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Resumen

El DENV es un virus del género Orthoflavivirus transmitido por un artrépodo hembra del
genero Aedes. Se clasifica en cuatro tipos antigénicamente distintos DENV-1, DENV-2,
DENV-3 y DENV-4 los cuales a su vez se dividen en genotipos con una divergencia en
su secuencia de nucledtidos menor al 6% y generalmente muestran distribucion
geografica distinta. DENV es un virus reemergente que se presenta de forma
asintomatica y sintomatica con manifestaciones clinicas que incluyen fiebre acompafnada
de dolor intenso de cabeza, dolor detras de los ojos, dolor en musculos y articulaciones,
asi como manifestaciones cutaneas. La enfermedad puede progresar a formas graves,
caracterizada principalmente por choque que se caracteriza por Aumento de la
permeabilidad vascular, Disfuncidn miocardica, Deshidratacién, Falla multiorganica,
dificultad respiratoria y/o dafo grave de 6rganos y muerte. En el presente estudio se
reconstruyd un arbol filogenético escalado por fecha de colecta y una red de haplotipos
para inferir las relaciones evolutivas y de dispersion de secuencias de DENV, se
determinaron los patrones de dispersidn y se identificaron a nivel de genoma completo
los codones que evolucionaron bajo seleccion natural para los cuatro tipos del virus. Los
resultados mostraron que las cepas DENV-1 y DENV-2 del virus DENV son los que
presentan mayor diversidad genética y una mayor cantidad de sitios bajo seleccion
natural positiva, lo que podria indicar que tuvieron mas eventos de introduccién al pais,
sin embargo, también se observan sefales de seleccién natural negativa. La actual
reemergencia de DENV-3 se ve reflejada en los resultados de nodos ancestrales, donde
se observan muestras provenientes del continente asiatico formando un nodo ancestral
del que se origina, y a muestras de la region sur del continente americano como un nodo
ancestral cercano. En cuanto al tipo DENV-4 se observa que presenta una diversidad
genética y geografica menor ya que se asocia mayormente a su ciclo selvatico. Estos
hallazgos tienen importantes implicaciones para la vigilancia epidemioldgica,
comprensidon de los mecanismos de evolucion del virus que puede seguir contribuyendo
en el desarrollo de vacunas y trabajar en mejores estrategias de control del DENV en

México.
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Introduccion

Los arbovirus son virus transmitidos por un vector artrépodo hematéfago infectado, lo que
provoca brotes de estas enfermedades principalmente en las regiones tropicales del
mundo (Wallau, 2023). Entre los arbovirus mas importantes actualmente se encuentran
los virus de la familia Flaviviridae y pertenecientes al género Orthoflavivirus, los cuales
son virus de ARN monocatenario de sentido positivo. A esta familia pertenecen algunos
de los patdogenos humanos mas importantes, como los virus del dengue (DENV1-4), la
fiebre amarilla (YFV), Nilo Occidental (WNV) y el virus Zika (ZIKV) (van Leur et al., 2021).

Aunque los ciclos de transmision de estas enfermedades ocurren principalmente en
ambientes selvaticos, la amplia distribucién geografica de los vectores artropodos facilita
su contacto con las poblaciones humanas lo que contribuye a la amenaza global de las

infecciones por Orthoflavivirus (van Leur et al., 2021).

ElI DENV es un Orthoflavivirus conocido por ser el causante de una enfermedad febril que
lleva el nombre de fiebre por dengue, la palabra "dengue" proviene de la frase en suajili
ka-dinga pepo, que describe esa enfermedad como "ataque repentino (calambre o
estremecimiento) provocado por un “espiritu malo”. Uno de los primeros reportes de esta
enfermedad data de enciclopedias chinas (265-420 D.C) en donde se conocia como
“agua venenosa’, ya que se pensaba que la enfermedad se relacionaba con insectos
voladores asociados al agua (iO, 2023). Coloquialmente se le ha llamado “fiebre
quebrantahuesos”, término acufiado por Benjamin Rush ya que una de sus principales

sintomatologias es el fuerte dolor articular y muscular.

Fiebre por Dengue

La infeccion por alguno de los cuatro tipos del virus del dengue (DENV1-4) puede ser
asintomatica o sintomatica, y sus manifestaciones clinicas incluyen fiebre, que se puede
presentar junto a un fuerte malestar en la cabeza, molestias detras de los ojos, dolores
musculares y articulares, asi como enrojecimiento cutaneo. La afeccion puede

evolucionar hacia etapas mas severas, las cuales se identifican principalmente por

13



colapso circulatorio, problemas respiratorios y/o dafo significativo a 6rganos (OPS,
2018). Las formas en que se puede presentar la enfermedad son las siguientes: dengue

sin signos de alarma, con signos de alarma y dengue grave. Las diferencias entre estos

cuadros clinicos se muestran en la Figura 1.
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Figura 1. Clasificacion de la gravedad del dengue por la OPS/OMS. Imagen tomada de OPS,2018.

Disponible en: https://www.paho.org/es/documentos/diagrama-clasificacion-modificada-gravedad-dengue-
jpg
En la actualidad no existe un tratamiento especifico para la infeccién por dengue, de tal

manera que el monitoreo médico es muy util durante la etapa de infeccidén para controlar

la sintomatologia y ayudar con la recuperacion del paciente.
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La infeccion con un tipo de dengue no produce inmunidad de por vida contra la reinfeccion
por parte de los otros tipos de este virus, pero proporciona inmunidad temporal y parcial
contra éstos. La mayoria de las reinfecciones subsecuentes se reportan en regiones
hiperendémicas como Asia Sudoriental, el Pacifico Occidental y América Centro y Sur,
donde circulan los cuatro tipos del virus, estas zonas se caracterizan por tener
temporadas de lluvias y ambientes calidos que le permiten al vector reproducirse
ampliamente (Fig.2) (CDC, 2024).

. Frequent or continuous dengue risk

Sporadic or uncertain dengue risk

No evidence of dengue risk

Figura 2. Mapa mundial de las frecuencias de riesgo de infeccién por Dengue. Imagen tomada de
CDC,2024. Disponible en: https://www.cdc.gov/dengue/es/areas-with-risk/areas-con-riesgo-de-
dengue.html

Transmision

Los arbovirus se caracterizan por circular en dos ciclos; el ciclo selvatico, en el cual el
virus es transmitido entre primates no humanos, mosquitos selvaticos, aves, roedores y
otros mamiferos no primates, este ciclo de transmision es el origen a partir del cual se

establece el ciclo de transmision urbano en el que participan los humanos y los mosquitos

15



que habitan en regiones rurales o urbanas. En condiciones apropiadas, puede ocurrir una
transicion del ciclo enzodtico (permanece presente la enfermedad en una poblacién
animal de forma constante) o epizodtico, en los que pueden ocurrir transmisiones
esporadicas a los humanos, al establecimiento de un ciclo humano-mosquito-humano
que se ha observado en virus como el DENV, CHIKV y ZIKV, la relacion entre estos ciclos

de transmision se muestra en la Figura 3 (Weaver et al., 2021).

c a b

Direct spillover from Secondary amplification
enzootic cycles in domesticated animals

Human—vector-human (also
sexual, vertical human-human
transmission for ZIKV)

. AT

Human-amplified cycle Enzootic cycle Epizootic cycle

i AN

(.

| WNV, WEEV VEEV

A aegypti
A albopictus

| CHIKV, DENV, ZIKV, YFV \

Figura 3. Ciclos de transmision de los arbovirus. Imagen tomada de Weaver et al., 2021.

El ciclo de transmision selvatica para el DENV tiene lugar en los entornos selvaticos del
sudeste asiatico y Africa occidental donde los principales vectores son Aedes (Ae.)
luteocephalus, Ae. furcifer y Ae. taylori, mientras que en el ciclo de transmision urbano

los vectores mas comunes son Ae. aegyptiy Ae. albopictus.

El virus DENV se transmite al humano por la picadura de un mosquito hembra infectado.
La transmision transovarica que ocurre verticalmente de los mosquitos a su descendencia

es esencial para mantener los ciclos de transmision humana y selvatica durante las
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estaciones secas o los periodos interepidémicos. Por consiguiente, eliminar el DENV
representa un reto por la complejidad en su forma de propagacién. Se han mencionado
métodos de transmision que no dependen de vectores, tales como la transfusion
sanguinea, el trasplante de médula y la propagacion durante el parto y en el periodo
perinatal; no existen pruebas que indiquen que el DENV se transmite por el semen, a
diferencia del ZIKV (Harapan et al., 2020).

El proceso de infeccion de los arbovirus en los mosquitos se puede dividir en tres partes:

adquisicion, diseminacion y transmision, como se muestra en la Figura 4.
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Figura 4. Etapas de la infeccidon por arbovirus en el mosquito. Imagen tomada de S. C. Weaver et al.,
2021.

La infeccién de las células epiteliales del intestino medio del mosquito ocurre tras la
ingestion de sangre infectada de un vertebrado virémico, después de la infeccion y
replicacion en las células del intestino medio, el arbovirus se disemina al hemocele,
accediendo a diversos organos y tejidos diana secundarios, como el cuerpo graso, las
neuronas y los musculos, que favorecen la replicacion y pueden potenciar la infeccion de
las glandulas salivales. Después de la replicacion en las células acinares de las glandulas
salivales y la diseminacidon hacia las cavidades apicales, la transmision puede ocurrir
posteriormente durante una ingestion de sangre cuando se inyecta saliva durante el
sondeo y la alimentacion del mosquito en los vasos sanguineos. Estas diseminaciones

son vistas como cuellos de botella que sufre el virus durante su replicacién y van a
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depender del titulo de la infeccién inicial y de la diversidad genética de la poblacion del

virus (Weaver et al., 2021).

Epidemiologia

En la literatura, uno de los registros mas antiguos del dengue proviene de una
enciclopedia médica china que data del afo 992 a. C en la cual mencionan una
enfermedad con sintomatologia parecida a la de dengue. En 1789, Benjamin Rush
presentd el primer informe de caso y acuid el término "fiebre rompehuesos" para los
sintomas de dolor de huesos y musculos; ademas, existe la hipotesis de que entre los
siglos XIX 'y XX, el virus probablemente se propagd por los trépicos y subtrépicos (Salles
et al., 2018).

En Asia, se tienen reportes de que los cuatro tipos de dengue circulaban de manera
endémica desde la década de los 60’s, siendo las regiones de India, Sri Lanka, Pakistan,
Tailandia, Malasia, Taiwan, Vietham, China e Indonesia las mas afectadas. En Sri Lanka
se notific6 en 1989 el primer brote importante de dengue asociado con el tipo 3 y
actualmente sigue siendo el tipo predominante en esa region. En China y Tailandia el tipo

2 es el mas predominante, mientras que los tipos 1y 3 cocirculan intermitentemente.

En la regiébn de América, la introduccion del virus de dengue se estima fue
aproximadamente de 1600 a 1946 (Brathwaite Dick etal., 2012), siendo el brote
epidémico de dengue hemorragico en 1981 en Cuba, y el ocurrido entre 1989 y 1990 en

Venezuela los que detonaron la permanencia del virus en esta area geografica.

Salles y colaboradores mencionan en su investigacion que durante el periodo 2011-2017,
se observo un nuevo brote causado por el gran movimiento de personas provocado por
cuatro eventos deportivos mundiales suscitados en ese periodo, los Juegos
Panamericanos de 2011 en Guadalajara (México), la Copa Confederaciones de 2013, el

Mundial de Futbol de 2014 y los Juegos Olimpicos de 2016, todos ellos en Brasil.

El 2019 fue un afio crucial ya que se registré el mayor numero de infecciones por dengue
en todo el mundo, mas de 3,1 millones de casos en América y, por primera vez, también

se registraron casos de dengue en Afganistan. Sin embargo, el impacto de estas
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Casos

10M

infecciones en el afio siguiente, 2020, no ha sido bien documentado debido a la pandemia
de COVID-19 (N Sirisena et al., 2021).

En 2022 también hubo un repunte en el numero de casos de dengue tipo 2, notificandose
2,811,433 personas infectadas. A finales del afo 2023 y principios del 2024 se dio la
reaparicion del DENV-3, el cual no habia circulado en la ultima década, junto con el
aumento de la poblacion vulnerable (Nifios menores de 7 afios, embarazadas y adultos
mayores con alguna enfermedad cronica degenerativa) surgié un aumento en los casos
notificandose 13,034,758, de los cuales solamente 22,724 fueron clasificados como
graves, lo que representa el 0.17% del total. 8,244 de estos casos derivaron en la muerte
estableciendo una tasa de letalidad del 0.063%. En lo que va del afio 2025, 23 paises y
territorios de la region de América reportaron un total de 238,659 casos, la mayoria
concentrados en Brasil (87%), Colombia (5,6%), Nicaragua (2,5%), Peru (2,5%) y México
(2,5%). De estos casos, 263 fueron graves y se registraron 23 muertes (Naciones
Unidas,2025).

Casos de Dengue

Year

Figura 5. Casos de Dengue en América. Adaptado de la Organizacién Panamericana de la Salud.
PLISA Plataforma de Informacion de Salud para las Américas, Portal de Indicadores de dengue.
Washington, D.C.: OPS; 2024. Citada el 12 de febrero de 2025. Disponible en:

https://www3.paho.org/data/index.php/es/temas/indicadores-dengue.html
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Clasificacion de DENV

El virus del Dengue se clasifica en cuatro serotipos antigénicamente distintos DENV-1,
DENV-2, DENV-3 y DENV-4 los cuales a su vez se dividen en genotipos con una
divergencia en su secuencia de nucleotidos menor al 6% y generalmente muestran
distribucion geografica distinta (Abeygoonawardena et al., 2024). Se piensa que cada uno
de los cuatro serotipos de DENV se origind a partir de su propio ciclo selvatico y por lo

tanto se originaron a partir de eventos zoonéticos independientes (Yu & Cheng, 2022).
Estructura del DENV

Los viriones del dengue son esféricos y se caracterizan por una superficie relativamente
lisa, con un diametro de aproximadamente 50 nm, una capa externa de proteina bien
organizada en la superficie de una bicapa lipidica y un nucleo interno de nucleocapside
(Kuhn et al., 2002). Estos virus tienen un genoma de RNA de cadena sencilla de polaridad
positiva de 10.7kb, el cual consta de un marco de lectura abierto (ORF) que codifica para
una poliproteina. El viridn se caracteriza por estar conformado por una membrana lipidica
(obtenida de las células del huésped), sobre la cual se insertan las proteinas de
membrana y de envoltura. El interior del virus contiene el complejo riboproteico
conformado por la proteina de la capside y el genoma viral (Velandia & Castellanos,
2011).

Membrane (M)

Envelope (E)

Capsid (C)

Figura 6. A) Virion del dengue envuelto y esférico con diferentes proteinas estructurales y B)

Estructura criomicroscépica del DENV-4. Imagen tomada de Roy & Bhattacharjee,2021.
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Proteinas estructurales y No-estructurales

La traduccién del genoma viral produce una poliproteina que es procesada y da lugar a
diez proteinas (Fig. 7). Tres de estas corresponden a proteinas estructurales, llamadas
capside (C), premembrana o membrana (prM/M) y envoltura (E), que permiten la union,
entrada, ensamblaje y secrecion del virus. Las otras siete son proteinas no estructurales
(NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) las cuales son responsables de la
replicacion del RNA viral, asi como de otros eventos relacionados con la infeccion viral
(Mo et al., 2018).
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Figura 7. Estructura y distribucion de la poliproteina del DENV. Imagen obtenida de

https://viralzone.expasy.org/24.

Las funciones y caracteristicas de cada una de las proteinas del DENV se muestran en
la tabla 1.
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Tabla 1. Funciones de las proteinas virales del DENV (Harapan etal., 2020) y (Velandia &

Castellanos, 2011)

Proteina de la Capside (C)

Proteina homodimera de 100 residuos de aa, que contiene
cuatro regiones a-helicoidales y un dominio N-terminal
intrinsecamente desordenado. Su funcién principal es estar

involucrado en la encapsidacién del genoma.

Proteina prM/M

La proteina prM consta de 166 residuos aa, mientras que la
proteina M consta de 75 residuos aa. Funciona como una
estructura similar a una tapa que protege al péptido de fusion
E de sufrir una fusiéon prematura antes de la liberacion del

virus.

Proteina de Envoltura (E)

Proteina de fusion de membrana dimérica N-glicosilada de
clase Il con 493-495 residuos aa (53 kDa). En el DENV
maduro, la E se encuentra en forma de 90 homodimeros que
se apoyan sobre la superficie del DENV formando una capa
proteica "lisa". Cada una de las subunidades monoméricas
estd compuesta por tres dominios distintos (I, 1l y Ill). Su
funcion es mediar la union y fusion del virus a la membrana de
la célula huésped (dominio Ill) y es responsable de la
determinacién del rango de huésped, el tropismo y la virulencia
(dominio III).

NS1

Proteina anclada en glicosilfosfatidilinositol (GPI) dimérica de
46 kDa, 354 aa que existe tanto en forma intra como
extracelular. Se caracteriza por encontrarse en el citoplasma
en forma de dimero y hexamero asociada a las membranas
intracelulares o de forma soluble para participar en el proceso
replicativos y puede estimular el sistema inmunitario inhibiendo

la activacién del complemento.

NS2A

Proteina de 218 residuos de aa, 22 kDa. Se caracteriza por
tener 5 dominios transmembrana y es importante porque
participa en la coordinacion del cambio entre el
empaquetamiento y la replicacion del ARN y el antagonismo
del interferdn (IFN).

NS2B

proteina con un residuo de 130 aa (14 kDa) y es una proteina
asociada a la membrana.Su funcién es unirse a NS3 para
formar el complejo de proteasa DENV y actia como cofactor
en la activacion estructural de la serina proteasa DENV de
NS3.
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NS3 Proteina de 618 aa (70 kDa). El dominio de la proteasa se
encuentra en el extremo N (residuos 1 a 180), mientras que el
dominio de la helicasa se encuentra en los residuos 180 a 618.
Proteina multifuncional con actividad enzimatica de serina
proteasa similar a la quimotripsina, helicasa de ARN vy
trifosfatasa de ARN (RTP/NTPasa). La NS3 participa en la
escision de la poliproteina DENV, asi como en la replicacion
del ARN.

NS4A Proteina hidrofébica que consta de 150 aa (16 kDa). Induce

alteraciones de la membrana que son importantes para la

replicacion del virus.

Péptido 2K Consta de 23 aa. Fundamental para la regulacién de NS4A en
las membranas del RE
NS4B Proteina hidrofébica que consta de 245-249 aa (27 kDa).

Ayuda a la replicacién del ARN viral a través de su interaccion

directa con la NS3 y bloquea la transducciéon de sefiales
inducida por IFN.

NS5 Proteina de 900 residuos de aa (104 kDa) y la proteina DENV
mas conservada. El dominio de la metiltransferasa se

encuentra en los residuos 1 a 269, mientras que la ARN
polimerasa dependiente de ARN se encuentra en los residuos
270 a 900. Actividad de Metiltransferasa y RNA polimerasa
dependiente de RNA.

Ciclo Replicativo del DENV

El ciclo replicativo del DENV comienza con la interaccion del viribn y sus receptores
especificos. El virion ingresa a la célula mediante un proceso denominado “endocitosis
dependiente de clatrina” y transportado a través de endosomas. Los cambios de pH
dentro del endosoma provocan modificaciones en la estructura que facilitan la fusion de
la envoltura lipidica del virion con la membrana del endosoma, permitiendo asi la
decapsidacion de la nucleocapside y la liberacion del material genético en el citoplasma.
Este material genético se traduce en el reticulo endoplasmatico rugoso. La replicacion

del genomay el ensamblaje se producen en vesiculas dentro del reticulo endoplasmatico.
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Los viriones aun no maduros son trasladados a través de la via de secrecidn constitutiva,
pasando por el aparato de Golgi hasta llegar al espacio extracelular, donde se lleva a
cabo la maduracion final de las particulas virales gracias a la furina. Los viriones
completamente maduros son enviados mediante exosomas hacia el exterior de la célula
junto a la proteina hexamérica NS1 (Viettri et al., 2022) o, alternativamente, en forma de
autofagosomas, envolviendo una bicapa lipidica que proviene del huésped, formando

cuasiespecies (van Leur et al., 2021). Un diagrama ilustrativo del ciclo de replicacién se

presenta en la figura 8.
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Figura 8. Ciclo de vida de los Flavivirus. Imagen tomada de Van Leur et al., 2021.
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Antecedentes Particulares

Debido a la baja precision de las RNA polimerasas que son indispensables para los
procesos de diversidad y variabilidad genética de los virus de RNA como el DENV, unos
de los procesos clave en estos procesos evolutivos es la seleccidn natural que permite
seleccionar las mejores combinaciones genéticas en relacion con el entorno donde se
desarrolla el organismo, debe existir variabilidad genética que permita la generacién de
genotipos diferentes y que ningun organismo sea igual al otro. Igualmente, la deriva

genética puede aleatoriamente cambiar la frecuencia de ciertas variantes

La alta tasa de error en la replicacion del virus origina variantes de un solo nucleétido
(SNV) en las secuencias virales, dando lugar a un aumento en la diversidad gendémica
intra-hospedero. La diversidad gendmica de las poblaciones virales permite la accion de
los mecanismos de seleccion positiva, negativa, efectos fundadores y de cuello de botella
(Solis Vidal, 2022).

Algunos factores que aumentan la variabilidad genética, son:

e Mutaciones: errores azarosos en la secuencia del DNA que se producen al
momento de la replicacion de las células germinales o somaticas. Entre algunos
tipos de mutaciones se encuentran las inserciones, deleciones, sustituciones, o
mutaciones con cambio de sentido.

e Recombinacion genética: evento mayoritariamente aleatorio de segmentacion y
reconformacion de los cromosomas en la generacion de células gaméticas durante
la meiosis.

e Flujo genético: intercambio de genes entre poblaciones diferentes.

e Migracion: intercambio de individuos en poblaciones naturales.

Efecto fundador y cuello de Botella

Un desafio critico para la supervivencia de los arbovirus esta representado por las
barreras anatomicas que se encuentran especialmente en el vector y participan en la
diseminacion viral las cuales resultan en cuellos de botella poblacionales repetidos, que
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reducen fuertemente el numero de particulas virales disponibles para mantener la
infeccion y permitir la transmisién. Los efectos fundadores suelen ocurrir posterior a un
cuello de botella poblacional, por ende, son una forma de deriva genética ya que el
cambio en las frecuencias de genotipos no esta moldeada por la seleccion natural sino
por cambios aleatorios como por ejemplo las altas tasas de mutaciones que pueden dejar

vulnerables a los arbovirus a la deriva genética (Weaver et al., 2021).

>

Founder effect

Mutant swarm
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viraemia; new population with
randomly derived genetic
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sequence)
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Figura 9. Impactos de los efectos fundadores y los cuellos de botella poblacionales en la evolucién
de los virus transmitidos por artréopodos amplificados por humanos. Imagen tomada de S. C. Weaver
etal., 2021.
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Tipos de Seleccion

Los tipos de seleccion natural a nivel genémico pueden inferirse utilizando valores dN/dS
(sustituciones no sinénimas/sinénimas) de los datos de secuencia. Un valor dN/dS
promedio de 1 indica que las mutaciones sindnimas son tan selectivamente neutrales
como las mutaciones no sinénimas. Un valor dN/dS >1,0 es consistente con la seleccion
positiva en la mayoria de las mutaciones. Un valor dN/dS <1,0 indica una seleccion

purificadora en la mayoria de las mutaciones no sinébnimas (Costa et al., 2012).

En el caso del DENV, los valores de dN/dS son de aproximadamente 0,06 a 0,07 y el
patron de seleccidn natural es similar entre los virus del dengue selvaticos y los
endémicos urbanos, sugiriendo la ocurrencia de seleccion positiva a nivel de su genoma.
Amir y colaboradores en el 2021 llevaron a cabo un estudio en el que compararon las
filogenias basadas tanto en nucleétidos como en aminoacidos del genoma de DENV-3 y
se percataron que las regiones de los genes PrM/M, NS1, NS2B y genes NS3
presentaban una alta variabilidad, aunque algunos de los genes como NS4A, NS4B y

NS5 no mostraron una variacion significativa.

En un analisis realizado en México, enfocado solamente a los tipos 1 y 2 de Dengue
(Rodriguez-Aguilar et al., 2022), en el que se estudiaron los genomas reportados entre
2012-2013 y en que se centraron unicamente en las secuencias de los genes E, NS2A y
NS5 determinaron que en DENV-1 habia 107 mutaciones, de las cuales el gen E presento
28 mutaciones sindnimas, NS2A presentd 24 mutaciones sindbnimas y 4 no sinénimas y
en el gen NS5 se detectaron 37 mutaciones sinénimas y 14 no sindbnimas. De estas
mutaciones, 18 dieron como resultado cambios de aminoacido: cuatro en NS2A (L91I,
FO3L, N118S, Q141H) y 14 en NS5 (D554E, 1555F, V577L, V603G, E615D, V616,
G626E, P630S, S631N, E640G, L643F, D644N, T678I, V6861). Las secuencias de DENV-
2 mostraron 72 mutaciones que se distribuyeron de la siguiente manera, en la region del
gen E hubo 15 mutaciones sindnimas y 7 no sinonimas, en NS2A se encontraron 20
mutaciones sinonimas y 4 no sindénimas y en NS5 detectaron 19 mutaciones sinbnimas y
7 no sindnimas. De estas mutaciones, 18 dieron como resultado cambios de aminoacido,
siete en el gen E (T115A, V1291, A150V, K163R, S169P, T1761, E184K), cuatro en NS2A
(V38A, T45S, T63A, 1108T) y siete en NS5 (Y516H, E520D, G522D, M551K, V552,

M556V, R595K).
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Las mutaciones en las proteinas de los genes NS2A y NS5 se encontraban en muestras
de todo el pais permitiendo identificar huellas de seleccion, sin embargo, aun se

desconoce la posible importancia biolégica de muchas de estas mutaciones.

Seleccion Positiva-Diversificadora

La seleccion positiva no parece ser un factor importante en la evolucion del virus de
dengue dado que las tasas de sustitucion de nucleétidos son homogéneas entre los tipos,
en caso de ocurrencia de seleccion positiva se esperaria que estas tasas se diferenciaran
entre los diferentes tipos del virus. Una serie de estudios ejemplifican la idea de que la
seleccidn positiva era responsable de la aparicion de un linaje epidémico de DENV en
Puerto Rico. Asi como la asociacion de una mutacion (A811V) en la proteina del gen NS5
de DENV en el clado Il de los genotipos asiatico-americanos de DENV-2 de una epidemia
en Peru, pero no estuvo acompafnada por un aumento de la replicacion “in vitro”. Estos
son ejemplos de seleccidon positiva ya que dichos sitios pueden estar involucrados en
mecanismos de evasion del sistema inmune del hospedero o en sitios de interaccién

proteina-proteina (Yu & Cheng, 2022).

Igualmente, se ha identificado que la proteina del gen NS7 se ha encontrado bajo
seleccidon positiva durante los procesos involucrados en mecanismos de evasion del
sistema inmune del hospedero o en sitios de interacciéon proteina-proteina, como
menciona (Farooq et al.,, 2023) en los resultados obtenidos NS7 presenta 430
interacciones con las proteinas humanas como HBA1 y UBE2I, ademas se encontro
asociaciéon con 7 proteinas virales, y se encontré que 3 proteinas humanas (CSNK2A1,
RRP12 y HSP90AB1) interactuan con 6 proteinas virales.

Por otro lado, Mo y colaboradores en el 2018 encontraron mutaciones en aminoacidos
en regiones conservadas de la proteina E como E 383: K (Lys) — N (Asn) y E 391 R (Arg)
— K (Lys), los cuales podrian estar relacionados con la gravedad de la enfermedad de
DENV-3.
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Seleccion Negativa-Purificadora

La seleccion purificadora garantiza que las mutaciones deletéreas no puedan apoderarse
de una poblacion y que cualquier estructura mejorada, una vez fijada en una poblacion,
se mantenga mientras sea necesaria., asegurando la viabilidad del virus y conservando
funciones esenciales por ende la diversidad genética presente en DENV revela que la
dinamica evolutiva a corto plazo se caracteriza por una rapida renovacion de los
genotipos y linajes que puede estar asociado a nuevos brotes y manifestaciones mas

graves de la infeccidn por el virus.

El DENV esta sujeto a una seleccion purificadora constante a medida que cambia entre

vectores y huéspedes vertebrados de ahi el gran numero de brotes (Yu & Cheng, 2022).

Evolucion del DENV

La evolucion del DENV esta impulsada por una fuerte presion de seleccion negativa, con
un papel menor desempefiado por la presion de seleccion positiva. Varios estudios han
estimado la tasa de sustitucidn de nucledétidos del gen E del DENV, y si bien esta tasa es
variable entre los serotipos, los cuatro evolucionan a aproximadamente 7,6 x 10 -4
sustituciones/sitio/afo, mas lento que otros virus de ARN (Stica et al., 2022). Como se
menciono anteriormente, el virus esta igualmente clasificado en genotipos que tienen una
divergencia no mayor al 6% dentro una region genomica y se con distribucion geografica

diferenciada como se muestra en la figura 10.

La teoria principal sobre la aparicion del DENV menciona que se originé en Asia por ciclos
de replicacion selvatica involucrando uno de los vectores con mayor competencia como
lo es Ae. albopictus. Segun Tabachnick en 2016, el origen del DENV ocurri6 hace
aproximadamente 1000 afos, la transferencia zoonética a los humanos hace 125 a 320
afnos y la diversidad dentro de los cuatro tipos en el siglo pasado. La diversificacion de
los aislados de virus dentro de los tipos probablemente ocurrié en los ultimos 100 a 300

afos, dependiendo del tipo.
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Figura 10. Tipos y genotipos del virus Dengue. Imagen tomada de Tabachnick, 2016.

Katzelnick y colaboradores en 2021 mencionaron que los analisis filogenéticos indican
que los eventos de reemplazo de genotipo, definidos como la desaparicion de un linaje
viral previamente comun en una ubicacion dada y el aumento en la presencia de un linaje
relacionado a este, pueden ser impulsados por la seleccion natural, aunque los cuellos
de botella poblacionales son una explicacion alternativa ya que al reducir fuertemente el
nuamero de particulas virales disponibles para mantener la infeccion y permitir la

transmision pueden dar paso a mutaciones ventajosas para el nuevo linaje.

Sin embargo, los mecanismos subyacentes al recambio de genotipo/linaje de DENV
siguen siendo poco comprendidos ya que se han centrado mayormente en el papel
fundamental de la seleccion natural. Algunos estudios han sugerido que estas dinamicas
son el resultado de eventos aleatorios, como la deriva génica. Por el contrario, otros
estudios proponen que este recambio surge de diferencias en la aptitud viral, como una
mayor viremia en humanos o una mayor transmisibilidad en mosquitos. El aumento del
titulo viral (mayor cantidad de particulas virales) en el intestino medio del mosquito se
asocia con una mayor eficiencia de diseminacion, lo que sugiere una mayor tasa de
transmision viral y/o un periodo de incubacion extrinseca mas corto. A pesar del complejo
patron epidemiologico del dengue, el recambio de genotipos y linajes DENV se observa
en todas las regiones afectadas independientemente de su estado epidémico, endémico

o incluso hiperendémico (O’Connor et al., 2021).
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Diversidad del DENV en América

Los cuatro tipos de dengue circulan a lo largo de las Américas y en algunos casos
cocirculan simultaneamente pero el tipo de virus predominante ha ido variando a lo largo

del tiempo.

Hernandez-Garcia y colaboradores en una publicacion del 2020 mencionan que los
diferentes tipos del virus del dengue surgieron en América a partir del DENV-1
aproximadamente en 1977. En 1981, aparecieron el DENV-2 y el DENV-4, y en 1994,
surgio un nuevo genotipo DENV-3. Estos avances dieron lugar a un cambio de la no
endemicidad o hipoendemicidad a la hiperendemicidad y, en ultima instancia, al brote

mas agudo de dengue, reportado entre 1981 y 1997 en 24 paises americanos.

Brathwaite Dick y colaboradores en 2012 describieron una historia de brotes de DENV
desde 1600 hasta 2010, también mencionan que entre 1947 a 1970 se generd un plan
continental para la erradicacion de Ae. aegypti con lo cual se logro la erradicacion exitosa
del mosquito en 18 paises continentales, sin embargo, posteriormente se registro re-
infestacion por Ae. aegypti (1971-1999) asi como un aumento en la dispersion de este
mosquito y por ende, la circulacion del DENV (2000-2010) caracterizada por un marcado

aumento en el numero de brotes.

Diversidad del DENV en México

Rodriguez-Aguilar y colaboradores mencionan que uno de los registros mas antiguos de
DENV en México fue un brote de DENV-1, el cual aparecié en 1978 en la costa oriental
de México. DENV-2 se introdujo en 1981, seguido por DENV-4 en 1982 y DENV-3 en
1995. DENV-2 predominé del 2000-2005, posteriormente fue DENV-1 de 2006-2010, en
los afos siguientes hubo mayor cantidad de casos de DENV-2, pero en el final del 2023

se identificd un aumento en los casos de DENV-3.

Los estudios filogenéticos han permitido establecer que los genotipos | y Il del DENV-3
son los causantes de la mayoria de las infecciones por este tipo viral, ademas se ha

sugerido que pueden llegar a ser brotes de dengue hemorragico (Amir et al., 2021).
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Araujo y colaboradores basandose en secuencias del gen de la proteina E determinaron
que los genotipos |, Il y Il han evolucionado de forma independiente en Indonesia,
Tailandia y Sri Lanka, respectivamente, durante los ultimos 30 a 40 afos y éstos se
volvieron ancestros de linajes de dengue que posteriormente se extendieron por todo el
mundo. La expansion del genotipo Ill de DENV-3 probablemente proveniente de Sri
Lanka a América parece haber llegado a México y este se volvio el lugar desde donde se
disemind este genotipo a otros paises como Venezuela, Peru, Ecuador, Bolivia, Brasil y
Paraguay. Los genotipos IV y V no se asociaron con epidemias de dengue hemorragico
y s6lo estan representados por unas pocas secuencias tempranas de América, el Pacifico

Sur y Asia.

Hay muy pocos estudios enfocados en DENV-4 ya que es un tipo con prevalencia baja
en todo el mundo y se propaga con menor rapidez, aunque se menciona que puede ser

que su prevalencia sea todavia mayormente en el ciclo selvatico.

Vacunas contra el Dengue

Si bien no existen tratamientos especificos para curar la enfermedad mas que el soporte
médico y control de los sintomas, las vacunas son un area de investigacion importante
ya que es un desafio el poder brindar proteccién para los cuatros tipos del virus del
dengue. Existen actualmente tres vacunas disenadas contra las infecciones por este
virus, Dengvaxia (CYD-TDV), DENvax (TAKO003) y TV003/TV005 recientemente

autorizadas para su uso clinico, pero con ciertas limitaciones.

CYD-TDV/Dengvaxia es una vacuna basada en una cepa vacunal (17D) del virus de la
fiebre amarilla (YFV) en la que los genes de la premembrana (prM) y la envoltura (E) del
YFV han sido reemplazados por los genes homdélogos de cada uno de los cuatro tipos
del DENV. Esta vacuna es altamente eficaz en nifios de 9 afios o0 mas que han tenido
una infeccion previa por DENV debido al alto riesgo de enfermedad grave en nifios
seronegativos de 2 a 5 anos en regiones endémicas (Torres-Flores etal., 2022;

Kariyawasam et al., 2023)
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Mientras tanto, la vacuna TAKOO3/DENVax se basa en una cepa DENV-2 viva atenuada

(PDK-53-V) en la que los genes de premembrana (prM) y envoltura (E) de YFV han sido

reemplazados por los genes homologos de cada uno de los cuatro serotipos DENV, esta

vacuna ha demostrado una eficacia del 97,7% contra DENV-2 y del 73,7% contra DENV-

1, en ensayos clinicos de fase Ill en América Latina y Asia en nifilos sanos de 4 a 16 afios

con dengue confirmado virolégicamente (Torres-Flores et al., 2022).

Por ultimo, la vacuna TV003/TV005 consiste en una delecion de 30 nucledtidos (172—
143) en el tallo-bucle TL2 del 3'-UTR de DENV-4 y DENV-1, los componentes DENV-2 y

DENV-3 fueron construidos a partir de la estructura principal rDEN4A30, siendo asi una

vacuna viva atenuada y tetravalente de dosis unica que se encuentra en ensayo clinico

fase Ill (Francelino & Puccioni-Sohler, 2024; Torres-Flores et al., 2022).
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Figura 11. Disefio molecular de las vacunas anti-virus del Dengue en desarrollo clinico avanzado.

Imagen tomada de Torres-Flores et al., 2022.

33



Justificacion

Los Orthoflavivirus son virus que actualmente tienen un alto impacto mundial ya que se
ha registrado un alza en el indice de mortalidad por su continua emergencia y
reemergencia. Siendo el DENV miembro de esta familia, el presente estudio es resulta
relevante ya que los analisis filogenético y filogeografico de la diversidad que predomina
en los cuatro tipos del virus del Dengue permitira aportar informacion para identificar los
tipos que estan circulando principalmente en México y proponer su posible via de entrada
a México, asimismo esta informacion permitira comprender si variantes particulares en
las secuencias de los diferentes tipos de virus de dengue han estado bajo seleccion
natural, modificando la adaptabilidad del virus y por ultimo, identificar las variantes

genéticas que se han mantenido en dichas secuencias.

Hipotesis

Los cuatro tipos del virus del Dengue en América presentan variabilidad genética similar

y relacionada con su geografia.
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Objetivos

Objetivo General:

Determinar la filogeografia de los cuatro tipos del virus del dengue en América.

Objetivos Especificos:

1. Obtener los alineamientos de las secuencias de genomas completos para los cuatro

tipos del virus del dengue.

2. Reconstruir las relaciones filogenéticas e inferir los caracteres ancestrales de los cuatro

tipos del virus del dengue en América.

3. Determinar los patrones de dispersion y distribucion geografica por haplotipo de los

cuatro tipos del virus del dengue.

4. Identificar los sitios que han evolucionan bajo seleccion natural positiva y negativa.
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Estrategia Experimental

Estudio filogeogréfico de los cuatro tipos del virus
del dengue en América.

Objetivo 1
Secuencias de Genoma
Completo de los cuatro l

tipos del virus del
Dengue (América)

Secueencias obtenias
en 2024 para tipo de

Obijetivo 2
Reconstruccion de la
filogeografia

Reconstruccion estado
ancestral

DENV
Alineamiento de
secuencias obtenidas y |-=
de base de datos
\
Curado de secuenias
Eliminacién de
p-| Secuencias redundantes <
al 100% y
pertenecientes a cultivo
celular
Obijetivo 3 Alinemiento de
Recontruccion red de secuencias elimiando
haplotipos redundancia al 99%
Y
Objetivo 4

Analisis de mutaciones
(Seleccion natural)

Figura.12 Estrategia Experimental.
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Metodologia

Obtencion de Secuencias

Las secuencias de genoma completo de cada uno de los cuatro tipos del virus del dengue
se obtuvieron de la base de datos EpiArbo del servidor GISAID (https://gisaid.org/) y se

descargaron por separado. Los criterios que se consideraron para la inclusion de
secuencias en este estudio fueron los siguientes: secuencias de genoma completo,
genotipo con mayor cantidad de secuencias en la base de datos para cada uno de los
cuatro tipos de dengue, CDS completo, alta cobertura, datos de colecta completos,
hospedero humano, temporalidad del 2000-2024 y region del continente americano para
DENV-1,2 y 4, en el caso de DENV-3 la region seleccionada fue mundial por su actual
reemergencia después de no circular por mas de una década. Las secuencias que

cumplian con todos los criterios seleccionados se descargaron en marzo de 2024.

Adicionalmente, este analisis considero 4 secuencias de genoma completo de DENV-1,
5 secuencias de DEV-2, 5 secuencias de DENV-3 y 3 secuencias de DENV-4 las cuales

fueron obtenidas de pacientes mexicanos a finales de 2023 y principios de 2024.

Alineamiento de Secuencias

Para cada tipo de DENV se construyeron alineamientos utilizando el programa MAFFTv.7

con la opcidn —add (https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/). El alineamiento se realizd

contra las secuencias de referencia para cada tipo de DENV reportadas por NCBI virus
para DENV-1 (NC_001474.2), DENV-2 (NC_001477.1), DENV-3 (NC_001475.2) y
DENV-4 (NC_002640.1), se anadié como filtro eliminar las secuencias que contuviera
mayor al 1% de posiciones ambiguas y finalmente se elimindé la redundancia de

secuencias idénticas mediante CD-HIT en el mismo programa.

Los alineamientos se visualizaron y editaron manualmente en el programa Aliview
(Larsson, 2014), eliminando las regiones UTR, codones de paro y gaps que generan ruido

en el alineamiento.
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Analisis Filogeografico

El analisis filogeografico se realizé con la finalidad de identificar el patron de dispersion
del virus en la temporalidad del 2000-2024. Para hacer la reconstruccion filogenética se
utilizé el programa IQTREE (Minh et al., 2020), el cual es uno de los softwares de codigo
abierto que se usa con mas frecuencia para la inferencia filogenética utilizando el criterio
de maxima verosimilitud, este software selecciona el modelo de sustitucibn mas
adecuado para los alineamientos. Adicionalmente el arbol resultante se escald por fecha
de colecta y se visualizé con ggtree (Yu et al., 2017) en R version 4.2.1 (R Core Team,
2021), las hojas se colorearon por pais de colecta, el script se encuentra en el anexo.

IQTREE se ejecutd mediante el comando:

$iqgtree -s archivo.fasta -m MF --date TAXNAME

Reconstruccion de Estados Ancestrales

El'lugar de origen mas probable de cada secuencia se infirid mediante una reconstruccion
de estados ancestrales del sitio de toma de muestra usando el software PastML (Ishikawa
et al., 2019) y el formato proporcionado por IQTREE (.nwk) ademas de una tabla en

formato (.csv) con los nombres de los paises y/o regiones de muestreo.

Red de Haplotipos

Con los mismos alineamientos de secuencias procedimos a crear una red de haplotipos
con el proposito de obtener una representacion visual de las relaciones genéticas entre
las secuencias analizadas y el patréon de dispersion del virus, asi como identificar la
agrupacion geografica. Para realizar este analisis, utilizamos el software PopART (Leigh
et al., 2015) con el algoritmo Minimum Spanning Network, en los graficos resultantes los
nodos de la red se colorearon de acuerdo al pais de colecta. El formato del alineamiento
se cambié de .fasta a .py (phylip), por lo que fue necesario reducir el nombre de las

secuencias a 10 caracteres para ajustarse a los requerimientos del software Phylip. Para
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automatizar este proceso se utilizé un script de Python, dicho script se encuentra en el

anexo. El script se ejecutd el mediante el comando:

$phyton modificar fasta.py

Analisis de Seleccion Natural

La identificacion de los sitios que han evolucionado bajo seleccion natural positiva-
diversificadora o negativa-purificadora se utilizé la herramienta FEL (Kosakovsky Pond &

Frost, 2005) que se ubica dentro del servidor Datamonkey (https://www.datamonkey.org/)

(S. Weaver et al., 2018). Debido a las restricciones en el tamafio de los archivos que tiene
el programa FEL se utiliz6 nuevamente CD-HIT aplicando un filtro de 99% de identidad y
asi obtener un alineamiento con menos de 500 secuencias, lo cual es un requerimiento

del programa FEL.
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Resultados

En primer lugar, se descargaron las secuencias de la base de datos GISAID para los

cuatro tipos de DENV y se realizé el alineamiento de las mismas en MAFFT —add

eliminando redundancia del 100% mediante CD-HIT y secuencias que contuviera >1%

de letras ambiguas, alineando con las secuencias de referencia para cada uno de los

tipos del virus del dengue con los numeros de acceso en GENBANK reportados en NCBI

(Ver Tabla 2). Los alineamientos se visualizaron en Aliview (Fig. 13).

Tabla 2. Secuencias para base de datos DENV.

Numero de Secuencias Secuencias Secuencias al
Acceso Base de datos | alineadas y eliminar baja
reducidas en | calidad y cultivo
CD-HIT al celular
100%
DENV-1 NC_001474.2 | 3,637 2806 1720
DENV-2 NC_001477.1 | 845 765 727
DENV-3 NC_001475.2 | 941 726 525
DENV-4 NC_001475.2 | 254 232 213
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Figura 13. Alineamiento de secuencias de genoma completo de DENV-3, base de datos completa y

visualizada mediante Aliview.

Las secuencias se curaron al eliminar aquellas que de acuerdo con los metadatos
indicaron ser procedentes de cultivo celular (células VERO, C6/36, HUH-7, etc.) y

posteriormente se excluyeron las regiones UTR y los codones de paro.

A partir de este procesamiento se obtuvieron cuatro alineamientos correspondientes a
DENV-1 con 1,724 secuencias, DENV-2 con 732 secuencias, DENV-3 con 530
secuencias y DENV-4 con 216 secuencias pertenecientes al continente americano a
excepcion del DENV-3 para el cual se consideraron un conjunto de secuencias a nivel
mundial ya que este tipo viral actualmente presenta una reemergencia y se ha asociado
a cuadros mas severos de la infeccion. Dichos alineamientos consideran las secuencias
que fueron obtenidas de pacientes mexicanos a finales de 2023 y principios de 2024;
estas incluyen cuatro secuencias de genoma completo de DENV-1, cinco secuencias de

DEV-2, cinco secuencias de DENV-3 y tres secuencias de DENV-4.

Dado que cada uno de los cuatro tipos de dengue tiene diversos genotipos, en este

trabajo decidimos realizar los analisis utilizando las secuencias de los genotipos mas
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abundantes en cada caso: el genotipo V con 1,720 secuencias para DENV-1, genotipo Il
727 secuencias para DENV-2, genotipo Ill 525 secuencias para DENV-3 y genotipo Il 213

secuencias para DENV-4.

Reconstruccion Filogeografia

La reconstruccion filogenética de maxima verosimilitud obtenida mediante IQTREE
considerando la fecha de colecta se realiz6 con cada uno de los alineamientos obtenidos,
los arboles resultantes fueron visualizados en R version 4.1.2 (R Core Team, 2021)
usando la libreria ggtree (Yu et al., 2017), donde las hojas fueron coloreadas por pais de

colecta.

Cabe mencionar que las secuencias denominadas México 1 corresponden a las
obtenidas por la base de datos GISAID para cada uno de los tipos de DENV vy las
secuencias denominadas México 2 corresponden a las obtenidas recientemente a partir

de pacientes mexicanos positivos a DENV en 2024.
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Figura 14. Filogenia de maxima verosimilitud del genotipo V de DENV-1 usando el genoma completo.
La figura muestra una filogenia construida con iqtree2 utilizando el modelo de sustitucién
GTR+F+I+R9 escalado por fecha de colecta. Los colores de las hojas del arbol indican el sitio de

toma de muestra.

En la figura 14 se observa en la parte superior del arbol a las secuencias de DENV-1 de
México 2 pertenecientes al genotipo V, estas son las mas recientes y como se aprecia en
el grafico tienen una relacién con las secuencias de Brasil, lo cual nos podria indicar la
introduccion de este linaje de DENV al pais al igual que una relacion cercana y un posible
ancestro en comun entre dichas secuencias que nos ejemplifica como este genotipo del

DENV-1 es el que circula principalmente en América en la actualidad.
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Figura 15. Filogenia de maxima verosimilitud del genotipo Il del DENV-2 usando el genoma
completo. La figura muestra una filogenia construida con igtree2 utilizando el modelo de sustitucion
GTR+F+R5 escalado por fecha de colecta. Los colores de las hojas del arbol indican el sitio de toma

de muestra.

La figura 15 nos muestra la division del genotipo || del DENV-2 en multiples clados de los
cuales podemos identificar en la parte superior a las cinco secuencias de México 2
pertenecientes a este genotipo de DENV, que se agrupan junto con secuencias de Brasil
y Paraguay. Igualmente, las secuencias de México 1, en la parte inferior del arbol,
muestran una relacién con las secuencias de Nicaragua, lo cual nos podria indicar que
en este caso la via de introduccién de este linaje de DENV-2 al pais fue distinta, sin

embargo, no se puede descartar que sea efecto de sesgo en el muestreo.
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Figura 16. Filogenia de maxima verosimilitud del genotipo Ill del DENV-3 usando el genoma
completo. La figura muestra una filogenia construida con igtree2 utilizando el modelo de sustitucion
GTR+F+I+R4 escalado por fecha de colecta. Los colores de las hojas del arbol indican el sitio de

toma de muestra.

En la figura 16 se observa que las cinco secuencias de México 2 pertenecientes al
genotipo Il de DENV-3 tienen una relacion con secuencias de Estados Unidos, lo cual
nos podria indicar la ruta de introduccion al pais desde el norte del continente. Estas
secuencias forman un clado separado de las variantes previamente circulantes en

América, lo que sugiere un evento de reintroduccion reciente.
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Figura 17. Filogenia de maxima verosimilitud del genotipo Il del DENV-4 usando el genoma
completo. La figura muestra una filogenia construida con igtree2 utilizando el modelo de sustitucion
TIM+F+I+G4 escalado por fecha de colecta. Los colores de las hojas del arbol indican el sitio de

toma de muestra.

En la figura 17 se puede identificar una mayor diversidad en las secuencias de DENV-4
en comparacion con los otros tipos de DENV. Las secuencias de México 1 y 2
pertenecientes al genotipo Il de DENV-4 estan relacionadas con muestras de El Salvador,
Paraguay y Brasil, indicando multiples posibles rutas de entrada al pais. La amplia

dispersién de este tipo podria estar asociada con su ciclo selvatico persistente.
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Reconstruccion de estados ancestrales (PastML)

Con el objetivo de conocer los ancestros en comun de las secuencias de DENV, se realizo
un analisis en el programa PastML usando la topologia generada en IQTREE y una tabla

que indica el sitio de muestreo de cada secuencia. Los resultados se muestran a

continuacion en la Fig. 18.

El Salvador 18 Mexico 1 16-18

Brazil 1013

Brazil 219

Figura 18. Reconstrucciéon de estados ancestrales del sitio de toma de muestra mediante PastML
para DENV-1.

En la figura 18 se muestra el origen inferido de las secuencias del genotipo V de DENV-
1 en la cual se muestran tres introducciones importantes procedentes de Brasil,
Venezuela y Nicaragua en la cual se agrupan las secuencias de México 1 dando a

entender que es su posible ancestro comun mas cercano y su posible via de introduccion.
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Figura 19. Reconstruccion de estados ancestrales del sitio de toma de muestra mediante PastML
para DENV-2.

En la figura 19 se puede identificar una introduccién del genotipo Il del DENV-2 general
procedente de Brasil del cual surgen las demas introducciones hacia paises
centroamericanos y sudamericanos. Nicaragua se puede identificar como el ancestro

comun mas cercano para las secuencias pertenecientes a México 1 y México 2.
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Figura 20. Reconstruccién de estados ancestrales del sitio de toma de muestra mediante PastML
para DENV-3.

La figura 20 nos muestra el origen inferido de las secuencias disponibles del genotipo Il
de DENV-3 en donde se observan dos introducciones independientes de Asia al
continente americano. En esta misma figura se pueden observar secuencias mexicanas
en ambos grupos, las cuales tienen a Estados Unidos y Nicaragua como posibles vias de
introduccién al pais y ancestro en comun mas cercano para las secuencias de México 1
y México 2. Estas introducciones independientes refuerzan la idea de que el DENV-3 esta

experimentando una reemergencia global.
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Figura 21. Reconstruccién de estados ancestrales del sitio de toma de muestra mediante PastML
para DENV-4.

En la figura 21 se puede visualizar una distribucion muy diversa en la que las secuencias
de México 1 estan relacionadas con secuencias de Estados Unidos y El Salvador siendo
estos paises su posible via de introduccion al pais. Esto podria sugerir que el genotipo |l
de DENV-4 ha seguido rutas multiples y complejas para llegar a México, posiblemente

influenciado por interacciones entre los ciclos selvatico y urbano.
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Red de haplotipos

Con el objetivo de conocer las variantes genéticas que se han ido heredando, son
compartidas y estan relacionadas geograficamente, se utilizaron alineamientos reducidos
considerando todas las secuencias de genomas completos para cada uno de los tipos de
DENV con el cual se gener6 una red de haplotipos en la que se utilizo el software PopArt
para inferir los patrones de dispersion de dichas secuencias, usando el método de

Minimum Spanning Network.
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Figura 22. Red de Haplotipos de DENV-1 generada en PopArt mediante el método de Minimum
Spanning Network. La red contiene 400 secuencias de genoma completo para el genotipo V del
DENV-1 pertenecientes a paises del continente americano, cada uno de los circulos en el grafico
representa un haplotipo Unico, y su tamaio refleja el nimero de secuencias asociadas a cada
haplotipo. Las diferencias en la secuencia de nucleétidos se muestran a través de marcas de
sombreado que atraviesan las lineas que conectan los haplotipos, donde cada marca de sombreado
indica una variacion de un nucleétido particular. Los circulos mas oscuros y/o centrales sin
etiquetar se utilizan para representar nodos ancestrales que se han inferido en el andlisis. Ademas,

se utiliza un cédigo de colores para identificar el origen de cada haplotipo.

En la figura 22 se puede visualizar que los haplotipos mas frecuentes estan compuestos
mayormente de secuencias sudamericanas (verde) distribuidas a lo largo de toda la red.
Los resultados indican que estas secuencias pueden ser el ancestro comun y origen de
las distribuciones de los demas haplotipos para las secuencias de Centroamérica,
Norteamérica y las secuencias de México 1y 2. En el grafico se puede visualizar a lo
largo de la red una alta variacion en la cantidad de mutaciones presentes en cada

haplotipo sugiriendo multiples eventos de dispersion.
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Figura 23. Red de Haplotipos para DENV-2 generada en PopArt mediante el método de Minimum
Spanning Network. La red contiene 732 secuencias de genoma completo para el genotipo Il del
DENV-2 pertenecientes a paises del continente americano, cada uno de los circulos en el grafico
representa un haplotipo Unico, y el tamafio de estos circulos refleja cuantas secuencias estan
asociadas a cada haplotipo. Las diferencias en la secuencia de nucleétidos se muestran a través de
marcas de sombreado que atraviesan las lineas que conectan los haplotipos, donde cada marca de
sombreado indica una variacién de un nucleétido particular. Los circulos mas oscuros y/o centrales
sin etiquetar se utilizan para representar nodos ancestrales que se han inferido en el analisis.

Ademas, se utiliza un cédigo de colores para identificar el origen de cada haplotipo.

En la figura 23 se puede visualizar la division de los haplotipos del genotipo |l de DEV-2
en cuatro ramas diferentes, aunque el haplotipo mas representativo estd compuesto

mayormente de secuencias sudamericanas, estas predominan a lo largo de toda la red y
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comparten haplotipos con pocas secuencias de México 1, pero también se aprecia una
agrupacion de las secuencias de México 1y las mas recientes correspondientes a México
2 con los haplotipos de las secuencias norteamericanas y centroamericanas, pero se

puede identificar una alta cantidad de mutaciones entre haplotipos.

Figura 24. Red de Haplotipos para DENV-3 generada en PopArt mediante el método de Minimum
Spanning Network. La red contiene 530 secuencias de genoma completo para el genotipo Il del
DENV-3 de cuatro continentes, cada uno de los circulos en el grafico representa un haplotipo tnico,
y el tamaino de estos circulos refleja cuantas secuencias estan asociadas a cada haplotipo. Las
diferencias en la secuencia de nucleétidos se muestran a través de marcas de sombreado que
atraviesan las lineas que conectan los haplotipos, donde cada marca de sombreado indica una
variacién de un nucleétido particular. Los circulos mas oscuros y/o centrales sin etiquetar se codigo

de colores para identificar el pais de origen de cada haplotipo.
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En la figura 24 se pueden visualizar tres grandes grupos de haplotipos, uno que contiene
la mayoria de las secuencias norteamericanas en el cual también se encuentran un
pequeio grupo de haplotipos de secuencias de Asia en los cuales la cantidad de
mutaciones que los separa es muy elevada lo cual nos sugiere introducciones multiples
desde Asia. En este mismo grupo podemos ubicar las secuencias mexicanas mas
recientes perteneciente a México 2, secuencias sudamericanas, africanas y europeas en
las cuales la cantidad de mutaciones es visiblemente menor, lo que indica una

introduccidn mas reciente, aunque con una diversidad genética mayor.

El segundo grupo contiene la mayor cantidad de haplotipos de las secuencias de Asia,
incluyendo las restantes secuencias de Africa, igualmente en este grupo se observa una

alta variacion en la cantidad de mutaciones que las separan.

El tercer y ultimo grupo se aleja del segundo grupo, ya que éste contiene los haplotipos
de las secuencias sudamericanas, el cual posteriormente se une a un grupo de haplotipos
de las secuencias centroamericanas y luego a todas las secuencias de México 1, las

cuales quedan como un grupo aislado.
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Figura 25. Red de Haplotipos para DENV-4 generada en PopArt mediante el método de Minimum
Spanning Network. La red contiene 216 secuencias de genoma completo para el genotipo Il del
DENV-4, cada uno de los circulos en el grafico representa un haplotipo unico, y el tamaino de estos
circulos refleja cuantas secuencias estan asociadas a cada haplotipo. Las diferencias en la
secuencia de nucleétidos se muestran a través de marcas de sombreado que atraviesan las lineas
que conectan los haplotipos, donde cada marca de sombreado indica una variacion de un

nucleétido particular. Los circulos mas oscuros y sin etiquetar se utilizan para representar nodos
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ancestrales que se han inferido en el andlisis. Ademas, se utiliza un cédigo de colores para

identificar el pais de origen de cada haplotipo.

En la figura 25 se pueden visualizar los dos grupos que se forman con las secuencias de
DENV-4 observando que el haplotipo mas representativo esta compuesto mayormente
de secuencias sudamericanas (verde) ubicadas a lo largo de toda la red. Se pueden ver
haplotipos unicos pertenecientes a cada region y se puede visualizar igualmente diferente

cantidad de mutaciones entre haplotipos.

Los haplotipos unicos de México 1 y México 2 muestran conexiones con secuencias
centroamericanas y norteamericanas, reflejando una dispersién geografica limitada, pero

con algunos puntos de entrada claros.
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Analisis de Seleccion Natural (FEL)

Se utilizaron los alineamientos de genoma completo para cada uno de los cuatro tipos de
DENV a los cuales se les aplico mediante MAFFT, CD-HIT al 99% para obtener
alineamientos con menor cantidad de secuencias cuyos resultados se muestran en la

tabla 3 en donde se observa la cantidad de secuencias resultantes.

Tabla 3. Secuencias para FEL.

Alineamientos Reducidos al 99%

mediante CD-HIT
DENV-1 1724 186
DENV-2 732 260
DENV-3 530 500
DENV-4 216 216

Los resultados obtenidos del analisis de seleccion natural para cada uno de los tipos de

DENV se encuentran en las siguientes tablas:
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Tabla 4. Resultados obtenidos en el analisis de seleccién natural en FEL para DENV-1.

Codoén Alpha Beta Alpha=Beta | LRT p-value | Longitud | Clase

total de la

rama
10 0.000 2104 |1.128 4.962 0.0259 Diversificadora

2.926
70 0.000 0.985 | 0.608 3.877 0.0489 | 1.472 Diversificadora
335 0.000 0.697 | 0.446 3.532 0.0602 |1.157 Diversificadora
674 0.718 3.826 | 2.950 3.767 0.0523 | 7.656 Diversificadora
921 0.342 1.835 | 1.196 3.542 0.0598 |3.103 Diversificadora
950 0.000 1.038 | 0.665 4.460 0.0347 | 1.727 Diversificadora
1159 0.000 0.454 |[0.197 3.308 0.0689 |0.512 Diversificadora
1178 0.000 0.663 | 0.423 3.223 0.0726 | 1.099 Diversificadora
1590 0.000 0.617 | 0.411 3.241 0.0718 | 1.068 Diversificadora
1992 0.000 0.882 [ 0.526 4.123 0.0423 | 1.366 Diversificadora
2183 0.000 1.129 | 0.907 2.786 0.0951 |2.353 Diversificadora
2193 0.000 0.885 | 0.526 4172 0.0411 | 1.365 Diversificadora
2857 0.000 2394 | 1.746 5.647 0.0175 | 4.532 Diversificadora
2919 0.000 1.444 ] 1.055 3.125 0.0771 | 2.737 Diversificadora
3137 0.000 1.294 | 0.764 5.283 0.0215 | 1.982 Diversificadora
3140 0.000 1.708 | 1.253 3.737 0.0532 | 3.253 Diversificadora
3277 0.000 0.887 [ 0.529 5.033 0.0249 |1.373 Diversificadora

LRT: Estadistica de prueba de razén de verosimilitud para comparar modelos nulos y alternativos para

probar la seleccion.

Los resultados del analisis para DENV-1 representados en la tabla 4, arrojaron 17
posiciones que evolucionan bajo seleccién positiva diversificadora, encontrado
solamente cuatro sitios con valor de p mas significativo (color verde) condén 10, 2857,
3137 y 3277 los cuales al multiplicarse por tres se indica la posicion en la que se

encuentra a nivel nucleotidico identificando asi que las posiciones en las que se
59



encuentran estos cuatro codones corresponden a la proteina de Capside y a la secuencia

de NS5 lo que indica que esta proteina puede ser clave en la adaptacion del virus a

diferentes entornos.

Igualmente se identificaron 1,602 posiciones que evolucionaron bajo seleccién negativa

purificadora.

Tabla 5. Resultados obtenidos en el analisis de seleccion natural (FEL) para DENV-2.

Codon alpha beta alpha=beta LRT p-value | Longitud | Clase

total de

la rama
102 0.000 1.197 0.949 3.196 0.0738 | 2.256 Diversificadora
639 0.000 1.267 1.017 3.063 0.0801 |2.418 Diversificadora
939 0.000 2.480 1.645 11.221 [ 0.0008 | 3.912 Diversificadora
1489 0.000 5.102 3.621 11.459 |[0.0007 |8.612 Diversificadora
2036 0.000 0.875 0.553 2.751 0.0972 | 1.314 Diversificadora
2762 0.000 2.249 1.995 2977 0.0845 |4.745 Diversificadora
2866 0.000 1.479 1.091 3.038 0.0813 | 2.594 Diversificadora
2879 0.000 1.754 1.304 3.544 0.0597 | 3.101 Diversificadora
3049 0.000 1.475 1.096 2.962 0.0852 | 2.607 Diversificadora

Los resultados del analisis para DENV-2 visualizados en la tabla 4, arrojaron nueve

posiciones que evolucionan bajo seleccion positiva diversificadora pero solamente dos

cuentan un valor de p significativo siendo los codones 939 correspondiente a la secuencia

de NS1 y 1489 correspondiente a la secuencia de NS2B. Estas se encuentran

relacionadas con funciones criticas como la evasion inmune y la replicacion viral.

Igualmente, se identificaron 1,670 posiciones que evolucionan bajo seleccion negativa

purificadora.
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Tabla 6. Resultados obtenidos en el analisis de seleccion natural (FEL) para DENV-3.

Codoén Alpha Beta Alpha=Bet | LRT p-value Longitud | Clase
a total de
la rama
2 0.000 0.753 0.452 3.054 0.0806 1.211 Diversificadora
412 0.000 1.242 0.755 5.950 0.0147 2.022 Diversificadora
660 0.000 1.088 0.688 6.402 0.0114 1.844 Diversificadora
825 0.000 0.665 0.394 3.137 0.0765 1.057 Diversificadora
1029 0.000 1.436 0.912 6.323 0.0119 2.443 Diversificadora
1166 0.645 2,782 2.367 3.151 0.0759 6.343 Diversificadora
1504 0.000 1.033 0.698 6.190 0.0128 1.870 Diversificadora
2399 0.000 0.606 0.412 3.845 0.0499 1.104 Diversificadora
2764 0.000 2.310 1.386 6.061 0.0138 3.715 Diversificadora
2937 0.000 1.029 0.699 3.087 0.0789 1.872 Diversificadora
3129 0.000 1.208 0.934 4.620 0.0316 2.503 Diversificadora
3354 0.000 1.391 0.988 6.055 0.0139 2.647 Diversificadora

Los resultados obtenidos para DENV-3 visualizados en la tabla 6, mostré doce posiciones
que evolucionaron bajo seleccidon diversificadora. Los sitios con los valores de p mas
significativos son: el codon 412, 660 y 1029 correspondientes a la secuencia de E, asi
como el codon 1504 correspondiente a la secuencia NS2A, 2764 y 3354
correspondientes a la secuencia de NS5. Estas regiones podrian influir en la capacidad

del virus para infectar nuevos huéspedes y evadir respuestas inmunitarias.

Asimismo, se encontraron 1,611 codones que evolucionan bajo seleccion negativa

purificadora.

61



Tabla 7. Resultados obtenidos del analisis de seleccion natural (FEL) para DENV-4.

Codén Alpha Beta Alpha=Beta | LRT p-value Longitu | Clase

d total

de la

rama
512 0.000 2.542 1.691 4.055 | 0.0440 1.855 Diversificadora
3140 0.000 1.672 1.099 3.330 | 0.0680 1.205 Diversificadora
3163 0.000 1.519 0.937 2.901 | 0.0885 1.028 Diversificadora

Los resultados obtenidos DENV-4 se visualizan en la tabla 7, en ésta se observan

solamente tres sitios bajo seleccidn positiva diversificadora de los que solamente el codon

512 correspondiente a la secuencia de E tuvo un valor de p significativo, lo que resalta la

importancia de esta region en la interaccion con los receptores del huésped.

Igualmente, se identificaron 882 sitios que evolucionan bajo seleccion negativa-

purificadora.
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Discusion

El equilibrio entre los procesos de evolucion como la seleccidn natural, la deriva génica y
la mutacién determinan la diversidad que presentan las poblaciones virales. La diversidad
de los virus les permite, al igual que en cualquier entidad bioldgica, adaptarse a cambios

ambientales y sobrevivir.

El dengue es una enfermedad que esta resurgiendo en todo el mundo y actualmente
representa la amenaza arboviral mas importante para los seres humanos. La creciente
incidencia y distribucion geografica del dengue, asi como la transmisién de este virus ha
mostrado una periodicidad sorprendente lo cual ha generado brotes graves en casi todas

las poblaciones endémicas e hiperendémicas (Bennett et al., 2010).

En el presente estudio se reconstruyeron cuatro filogenias correspondientes a secuencias
de genoma completo para cada uno de los cuatro tipos de virus del dengue (DENV),
utilizando secuencias reportadas en la base de datos GISAID y secuencias de muestras

colectadas en México a finales del 2023 e inicios del 2024.

Se realizaron alineamientos complementarios para generar una base de datos especifica
para cada uno de los cuatro tipos del virus del dengue, en los cuales se eliminaron
secuencias redundantes, gaps, codones de paro errdneos y secuencias obtenidas a partir

de cultivo celular.

Nuestros analisis filogenéticos y los obtenidos en las redes de haplotipos en PopArt
revelaron que los serotipos DENV-1 y DENV-2 presentan multiples eventos de
introduccidén en México, con rutas principales provenientes de Brasil, Nicaragua y, en
menor medida, de Estados Unidos. En el caso de DENV-3 los clados separados de las
variantes previamente circulantes en América y las actuales sugiere un evento de
reintroduccion reciente lo que concuerda con la reemergencia actual que se presento en
2024 y sigue presente en este 2025. Estos resultados coinciden con investigaciones
anteriores (Hernandez-Garcia et al., 2020) que sugieren una reintroduccion constante de
este tipo DENV-3 en regiones hiperendémicas de América Latina. Sin embargo, la
identificacion de rutas adicionales, como la conexion con Estados Unidos, aporta nueva

evidencia sobre el impacto del comercio y la migracion en la dispersién del dengue.

63



En el caso de DENV-4 se identifican rutas de propagacion principalmente desde Brasil,
Paraguay, Venezuela, El Salvador y Guatemala, los cuales se caracterizan por ser paises
con climas mayormente tropicales, lo cual puede permitirle al virus permanecer
mayormente en su ciclo selvatico, pero teniendo presencia de casos en ciclo urbano y
siendo el punto de origen de multiples eventos de introduccién como es el caso de

México, Estados Unidos, Haiti, etc., en donde cada vez los casos van en aumento.

Estos estudios nos permitiran seguir obteniendo datos epidemioldgicos para identificar
las rutas de introduccion y dispersion de los tipos y genotipos del virus de dengue, y asi
orientar los esfuerzos de vigilancia en puntos criticos, como fronteras y aeropuertos o
implementar estrategias como control de vector y seguir trabajando en nuevas estrategias

para el desarrollo de vacunas.

En cuanto a la reconstruccion de estados ancestrales realizada en este trabajo podemos
inferir que los estados ancestrales mas probables para DENV-1 y DENV-2 apuntan a
Brasil y Nicaragua como los principales origenes de las variantes circulantes en México
y en los ultimos afos posibles variantes originarias de Estados Unidos, esto concuerda
con la hiperendemia de estos tipos de DENV que se vive en América Latina. El DENV-4
presenta una mayor diversidad en los origenes ancestrales, destacando la influencia
combinada de Sudamérica y Centroamérica en areas que son tropicales y subtropicales,
lo cual podria confirmar las hipétesis acerca de una mayor prevalencia de este tipo de

DENYV en el ciclo selvatico.

DENV-3 se encuentra en actual reemergencia, la identificacion de la introduccién del
linaje actual proveniente de Estados Unidos como ancestro mas cercano y su fuerte
asociacion con las secuencias provenientes de Asia sugiere que Estados Unidos fue el
origen de toda la distribuciéon de este linaje lo cual se refleja en lo mencionado por
Sacchetto y cols., 2025, el brote de DENV-3 en la region del Caribe y Florida
probablemente contribuy6 a la propagacion del virus a Brasil y a los demas paises de

Ameérica.

En este proyecto se describen las redes de haplotipos de genomas completos para los
cuatro tipos del DENV, los resultados muestran que el DENV-1 presenta multiples
haplotipos conectados lo cual nos indica que ha sufrido una expansion y diversificacion

continua que se ve fuertemente relacionada con las secuencias de Sudamérica y
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Centroamérica en los cuales el genotipo V es el predominante. DENV-2 muestra cuatro
ramas principales, lo cual sugiere que hay multiples linajes circulando en América
provenientes del genotipo Il-cosmopolita. El linaje mas antiguo de DENV-2 en México
provino de Sudameérica, pero las introducciones recientes pueden venir de Norteamérica

y Centroamérica.

En el caso de DENV-3 se visualiza una distribucién en tres grandes grupos lo cual sugiere
que, en el caso de México, el virus ha llegado por multiples rutas. Las variantes recientes
de DENV-3 en Meéxico estan mas relacionadas con linajes de Estados Unidos y
Sudamérica, mientras que el linaje previo (México 1) parece haber tenido una historia
evolutiva mas independiente en la region probablemente circuld de manera mas
localizada en la década pasada. DENV-4 por su parte, muestra conexiones con variantes
de Sudamérica y Centroamérica, aunque la cantidad de haplotipos identificados es menor

y esto puede deberse a su baja circulacion y por ende muestreos insuficientes.

Esto nos sugiere que la diversidad genética de los cuatro tipos del DENV no es uniforme
en México y se ve fuertemente influenciada por las introducciones del virus a nuestro
territorio y posteriormente por el area de propagacion del linaje en cuestion en el pais.
Por ejemplo, las zonas en México en donde se encuentran mayor cantidad de infecciones
por DENV es en las costas de Guerrero, Tabasco, Veracruz y Chiapas, en este sentido
se puede decir que la introduccion es mediante el comercio que llega a los puertos de
nuestro pais y la alta distribucién del mosquito en esas zonas (Rodriguez-Aguilar et al.,
2022).

Como ocurre con casi todos los arbovirus y otros tipos de virus, la identificacion de
mutaciones en las que predominan los cambios sindnimos durante la evolucion natural,
especificamente, en el caso del DENV es la seleccion purificadora (seleccion contra la
mayoria de las mutaciones, especialmente las que codifican cambios de aminoacidos)
(Weaver & Vasilakis, 2009).

Se ha establecido que los arbovirus poseen altas tasas de evolucion que se ven
influenciada por su alta tasa de mutacion, tiempos cortos de generacion y alta cantidad
de poblacion viral que suelen mantener altos niveles de diversidad genética durante la

transmision por sus vectores artropodos a pesar de las barreras anatdmicas en el

65



mosquito que a menudo resultan en caidas severas de la poblacién (cuellos de botella
poblacionales). La necesidad de replicar exitosamente en dos hospederos tan diferentes
como los mamiferos y los artrépodos impediria la fijacion de mutaciones que, si bien
podrian conferir ventajas en la replicacién en uno de los hospederos, podrian resultar
deletéreas en el otro. Esta seleccién negativa, también llamada purificadora, eliminaria
las nuevas variantes de la poblacion viral que tuvieran menor aptitud y mantendria estable

la secuencia de su genoma (Lequime et al., 2016; del Angel R & Zarate S, 2020).

Yu & Cheng, 2022 mencionan que el DENV esta sujeto a una seleccion purificadora
masiva a medida que cambia entre vectores y huéspedes vertebrados por la alta cantidad

de cuellos de botella que experimenta por la alta cantidad de brotes reemergentes.

La alta proporcién de sitios bajo seleccion purificadora para todos los tipos de DENV en
nuestros resultados refleja la importancia de conservar funciones esenciales en las
proteinas virales, asegurando la viabilidad del virus y por ende se puede decir que esta
diversidad genética presente en DENV ha revelado que la dinamica evolutiva a corto
plazo se caracteriza por una rapida renovacion de los genotipos y linajes que puede estar
asociado a brotes sin precedentes y se ha asociado con manifestaciones mas graves de

dengue.

Gularte y cols. en 2023 reportaron un estudio enfocado en el DENV-1 genotipo V en Brasil
en el cual identificaron 19 mutaciones no sindnimas exclusivas de este genotipo en donde
se identificaron dos de las mutaciones detectadas en nuestro analisis, cuyas posiciones
son N921G y K3140E, éstas podrian ser mutaciones conservadas entre cambios de

linaje.

En el caso de DENV-2 no pudimos encontrar alguna posicion que estuviera previamente
asociada a diversificacién, pero pudimos detectar que algunas de las secuencias
pertenecientes al genotipo II-Cosmopolita, en este estudio, provienen de un linaje que
presenta la mutacion NS5 E520D en la posicion nucleotidica 9035, la cual fue detectada
en muestras de Veracruz en aino 2012, lo cual podria ser un nuevo linaje que circuld en
ese periodo y se ha convertido en una mutacion diversificadora (Rodriguez-Aguilar et al.,
2022). En dicho articulo se menciona que las mutaciones en las proteinas NS2A y NS5

se han asociado con un curso clinico severo de la enfermedad.
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Tan y cols. En 2018 realizaron un estudio enfocado en la diversidad presente en cepas
de DENV-3 genotipo Il recuperadas en Malasia y de todo el mundo. En su analisis
identificaron cinco variaciones de aminoacidos comunes en la que identificamos
solamente a la posicidn NS5-820E en la posicion nucleotidica 8292 que podria ser
perteneciente a cepas ancestrales que circulaban hace 30 afos. Dicha mutacién la
identificamos en algunas de nuestras secuencias pertenecientes a paises de Asia y a
secuencias de México 1 al igual que en nuestro analisis de FEL como una posicion

diversificadora.

Para DENV-4 varios investigadores mencionan mutaciones localizadas en la proteina E
y NS5 en secuencias pertenecientes a Brasil (Ferreira et al., 2025; Cunha et al., 2022)
pero ninguna de estas se asocio a nuestros resultados obtenidos en FEL o las pudimos

identificar en nuestros alineamientos.

Las mutaciones en las regiones E y NS5, son las predominantes en nuestros resultados
y podrian ser mutaciones silenciosas o estén relacionadas con una mayor eficiencia en
la replicacion viral o la evasidon del sistema inmune al igual que un incremento en la
virulencia. Sin embargo, es necesario considerar que NS5 es una polimerasa viral que
esta sometida a una enorme presion de seleccion, pero a diferencia de muchas proteinas
estructurales, las enzimas no pueden cambiar demasiado para no comprometer sus

funciones (Amir et al., 2021).
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Conclusiones y Perspectivas

Este estudio se centro en el analisis de secuencias de genoma completo para cada uno
de los cuatro tipos del DENV mediante estudio filogeografico, se determinaron patrones

de dispersion del virus y sitios que se encuentran bajo seleccion natural.

Nuestros resultados respaldan el hecho de que las reemergencias de los cuatro tipos del
DENV han sido mayormente de los tipos DENV-1 y DENV-2 lo que nos permite observar
patrones de dispersion mas diversos al igual que mayor cantidad de mutaciones que
estan asociadas a estos eventos de reemergencia subsecuentes, lo cual ha permitido
que estos tipos del virus presentan gran diversidad genética por su presencia mundial y
alta distribucion igualmente encontrando mayor conexion entre haplotipos. La actual
reemergencia de DENV-3 denota la introduccion de un nuevo linaje circulante, el cual es
el causante del brote actual, aunque su diversidad genética sea menor. E| DENV-4 sigue
siendo un caso dificil por su baja dispersion geografica y su asociacion principalmente al
ciclo de transmision selvatico. Los resultados en conjunto nos demuestran que la
evolucion y dispersion del virus del dengue en México estan influenciadas por multiples
factores, incluyendo eventos de introduccién recurrentes como en el caso del DENV-1y
DENV-2, presiones de seleccion natural purificadora y la conectividad global como los
viajes al extranjero, las importaciones-exportaciones, etc.; asi como factores ambientales

como el cambio climatico, la sobrepoblacién del vector portador.

Nuestros hallazgos resaltan procesos de diversificacion del virus dentro de México, lo que
indica la adaptacién continua del virus a nuevas condiciones locales. Por todo lo anterior,
es importante tomar en cuenta las recomendaciones de la OPS en las cuales se subraya
la necesidad de adoptar un enfoque interdisciplinario para seguir comprendiendo y
mitigando el impacto del dengue, integrando herramientas genémicas que permitan tener
una mejora en la capacidad diagndstica de los sistemas de salud, vigilancia
epidemiologica, estrategias de control vectorial, desarrollo de posibles vacunas y
asegurar la atencion temprana y adecuada a los pacientes para prevenir complicaciones

graves.
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Anexos

Anexo. Script para la visualizacion del arbol filogenético en el software R con el

paquete ggtree.
library(ggtree)
library(treeio)
library(ggplot2)

library(ggpubr)

library(ggnewscale)

addSmallLegend <- function(myPlot, pointSize = 1, textSize =8, spaceLegend = 0.5) { myPlot +
guides(shape = guide_legend(override.aes = list(size = pointSize)), color = guide_legend(override.aes =
list(size = pointSize))) + theme(legend.title = element_texi(size = textSize), legend.text = element_text(size

= textSize), legend.key.size = unit(spacelLegend, "lines"))}
tree<-read.tree(“archivo.fasta.timetree.nwk")

state<- read.csv('continent.tsv', sep =\t', head = T)

state$Continent<- as.factor(state$Continent)

p1 <- ggtree(tree, size =0.5, color= "grey", as.Date=TRUE) + theme_tree2()
p1 <- p1%<+%state + geom_tippoint(aes(color=Continent))

p1
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Anexo. Script para el cambio de nombres a solamente 10 caracteres

import csv
def leer_tsv(nombre_archivo):
nombres = {}
with open(nombre_archivo, mode="r', newline=", encoding='utf-8') as archivo:
lector = csv.reader(archivo, delimiter="\t")
for fila in lector:
if len(fila) == 2:
nombre_completo, nombre_reducido = fila
nombres[nombre_completo] = nombre_reducido
return nombres
def reemplazar_nombres_fasta(nombre_archivo_fasta, nombres, nombre_archivo_salida):
with open(nombre_archivo_fasta, 'r', encoding='utf-8') as archivo_fasta, \
open(nombre_archivo_salida, 'w', encoding="utf-8') as archivo_salida:
for linea in archivo_fasta:
if linea.startswith(">'):
nombre_completo = linea[1:].strip()
nombre_reducido = nombres.get(nombre_completo, nombre_completo)
archivo_salida.write(f>{nombre_reducido}\n")
else:
archivo_salida.write(linea)
nombre_archivo_tsv = 'nombres.tsv'
nombre_archivo_fasta = 'secuencias.fasta'
nombre_archivo_salida = 'secuencias_modificadas.fasta’
nombres = leer_tsv(nombre_archivo_tsv)
reemplazar_nombres_fasta(nombre_archivo_fasta, nombres, nombre_archivo_salida)

print("Reemplazo de nombres completado.")
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Anexo. Script para visualizar por color y continente la red de haplotipos.

import sys
import string
state_list =[]
seq_loc={}
infh = open(sys.argv[1])
line = infh.readline()
line= infh.readline()
while line:
a = line[:-1].split("\t")
seq_loc[a[7]] =a[1]
if a[1] not in state_list:
state_list.append(a[1])
line =infh.readline()
infh.close()
out ="
for elem in state_list:
out +="' + elem
out +="\n'
for seq in seq_loc.keys():
out += seq

for elem in state_list:

if elem == seq_loc[seq]:

out +="1'
else:
out +=",0'
out +="\n'
outfh = open(sys.argv[2], 'W')
outfh.write(out)

outfh.close()
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