
y mialgias, con menor frecuencia se presentan polialtralgias, y exantema pruriginoso. Los
casos que evolucionan a formas graves presentan manifestaciones hemorragicas, incremento
del hematocrito causado por perdida de plasma secundaria a un aumento de la permeabilidad
vascular, presencia de derrames en serosas Yy shock hipovolémico (Dalrymple & Mackow
2012).

Por sus caracteristicas clinicas la enfermedad puede dividirse en 3 diferentes etapas, la
primera de ellas es la etapa febril (Figura 1) la cual dura aproximadamente 3 dias y donde se
encuentra el periodo de viremia (en el cual existe una alta posibilidad de transmisién de la
enfermedad si la persona es picada por el vector) y es caracterizada por el aumento de fiebre
la cual puede estar acomparfada de dolor muscular, dolor articular, cefalea y astenia, y en
menor frecuencia discreto dolor abdominal, nduseas, vomito, y diarrea (OPS. 2010). Posterior
a esta etapa la mayoria de los pacientes mejoran, mientras que algunos de ellos pasan a una

etapa critica sintoméatica (Jaenisch et al. 2016).

La etapa critica (Figura 1) se encuentra entre el 3er y 5to dia, se produce principalmente la
extravasacion de plasma que puede llevar al shock hipovolémico, que generalmente es de
rapida instalacion y corta duracion, sin embargo, también puede ser prolongado o recurrente.
En estos casos la extravasacion sanguinea mantenida lleva a una falla multiorganica, con
acidosis metabdlica y coagulacién intravascular diseminada que puede determinar
hemorragias graves que empeoren el shock (Alexander et al. 2011). Sin diagndstico oportuno

y tratamiento optimo, esta etapa puede tener una alta mortalidad.

La ultima etapa es la de recuperacion o de convalecencia (Figura 1), generalmente se hace
evidente la mejoria del paciente, sin embargo, pueden existir complicaciones que estan dadas

por un estado de sobrecarga de volumen (reposicion intempestiva y reabsorcion de liquidos)
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asi como por infeccion bacteriana agregada. También puede aparecer un exantema tardio
que con frecuencia afecta las palmas y plantas asociado a un intenso prurito. Con menos
frecuencia se puede presentar complicaciones neurolégicas como meningitis linfomonocitica,

sindrome de Guilain-Barré u otras polineuropatias (OPS. 2010).
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Figura 1. Curso de la enfermedad del dengue (Dengue, Guias para el diagndstico, tratamiento,

prevencion y control, OMS, 2009)

Estructura, genoma y factores de virulencia

A nivel estructural el virus presenta una capside icosaedrica de 50 nm, la cual se encuentra
envuelta por una membrana lipidica (obtenida de las células del huésped), sobre la cual se

insertan las proteinas de membrana (prM y M) y de envoltura (E) (Figura 2).
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Figura 2. Representacion de la estructura viral de DENV



En el interior del virus presenta un genoma viral (9-12 kb), el cual consiste en una Unica hebra
de RNA de sentido positivo (+ssRNA), que codifica para un polipéptido Unico con 3 proteinas
estructurales (C, prM y E) que haran parte de la particula viral, 7 proteinas no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) involucradas en el ensamblaje y replicacion
del RNA gendémico. En ambos extremos se encuentran 2 regiones no codificantes (UTR) que
estan involucradas en procesos como sintesis de RNA, y presentan factores de virulencia que
intervienen en la replicacion del virus (Figura 3) (Lindenbach et al., 2007).
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Figura 3. Esquematizacion del Genoma del DENV. Imagen tomada de (Barrows et al., 2018.)

UTR-5": En el extremo 5 se encuentra una region no codificante (UTR) constituida por
aproximadamente 100 nucleétidos, esta secuencia se encuentra casi completamente
conservada en los cuatro serotipos de DENV (Markoff 2003). Los elementos identificados en
dicha region incluyen el bucle largo 5°A (5'SLA) y el bucle corto 5B (5"SLB) en cual termina
con el coddn de inicio AUG (Brinton & Dispoto. 1988, Cahour et al. 19995). Estos elementos
han sido involucrados en importantes procesos de replicacion, traduccién y patogénesis del
virus, por ejemplo, el fragmento 5 SLA es necesario para el correcto posicionamiento de la

RNA polimerasa antes de iniciar la sintesis de RNA (Filomatori et al. 2006).

Previos estudios de mutaciones de la region 5’'UTR han demostrado que una simple mutacion
en la posicion nucleotidica 69 de adenina a uracilo (correspondiente al punto medio entre las
regiones 5°SLA y 5°SLB) contribuye a una menor tasa de mortalidad en ratones (Sirigulpanit
et al. 2007), incluso se ha demostrado que exactamente la misma mutacion es uno de los
cambios que distingue el genotipo mas virulento del sudeste asiatico del genotipo americano
(Leitmeyer et al. 1999), esto debido a los cambios estructurales en la estructura secundaria

que dicha mutacion ocasiona.

C: La proteina de la capside contiene un dominio hidrofébico interno altamente conservado
entre los Flavivirus, el cual ha sido asociado al anclaje a la membrana del reticulo
endoplasmatico. Esta interaccion es esencial para el virus ya que facilita el ensamblaje y
entrada al lumen del reticulo endoplasmatico del hospedero en forma de viriones (Zhu et al.
2007).



Su estructura secundaria consiste en cuatro hélices alfa que cumplen diferentes funciones:
las hélices 3 y 4 conforman el dominio mencionado anteriormente cuya funcion es el anclaje,
la hélice 1, ubicada en el extremo N-terminal de la proteina se encuentra orientada hacia el
citoplasma, los amino&cidos que la conforman son de caracter basico y se asocian y unen
fuertemente al RNA gendmico recién sintetizado; de esta manera, se forma el complejo
riboproteico o nucleocapside que protege al RNA viral de la degradacion y promueve la
organizacion viral del RNA en el interior de la particula viral en formacion (Schneemann 2006),
finalmente la hélice 2 posee una naturaleza sumamente hidrofébica, esta interviene en el
ensamblaje de la ribonucleoproteina ya que actla como una bisagra que favorece el
acercamiento del RNA viral al resto de la proteina de la capside anclada en la membrana del
reticulo endoplasmico (Samsa et al. 2005).

Dentro la region codificante para la proteina de la cipside se encuentra un bucle conocido
como elemento de horquilla de la region codificante de la capside (cHP), el cual mejora la
selecciéon de codones de inicio de traduccién (Clyde et al. 2006). Estudios han demostrado
que mutaciones en dicha region son salvadas por mutaciones espontaneas compensatorias
gue re estabilizan la estructura de la cHP. Una de estas mutaciones se encuentra en la
posicion nucleotidica 204, en esta posicion, una Adenina se sustituye por una Guanina sin
ningun cambio en la secuencia de aminoacidos resultante. Aunque se rescato la estructura

de cHP, el clon infeccioso A204G retuvo un defecto en la replicacion viral (Clyde et al. 2008).

prM/M: La proteina precursora de membrana (prM, presente en viriones inmaduros) y la
proteina de membrana (M), participan fundamentalmente en el proceso de maduracion de la
particula viral. La prM es procesada después de la transduccién por la proteina celular Furina,
gue la divide en dos y genera, por un lado, el péptido pr, y por otro, la proteina M (Lindenbach
et al. 2007).

Después de que las proteinas requeridas para el ensamblaje del virus son traducidas, la prM
forma heterodimeros intracelularmente con la proteina de Envoltura (E), esto antes de que las
particulas virales inmaduras sean liberadas (Wang et al. 1999). El extremo C de la prM
consiste en un dominio alfa hélice denominado (MH), seguido de dos dominios
transmembranales (MT1 y MT2) (Hsieh et al. 2011). El papel de los residuos constitutivos de
MH radica en el procesamiento de prM y M por parte de la Furina, en virus mutantes
especificamente en esta region se ha encontrado que producen particulas semejantes al virus

las cuales no son infecciosas (VLP's) (Zybert et al. 2008).

Estudios en la proteina M revelaron un aminoacido polar en la posicion 39 de histidina, el cual
es altamente conservado en la familia Flaviviridae, y que algunas variantes de DENV pueden

generar sustituciones en esta posicion, por arginina o glutamina, dando como resultado una



reduccion de titulo viral y con ello la disminucion de la replicacién viral (Pryor et al. 2004),
(Guirakhoo et al. 2001). Presenta un ectodominio de 40 amino&cidos (Lindenbach et al. 2007),
en el cual se ha descrito la capacidad de inducir apoptosis en diferentes lineas celulares
tumorales, debido a los residuos 32 al 40 del dominio externo como causantes de la induccién
apoptética (este péptido se le conoce como ApoptoM) y su sefial se induce solamente cuando
este dominio es transportado por la ruta secretoria de la célula. Esto sugiere que ApoptoM
podria estar involucrado en la muerte celular y el dafio tisular sufrido durante una infeccién
por DENV (Catteau et al. 2003).

E: Una de las proteinas estructurales de mayor importancia, tanto en la replicacién del virus
como en la interaccién con el huésped, es la proteina de envoltura. Su importancia radica en
gue es la Unica proteina viral que interactda con las moléculas receptoras de la membrana
plasmatica de las células vulnerables que favorecen la endocitosis del virus. Por lo tanto, las
mutaciones y modificaciones posteriores a la transduccion que sufre esta proteina en cada
ciclo de replicacion, pueden afectar directamente la eficiencia de la replicacion, la virulencia 'y
el tropismo del DENV, al igual que puede regular el establecimiento y el control de la infeccion

por parte del sistema inmunitario (Stiasny & Heinz, 2006).

Diversos estudios enfocados en dicha proteina demuestran que esta constituida de tres
dominios (I, Il y lll) (Figura 4). El dominio | tiene la funcién de unir a los dominios Il y lll y esta
constituido principalmente de epitopes (porcién de una macromolécula que es reconocida por
el sistema inmunitario) no neutralizantes (Crill & Chang, 2005). Como unidad central, el
dominio | estabiliza la orientacién de la proteina de envoltura, de esta manera patrticipa en los
cambios conformacionales que esta sufre a lo largo de todo el proceso replicativo del virus
(Tang et al., 2015). Ademas de esto, se ha demostrado en DENV Yy otros flavivirus que dicho
dominio esta implicado en la unién, virulencia y sensibilidad al pH (Hanna et al., 2005), ya que

presenta glucosilaciénes especificas (Asn67 y Asn153) (Cox et al., 2016).

Fusion loop

Figura 4. Estructura de la proteina E. Se conforma de: (EDI, morado; EDII, anaranjado; y EDIII, verde),
dominios transmembranales (TMDs, café), los cuales estan unidos al resto de la proteina por una regién

tipo tallo (gris). Imagen tomada de (Zhang et al. 2017)



El dominio Il juega un papel fundamental en la fusion del virus, ya que contiene un péptido de
fusién interno (FP) altamente conservado, este tiene interacciones directas con la membrana
celular del huésped y es expuesto después de la eliminacion del péptido pr de la forma
inmadura de M (prM) (Fritz et al., 2011). Justamente en formas inmaduras del virus, prM
bloquea el péptido de fusion durante el transporte celular, promoviendo una mayor

internalizacién del virus (Roby et al., 2015).

El dominio Il est4 constituido principalmente de epitopes neutralizantes, estos son los
principales sitios de unién al receptor que asisten la entrada del virus a la célula hospedera
(Roehrig et al., 2013). Las mutaciones en este dominio afectan el tropismo celular y la
virulencia, ya que se ha demostrado que permiten al virus escapar de la neutralizacion del
sistema inmune. Esto demuestra que el dominio Il es de suma importancia en el ciclo
replicativo del virus (Williams et al., 2012). Como se observa en la Figura 4, posterior a los
tres dominios se encuentra una estructura tipo tallo que contiene dos dominios catiénicos
anfipaticos transmembranales en forma de hélice denominados TM1 y TM2 (Chakraborty.
2016). Estos ultimos son pieza clave en la estructura general de la proteina E del DENV vy el
general de los Flavivirus, ya que conforman la Unica estructura dentro de las diferentes clases
de proteinas de fusion, que tiene un doble anclaje C-terminal a la membrana del virus derivado
de una combinacién especial de secuencias de sefial de transferencia interna y de parada,
necesarias para la clasificacion y el procesamiento intracelular de la poliproteina flaviviral
(Lindenbach et al. 2007).

Una vez que el virus ha entrado a la célula mediante endocitosis mediada por receptor, el bajo
pH endosémico causa la exposicion de los FP y posteriormente su insercion en la membrana
del endosoma. Aunado a esto, ocurren cambios que implican la trimerizacién de E y la
formacion de su estructura “post-fusion”, que se caracteriza por adquirir una forma de
horquilla, donde los FP y los dominios TM (TMD) migran hacia el mismo lado (Figura 5). Estos
reordenamientos moleculares y las interacciones finalmente dan como resultado la apertura

de un poro de fusién (Harrison. 2008, Kaufmann & Rossmann 2010) (Fritz et al. 2011).
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Figura 5. Cambios conformacionales de la proteina E durante el proceso de fusion. 1. En un ambiente
neutro, los monomeros de la proteina E se dimerizan entre si y se anclan a través del dominio
transmembranal; 2. El loop de fusién (en rojo) es expuesto bajo condiciones de pH bajo y se une a la
membrana del endosoma; 3. La proteina E se trimeriza; 4. La membrana viral y la membrana del
endosoma se fusionan; 5. La proteina E adquiere su forma post-fusiéon. Imagen tomada de (Zhang et
al. 2017)

NS1l: Es una glicoproteina compuesta de cinco dominios transmembranales que se
posicionan en el reticulo endoplasmico (Winkler et al. 1988), también se encuentra en forma
de dimeros o hexameros en balsas lipidicas de la membrana plasméatica (Noisakran et al.
2008), incluso se puede encontrar soluble en el citoplasma y espacio extracelular, ayudando
de esta manera en procesos de evasion del sistema inmune (Xie et al. 2013). NS1 juega un
papel fundamental en la replicacién, localizacion del RNA viral y produccion eficiente de

particulas virales infectivas (Mackenzie et al. 1996).

En células infectadas, NS1 se une a la membrana de vesiculas del reticulo endoplasmico, en
el lado interno de este se dimeriza, y se le unen carbohidratos con alto contenido de manosa,
esto ayuda a anclar el complejo de replicacion viral. El dimero NS1 contiene tres dominios; un
pequefio dominio llamado B-roll, un dominio Wing y un dominio B-ladder (Akey et al. 2014).
Se ha demostrado que sustituciones de alanina en estos dominios, alteran la produccion de
virus infecciosos, reducen la replicacion de RNA, y disminuye la infectividad intra y
extracelular. De esta manera se comprueba que NS1 es determinante en el ensamblaje del

virus (Scaturro et al. 2015).

NS2A: Proteina no estructural que coordina de cierta forma no muy bien definida, si el RNA
genomico se utiliza como plantilla para las formas replicativas o, se asocia dentro de la

nucleocapside durante el ensamblaje viral (Lindenbach et al. 2007). De igual manera a la
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proteina NS1, sustituciones de alanina en NS2A, implican afectaciones en: sintesis de RNA

viral y reduccioén en el rendimiento del virus (Wu et al. 2017).

NS2B: Por otra parte, la proteina NS2B posee una region hidrofobica que funciona como
ancla, ya que une a la membrana del reticulo endoplasmico al complejo NS2B/NS3 y otros
componentes del complejo de replicacion viral (dsRNA, NS1, y NS5). Un proceso proteolitico
en dicho complejo da lugar a que se libere un pequefio dominio hidrofilico de NS2B, este,
interactla con el dominio proteasa de la proteina NS3, siendo asi cofactor de esta (Bollati et
al. 2010).

NS3: Posee dos dominios: la actividad proteasa (tripsina like) se encuentra en el extremo N-
terminal y requiere la union de NS2B ya que le confiere estabilidad durante su actividad
proteolitica (Li et al. 2015), mientras que el dominio C-terminal de la NS3 posee diferentes
actividades enzimaticas; la primera es una actividad de helicasa que presumiblemente
desenrolla el dsRNA. La segunda es una actividad de trifosfatasa de nucleétidos, involucrada

en el capping del RNA gendmico recién sintetizado (Luo et al. 2015).

NS4A & NS4B: Se piensa que estas proteinas funcionan como un scaffold o proteina de
andamiaje, esto en el complejo de replicacién, y se propone que induce alteraciones en la
membrana del reticulo endoplasmatico (Lee et al. 2015). Particularmente NS4A interacciona
con la proteina celular Vimentina (proteina fibrosa que forma parte de los filamentos
intermedios del citoesqueleto intracelular), regulando la formacion de complejos replicativos
(Teo & Chu 2014). NS4B interacta directamente con el dominio con actividad helicasa de la
proteina NS3, teniendo la capacidad de disociar a NS3 de la hebra de RNA, NS4B tiene un
papel fundamental en la replicacion viral (Umareddy et al. 2006). Por ultimo, pero no menos
importante, se sabe que ambas NS4A y NS4B pueden inducir la respuesta a proteinas
desplegadas (Unfolded Protein Response, UPR) e inhibir la sefializacion de interferones
(Ambrose & Mackenzie 2011).

NS5: La proteina mas conservada en todos los Flavivirus, en su extremo N-terminal contiene
un dominio metil-transferasa involucrado en la metilacion del extremo 5° del RNA gendémico
(Liu et al. 2010). Este proceso es vital en la traduccion a proteinas virales por parte de los
ribosomas celulares (Ferron et al. 2012). Por otra parte, en su extremo C-terminal se
encuentra la RNA polimerasa dependiente de RNA (RNA-dependent RNA polymerase),
RdRp. Estudios previos han demostrado que la ciclacién del genoma en DENV es necesario
para reubicar el complejo promotor-NS5 con la RdRp que esté ubicada en el extremo 5 hacia

el sitio de iniciacion en el extremo 3' (Filomatori et al. 2006).

UTR-3": Esta region consta de alrededor 400 nucledtidos y carece de cola polyA (McMinn

1997). Mutaciones dentro de su estructura estan relacionadas con una marcada reduccion de
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la traduccion viral (Manzano et al. 2011). Referente a lo anterior, se ha relacionado el tamafio

de las deleciones en su secuencia, con la propia infectividad del virus (Proutski et al. 1999).

En este punto es importante sefialar que las secuencias no codificantes (UTR 3°) de DENV y
otros Flavivirus, tienen la tendencia de acumularse durante la infeccion, estas se conocen
como RNA’'s subgendémicos de Flavivirus (sfRNAs), basicamente son el producto de una
degradacién incompleta de genoma viral por parte de exonucleasas propias del hospedero
(Clarke et al. 2015). Se han podido identificar variantes de sfRNAs que se asocian
preferentemente a lineas celulares del vector o del humano, lo interesante de esto es que
dichas variantes pueden tener un papel importante en el fithess del virus, ya sea para mejorar
su infectividad, virulencia, evasion inmune, etc. Incluso se puede hablar de competencia entre

virus, dependiendo la variedad de sfRNA que expresen (Filomatori et al. 2017).
Patogénesis

Son distintos los factores involucrados en la patogénesis de infecciones por DENV, el tropismo
celular y tisular probablemente tengan un mayor impacto sobre las infecciones, datos in vitro
y autopsias sugieren gque son tres sistemas/érganos los que juegan un papel importante en la
patogénesis de los casos graves: el sistema inmune, el higado, y las células endoteliales que

recubren los vasos sanguineos (Martina et al. 2009).

Durante el piguete de un mosquito infectado, el virus es inyectado directamente en el flujo
sanguineo e invariablemente en la epidermis y dermis dando como resultado la infeccién de
células de Langerhans inmaduras y queratinocitos (Limon-Flores et al. 2005). Posteriormente
las células infectadas migran del sitio de infecciéon hacia los nédulos linfaticos, donde los
monocitos y macréfagos han sido reclutados y se vuelven blancos de infeccion. Por
consiguiente, la infecciébn se amplifica y el virus se disemina por todo el sistema linfatico,
dando como resultado una viremia inicial principalmente en distintas células del linaje
mononuclear, y en otras células como dendriticas mieloides (Boonnak et al 2008. Ho et al.
2004. Libraty et al. 2002), o macréfagos del vaso e higado (Blackley et al. 2007. Jessie et al.
2004).

Siguiendo con la infeccién, las células mononucleares que han sido infectadas mueren
predominantemente por apoptosis (Palmer et al. 2005), mientras que las Células dendriticas
(DC) son estimuladas para producir la mayor parte de los mediadores inflamatorios (Bosch et
al. 2002. Chen & Wang 2002) y hemostatico (Choi et al. 2006. Esmon 2005. Huerta-Zepeda
et al. 2008). En este aspecto, los factores que influencian la cantidad de células infectadas, y
consecuentemente los niveles de viremia, pueden determinar la proporcion de diferentes
citocinas pro-inflamatorias y antinflamatorias, quimosinas, y otros mediadores, asi como la

forma en la que estas afectan el sistema hemostatico (Durbin et al. 2008). Una vez establecida
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la infeccion, las células expresan como primera defensa el IFN de tipo | (a y B), que busca
inhibir la replicacion viral. Posterior a la presentacion de antigenos, células como las NK
(natural killer) y linfocitos T liberan el IFN tipo Il (y), este fenomeno es responsable del control
de la infeccion, ya que se establece un estado antiviral mediado por IFN que evita la
replicacion del virus en las células infectadas o la infeccién a nuevas células. Ademas, esta

sefalizacién pude inducir la apoptosis de células infectadas (Pang et al. 2007).

En pacientes con diagndstico de dengue grave o no grave se detectan perfiles de citocinas
tipo Thl y Th2, en este ultimo las citocinas IL-10 e IL-8 tienen un papel fundamental en el
desarrollo de cuadros graves (Houghton et al. 2010). La IL-10 tiene propiedades reguladoras
de citocinas pro-inflamatorias, y en los ultimos afios ha generado particular interés ya que su
expresion en macrofagos juega un rol importante en la supresion inmune, debido a que inhibe
la expresion de moléculas de superficie celular como MHC, resultando en una menor
presentacion de antigenos (Palmer et al. 2005). Por otra parte, la IL-8 se presenta en grandes
concentraciones en suero y, en algunos casos, este incremento se asocia con el aumento de
la permeabilidad vascular, la efusién pleural y la muerte de los pacientes (Srikiatkhachorn
2009).

Otro grupo de moléculas que se expresa en exceso, son ICAM-1 (moléculas de adhesién
intercelulares), VCAM-1 (moléculas de adhesién vasculares), selectinas (P, E, y L), entre
otras. Estas facilitan el reconocimiento, la unién y la posterior diapédesis de monocitos hacia
los espacios intersticiales, esto permite, por un lado, la propagacion del virus a otras células
y tejidos vy, por otro lado, el paso de liquido y mediadores solubles que estimulan procesos

inflamatorios (Kou et al. 2008).

Es interesante remarcar que cuando una infeccion alcanza grados de severidad, el virus no
se detecta mas en sangre y, por lo tanto, las respuestas del hospedero podrian desempefiar
un papel clave en la patogénesis (Mongkolsapaya et al. 2006). Estudios han evidenciado que
la replicacién de DENV ocurre en algunos érganos especificos, cuando la viremia ya no es
detectable (Rosen et al. 1999). Dichos 6rganos en orden de frecuencia son higado (Balsitis et
al. 2009. de Macedo et al. 2006), bazo, rifidon (Basilio-de-Oliveira et al. 2005. Jessie et al.
2004), pulmén (Guzman et al. 1999), y cerebro (Miagostovich et al. 1997).

El higado es comunmente involucrado en infecciones por DENV y a pesar de que el dafio
hepatico severo es poco comun, se han asociado altos niveles de enzimas hepaticas con
tendencias espontaneas de sangrado (de Souza et al. 2007. Kyle et al. 2007). Durante la
infeccion, DENV se encuentra en proporciones significativas dentro de hepatocitos y células
de Kupffer, lo interesante es que existe poca inflamacion, indicando que la apoptosis y

necrosis observada en estas células es inducida directamente por el virus, esto se observa de
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igual manera con fiebre amarilla (Quaresma et al. 2007). Se ha propuesto que el dafio hepético
severo causado por este Arbovirus y otros virus hemorragicos como el Ebola virus resulta en
un decremento en la funcién hepética que se caracteriza por una disminucién en la sintesis

de factores de coagulacion y el desarrollo de coagulopatias (Zampieri et al. 2007).

Las células endoteliales (EC) juegan un papel importante en la respuesta de coagulacion en
casos de inflamacion sistémica severa. La integridad de las EC es regulada fisiolégicamente
por diversos factores, uno de ellos es el tropismo de DENV por EC, in vivo aln se mantiene
controversial, sin embargo, estudios con biopsias de piel indican que la microvasculatura que
se localiza en la zona dermal, es uno de principales sitios afectados en una infeccion
(Sahaphong et al. 1980). Estudios in vitro han demostrado que los cuatro serotipos de DENV
pueden replicarse activamente en EC (Huang et al. 2000), y la infeccién resulta en dafios
funcionales mas que dafios morfoldgicos, es por esto que, en los casos graves, el aumento
de permeabilidad en la microvasculatura periférica se ve aumentada (Bethell et al. 2001). Es
interesante mencionar que en casos de DG existe una apoptosis selectiva en la
microvasculatura de tejidos pulmonares e intestinales, lo que provee una posible explicacion
a la profunda fuga de plasma en cavidades plurales y peritoneales (Limonta et al. 2007). En
contraste a las células mononucleares, las EC no tienen en su superficie receptores Fc, esto
es interesante ya que, por esta simple diferencia, la presencia de RNA viral en estas células
se explica mas por mecanismos de pinocitosis (Jessie et al. 2004), esto se debe a que la
proteina NS1 del DENV se une preferentemente a EC de pulmones e higado (Avirutnan et al.
2007), respecto a esto, también se ha propuesto que las respuestas de coagulacion en cada

organo son diferentes (Rosenberg. 2001.).
Reinfecciones y cuadros graves.

El desarrollo de cuadros graves ha sido explicado por varias teorias, una de las mas
aceptadas y polémica, se denomina ADE (Antibody-dependent enhancement). Dicha teoria
establece que los anticuerpos producidos y dirigidos contra el serotipo de DENV gue causo la
infeccion por primera vez, reconocen y forman complejos con un serotipo diferente causante
de una segunda infeccién. Estos complejos virus-anticuerpo se unen a los monocitos y
macrofagos mediante sus receptores Fc, de esta manera se favorece la penetracion del virus

e incrementa la proporcion de células infectadas, asi como la viremia (Oishi et al. 2007).

Halstead (principal autor de la teoria) y colaboradores observaron que las incidencias de los
casos graves alcanzaron sus puntos maximos en dos poblaciones de nifios; un punto ocurria
en infantes (6 a 9 meses) que fueron infectados por un serotipo de DENV diferente al que
habia infectado a sus madres, aqui, la observacién clave fue que se produjo una enfermedad

grave en bebés para quienes los anticuerpos maternos habian disminuido a niveles bajos y

14



subneutralizantes (Halstead 1970). El otro punto maximo de incidencia ocurrié en nifios que
anteriormente experimentaron medianamente o subclinicamente una infeccion por DENV, y
gue posteriormente fueron infectados por un serotipo distinto. Estas observaciones abrieron
paso a las conclusiones de Halstead y colaboradores, quienes postularon que infecciones
subsecuentes en individuos previamente inmunizados con algun serotipo diferente podia
exacerbar en lugar de mitigar la enfermedad (Halstead 1970). Sin embargo, la hipétesis que
se establece con ADE no explica del todo la dinamica epidemioldgica del DENV, por ejemplo,
existen reportes de casos graves con manifestaciones hemorragicas en pacientes infectados
por primera vez. Esto implica que el desarrollo de dichas manifestaciones puede tener causas
adicionales, como la edad de los pacientes (Hongsiriwon 2002), el sexo (Thomas et al. 2003),
factores genéticos del individuo (Chao et al. 2008), incluso las diferencias genéticas dentro de
cada serotipo y genotipo estan relacionadas con la gravedad de la enfermedad (Kyle & Harris
2008).

Otro mecanismo que se ha asociado al desarrollo de dengue grave, es la lisis de las células
endoteliales, mediada por complemento y dependiente de anticuerpos, especialmente
aquellos dirigidos contra NS1, la activacion del complemento altera la permeabilidad vascular,
induce la disfuncion del tejido y lisis de las células endoteliales (Noisakran et al. 2008). En
pacientes con cuadros graves de la enfermedad cuando la fuga de plasma puede ser
aparente, los niveles de los productos de activacién C3a y C5a en el plasma son altos, lo cual
esta asociado a NS1 (Kurosu et al. 2007). La produccién del complejo C5b-C9 podria
desencadenar reacciones celulares y estimular la produccion de citocinas inflamatorias que
estan asociadas con el desarrollo de dengue grave. Alternativamente, el complejo C5b-C9
podria desencadenar independientemente otros efectos locales y sistémicos, que pueden
estar implicados en la coagulacion intravascular. Esto es importante ya que algunas enzimas
implicadas en la coagulacién también pueden activar el sistema del complemento, ilustrando
la interaccion extensa que existe entre el complemento y el sistema de coagulacion (Avirutnan
et al. 2006).
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Genotipos DENV

La primera evidencia de las diferencias genéticas dentro de un mismo serotipo se obtuvo de
estudios con RNA “fingerprinting”. Este método usa una enzima para degradar el RNA viral
en segmentos, con el nimero y tamafo de los segmentos que varian segun la secuencia viral
completa, esta es una técnica topografica relativamente cruda que no da resultados que sean
directamente comparables entre las cepas. Los grupos resultantes de muestras virales se
denominaron "topotipos", lo que refleja la topologia bidimensional de los patrones de
electroforesis de la cadena de RNA (Repik et al. 1983. Vezza et al. 1980).

Otro método, que utiliza un enfoque similar para degradar una copia de cDNA de la plantilla
de RNA viral con endonucleasas, dio algo mas de resolucion, pero tampoco logré identificar
las regiones del genoma en las que las secuencias diferian entre los virus. No fue hasta
mediados de la década de 1980 que la secuenciacion directa de regiones especificas del
genoma hizo posible el estudio de muchos virus diferentes (Kerschner et al. 1986). Lo que ha
guedado claro es que entre mas informacién de secuencia exista, la informacién sera de
mayor calidad. A partir de la secuenciaciébn de genomas completos la comprension de la
evolucién y la virulencia del DENV ha aumentado draméaticamente, con ello controversias
actuales se centran en cdmo interpretar esta informacion en lugar de si los virus del dengue
difieren en su potencial para causar enfermedades. La clasificacién de los virus en grupos
genéticos ("genotipos") (Figura 6) dentro de los serotipos cambia constantemente, a medida
gue mejoran los métodos de secuenciacion y andlisis evolutivo y se expande la base de datos
disponible (Rico-Hesse 2003).

Los métodos para obtener secuencias de DENV ya no requieren un aislado de virus; de hecho,
toda la secuencia del genoma se puede obtener mediante la amplificacion enzimatica de la
plantilla de RNA viral en la muestra de sangre del paciente (Leitmeyer et al., 1999). Por lo
tanto, la mayoria de las secuencias disponibles desde la década de 1990 hasta la fecha se
generaron con la reaccién en cadena de la transcriptasa-polimerasa inversa (RT-PCR), que
ha mejorado sustancialmente la calidad o la fidelidad de las secuencias disponibles en
muchos laboratorios de todo el mundo. Desafortunadamente, no existe un enfoque uniforme
para determinar qué secuencias se compararan entre las cepas; esto ha llevado a una gran
cantidad de informacion disponible en la base de datos de secuencias (GenBank) para la cual

no ha habido una interpretacion sistematica (Rico-Hesse 2003).
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Figura 6. Evolutivamente se han agrupado de distinta manera a los cuatro serotipos del DENV, las
filogenias varian dependiendo la proteina con la que se realizan y el método filogenético que se utilice.

Imagen tomada de (Fonseca et al., 2019.)

De manera general se han descrito 19 genotipos de DENV (i.e. 11, 1Il, 1lll, 11V, 1V, 21, 211, 2lII,
21V, 2V, 2VI, 3l, 3ll, 3llI, 3V, 41, 411, 411l and 41V) de acuerdo a la actual clasificacion de DENV
(Rico-Hesse, 1990. Klungthong et al., 2004). Las diferencias evolutivas se han descrito de
manera similar, usando mapas de diferencias de aminoacidos entre las proteinas E, donde
los cuatro serotipos se muestran compactos y segregados, ya que el numero de sustituciones
de aminoécidos entre tipos heterélogos excede por mucho la diferencia maxima dentro de un
tipo (Katzelnick et. al. 2015).

Las clasificaciones de genotipos en DENV-1 se han basado en las secuencias de 240
nucleétidos de la unidon E/NS1 (Rico-Hesse 1990), 180 nucledtidos de la proteina E
(reconociendo tres genotipos) (Chungue et al., 1995), y la mas reciente donde se analiz6 todo
el genoma de la envoltura (Goncalvez et al., 2002) permiti6 la correccion de estudios previos.
Ademas, los genotipos en dicha clasificacion se denotan por sus origenes geograficos
aparentes (tabla 1), y no necesariamente por donde se han extendido desde su primera

identificacion.

Genotipos Distribucién Geografica

I Japén, Hawai (cepa prototipo), China, Taiwan y Sudeste asiatico.

I Tailandia

[ Malasia (Selvas)

v Naruru, Australia, Indonesia y Filipinas.

\% Africa, Sudeste asiatico y América

Tabla 1. Clasificacion de genotipos del DENV-1 de acuerdo a Goncalvez et al., 2002.
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En el caso de DENV-2 numerosos métodos han sido desarrollados con el fin de detectar
diferencias genéticas, desde analisis de antigeno comparando epitopes especificos usando
anticuerpos monoclonales contra la glicoproteina E, el mapeo de enzimas de restriccion de
cDNA, fingerprinting de RNA, hasta la secuenciacion. Subsecuentes andlisis y comparaciones
con E, permitieron la propuesta de una clasificacion robusta (tabla 2) (Lewis et al. 1993.
Twiddy et al. 2002).

Genotipos Distribucién Geografica

| Americano Ameérica latina, cepas antiguas de la India.

. Australia, Islas del Pacifico e Indico, Sudeste asiatico, India, Oriente
Il Cosmopolita

Medio y Africa.
Il Asiatico/Americano China, Vietnam, Tailandia y América latina.
o China, Filipinas, Sri Lanka, Taiwan, Vietnam, Nueva Guinea (cepa
IV Asiatico Il .
prototipo).
V Asiético | Tailandia, Myanmar y Malasia.
VI Selvatico En primates no humanos en Africa y Malasia.

Tabla 2. Clasificacion de genotipos del DENV-2 de acuerdo a Twiddy et al. 2002.

La interpretacion de las filogenias que dan lugar a la clasificacion del DENV-3 son
particularmente complejas, esto debido a que las tasas de fijacion parecen ser mas bajas, es
decir, hay menos distancia o divergencia entre los grupos genotipicos (Rico-Hesse 2003). El
primer analisis filogenético de este virus requirio la comparacion de toda la secuencia del gen
E (Lanciotti et al. 1994), y se distinguieron cuatro genotipos (tabla 3). Esta clasificaciéon se ha

mantenido sin cambios.

Genotipos Distribucién Geografica

I Indonesia, Malasia, Tailandia, Birmania, Vietnam, cepa prototipo H87.

Il Tailandia, Vietnam y Bangladesh.

i Singapur, Indonesia, Islas del Pacifico, Sri Lanka, India, Africa.

v Puerto Rico y la Polinesia Francesa.

Tabla 3. Clasificacion de genotipos del DENV-3 de acuerdo a Lanciotti et al. 1994.

Introducido a América a través de Nicaragua en 1994, el genotipo Ill ahora se encuentra
ampliamente disperso en Centro y Sur América y es considerado el mas virulento de los cuatro
genotipos de DENV-3 (Balmaseda et al. 1999. Messer et al. 2003).
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El DENV-4 se clasifica en cuatro genotipos (tabla 4). Primero se identificaron los genotipos |
y Il basados en los estudios de la secuencia completa del gen E (Lanciotti et al. 1997),
posteriormente se describid el genotipo Il que solo se encuentra en Bangkok, Tailandia
(Klungthong et al. 2004), el ultimo genotipo (selvatico) se encuentra en primates no humanos

en Malasia.
Genotipos Distribucién Geograéfica
I Malasia, Tailandia, Filipinas, Sri Lanka, cepa prototipo H241.
Il Indonesia, Malasia, Tabhiti, Islas del Caribe y las Américas.
1l Tailandia (Bangkok).
v En primates no humanos en Malasia.

Tabla 4. Clasificacion de genotipos del DENV-4 de acuerdo a Lanciotti et al. 1997 & Klungthong et al.
2004.

El monitoreo de la diversidad de genotipos en una regién geografica especifica es crucial para
el entender la aparicion y propagacion de brotes, ambos aspectos son vitales para el
desarrollo de estrategias efectivas de prevencion y tratamiento. EI DENV, asi como otros
Arbovirus son asociados a tasas de mortalidad y morbilidad que suponen una carga
econdmica significativa para las regiones afectadas (Shepard et al., 2016). Ademas, la
vigilancia genémica de epidemias en la resolucion adecuada y la clasificacion sisteméatica de
las secuencias genéticas notificadas, también permite la identificacion de cepas asociadas
con un mayor potencial epidémico o gravedad de la enfermedad (Manokaran et al., 2015.
Katzelnick et al., 2015).

Ciertos genotipos y clados de DENV han mostrado ser mayormente asociados a brotes
severos de la enfermedad (Rico-Hesse 2010), los virus con mejor fitness (habilidad para
replicarse mejor en un ambiente determinado (Domingo et al. 1996)) se cree que son Mas
patogénicos en el hospedero (Rico-Hesse 2010). De acuerdo con este modelo en el que los
virus con mayor fithess son mas virulentos, los virus DENV-2 de origen asiatico son capaces
de una replicacion in vitro mas robusta en relacion con los virus genotipos americanos de

DENV-2 que son menos virulentos (Vasilakis et al. 2007).

Ademas, los virus DENV-2 asiaticos que se asocian con mayor frecuencia con enfermedades
graves son menos sensibles que los virus DENV-2 del genotipo americano a la neutralizacion
mediada por anticuerpos de individuos previamente infectados con DENV-1, lo que sugiere
gue las mutaciones pueden alterar el perfil de neutralizacion de ciertos genotipos DENV lo
gue puede conducir a un mayor fitness en relacién con otras cepas del mismo serotipo (Kochel
et al. 2002).
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Para el caso particular de México, la vigilancia de genotipos ha establecido ciertos patrones
de distribucion y tendencias epidemioldgicas que muestran los cuatro serotipos circulantes en
el pais. Después de realizar una revision sistémica (2000-2013) basada en boletines
epidemioldgicos, bases de datos de referencia internacional, como lo son la OMS, PubMed, y
datos propios de laboratorios Nacionales, se han podido identificar los genotipos mayormente
establecidos en México. Los genotipos Il y V del DENV-1 son predominantes, para el caso
de DENV-2 el genotipo asiatico/americano es el de mayor incidencia. El genotipo Il del DENV-
3 se ha mantenido constante en el pais, por ultimo, los andlisis filogenéticos del DENV-4

revelaron la introduccion y establecimiento del genotipo Il (Ramos-Castafieda et al. 2017).

Los genotipos que circulan en México tienen el mismo origen evolutivo que aquellos que
circular predominantemente en otras regiones de América Latina, (particularmente de aquellos
paises con los que México comparte fronteras), esto indica una difusion entre paises que debe
tenerse en cuenta porque aungue las regiones vecinas al radio de origen de un brote, pueden
estar protegidas por inmunidad colectiva o proteccién cruzada de otros serotipos, la
reintroduccién de un serotipo particular o el reemplazo de genotipos después de un periodo

de ausencia prolongada expondria a la poblacién sin inmunidad al DENV (Dussart et al. 2006).

Ademas de dicha difusion entre paises, la comprensién de la dinAmica espacial y temporal de
la transmision del dengue, (diferencias en la velocidad de transmision y expansioén de los
distintos genotipos), se sumaran al conocimiento de los patrones propios de cada pais. Por
otra parte, la apreciacion de los mecanismos que aumentan la diversidad de los genotipos del
DENV vy la patogenicidad asociada con la variacién genética mejorara la comprension de los

mecanismos que rigen el desarrollo de epidemias (Aviles et al. 2003).
Filogenia del virus

A medida que la secuenciacién se ha vuelto una técnica mas accesible, ha habido un aumento
notable en el nUmero de cepas de DENV que se han analizado. Esto ha llevado a un
refinamiento en los andlisis de la evolucion del virus (por lo tanto, ahora hablamos de
"Microevolucién" del DENV), sin embargo, este avance también depende del desarrollo de
métodos estadisticos para determinar las relaciones entre las secuencias. En la ultima
década, los algoritmos informaticos utilizados en la generacién de arboles filogenéticos o

evolutivos han aumentado en nimero y complejidad (Lemmon & Milinkovitch 2002).

Este es un campo de investigacion que evoluciona por si solo, y la mayoria de los
investigadores tienden a aplicar algoritmos que son utiles, compatibles con su computadora o
que utilizan colegas cercanos. Por lo tanto, es dificil decir qué método filogenético es mejor a
menos que uno haga varias comparaciones bajo supuestos de conjuntos de datos especificos

(numero de taxones, caracteres, enraizamiento, etc.). El consenso es que un gran nimero de
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taxones (secuencias de virus), con cadenas de secuencia largas (es decir, un gen o mas)
sean analizadas por el método de méxima verosimilitud (ML), y con el soporte bootstrap

(estadistico) para los patrones de ramificacién (Lemmon & Milinkovitch 2002).

La seleccion de dominios o regiones del genoma para la comparacién de secuencias es muy
importante con respecto al resultado del andlisis y los limites de interpretacion. Cuando se
utiliza el método de méxima parsimonia, es comun indicar cuantos sitios informativos de
parsimonia se incluyeron en el conjunto de datos; sin embargo, este enfoque no esta
disponible en ML y no quedan valores de arranque para apoyar los grupos monofiléticos o

genotipicos después de estimar numerosos arboles (Rico-Hesse 1990).

Ha quedado claro que diferentes areas del genoma del DENV evolucionan o arreglan
mutaciones a diferentes velocidades y a veces exhiben "hot spots" de mayores tasas de
mutacion dentro de una region (por ejemplo, el gen E o la region UTR-3"). En general, cuando
se usan secuencias lo suficientemente largas, los arboles generados a partir de diferentes
regiones del genoma generalmente corresponden o se superponen, y las discrepancias
ocurren solo cuando se intenta interpretar las ramas menores de los arboles (es decir, las

agrupaciones de genotipos generalmente permanecen iguales) (Rico-Hesse 2003).

Debido a que la secuenciacion de genoma completo no es accesible para todos los estudios
filogenéticos, se han estudiado diversas proteinas estructurales y no estructurales que
soporten confiablemente las filogenias que se realizan con ellas. En el caso particular de
DENYV, la proteina de envoltura, NS1, NS3 y NS5 tienen buen soporte filogenético en los
cuatro serotipos del virus. Incluso las clasificaciones a nivel de genotipos que se realizan con
regiones sub gendmicas de la proteina de envoltura son similares a las clasificaciones que se
obtienen usando el genoma completo del virus. Ademas, esta regién contiene el mayor
namero de secuencias en bases de datos publicas, lo que permite un mayor nimero de

analisis comparativos (Fonseca et al., 2019.).

En este momento, no se han determinado los mecanismos reales que rigen la seleccién
natural de mutantes del DENV, los estudios se limitan a inferencias estadisticas de seleccién
positiva 0 negativa en regiones o aminoacidos especificos del genoma (Twiddy et al. 2002a
2002b). Basta decir que estos mecanismos parecen influir en el uso de codones (Jenkins et
al. 2001), plegamiento de ARN (Brinton & Dispoto 1988. Leitmeyer et al. 1999. Shi et al. 1996),
o estructuras de proteinas del DENV y otros Flavivirus; es decir, existen limitaciones

estructurales y funcionales para la plasticidad del virus.

Aunque los mecanismos evolutivos que rigen al DENV no se han esclarecido del todo, se han
podido estimar, utilizando genes de la proteina de envoltura, las tasas de evolucion molecular

de cada serotipo, estas influyen directamente en la dindmica poblacional y epidemioldgica del
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DENV. Los serotipos 1y 2 presentan una tasa de 7.5 x10* s/s/y (sustituciones por sitio y por
afio), mientras que los serotipos 3 y 4 presentan tasas de 8.2 x10* s/sly y 7.8 x10* s/sly

respectivamente (Costa et al. 2012).

Dichos cambios en el genoma de los distintos serotipos de DENV son suficientes para generar
diversidad genética dentro de ellos y con esto la aparicion en los cladogramas de variantes
gue tienen la capacidad de producir emergencias epidémicas. A nivel filogenético esto podria
pasar desapercibido, sin embargo, el intervalo de tiempo entre la introduccion de una variante
“peligrosa” en una regién y su posterior deteccién, podria ocasionar que dichas nuevas
variantes del virus permanezcan sin ser detectadas hasta que el nimero de infecciones y/o
incidencia de enfermedades alcance un umbral de deteccién lo suficientemente alto como

para ser detectado por el sistema de vigilancia local (de Souza et al. 2011).

Referente a lo anterior, la permanencia o no de variantes, se puede traducir como extincion y
generacién de nuevos genotipos y/o linajes. Esto se asocia con brotes periédicos del DENV y
posiblemente también con la gravedad y la fatalidad de la enfermedad. La causa y el efecto
exactos de la virulencia viral y los cambios de linaje aun no se han demostrado, aunque la
extincién de cepas anteriores y la aparicion de nuevas cepas epidémicas sugieren un cuello
de botella genético como causa de reemplazo regional. Una hipétesis para explicar la posible
virulencia de los clados emergentes en la region es una capacidad mejorada para evitar la

neutralizacion por los anticuerpos de reaccion cruzada de los serotipos (Kochel et al. 2002).

Otra hipotesis postulada para explicar la generacion de nuevos genotipos y/o linajes, asi como
la virulencia del virus es la competencia vectorial. Esta se ha probado directamente con la
evolucion del DENV, sin embargo, no se ha demostrado interaccion alguna (Fansiri et al.
2016). Los genotipos con tasas altas de replicacion son transmitidos preferentemente por los
mosquitos cuando estan en co-infeccion (Cologna et al. 2005), sin embargo, la replicacién del
DENV en mosquito resulta en una menor diversidad que en los humanos. Esto refleja la
necesidad de estudios adicionales para evaluar si la seleccién dirigida por vectores de

mosquitos juega un papel importante en la microevolucién del DENV (Vasilakis et al. 2009).

Finalmente, la urgencia con la que se dan nuevos brotes y el tiempo de respuesta que deben
de tener los laboratorios de diagndstico a nivel internacional, hacen que el estudio detallado
de todas las tendencias evolutivas del DENV parezca una meta dificil de lograr, esto aunado
a que cada pais tiene sus propias limitaciones econdémicas, técnicas, etc. Sin embargo, la
secuenciacion (parcial o completa) del genoma DENV, es importante para una clasificaciéon
filogenética méas precisa y la correlacion con el resultado clinico y la gravedad de la
enfermedad (Aviles et al. 2003)
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Casos reportados en el pais

En México, los primeros reportes de dengue se registraron en 1941, cuando se notificaron
6,955 casos en toda la republica. Posteriormente se reportaron pocos casos, hasta su
desaparicién en 1963 gracias a la campafa intensiva de erradicacién del agente transmisor
de la fiebre amarilla, Ae. aegypti, dirigida por la Organizacion Panamericana de la Salud
(OPS), la cual mantuvo al dengue ausente durante 12 afios (OPS 1997). Sin embargo, en
1978 se reintrodujo en México (Figura 7), donde aumentaron los casos a partir de 1980, lo
que convirtié el dengue en uno de los problemas actuales mas importantes de salud publica
(Kouri, 2008).

A partir de su reintroduccion, el dengue ha causado cuatro brotes epidémicos: el primero en
1980, en el cual se reportaron 51,406 casos y se detecto la circulacion de DENV-1; el segundo
en 1997, con 53,541 casos, de los cuales 980 correspondieron a DG, y donde se observé la
circulacion predominante de DENV-3; el tercero en 2007, con 52,369 casos, 9,433 de los
cuales correspondieron a DG, y el cuarto en 2009, con 55,961 casos, de los cuales 11,396

correspondieron a DG (Torres et al. 2014).
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Figura 7. Total de casos de FD (DNG) y FHD (DG) en la Republica Mexicana reportados por la
Secretaria de Salud del 1984-2011 (adaptado de Cenavece/Boletines Epidemiolégicos 1984-2011).
Imagen tomada de Torres et al. 2014.

La distribucion del DENV en las dos décadas previas a los afios de estudio del presente
trabajo se mantuvo constante, observandose principalmente en las regiones del Pacifico y
Golfo de México. En la década de 2000 a 2011 los estados con mayor incidencia fueron
Colima, Nayarit, Guerrero, Veracruz, Campeche y Yucatan. Cabe resaltar que la década

mencionada, la distribucion de DENV por edades se desplazé hacia la poblacion juvenil de 15
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a 24 afos, una década previa la tasa de incidencia mas alta se encontraba en la poblacion de
25 a 44 afos (Torres et al. 2014).

Adicionalmente, durante la década (2000-2011) se detectaron tres cambios importantes en el
patrén de la dinamica epidemiolégica de DNG y DG en México: (i) un incremento en la
incidencia de la enfermedad en la poblacion juvenil y pediatrica, (ii) una mayor duracién de los
brotes durante el afio y (iii) un aumento importante de la incidencia de DG a partir del afio

2002 en nifios y adultos (Torres et al. 2014).
2. Antecedentes

Una observacion cada vez mas comun en estudios filogenéticos de DENV es la rotacion de
linaje. Esto toma dos formas. En primer lugar, la mayoria de los linajes virales muestreados
desde un punto de tiempo particular no logran generar ningun linaje de descendencia, lo que
da como resultado arboles filogenéticos con una fuerte topologia temporal (tipo escalera)
(Klungthong et al., 2004). Lo mas probable es que estos linajes estén definidos por virus que
contienen mutaciones deletéreas o levemente deletéreas que se eliminan mediante la
seleccion purificadora (Holmes, 2003) y/o porque los virus completamente funcionales no se
analizan en afios posteriores debido a los cuellos de botella, tal vez debido a las fluctuaciones
estacionales y espaciales en el tamafio y la densidad de la poblacion de vectores (Scott et al.,
2000).

Un segundo modo, mas dramético de linaje, no coincide con el hecho de que una variante de
virus que persisti6 en una localidad determinada durante varios afios no es evidente en
muestras posteriores, lo que indica que ha disminuido drasticamente en frecuencia, tal vez
incluso que se haya extinguido, y en ocasiones es reemplazado por un nuevo clado de virus.
Se han reportado varias ocurrencias de reemplazo de clado (una de las ramificaciones que se
obtiene después de hacer un Unico corte en el arbol filogenético) tan draméatico (Bennett et
al., 2003), aunque los procesos evolutivos que controlan estos eventos siguen siendo
inciertos. En particular, este patrén filogenético a gran escala podria reflejar la accién de
cuellos de botella en la poblacién o la seleccion natural, de tal manera que los clados con

adecuacion mejorada superan a los que son menos adecuados.

Twiddy y su grupo de trabajo, mostraron evidencia filogenética de evolucion adaptativa en
DENV, no se encontré evidencia de seleccién positiva en las posiciones de ciertos
amino&cidos en DENV-1, sin embargo existe este tipo de seleccion en los otros serotipos, las
presiones de seleccidén que conducen a una adaptacion evolutiva pueden ser muy variadas,
sin embargo, los autores sefialan que el complejo ciclo de vida del dengue (huéspedes
vertebrados e invertebrados), influye enormemente en la fuerza de estas, lo que acelera los

cambios a nivel genético en el virus dengue (Twiddy et al., 2002).
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Por otra parte Nisalak y colaboradores, demostraron con un analisis retrospectivo de los afios
(1973-1999) en Tailandia, que los serotipos de DENV pueden diferir en virulencia intrinseca y
capacidad epidémica, encontraron que DENV-3 estuvo asociado a los afios con mayor
namero de casos de DG, sugiriendo que dicho serotipo puede poseer caracteristicas virales
diferentes, ocasionando una respuesta inmunoldgica diferente para cada cambio de serotipo,

lo gue resultan en grandes epidemias (Nisalak et al., 2003).

En 2005 Chunlin y su equipo, analizaron el intercambio de linajes de DENV en el periodo de
1974 a 2002 en Tailandia, encontraron que la diversidad genética dentro de DENV-1 alcanza
su punto maximo en los momentos de alta prevalencia de este serotipo y que el reemplazo de
clados se asocia con periodos de baja prevalencia. Por lo tanto, el pequefio pico en la
prevalencia de DENV-1 durante la década de los 80°s se asocia con la co-circulacion de los
genotipos |y lll y bajos niveles de DENV-4 (Chunlin et al., 2005).

Wearing y Rohani en 2006 estudiaron los factores inmunol6gicos que tienen influencia directa
en la virulencia de genotipos de DENV y cdmo es que pueden influir en los ciclos dinamicos
de serotipos en una poblacién, el efecto conocido como ADE (antibody dependent
enhancement) presenta mayor interaccién con dicha dindmica y se asumen dos posibles
razones, la primera establece que el aumento en la susceptibilidad después de una infeccién
primaria, puede incrementar la transmision y prevalencia de serotipos, la segunda establece
gue la alta mortalidad por ADE en segundas infecciones, conduce a virulencias asimétricas
para cada serotipo y las tasas de mortalidad que cada uno de ellos puede causar tendria un
efecto directo en la dinamica de DENV (Wearing y Rohani, 2006).

Por su parte Harris y colaboradores, relacionaron la severidad de la enfermedad en nifios
causada por DENV-2, con la previa exposicion a DENV-1, confirmando que la inmunidad a
DENV-1 previa al cambio de serotipo a DENV-2 incremento la severidad de los casos en
nifios, esto mediante estudios retrospectivos en Nicaragua, ademas esto coincidié con el
remplazo de linajes dentro del genotipo asiatico americano en DENV-2, del linaje NI-1 al linaje
NI-2B. Esto demuestra que la inmunidad especifica para cada serotipo, asi como la genética
viral del virus dengue contribuyen en la dinAmica y severidad de la enfermedad a lo largo del
tiempo (Harris et al., 2011).

Una evidencia mas de este intercambio de linajes fue descrita por Quiner, determinando el rol
del mosquito en el intercambio de linajes de DENV-2 en Nicaragua, mediante cultivos
celulares e infecciones directamente en el vector observaron que el linaje NI-2B presenta
mayor tasa de replicacién en Ae. aegypti en los primeros dias de infeccion, ademas de un
periodo extrinseco de incubacion menor que el linaje co-circulante NI-1, lo que genera una

ventaja evolutiva influenciada por diferencias genotipicas y ain mas importante, se afirma con
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mayor certeza, que el intercambio de genotipos en una poblacion, puede ser factor causal de

casos de enfermedad severa (Quiner et al., 2014).

VanBlargan en el 2013 y Wang en 2016, analizaron las diferencias genotipicas de DENV-2 a
nivel de la envoltura viral, encontraron que dichas diferencias alteran los epitopes expuestos
en los viriones, lo que afecta su neutralizacion. Estos estudios dejan abierta la pregunta de
porgque las variantes genéticas de un virus como el dengue puede ocasionar un aumento en
la fuerza de una epidemia y como es que esto deja a una poblacion relativamente sin defensas
(VanBlargan et al., 2013 y Wang et al., 2016).

Carrillo Valenzo y colaboradores en el 2010 examinaron algunos patrones evolutivos del
DENV en México, de los cuales cabe resaltar la genotipificacion retrospectiva (1980-2007),
asi como la introduccién y desplazamiento de genotipos que da lugar al establecimiento de
genotipos dominantes en el pais. En su genotipificacion, para el serotipo DENV-1 el genotipo
predominante es el Ill, mientras que para DENV-2, el genotipo predominante es el
Asiatico/Americano. En ambos serotipos la introduccion de genotipos esta escalonada en
tiempo, por lo tanto, es indicativo de una tendencia evolutiva hacia el desplazamiento de

genotipos (Carrillo-Valenzo et al. 2010).

Ramos Castafieda y colaboradores en el 2017 realizaron una revision sistematica de
tendencias epidemiolégicas moleculares del DENV en Latino América, abarcaron el periodo
del 2000 al 2013. En esta, describen para la region de México la circulacion de los genotipos
[ll'y V del serotipo DENV-1, los cuales estdn cercanamente relacionados con cepas de El
Salvador y Nicaragua. Por otra parte, para el serotipo DENV-2 el genotipo mayormente
establecido en la region, es el Asiatico/Americano, incluyendo por lo menos la co-circulacion

de dos linajes diferentes (Ramos-Castafieda et al. 2017).

Considerando la relacién que tiene la diversidad antigénica en la proteina de envoltura del
virus Dengue con la inmunologia propia del ser humano, se ha descrito mediante analisis de
incidencias en poblaciones endémicas, que las segundas infecciones con serotipos diferentes
son una causa importante en los periodos de fluctuacion entre cada serotipo e incluso
modifican los patrones filogenéticos dentro de cada regién geografica a lo largo de un periodo
de tiempo (OhAinle et al., 2011).

Un enfoque consistente para la genotipificacion ayudaria a las comparaciones entre estudios.
Una clara limitacion se relaciona con la definicion del "genotipo” dentro de los serotipos de
DENYV, esto debido a la dependencia de la region gendmica seleccionada y la longitud del
RNA analizado. Se sabe que la region gendmica afecta la sensibilidad cuando se analiza una
region parcial, generalmente corta, del genoma (por ejemplo, la proteina E, NS1 o algun

dominio del gen de E), sin embargo, el numero de genotipos es igual o ligeramente menor
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que el resultado del andlisis del gen total de E o la secuencia completa del genoma (Chen &
Vasilkis 2011).

Con ello, en el afio 2016, la Organizacion Panamericana de la Salud junto con CDC (centros
para el control y prevencion de enfermedades, seccion de Dengue) generaron un protocolo
para la genotipificacion del DENV en las Américas, denominado proyecto ViGenDA, el cual
consiste en la secuenciacion de la regién que codifica la proteina de envoltura para una
posterior genotipificacion haciendo uso de herramientas bioinformaticas (Mufioz-Jordan et al.,
2016).

3. Justificacion

La vigilancia de la circulacion de diferentes serotipos, genotipos y linajes de DENV dentro de
una misma zona, es de vital importancia ya que se ha demostrado evolutivamente, que los
diferentes linajes dentro de un mismo serotipo, generalmente presentan estructuras
geogréficas caracteristicas que reflejan la dinamica espacial de las epidemias (Holmes, 2008).
En la ultima década, en México se han detectado brotes con potencial epidémico relevante,
en el afio 2012 el nUmero de casos confirmados fue de 165,749 de los cuales un 10.7 % eran
DG, en el 2013, aumentaron llegando a 231,498 casos confirmados y un 8.0 % eran DG, en
ambos afios circulaban predominantemente DENV-1y 2 (Plataforma de Informacion en Salud
para las Américas. PLISA, 2018).

4. Objetivos

El objetivo general del presente estudio es un analisis filogenético comparativo de los
serotipos 1 y 2 del virus dengue en afios previos a la introduccion de nuevos Arbovirus en
México, dada la existencia de caracteristicas multifactoriales que sirven como modelos de
andlisis para explicar la dinamica epidemiol6gica del dengue enfocada al problema de
severidad que se presenta cuando ocurre un cambio de serotipos (1 y 2), la diversidad

genética es un marcador importante.

Para llegar a interpretar un marcador genético que sirva como un modelo de analisis, se

realizaron los siguientes objetivos particulares:

- ldentificacion de muestras de los afios 2012 y 2013 con resultado positivo a DENV-1
o DENV-2.

- Seleccién de muestras a partir de la técnica RT-qPCR para confirmacién de serotipo,
con resultados de Cq menores a 20.

- A partir de las muestras con caracteristicas deseadas, amplificar la regién de la
proteina de Envoltura del DENV mediante RT-PCR (Protocolo ViGenDA).

- Secuenciar por técnica capilar los amplificados obtenidos en la RT-PCR.
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- Analizar y verificar las secuencias obtenidas para la obtencion de un analisis

filogenético comparativo.
5. Material y Métodos.

Diagrama de flujo
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Figura 8. Diagrama de flujo general del proyecto.

I) Seleccién de muestras

Se analizaron muestras del banco de extractos de Laboratorio de Arbovirus y Virus
Hemorragicos del INDRE (Instituto de Diagnéstico y Referencia Epidemiolégicos) de los afios
2012 y 2013. Criterios de inclusién: se buscaron muestras positivas a DENV en fase aguda
con un cq <20 (valor derivado de datos de fluorescencia en la curva de amplificacion en una
RT-gPCR, es el ciclo en el que la fluorescencia de la muestra sobrepasa el umbral o linea

base), sin contaminacion, con volimenes mayores a 20 pl de extracto.
II) Tipificacion de Serotipo

Para confirmar el serotipo de las muestras, se realiz6 RT-qPCR Fourplex bajo el protocolo de
(Santiago et al., 2013) utilizando sondas TagMan marcadas con los siguientes fluoroforos: 5”-
FAM DENV-1 BHQ1-3", 5"-HEX DENV-2 BHQ1-3", 5°-TR DENV-3 BHQ2-3" y 5"-Cy5 DENV-
4 BHQS3-3, en un termociclador CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System.

IIl) Obtencién del Fragmento a Secuenciar

Una vez seleccionadas las muestras, la region del genoma que codifica para la glicoproteina
de envoltura “E” (1,485 pb) se amplifico mediante RT-PCR para cada serotipo con los primers
sefialados en el protocolo ViGenDA, en un C1000 Touch™ Thermal Cycler con cabezal para
punto final. Las secuencias constaron de 8 fragmentos (prM, M, E y NS1), con una
concentracion de 20-40 ng/ul de producto de amplificacion. Para verificar el tamafio de los
productos de amplificacion mediante RT-PCR, se realiz6 una electroforesis en un gel de
agarosa al 2% y se visualizo con gel RED, posteriormente se analiz6 la concentraciéon con un
bioanalizador AGILENT 2100.

IV) Secuenciacion por técnica capilar

La secuenciacion capilar se llevé a cabo en el departamento de Biologia Molecular del InDRE,

en donde utilizaron los primers sefialados para los serotipos DENV-1 y 2 en el protocolo
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ViGenDA. Las secuencias obtenidas se analizaron y ensamblaron con los programas BioEdit
v7.1.3. y ClustalX 2.1.

V) Genotipificacidn

La construccion de los arboles filogenéticos se realizd con el programa MEGA 6. 06 bajo el
método Maximum Likelihood, con 1000 repeticiones (bootstrap) como soporte filogenético.
Con las secuencias obtenidas se invocaron BLAST (NCBI) para verificar que estas tuvieran

homologia con secuencias de referencia de los afios del estudio.
6. Resultados.

I) Seleccién de muestras para RT-PCR y Secuenciacion (2012 y 2013).

Con base en los criterios de inclusion, se seleccionaron 100 muestras correspondientes a
DENV-1y 2 de los afios 2012 y 2013, de varios estados de la republica mexicana, con un

rango de temporalidad anual de febrero a noviembre (tabla 5).
II) Verificacion de Serotipos

Una vez seleccionadas las muestras se realizé un RT-qPCR para determinacion de serotipo
y corroboraciéon de material genético. Solo 12 muestras presentaron graficos de amplificacion
correspondientes a DENV-1 y DENV-2 (Figura 9) con valores de cq menores a 20 (tabla 5)
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Figura 9. Curvas de amplificacion RT-gPCR. a) controles positivos a DENV. El umbral de fluorescencia

se ajusté en escala logaritmica a 1071, b) muestras 2012. ¢) muestras 2013.
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Clave

#InDRE ViGenDA F. toma Estado Localidad Serotipo Cq
1566 VIG-09/19 2.7.12 CAMP Escdrcega DENV-1 12.79
1936 VIG-11/19 8.8.12 VER Veracruz DENV-1 11.83
3209 VIG-13/19 28.11.12 OAX Fresnillo T. DENV-1 17.62

178 VIG-14/19 11.2.13 QROO Benito Juar. DENV-1 17.70
754 VIG-16/19 29.7.13 VER Panuco DENV-1 14.33
1478 VIG-18/19 3.10.13 COAH Acufia DENV-1 13.80
1422 VIG-08/19 1.7.12 CHIS Tapachula DENV-2 14.94
1916 VIG-10/19 7.8.12 VER Veracruz DENV-2 15.13
3176 VIG-12/19 15.11.12 BCS La Paz DENV-2 17.53
647 VIG-15/19 4.7.13 TAB Centro DENV-2 19.70
1119 VIG-17/19 29.8.13 OAX Oax.de Juar. DENV-2 14.98
1559 VIG-19/19 7.10.13 JAL Puerto Vall. DENV-2 15.64

Tabla 5. Datos generales de las muestras seleccionadas para dicho estudio. La representatividad de

las muestras en la republica mexicana se puede observar en los mapas 1y 2 del Anexo.

[Il) Productos de secuenciacién (DENV-1y 2).

Los productos obtenidos del protocolo ViGenDA se verificaron mediante un gel de agarosa al
2% (Figura 10a). El tamafio esperado para DENV-1 es 1743 pb y para DENV-2 es 1525 pb.

Debido a que en el gel de agarosa todas las bandas son muy similares en intensidad y tamafio,

se infirid que presentaban concentraciones similares a la muestra 1478 la cual fue cuantificada

con un Bioanalizador AGILENT 2100 (Figura 10b), obteniendo valores de concentracion y

pureza idénea para secuenciar.
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Figura 10. a) Gel de Agarosa al 2%. Muestras entre 1500 y 2000 pb. b) Muestra 1478 (VIG-18/19) con
un tamafio de 1870 pb y una concentracion de 43.62 ng/ul. La muestra 1000 corresponde al control
positivo de DENV-1.

IV) Genotipificacion

Una vez concluido el proceso de secuenciacion capilar, se analizaron los electroferogramas
de cada una de las muestras y posterior al ensamblaje de estas, se invocaron BLAST para la
verificacion de la homologia con el gen de interés del DENV (Figura 11).
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Figura 11. a) Interfaz de BioEdit (visualizacion y limpieza de secuencia ejemplo: VIG-09). Interfaces
web BLAST/NCBI. b) Distribucion de los 100 mejores éxitos de homologias, puntuaciones de
alineamientos mayores a 200. ¢) Secuencias con las que la muestra ejemplo produce alineaciones
significativas. d) Alineamiento con secuencia de envoltura DENV-1 (KM279413.1) identidad del 98%,
gaps 1%.
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La genotipificacion para muestras DENV-1 (Figura 12) y DENV-2 (Figura 13) se llevo a cabo
comparando las secuencias obtenidas con secuencias de referencia de diferentes afios
descargadas del GenBank (Anexo), las cuales ya se conocia su genotipo, por medio del
programa MEGA 6. 06. Método Maximum Likelihood.
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Figura 12. Arbol filogenético (proteina “E”-DENV-1). Las muestras del presente estudio estan en el
clado correspondiente al genotipo V. Las diferencias a nivel de envoltura corresponden a 0.01 cambios
de nucleétido por posicion.
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Figura 13. Arbol filogenético (proteina “E”-DENV-2). Las muestras del presente estudio estan en el
clado correspondiente al genotipo Asiatico-Americano. Las diferencias a nivel de envoltura

corresponden a 0.02 cambios de nucleétido por posicion.
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Con el objetivo de profundizar en la variacion existente, se llevo a cabo una comparacion del
fragmento de secuenciacion con mayor calidad obtenida (fragmento 2, primeras 500 pb) de
cada una de las muestras, con secuencias de la proteina de envoltura descargada del
GenBank (Anexo) exclusivas de los afos de estudio para el DENV-1 genotipo V y DENV-2
genotipo asiatico/americano, las cuales se fragmentaron en la misma posicion y longitud que
las muestras a estudiar con el programa BioEdit v7.1.3. Como resultado se generaron arboles
consenso de 1000 repeticiones bootstrap como soporte filogenético (Figura 14 y Figura 15).
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Figura 14. Arbol filogenético (consenso bootstrap) realizado con secuencias de la proteina de
envoltura del DENV-1 Genotipo V. HN (Honduras), BR (Brasil), CO (Colombia), PR (Puerto Rico).
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Figura 15. Arbol filogenético (consenso bootstrap) realizado con secuencias de la proteina de
envoltura del DENV-2 Genotipo asiatico/americano. HN (Honduras), BR (Brasil), COL (Colombia), SL
(El Salvador), PN (Panama).

7. Discusion

Del total de las muestras seleccionadas solo el 12% cumpli6 con las caracteristicas necesarias
para secuenciacion, esto se pudo deber a varios factores extrinsecos tales como los procesos
de descongelacion propios de las muestras, el tiempo de almacenamiento o la posterior
contaminacién por un mal manejo de la muestra, lo cual termina afectando su viabilidad

(principalmente la concentracion de virus en muestra).

A través del enfoque filogenético, se comprobé que la diversidad genética del DENV no tuvo
cambios significativos a nivel de genotipos en los afios 2012 y 2013, los cuales se agruparon
en el genotipo V para DENV-1 y genotipo Asidtico/Americano para DENV-2. Tomando como
referencia que la variacion del genotipo es un factor determinante en la dindmica del dengue
se puede decir que por lo menos hasta el final de estos afios el virus, genéticamente se
mantuvo casi igual. Lo cual, puede asociarse a los datos de incidencia de casos clinicos
severos obtenidos en los afios estudiados, con una disminucion porcentual de 10.7% en el
afio 2012 a un 8% en el 2013 (PLISA, 2018).

La genotipificacion del DENV-1 difiere con los resultados de Carrillo y colaboradores en el
2010, ya que ellos identificaron al genotipo Il como el predominante hasta el 2007, sin
embargo en la revision realizada por Ramos y colaboradores en el 2017, la cual abarca mas

afios (hasta el 2013), se corrobora la presencia del genotipo V. dicha diferencia puede
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asociarse al patrén evolutivo de desplazamiento de genotipos descrito por el mismo Carrillo y
colaboradores, es posible que ambos genotipos estuvieran circulando simultdneamente y en
algun punto posterior al 2007 el genotipo V comenzara a desplazar al genotipo Ill. Para el
caso de DENV-2, su genotipificacion corresponde con ambos autores, donde el genotipo
Asiatico/Americano esté establecido mayormente, incluso se identificaron dos linajes distintos

circulando en México, de quienes su ancestro comun aparecié en la década de los 90's.

Ademas de lo anterior, los resultados de genotipificacion coincidieron con los resultados
obtenidos de una herramienta bioinformatica desarrollada recientemente en linea: Genome
Detective  Dengue  Virus Typing Tool para genotipificacion del DENV
(https://www.genomedetective.com/app/typingtool/dengue/introduction) que alinea cualquier
secuencia DENV-1 a DENV-4 con secuencias de referencia de genotipos preseleccionadas y

genera un arbol filogenético (Anexo Figuras 16, 17 y 18).

Al realizar un analisis mas detallado del fragmento de la proteina de Envoltura,
correspondiente a la 2da reaccién de protocolo ViGenDA (Fragmento 2), se demostrd que la
variacién a nivel nucleotidico, sigue siendo baja. Los resultados obtenidos corroboran con lo
descrito por Chunlin en el 2005 ya que como se muestra en la figura 14 y la figura 15, no hay
diversidad genética significativa dentro del DENV-1 y DENV-2 respectivamente. Esto se debe
a que la prevalencia en esos afios del serotipo 1, compartié una distribucion geogréafica
principalmente con el serotipo 2, la cual se mantuvo hasta el 2016 (Datos obtenidos por el
Laboratorio de Arbovirus, INDRE). Se puede inferir que la genética se mantiene similar a la
observada en el presente estudio, sin embargo, la introduccién de nuevos Arbovirus en México
(2014 y 2015) genero variaciones en la prevalencia de las enfermedades circulantes, teniendo

como resultado un pico de prevalencia mayor a DENV-1 en el 2017.

A partir de los fragmentos obtenidos del protocolo de ViGenDA, se identificé que se puede
definir el genotipo solo con el fragmento 2 del protocolo, sin la necesidad de amplificar toda la
region de la proteina de envoltura, lo cual corresponde a lo descrito por Chen y Vasilkis en el
2011, ellos mencionan que los resultados de genotipificaciéon varian ligeramente cuando se
utiliza una region parcial o completa del genoma (Chen & Vasilkis 2011). La desventaja de no
tener toda la proteina de envoltura es que no se alcanza a definir una profundidad a nivel de
variaciéon en los tres dominios, los cuales son altamente asociados a la parte mas antigénica
del virus dengue. Con base en lo anterior, y tomando en cuenta las necesidades del
laboratorio, se propone usar solo el fragmento mencionado para la genotipificacion de las

muestras que asf lo requieran.

Para poder observar un intercambio de linajes como el observado en Nicaragua por Harris en

humanos en 2011 y Quiner en el vector en 2014, se propone analizar toda la proteina de

36



Envoltura del DENV con un nimero mayor de muestras humanas y del vector en un periodo
de por lo menos 5 afios, con el fin de describir a detalle si dicha variaciéon de la diversidad
genética podria afectar su estructura proteica como se describié previamente por VanBlargan
en el 2013 y Wang en 2016, y con ello aportar informacion relevante al manejo integral de
vectores en México y a su vez tratar de identificar si dicha diversidad entre linajes proporciona

ventajas evolutivas en el DENV.
8. Conclusiones

e En los afios estudiados solo el 12% de las muestras cumplieron con los criterios de
inclusién para secuenciacion capilar.

e Las muestras de DENV-1 se agruparon en el genotipo V.

o Las muestras de DENV-2 se agruparon en el genotipo Asiatico/Americano.

¢ Dichos genotipos han circulado en México por menos desde una década atras.

¢ No se encontro diversidad genética significativa en la proteina E del DENV-1.

e Se puede genoatipificar a partir del fragmento 2 de protocolo ViGenDA, reduciendo asi

los costos de su implementacion.

9. Perspectivas

o Definir un rango de valores de cg que ayuden a incrementar la sensibilidad del
protocolo ViGenDA (Relacién de cepas con concentracion viral conocida & valores de
cq).

o Ampliar el periodo de estudio e incrementar tamafio de secuencias para obtener una
mayor profundidad en el andlisis de variaciones dentro de cada genotipo (linajes).

e Un mayor numero de muestras, asi como incluir otras regiones del genoma viral
(UTR’s y NS5) del DENV que permitan realizar otros tipos de analisis filogenéticos

(Diversidad genética — Factores de virulencia. Evolucién viral).
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11. Anexo
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Mapa 1. Representatividad de DENV-1 en la republica mexicana en los afios del estudio.

512
WH=10M152

1112
w1215

£13
WiE-1718

WA D D DD a0

Mapa 2. Representatividad de DENV-2 en la repUblica mexicana en los afios del estudio.
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Secuencias de referencia GenBank (Genotipificacion)

DENV-1

KJ189351, HQ166037, AY277665, AB519681, AF311956, FJ205875, EU482567, AY277666,
AY206457, DQ285559, AY722803, AY 722802, AY713473, AY722801, AF298808, AY 732478,
AF350498, AY726552, AY732480, GQ868637, GQ199835, AB608786, GU131895,
FJ469907, AY732482, FJ176779, HQ891316, AF180817, GQ868602, DQ672564, U88535,
FJ96842, AB189121, AB204803, AB074761, IN697056, EF032590, AB189120, DQ672561.

DENV-2

HQ999999, GQ199868, FJ898461, AY702036, EU687216, EU687216, AB122020,
AF489932, GQ868540, M20558, EU482582, GQ398290, AF038403, AF204177, HQ891023,
DQ181806, DQ181805, DQ181804, GQ868545, DQ181798, DQ181802, GU131896,
FM210211, DQ181797, KF44406, KF44407, EU179859, KC762680, KC762669, KM279597,
KC762660, EU081177, EU081180, EU081179, EU056812, EUO056811, AF100469,
EF105379, FJ467493, EF105387, EF105382, EF105389.

Secuencias de referencia GenBank (Variacion genética (E) DENV-1 Genotipo V)

KF973475.1, KY882503.1, KY818139.1, MH401975.1, MH401977.1, MH401974.1,
KX901654.1, KF444792.1, KY882521.1, KX901656.1, KF809753.1, KX901655.1,
KY882524.1, KF444921.1, KY818258.1, KF973472.1, KJ729166.1.

Secuencias de referencia GenBank (Variaciéon genética (E) DENV-2 Genotipo

Asiatico/Americano)

KY851448.1, MK778411.1, MH253297.1, KT438591.1, MK778416.1, KY851552.1,
MH824790.1, DQ341192.1.
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Resultado Genotipificacion VIG-09, VIG-11, VIG-13. DENV-1 (Genome Detective)

Dengue Typing Tool analysis results.
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Figura 16. Arbol filogenético generado con Genome Detective. Las muestras se agruparon en el
genotipo V.

55



Resultado Genotipificacion VIG-14, VIG-16, VIG-18. DENV-1 (Genome Detective)

Dengue Typing Tool analysis results.
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Figura 17. Arbol filogenético generado con Genome Detective. Las muestras se agruparon en el

genotipo V.
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Resultado Genotipificacién VIG-10, VIG-15, VIG-08. DENV-2 (Genome Detective)
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Figura 18. Arbol filogenético generado con Genome Detective. Las muestras se agruparon en el

genotipo asiatico/americano.
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