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Resumen.

Introduccion. E1 DENV y ZIKV son virus del género Flavivirus de la familia Flaviviridae
involucrados en enfermedades emergentes y remergentes. El vector es un artrépodo que
transmite el virus de vertebrado a otro por picadura. Estos virus poseen un genoma de RNA
lo cual permite una gran variabilidad genética, las variantes generadas a través de rondas de
replicacion estdn sujetas a mecanismo evolutivos y pueden cambiar con el paso de un
hospedero a otro. Los estudios de variacion genética se han centrado en secuencias virales
obtenidas de humanos y mosquitos infectados artificialmente, por lo que el estudio en
poblaciones silvestre de mosquito permitiran una mejor comprension. El objetivo de nuestro
trabajo fue la caracterizacion de las secuencias de Flavivirus (DENV y ZIKV) obtenidas de
mosquitos y humanos, determinar su relacion filogenética y el anélisis de variacion genética.
Materiales y métodos. Se obtuvieron muestra de mosquito adultos y de pacientes con
diagnostico de sindrome febril en 2016. Se les realiz6 deteccion de arbovirus mediante rt-
qPCR, a las muestras positivas se realiz6 extraccion de RNA ribosomal y cuantificacion de
RNA, posteriormente se realizd RNAseq, ensamble de novo y referencia para la
determinacion de las secuencias de flavivirus y su genotipificacion; se realizaron analisis
filodinamicos y de variabilidad de genomas intra-hospedero.

Resultados. Se detectaron 20 muestras de mosquito y 4 de humano positivas arbovirus, se
seleccionaron 13 para secuenciacion. Reconstruimos una secuencia de DENV4 genotipo 1.
Se realizo la reconstruccion de dos arboles filodindmicos uno de DENV2 genotipo asiatico-
americano y otro de ZIKV linaje asidtico-americano. Los analisis de variacion permitieron
identificar un mayor niimero de variacion en las proteinas NS2A y péptido 2K en DENV2
genotipo asiatico-americano y en C, NS2A, NS2B y NS3 en ZIKV linaje asiatico-americano.
Conclusiones. Los analisis de variacion de las secuencias nos permitieron identificar un
mayor nimero de variacion en las proteinas no estructurales involucradas en la formacion
del complejo replicativo, corte de proteasas, ensamble del virion y respuesta inmune, ademas
la acumulacion de variacidon se observd mas en las secuencias de DENV?2 y se correlaciona
con una mayor ganancia de variantes observada en la filogenia en contraste con las
secuencias de ZIKV donde fue menor.
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Abstract.

Introduction. DENV and ZIKV are viruses of the Flavivirus genus of the Flaviviridae
family involved in emerging and reemerging diseases. The vector is an arthropod that
transmits the virus from vertebrate to another by bite. These viruses have an RNA genome
which allows for a large genetic pool, the variants produced through rounds of replication
are subject to an evolutionary mechanism and can change from one host to another. Genetic
variation studies have focused on viral sequences obtained from humans and artificially
eliminated mosquitoes, so the study of wild populations of mosquitoes will allow a better
understanding. The objective of our work was the characterization of Flavivirus (DENV and
ZIKV) sequences obtained from mosquitoes and humans, to determine their phylogenetic
relationship and the analysis of genetic variation.

Materials and methods. Samples were taken from adult mosquitoes and from patients
diagnosed with febrile syndrome in 2016. Arbovirus detection was performed using rt-qPCR,
ribosomal RNA extraction and RNA quantification were performed on positive samples,
subsequently RNAseq was performed, assembly de novo and reference for the determination
of flavivirus sequences and their genotyping; Phylodynamic and selection analyzes of intra-
host genomes were performed.

Results. 20 mosquito and 4 human arbovirus positive samples were detected, 13 were
selected for sequencing. We reconstructed a sequence of DENV4 genotype Il
Reconstruction of two phylodynamic trees, one from DENV2 Asian-American genotype and
the other from ZIKV Asian-American lineage, was performed. The variation analyzes
allowed to identify a greater number of variation in the NS2A proteins and 2K peptide in
DENV2 Asian-American genotype and in C, NS2A, NS2B and NS3 in ZIKV Asian-
American lineage.

Conclusions. Sequence variation analyzes allowed us to identify a greater number of
variations in non-structural proteins involved in the formation of the replicative complex,
protease cleavage, virion assembly, and immune response; furthermore, the accumulation of
variation will be more modified in the sequences of DENV2 and correlates with a higher gain
of variants observed in the phylogeny in contrast to the ZIKV sequences where it was lower.
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INTRODUCCION

Los arbovirus son virus transmitidos por artropodos hematdfagos a un hospedero
vertebrado. Dentro de los mas importantes por el nimero de casos que se producen en nuestro
pais se encuentran los virus del género Flavivirus de la familia Flaviviridae (Musso, 2016).

El género Flavivirus agrupa varios virus relevantes para la salud publica a nivel mundial,
pues son causantes de enfermedades emergentes y reemergentes (Filomatori,2017) como
Dengue, Zika, Chikunguia, Fiebre Amarilla y los virus del Nilo Occidental.

Epidemiologia.

Como se menciond anteriormente existen dos virus de importancia epidemioldgica
en México, el virus del dengue (DENV) y el virus de Zika (ZIKV). En el afio 2021 la
Direccion General de Epidemiologia (DGE) confirm6 un total de 170,597 casos de dengue y
se han reportado 20,729 casos de Zika en el periodo de 2015-2021 (DGE).

El ZIKV fue aislado por primera vez en Uganda en 1947 en un mono macaco Rhesus febril.
La infeccion en humanos se documentd en 1954 en Nigeria (Musso; 2016). Fuera de Africa
el primer brote ocurrié en Micronesia en 2007 y en 2014 ocurri6 un brote en Brasil que se
extendio por todo el continente americano, a finales de enero se habia expandido a mas de
20 paises.

Por otro lado, el registro mds antiguo de dengue se fue encontrado en una enciclopedia
médica China de 992 a.C. mientras que los brotes en América se han presentado desde los
afios 1600 (Boccolini, 2016). En el continente americano la infeccion por DENV presenta un
patron endo-epidémico con brotes cada tres a cinco afos que, dependeran del serotipo
circulante y la distribucién del vector (Dick, 2012). En el periodo comprendido entre 2011
a 2017 aumento 30% el niimero de casos de dengue, en comparacion con lo reportado para
2001 a 2010 (Salles, 2018). Siendo la enfermedad transmitida por artropodos més prevalente
en todo el mundo, con 390 millones de casos reportados anualmente (Filomatori, 2017).

Transmision de arbovirus

Los vectores de arbovirus se caracterizan por ser artropodos que transmiten el virus
de un vertebrado a otro por picadura. En el caso de DENV y ZIKV los vectores son los
mosquitos hematdgos de la familia Culicidae ; en el caso de ZIKV es el mosquito hembra
del género Aedes sp.: Aedes aegypti 'y Aedes albopictus las especies mas comunes las cuales
comparte con DENV; adicionalmente  se ha detectado en otras especies de Aedes como
Aedes africanus, Aedes hensilli y en el mosquito Culex quinquefasciatus (Boccolini, 2016).
En las ultimas décadas la distribucion de los arbovirus se ha extendido en gran parte del
planeta, no solo para DENV y ZIKV, sino también para chikungunya (CHIKV) el cual es un
alfavirus, de la familia Togaviridae y virus del Nilo Occidental (WNV) que pertenece a la
familia de los Flaviviridae (Fig. 1) (Wu, 2019). Los mecanismos empleados para su
propagacion dependen de las interacciones entre el virus, vector y hospedero.

13
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Y
Fig. 1. Distribucién global de arbovirus durante 2019. A) Dengue, B) Zika, C)
Chicungunya, D) Virus del Nilo Occidental. Imagen tomada y modificada de W,; 2019.

Dentro de los mecanismos de transmision para ambos virus tenemos el de via de transmision
horizontal (Lequime, 2016, Musso, 2016), donde la infeccion se propaga de un mosquito
infectado a un vertebrado, de este a otro mosquito y nuevamente un vertebrado. Ademas, se
ha reportado la ocurrencia de transmision vertical (transovarica) de mosquitos hembra
infectados a su descendencia, lo cual puede ser un mecanismo importante en el
mantenimiento del virus en la poblaciéon de mosquitos durante los periodos inter-epidémicos
(Izquierdo-Suzdn, 2019), ademas se ha reportado que ZIKV se puede transmitir
verticalmente de madre a feto (via perinatal), nosocomial, por trasplante de drganos, via
sexual, perinatal y transfusional esta Gltima la puede llegar a compartir con DENV.
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Fig. 2 Ciclo de transmision de la infeccion por ZIKYV. Imagen tomada y modificada de Pielnaa et al,
2020.
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Dentro de los ciclos de transmision se encuentra el enzootico o selvatico, el cual se da
entre primates no humanos y mosquitos enel  héabitat  selvatico y el urbano o epidémico
donde la transmision es entre mosquitos y humanos (Fig. 2) (Boccolini, 2016).

Cuando el mosquito pica a un vertebrado virémico, el virus traspasa barreras fisicas e
inmunitarias del mosquito (proceso de adquisicion), para poder establecer la infeccion en
células de tejido epitelial en el intestino  medio. Las primeras 24 a48 h  posteriores a la
ingestion del virus, la carga viral disminuye a medida que el intestino medio se infecta y las
barreras para detener la infeccion se establecen, la diseminacion del virus ocurre durante el
tercer dia de exposicion (Adquisicion) (Kang, 2018). Dentro de los mecanismos de
inmunidad implicados en el desarrollo de la infeccion tenemos la inmunidad intestinal
relacionada con  la activacion de vias de transduccion como la Toll y Jak, mecanismos de
RNA de interferencia (RNA1), la microbiota del mosquito y componentes de su sangre como
la inmunoglobulina M, entre otras; después de un periodo de incubacién extrinseco, el virus
se disemina por la hemolinfa, pudiéndose detectar particulas virales en las glandulas
salivales, ovarios y sistema neural, en un nuevo evento de alimentacion el mosquito ya es
competente para trasmitir la infecciéon de un nuevo hospedero vertebrado (Transmision)
(Lequime, 2016; Sim, 2015; Wu, 2019) Figura 3.

gt S

: %1£Microbiota

Arboviruses‘/ " : ' .
*la < 3 O

Host immune cells

Fig. 3. Ciclo de vida de los arbovirus en mosquitos. A) Adquisicion, B) Diseminacion y
C) Transmision. Imagen tomada y modificada de Wu, 2019.
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Morfologia viral.

DENV y ZIKV presentan un tamano de 50 nm, simetria icosaédrica, la proteina E se asocia
a la superficie de la membrana, mientras que la proteina M se aloja debajo de esta; se llegan
a insertar hasta 180 copias de ambas proteinas; se forman heterodimeros prM-E ensamblados
en 60 espigas, conformados por trimeros de estos (Kostyuchenko, 2016, Tan, 2020). Figura
4.

Dengue Virus Particle

Viral
genome

prMandE —

Fig. 4. Particula viral del dengue. Imagen tomada y modificada de Navarro, 2020.
Genomas virales y clasificacion.

Como se menciond anteriormente, ZIKV y DENV pertenecen a la familia
Flaviviridae. Los virus de esta familia se caracterizan por tener un genoma de RNA
monocatenario de polaridad positiva, con un tamafo que oscila entre los 10.7 Kb y 11 Kb.
El genoma de estos virus esta flanqueado por dos regiones no codificantes 5'-UTR y 3"-UTR
y contiene un marco de lectura abierto que codifica para una poliproteina de 3419 aa, la cual
sufre modificaciones co y postraduccionales generando 10 proteinas, de las cuales tres son
estructurales y siete no estructurales.

Clasificacion.

Con base en las secuencias genomicas el ZIKV se clasifica en tres linajes
filogenéticos: Africa—oriental, Africa-occidental y Asiatico-americano (Li 2018, Plourde,
2016, Shrivastava, 2018, Sironi, 2016). El linaje asiatico-americano detectado en Malasia es
se deriva de la migracion de Africa al sudeste asiatico, posteriormente se expandio a las islas
del Pacifico (Plourde, 2016), entre 2013 y 2014 el linaje asidtico-americano ingresa al
continente americano y se diversifica en 4 sublinajes, A se distribuy6 en Suramérica, B en
Surameérica y Caribe, C en Centro América y D Norteamérica y el Caribe (Hu. 2019). En
Meéxico el linaje que actualmente circula es el asiatico-americano.

DENV se ha clasificado en cuatro serotipos: DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4, cada
uno de los cuales se subdivide en un nimero diferente de genotipos, que suelen tener una
distribucion geografica especifica (Fontaine; 2018). Esta clasificacion del virus en serotipos
se origino a partir de la observacion de que la respuesta inmune en humanos después de una
primo infeccion protegia de forma total contra infecciones de virus homologos (del mismo
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serotipo) y parcial y transitoriamente contra virus de tipos heterdlogos (de otros serotipos).
Los analisis filogenéticos han demostrado que estos serotipos son genéticamente divergentes
(Katzelnick, 2015).

Entre los serotipos es DENV 2 es el mas transmitido en todo el mundo. El cual se divide en
7 genotipos o subtipos: subtipo I (asiatico II), subtipo II, subtipo Illa (asiatico I) subtipo IlIb
(asidtico-americano), subtipo IV (cosmopolita), subtipo V (americano) y genotipo selvatico
(Mendez, 2012); en México circula el dengue tipo 2 subtipo asiatico-americano.

Genes y proteinas.

Las proteinas estructurales de los flavivirus son tres: la proteina de capside (C), la
proteinas de membrana (M), que proviene de la proteina precursora de membrana (prM) y la
proteina de envoltura (E). Las proteinas no estructurales (NS) son: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, el péptido K, NS4B y NS5 (Sirohiy, 2017). Estas proteinas se traducen en una
poliproteinas que posteriormente es procesada por proteasas virales y del hospedero. A
continuacion, se detallan las caracteristicas y los procesos involucrados en la generacion de
cada una de estas proteinas (Figuras 5y 6).
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Fig. 5 Arquitectura del ARN genomico del virus del Zika, traduccion y escision de la
poliproteina. Imagen tomada y modificada de Sirohiy, et al, 2017.
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Tabla 1. Las funciones mas importantes de las proteinas virales y su localizacion.

Proteinas

Funciones

Proteina de
capside (C)

proteina de 114 aminodcidos, 342 nucledtidos en dengue y 122
aminoacidos, 366 nucleotidos para zika. Participa en dos procesos
importantes la encapsulacion del genoma y el desencadenamiento del
genoma. La nucleocdpside se encuentra formada por el genoma de
RNA y multiples copias de la proteina C. Se encuentra presente en los
nucléolos y las gotitas lipidicas, sin embargo, se desconoce su funcion
en estas ubicaciones (Navarro, 2020). Contiene un bucle de carga
positiva orientado al extremo amino y 5 alfa hélices, la ultima de estas
es un péptido sefal util para la translocacion del péptido prM en la
membrana, en la unidn de la hélice 4 y 5, la proteasa realiza el corte.

Proteina
prM

contiene 166 aminoacidos y 498 nucledtidos en dengue y 168
aminoacidos, 504 nucleotidos en zika, consta de proteinas pr y M, las
cuales se asocian con la proteina E para formar la estructura viral, prM
sera procesada por una proteasa de tipo serina endopeptidasa
(subtilisina), para formar al final la particula madura.

Proteina de
membrana
M)

Presenta 75 aminoacidos, 225 nucleodtidos tanto para dengue y zika.
Posee un ectodominio y dos hélices transmembranales (Panya, 2015),
el ectodominio (del aminoécido 1 al 40) esta involucrado en el proceso
de apoptosis en las células infectadas de dengue, a través de
interacciones con las proteinas anti-apoptosis Bcl-2, relacionada con
eventos de permeabilizacion de la membrana mitocondrial (Catteau,
2003, Brabant, 2009).

Proteina de
envoltura (E)

Tiene 495 aminoacidos, 1485 nucledtidos y 500 aminoacidos, 1500
nucledtidos en zika, es una glicoproteina presenta 4 dominios, tres
ectodominios (I, I, y IIT) con hojas beta plegadas y un par de dominios
tallos-transmembrana, dominio II presenta una secuencia conservada
entre todos los flavivirus; su funcion principal es facilitar la entrada de
la particula viral mediante el proceso de endocitosis mediada por
receptor, los cambios de pH permiten que esta proteina reaccione con
el endosoma y asi poder inducir la fusién (Modis, 2004; Sirohiy, 2017,
;Tan, 2020). El dominio III de la proteina, incluye la region de union al
receptor estimula la respuesta inmune del hospedero induciendo
anticuerpos y factores neutralizantes (Fahimi, 20138).

NS1

Para dengue y zika presenta 352 aminoécidos y 1056 nucleotidos. Es
una glicoproteina, esta puede presentarse como monomero en la
membrana, como dimero en superficie de la célula este puede
interactuar con NS4A y NS4B durante la infeccion y es secretada como
hexamero a la circulacion el cual puede estimular la respuesta del
sistema inmune (Norazharuddi, 2018).

NS2A

218 aminoacidos, 654 nucledtidos en dengue y 226 aminoacidos, 678
nucledtidos en zika. Es una proteina hidrofobica que presenta 8
segmentos transmembranales. Se encarga de promover el reclutamiento
del RNA viral, las proteinas (C-prM-E) y proteasas (NS2B-NS3)
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virales al sitio de la replicacion y coordina el proceso de formacion de
la nucleocapside y virion (Xie, 2019). Posee un sitio de unién al
extremo 3"UTR el cual se une a un bucle citosélico de NS2A. ademas
de ser importante en el mecanismo de silenciamiento de RNAI.

NS2B

130 aminoacidos y 390 nucledtidos para ambos virus. Proteina
hidrofébica que se presenta como dimero con la proteasa NS3. Posee 4
hélices transmembranales cortas y un dominio central hidrofilico entre
la segunda y tercera hélice con 40 residuos altamente conservados,
involucrados en la actividad de cofactor (Moreland, 2011; Reddy,
2018).

NS3

618 aminoécidos y 1854 nucledtidos en dengue y para zika tiene un
nucledtido menos. Esta proteina presenta funciones importantes que
dependen de su estructura; la funcién como proteasa se encuentra hacia
el extremo amino terminal, indispensable para el procesamiento de
proteinas virales y del hospedero, tiene una actividad serina proteasa,
reconociendo dos sitios con dos residuos cationicos, actuando de
manera conjunta con NS2B; ademés funciona como nucledsido
NTPasa y RNA-trifosfatasa. Por otro lado, la funciéon como helicasa
que se encuentra hacia el extremo carboxilo abarca el 70% de la
proteina, la cual se ha visto involucrada en el proceso de replicacion,
esta region posee tres subdominios (Norazharuddin, 2018).

NS4A

127 aminoacidos y 381 nucledtidos para ambos virus. Proteina de
membrana hidrofobica que presenta 6 hélices, induce reorganizacion
del reticulo endoplasmatico y promueve la localizacion perinuclear del
complejo replicativo, se une a la proteina vimentina para ayudar a
estabilizar el complejo replicativo, ademds induce autofagia como
mecanismo de proteccion viral en las células infectadas (Jing, 2014).

Péptido 2K

23 aminoécidos y 69 nucledtidos en los dos virus. Se desconoce la
mayoria de sus funciones, pero se sabe que su secuencia es necesaria
para la translocacion de NS4B al reticulo endoplasmatico (actuando
como un péptido senal) (Reddy, 2018).

NS4B

248 aminodacidos, 744 nucleodtidos en dengue y 251 aminoacidos, 753
nucleodtidos. Proteina con 11 hélices, distribuidas entre el reticulo
endoplasmatico y el citoplasma con sitios de glicosilacion importantes
para la replicacion Esta proteina interacciona con el dominio helicasa
de NS3 ayudando a disociar a NS3 del RNA viral. Se ha visto
relacionada con el inhibicion de la via de sefializacion interferon
(Norazharuddin,; 2018; Reddy, 2018)

NSS

900 aminoacidos, 2700 nucledtidos en dengue y 903 aminoécidos,
2709 en zika. Es la proteina mas conservada de todas, hacia el dominio
amino se presenta una funcion metiltransferasa y GTPasa, necesarias
para la formacion de caperuza, su extremo carboxilo tiene la actividad
RNA polimerasa dependiente de RNA, responsable de la replicacion
viral. Presenta también una localizacién nuclear que es promovida por
interacciones con NS3 y tiene la capacidad de inducir la actividad de
IL-8, IL-6 y TNF-a (Moon, 2018).
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Fig. 6. Localizacion de la poliproteina en reticulo endoplasmatico y citoplasma. imagen
tomada y modificada de Tan, 2020.

Replicacion viral.

La infeccidn inicia cuando la particula viral se une al receptor especifico del hospedero y
permite la entrada de este por endocitosis, posteriormente se da fusién con el endosoma y la
liberacion del genoma de RNA en el citoplasma para iniciar la traduccion de sus proteinas.
Aunado a esto se produce un reordenamiento de organelos membranosos para formar los
complejos replicativos donde se produce la amplificacidon del genoma por la RNA polimerasa
dependiente de RNA (Navarro, 2020).

El proceso de traduccidn se lleva a cabo en los ribosomas del hospedero y el RNA se traduce
como una sola poliproteina, la cual sufrird modificaciones co y postraduccionales por medio
de proteasas virales y del hospedero, dentro de estas proteasas tenemos el dimero conformado
por NS2B-NS3 (Moreland, 2011).

En cuanto al ensamble de la particula el RNA de polaridad positiva sintetizado interacciona
con la proteina C y se fusiona en la cara citoplasmaticas del reticulo endoplasmatico con los
heterodimeros prM-E, posterior a esto sufre un proceso de gemacion en la luz del reticulo
formando una particula inmadura de 60 nm, a medida que el viridn avanza por el Golgi y la
via secretora, el pH acido genera el procesamiento de prM y finalmente el virus se libera por
exocitosis (Fig. 6) (Kostyuchenko, 2013).

Los receptores de entrada propuestos para dengue son lectinas tipo C, integrinas de agarre
especificas de ICAM3 especificas de células dendriticas (DC-SIGN), especificas de
higado/ganglio linfatico (L-SING), receptores de manosa, receptores fosfatidilserina de
inmunoglobulina de células T y dominio de mucina (TIM) y el receptor de fosfolipidos
CD300. En zika se ha sugerido miembros de la familia TAM (Tyro3, Axl y Mertk), sin
embargo, no han sido confirmados y estudios con CRISPR-Cas9 usando células neuronales
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deficientes en algunos de estos genes no mostro alteraciones en el proceso de infeccion
(Elong, 2018).

Otro mecanismo propuesto para la entra a la célula hospedera es mediante la formacion de
complejos virus-anticuerpos, los cuales se unen al receptor de macroéfagos FCyR en
macrofagos, permitiendo la entrada a la célula y su posterior replicacion (Halstead, 1988).

El tropismo celular en dengue aun no se establece por completo, sin embargo, las autopsias
han mostrado la infeccién en células del sistema monocito-macrofago, siendo estos los
principales hospederos, otros tejido incluye a los ganglios linfaticos, higado, bazo, pulmones,
riflones y estomago (Balsitis, 2009). La infeccion por ZIKV se ha documentado en células
neurales, gliales, amnioticas, del mesénquima fetal, células de Hofbauer, astrocitos,
fibroblastos, endoteliales, mononucleares, renales, hepaticas, de retina, lo que hace que sea
un virus pantropico (Rosenberg, 2017; Roach, 2017; Liu, 2016).

Replication Complex Assembly site

Fig. 7 Complejo replicativo y ensamble del genoma viral en dengue. Imagen tomada y
modificada de Xie, 2019.

Regiones no codificantes.
Las regiones no codificantes en los flavivirus se caracterizan por tener estructura de tallo-

burbuja que son importantes en la regulacion de procesos como la replicacion y el
establecimiento de la infeccion especialmente el extremo 3°.
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El extremo 5"UTR presenta 96 nucleo6tidos en dengue y 106 en zika presenta una caperuza
de guanina metilada en N-7 y una ribosa metilada en O-2". El promotor se encuentra es un
tallo-bucle A ubicado en esta region; se une de manera directa a NS5 e inicia la replicacion
del genoma viral circularizado en el extremo 3"UTR (Filomatori, 2011).

El extremo 3'UTR es mas largo, incluye aproximadamente 384 nt en ambos virus, en esta
region se encuentra dos RNA no codificantes (RNAnc) los cuales modulan la replicacion y
el proceso de infeccion en flavivirus, uno es un RNA subgenomico de flavivirus (RNAsf) y
un micro RNA (miRNA) derivado de flavivirus Kun-miR-1 en el virus Kunjin.

El RNAsf se genera a través de la degradacion de incompleta del RNA genomico, por medio
de una exoribonucleasa-1 (XRN1) en direccion 5°-3" del hospedero. La presencia de tres
estructuras tallo-burbuja en el extremo 3 impiden que la degradacion por parte de XRN1 y
permite la sintesis de los RNAnc (Clarke, 2015), figura 6.

Dentro de las funciones de dichos RNAsf se incluyen antagonizar la sefal de la respuesta
inmune, inhibir de forma directa a Dicer y lo cual permite escapar de la degradacion a los
RNAmir virales y desestabilizar las homeostasis de los miRNA del hospedero y RNAsf actua
de manera directa con el complejo de replicacion viral, para regular su actividad.

Kun-miR-1 se ha relacionado con el proceso de replicacion del virus en mosquito, este fue
demostrado en 2014 en DENV-2, al interactuar de forma directa con NSI1 inhibe la

replicacion (Hussain, 2014).
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Fig. 8. Regiones UTR no codificantes y sintesis de RNAsf. Imagen tomada y modificada

de Clarke, 2015.
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Respuesta antiviral.
-Mosquitos

En los mosquitos la respuesta inmune se limita al sistema inmune innato, el cual
montara una respuesta frente a patégenos encontrados durante la ingestion de sangre, estos
producen componentes humorales y celulares como parte de la respuesta (Zhao, 2019).

Algunos genes implicados: péptidos antimicrobianos, defensinas y vias de inmunidad como
Toll, Imd, JAK/STAT, proteinas ricas en leucina (LRR) y RNA de interferencia (RNAI),
estan presentes durante la respuesta a infecciones por arbovirus.

En las infecciones por chikungunya se expresan genes que codifican tripsina,
metaloproteasas y endopeptidasas de tipo serina, podrian estar involucrados en barreras de
escape del intestino medio en Ae. aegypti (Dong, 2017).

Analisis transcriptomicos en lineas celulares Aag2 infectadas con dengue tipo 2, han
demostrado un enriquecimiento de vias implicadas en el metabolismo de las pirimidinas, el
implicado en el mecanismo de muerte celular programada, la cual se puede inducir en células
infectadas; ademas, de otras vias asociadas a este proceso son la via de sefializacion de FoxO,
la cual no solo regula la apoptosis, si-no procesos como ciclo celular y longevidad y las vias
Toll e Imd involucradas en inmunidad que, se encontraron a la baja (Li, 2020) Figura 9.
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Fig. 9. Descripcion de algunos mecanismos antivirales en los mosquitos. A) ciclo
replicativo, B) via Jak-Stat, C) mecanismos de competencia o modificacion de recursos
que reducen la union al receptor D) RNA.I. Imagen tomada y modificada de Ohlund, 2019.
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Los RNAI producidos por el virus son importante para el bloqueo de la respuesta inmune del
mosquito, estos se producen a partir de secuencias no codificantes en regiones UTR y
bloquean proteinas como Dicer y XRNluties para la degradacion de RNAs, recientemente
se ha observado que la potreina NS2A actiia también como un RNAi, bloqueando la
produccion de RNAs de la célula hospedero (Hussain, 2014).

-Humano/Primates no humanos

En el humano las células del sistema inmune son las primeras en actuar a través del
sistema monocito-macrofago al reconocer al virus por medio de un receptor de
reconocimiento de patrones (PRR), induciendo la produccion de citocinas y quimiocinas.
Dentro de estos PRRs estan RIG-1, MDAS, TLR3 y TLR7 que permiten el acoplamiento del
virus a estos receptores desencadena la via de sefializacion del interferén o/p (IFN) o factor
nuclear kB (NF «B) (Uno, 2018).

La activacion del complemento también es importante, se activa a través de la via de las
lectinas, permitiendo la lisis de células infectadas, sus subproductos como C3 y C5 las cuales
tiene un papel quimio-atrayente recluten a células fagociticas y moléculas de inflamacion
(Avirutnan, 2011).

La regulacion por miRNAs es importante para la inhibicién de respuesta inmune en
hospederos vertebrados, dos miRNAs han sido estudiados en cultivos del DENV en células
Vero y Hela, el miR-484 y miR-744, son blanco especifico de lo RNAsf producidos en la
region 3'UTR, lo cual nos habla de un mecanismo mediado RNA de interferencia
(Castrillon-Betancur, 2017). Por el contrario, se ha sugerido el uso de miRNAs como el miR-
122 para bloquear la replicacion de DENV en tejido especifico como el higado y esto abre el
camino hacia el desarrollo de terapias a través de la RNAi (Lee, 2010).

Otros dos mecanismos importantes son el proceso de autofagia y apoptosis los cuales inducen
a la muerte de células infectadas. Los mecanismos de autofagia permiten la eliminacion del
virus en células monocitos; a nivel de la apoptosis las proteinas NS2b-NS3 son las proteinas
que inducen el mecanismo a través de la via de las caspasas (Panyasrivanit, 2011, Shafee,
2003).

Proteccion mediada por anticuerpos, los pacientes que han sido infectados por dengue inician
con la produccion de anticuerpos IgM y IgG, siendo esta ultima la que le confiere proteccion
una mayor proteccion, estos se dirigen contra la proteina E, especialmente contra el dominio
IIT de unidn al receptor, otras proteina que generan anticuerpos es prM, solo que estos son
mas débiles. En el caso de dengue estos pueden presentar reaccion cruzada contra los otros
serotipos, siendo los de un primo infeccion mas débiles en comparacién con los de una
infeccion secundaria, también se ha documentado reaccion cruzada entre sueros de dengue y
zika (Priyamvada, 2016, Elong, 2018).

Interacciones proteina-proteina.

Dentro de los estudios de interaccion proteinas virales con proteinas del hospedero
encontramos, que en el mosquito las proteinas C, NS3, NS5 y prM presentaban interaccion
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con 102 proteinas de las cuales 93 eran Uinicas de mosquito y 58 tenian ortélogos humanos,
dentro de estas se encontraba la interaccion de NS5 con la ubiquitina ligasa E3 del mosquito.
En el humano se encontrd 46 interaccion con las proteinas C, NS3 y NS5, de estas 6
interacciones se conocian previamente, como la de la capside como la proteina beta
hemoglobina y NS3 con NF-«xf (Mairiang, 2013) Figura 9.
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Figura 10. Interacciones proteina-proteina. A) Dengue-Humano, B) Dengue-Mosquito.
Imagen tomada y modificada de Mairiang, 2013.

En cuanto a zika los estudios de interaccion con proteinas humanas han encontrado 157 nodos
y 187 interacciones entre las proteinas no estructurales y proteinas del humano, 29 de estas
interactuaban con mas de una proteina NS, dentro de estas tenemos interacciones entre
chaperoninas (involucradas en de la telomerasa de RNA y de cuerpos de Cajal) y NSI1
(Golubeva; 2020). Otra interaccion importante es la de NS4A con ANKLE2 una proteina
asociada a microcefalia de tipo autosémica recesiva, esta interaccion podria estar asociada
con las complicaciones de sistema nervioso asociados a la enfermedad (Shah, 2018).

Modificaciones postraduccionales en las proteinas virales

Los mecanismos postraduccionales de la proteinas permiten mejor la eficacia de algunas de
sus funciones o disminuirlas. Uno de estos mecanismos es la ubiquitinacion, el cual permite
afiadir moléculas de ubiquitina a una proteina de interés en residuos de lisina, este mecanismo
se ha podido observar en la proteina E del zika, el cual permite una mejor union y entrada a
la célula del hospedero, sin embargo, necesita estar interactuando con otra proteina K63 para
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poder presentar esta modificacion, mejora la interaccion con el receptor Tim-1 esto se ha
podido apreciar en cultivos de células humanas (Giraldo,; 2020). En dengue se ha visto que
es el receptor TIM-1 el que debe ubiquitinizarse en dos residuos para permitir la endocitosis
(Dejemac; 2018).

La sumoilacion es el agregacion de grupos SUMO (pequenas ubiquitinas- relacionadas a
modificacion), se ha podido observar esta modificacion en la proteina NS5, permitiendo una
mayor estabilidad, ademés este mecanismos se asocia mucho a proteinas de localizacién
nuclear y se ha visto que la sefial de localizacién nuclear de NS5 también tiene sitios de
sumoilacion, aunque todavia falta dilucidar la funcidn, otros estudios han visto el papel de
esta modificacion en NS5 y funciones asociadas a la estimulacion de genes de interferén y
respuestas al ciclo celular que permiten la persistencia a la infeccion en el ZIKV (Su, 2016;
Conde,2020).

La glicosilacion es el proceso de adicion de glicanos a una proteina, la proteina E de los
flavivirus presenta un sitio conservado en la posicion asparagina 153 y en dengue se presenta
otro sitio exclusivo en asparagina 67, al realizar mutaciones en estos sitios se ha podido
observar una disminucion en la infectividad en las células sobre todo en células de humano
en comparacion con mosquito (Mondotte; 2007).

La metilacion es la adicion de grupos metilos (-CH3) en nucleétidos de citosina, en los
flavivirus importante tener metilado la region N-7 que permite mejorar la traduccién y 2"-O
que permite evadir algunos mecanismos de la respuesta inmune, ya que los que carecen de
ella son reconocidos y degradados facilmente por mecanismos del sistema inmune (Dong,
2014).

Enfermedades.

Ambos virus se caracterizan por la presencia de cuadros febriles con sintomatologia
inespecifica como cefalea, astenia, adinamia, mialgias, artralgias, nduseas, vomito, eritema,
rash, etc (Rigau-Pérez, 1998).

Dengue.

Uno de cada cuatro personas infectadas con dengue presentara sintomas de leves a graves,
esto dependerd de factores como el serotipo del virus y la inmunidad del hospedero
(Severine;2020). La historia natural de la enfermedad se caracteriza por tres fases: la fase
febril, fase critica y fase de recuperacion (Bandyopadhyay, 20006).

Fase febril: caracterizada por fiebre alta y de inicio subito, se presenta de 2 a 7 dias y puede
estar acompanada de rubor facial, eritema, astenia, mialgias, artralgias, cefalea y dolor retro-
ocular, en ocasiones pueden presentar otros sintomas similares al de un resfriado o
enfermedad gastrointestinal, con el paso de los dias puede presentarse petequias, equimosis
y hepatomegalia; la biometria hematica puede presentar leucopenia (Simmons, 2012).
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Fase critica: puede iniciar desde los primeros 3 dias a 7, con un descenso de la temperatura
y un aumento la permeabilidad capilar, incrementando la concentracion del hematocrito y
pueden presentarse las manifestaciones hemorragicas: epistaxis, gingivorragia, metrorragia
o hipermetrorragia, en esta fase inicia la disminucion del recuento plaquetario y el aumento
de la permeabilidad puede llevar a la pérdida de volumen plasmatico con acumulacién en
cavidades (derrame pleural y ascitis) y a presentar signos de alarma (Srikiatkhachorn; 2007).

En esta fase puede presentarse cambios de presion, deterioro del estado de alerta sobre todo
en niflos, taquipnea, taquicardia y hasta descompensacion hemodindmico llevando a un
estado de choque.

Fase de recuperacion: se caracteriza por una reabsorcion del liquido extravasado, durante las
48 a 72 horas posterior. Con una recuperacion favorable por parte del paciente a nivel
hemodindmico; dentro de las alteraciones en piel durante esta etapa pueden presentar una
erupcion tardia acompanada de prurito (Jessie, 2004).

Las infecciones por dengue pueden presentarse con diferentes grados de gravedad y segin la
OMS se clasifican en tres tipos: dengue sin signos de alarma, dengue con signos de alarma y
dengue grave, tabla 2 (OPS/OMS, 2016).

Dengue sin signos de
alarma - DSSA

Persana que vive o ha

vigjado en los Glimes

14 dias a zonas con

fransmisién de dengue

/ presenta fiebre

abitualmente de 2 a 7

dias de evolucién y 2

o mds de las siguientes

manifestaciones:

1. Mauseas / vdmitos

2. Exontema

3. Celalea / dolor
ratroorbitario

4. Midlgia / artalgia

5. Petequias o prueba del
torniquete |+)

. leucopenia

También puede

considerarse coso todo

nifio proveniente o

residente en zona con

fransmision de dengue,

con cuadre febril agude,

usvalmente entre 2 a 7

dias y sin foco aparenie.

Tede cowo de dengue que
cerca de y preferentements
a la caida de la fiebe
presenia uno o mas de los
siguientes signos:
1. Dolor abdominal
infenso o golor a
la palpacién del
abdomen
2. Vémitos persistenies
3. Acumulacion de
liquidas (ascitis, derrame
pleural, derrame
pericdrdical
. Songrado de mucosas
. Letargo / iritabilidad
. Hipotensidn postura
[lipotimial
. Hepatomegalia =2 cm
. Aumento progresive del
hematocrite

e~ O Lnks

Todo caso de dengue que
fiene una o mds de las
siguientes manifestaciones:

1. Chogue o dificuliad
respirataria debido a
extravasacion grave
de plasma. Chogue
evidenciodo por: pulso
débil o indetectable,
inquicardia,
extremidades frias y
llenodo capilar =2
sequndos, presidn de
nulso =20 mmHg:

ipotensién en fase
tardia.

2. Songrodo grave:
segin la evaluacién
del médico ratante
Ieiemolo: hematemesis,
melena, metromagia
voluminosa, sangrado
del sistema nervicso
ceniral [SNC]

. Compromiso grove
de é4rgancs, como
daoiio hepdtico [AST
o AT 21000 Ul
SMIC [aberacian de
conciencial, corazon
|miocarditis) u alros
Siganos

(%]

Tabla 2. Clasificacion modificada de la gravedad del dengue OPS/OMS.
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Zika

La enfermedad por zika tiene un inicio subito, caracterizado por la presencia de un exantema
maculopapular el cual tiene un inicio cefalocaudal, acompafiado de fiebre de baja intensidad,
prurito, hiperemia conjuntival y adenopatias. Como en otras enfermedades febriles puede
presentarse poliartralgias con edema periarticular, bilateral y simétrico, las articulaciones
mas afectadas son rodillas y tobillos, ademas de sintomas inespecificos, como cefalea,
mialgias, nduseas, diarrea y vomito (OPS/OMS, 2016).

Las manifestaciones de la enfermedad en el sistema nervioso central pueden aparecer en la
fase aguda de la infeccion o posterior a ella. Entre éstas el sindrome de Guillain-Barr¢ es la
mas frecuente, aunque también pueden presentarse encefalomielitis aguda diseminada,
mielopatia inflamatoria, encefalitis, meningoencefalitis, cerebelitis y alteraciones de los
pares craneales (Mecharles, 2016).

Sindrome de Guillain-Barré asociado a ZIKV

Este sindrome se caracteriza por una paralisis muscular ascendente, progresiva, simétrica y
aguda, acompafiada de ausencia de reflejos, al estar asociada a la presencia del virus se pudo
observar que tiene una forma de neuropatia aguda axonal motora, con un riesgo de 0.24%
por cada 1000 infecciones. A nivel clinico se considera una paralisis flacida aguda, que puede
afectar las cuatro extremidades, con inicio en las extremidades inferiores y dificultad para la
deambulacion, posteriormente se va extendiendo a brazos; puede acompanarse de
parestesias, hipoestesias, disestesias, alteraciones de la sensibilidad, dolor de tipo
neuropatico, afeccion a pares craneales, compromiso bulbar, de musculos respiratorios y
disautonomias (Cao-lormeau, 2016, Carteaux, 2016).

Sindrome congénito asociado a la infeccion por ZIKV.

Este sindrome se caracteriza por la presencia de microcefalia, desproporcion craneofacial,
cuero cabelludo redundante con rugosidad, hipertonia, irritabilidad, crisis epiléptica, pie
equino varo o artrogriposis. Ademas, se ha corroborado la presencia de distintas alteraciones
en sistema nervioso central, de las cuales destacan: calcificaciones cerebrales de predominio
cortical y subcortical, alteraciones en los ventriculos, anomalias de fosa posterior y
lisencefalia. Asimismo se han documentado alteraciones visuales y auditivas como
hipoacusia central, atrofia coriorretiniana, alteraciones pigmentarias de retina y hipoplasia de
nervio optico (Kleber, 2016, Meaney-Delman, 2016).

Ademas, se ha registrado una elevacion en el numero de abortos espontdneos y muertes
fetales en presencia de la infeccion por ZIKV (Sarno, 2016).
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Figura. 11. Sindrome congénito asociado a la infeccion por ZIKV. Imagen tomada y
modificada de la CDC.gov.
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Antecedentes particulares.

La diversidad genética esta definida como las variaciones heredables que existen
entre individuos de una poblacion dentro de la misma especie (Piriero, 2008). La diversidad
genética es moldeada por distintos mecanismos de evolucidn: la seleccion natural (cambio
en la frecuencia de variantes de acuerdo con su adecuacion) o la deriva génica (el cambio de
frecuencia de variantes por procesos aleatorios) (Forrester, 2014). Al igual que otros virus
de RNA, ZIKV y DENV forman poblaciones heterogéneas dentro del hospedero infectado,
esto se debe a la alta tasa de mutacion de dichos virus, el corto tiempo de generacion y el
gran tamafio de la poblacion viral. La alta tasa de error en la replicacion del virus origina
variantes de un solo nucledtido (SNV) en las secuencias virales, dando lugar a un aumento
en la diversidad genomica intra-hospedero. La diversidad genomica de las poblaciones
virales permite la accion de los mecanismos de seleccion (Collins, 2019; Forrester, 2014,
McCrone, 2018). Estas poblaciones virales heterogéneas tienen mayor capacidad de
adaptacion, una mayor adecuacion, lo que les permite soportar eventos de cuello de botellas
y responder a las presiones de seleccion positiva y negativa que les permiten transmitirse a
un nuevo hospedero (Sim, 2015), Figura 10.

SNV
Seleccion Seleccion
ositiva ., negativa
p Adecuacion g
Virulencia
Sobrevivencia

Evasion del sistema inmune

Fig. 12. Mecanismos involucrados en la seleccion natural.

a) Tasa de mutacion
RNA polimerasa y la replicacion.

La proteina NS5 es multifuncional y conservada evolutivamente en los flavivirus,
tiene una caracteristica importante que difiere en ambos virus a nivel de su estructura, en
DENV se presenta mas compacta y en ZIKV es abierta y alargada, ambas sintetizan RNA de
cadena negativa y positiva, poseen una baja fidelidad, que impulsa una variacidén genética,
como resultado se genera una poblacién de genomas virales estrechamente relacionados pero
genéticamente distintos, los cuales pueden contribuir en la adecuacioén y funciones de los
virus (Sahili, 2019, Sim, 2015).
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Fig. 13 Estructura cristalografica de NS5 de DENV2 y ZIKV. Imagen tomada y modificada de

Sahili, 2019.

La replicacion de los virus de RNA se caracteriza por la alta frecuencia de mutaciones
(Forrester; 2018). La tasa de mutacion en los arbovirus es de 10™* errores por sitio lo que
corresponde a un error por cada genoma de 10 kb (Coffey; 2011). Logan y cols. estimaron
que la tasa de mutacion para ZIKV varia de 12 a 25 mutaciones/afio en un genoma de 10,
272 bases (Logan,; 2016). Para DENV1 la tasa de mutacion del gen E se ha estimado en
1.33x1073 subs/sitio/afio (Hupurachchi; 2016). Las tasas de sustituciones cambian en algunos
linajes, en DENV-1 es de 4.55x10* subs/sitio/ afio y en DENV3 es de 9.01x10™ subs/sitio/
afio (Twidd, 2003).

Una de las causas de esta mayor frecuencia de mutaciones se debe a la baja fidelidad que
posee a RNA polimerasa dependiente de RNA, en consecuencia, se presentan distintos SNVs
en las poblaciones virales, dando como resultado genomas virales muy relacionados, pero
genéticamente diversos, constituidos en torno a una secuencia consenso, dentro de su
hospedero (Sim, 2015, Lequime, 2016).

Los mecanismos por los cuales se mantiene la diversidad genética de las poblaciones virales
en mosquitos aun son desconocidos (Sim, 2015). Por esta razon, el estudio de la distribucion
de SNVs permitiria identificar variantes que puedan potencialmente ser favorecidas por la
seccion e incluso llegar a afectar su adecuacion (Rodriguez-Roch, 2016).

Existen diversos estudios sobre la diversidad genética en los arbovirus que indican que la
replicacion alternada en insectos y vertebrados restringe la evolucion de estas poblaciones
virales al imponer presiones selectivas (Filomatori, 2017). En algunos arbovirus se ha
observado que la fijacion de unas pocas mutaciones puede aumentar significativamente la
adecuacion del virus. Por ejemplo, en estudios in vitro mostraron que al pasar
alternativamente virus de estomatitis vesicular (VSV) entre células de mamifero y células de
insecto se incrementaba la adecuacion en células de insecto, pero no se observaba un aumento
en células de mamifero, indicado la existencia de un trade-off asimétrico de la mutaciones
acumuladas siendo la fase de replicacion en células de insecto la que domina el proceso
evolutivo (Zarate, 2004).
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En el caso de DENV se ha argumentado que algunas mutaciones pueden ser perjudiciales
para las poblaciones virales; (Lui, 2018). En este sentido, se ha reportado la presencia de un
codon de paro prematuro en la posicion 248 (nucleotido 742) de la proteina E de DENV-1len
secuencias obtenidas de humanos y mosquitos en Myanmar. Esta mutacion generé una
isoforma de 27 kDa no funcional, este locus un representa un /ot spot para mutacion y se
asocia a la mutacion escalonada de siete mutaciones (T242S, E269G, Q316R, D363G,
S373F, D417G y G458E) que repercuten muy probablemente en la adecuacion del virus
(Aaskov, 2006). La aparicion de particulas defectuosas interferentes (DI), es otro ejemplo de
diversidad genética, las particulas DI se caracterizan por la pérdida de grandes segmentos del
genoma del virus parental y los fragmentos residuales del sub-genoma se replican con ayuda
de virus completos coexistentes; estudios in vivo han podido determinar la presencia de estas
particulas DI en poblaciones DENV obtenidas de humanos hospitalizados con sintomatologia
atenuada de la enfermedad (Li, 2018).

Parameswara y cols. estudiaron la diversidad intra-hospedero de DENV-3 a partir de
muestras de células mononucleares de sangre periférica de humanos con primera infeccion o
segunda infeccion. Los autores observaron que, durante procesos de infecciones agudas en
humanos, se presentaba una rapida evolucion intra-hospedero en las poblaciones de DENV-
3, probablemente llevadas a fijacion por presiones selectivas del sistema inmunoldgico
(Parameswaran, 2017). En poblaciones de DENV obtenidas de pacientes, se han observado
mayores niveles de diversidad genética intra-hospedero en los dominios de la proteina E.
Otro mecanismo que favorece la diversidad genética es el RNA de interferencia (iRNA) de
los mosquitos, este desempefia un papel clave en las defensas contra el patdogeno, impulsando
la variacion de mutaciones que le permitan al virus escapar de este sistema de control (Sim,
2015).

Uno de los desafios a los que esté sujeta la diversidad genética en los procesos de infeccion
en el hospedero son las reducciones en los tamafios de las poblaciones virales debido a
cambios demograficos intra-hospederos. La diversidad genética suele reducirse durante el
paso de un hospedero a otro debido a la disminuciéon del tamafio de su poblacion. En los
arbovirus los niveles altos de variacion genética intra-hospedero podrian favorecer la
adecuacion; Jerzak y cols. estudiaron los niveles de variacion intra-hospedero in-vitro,
evaluaron si la infeccion transmitido por mosquitos presentaba una mayor variabilidad que
la transmitida por las aves, esto al usar el WNV derivado de un clon de DNAc infeccioso
transmitido veinte veces y determinar los tamafos y la variabilidad de las especies mutantes.
Los autores observaron que en los mosquitos se presentan un mayor nimero de variantes
genéticas y eran menos patogénicas al infectar ratones, lo que favorece la supervivencia de
estos; Por lo anterior, se propuso que los mosquitos son fuentes de variacion y las aves lugares
donde se lleva a cabo una mayor seleccion negativa de las variaciones (Jerzak, 2007,
Lequime, 2016).

Un estudio de cepas virales de 4 paises de Africa Occidental en el periodo de 1947 a 2007,
identifico sitios en el genoma del ZIKV sujetos a presion seleccion negativa (Faye, 2014).

Durante la transmision horizontal se pueden perder SNVs adquiridas en el hospedero o vector
previo, sin embargo, algunos estudios sugieren que existe un equilibrio entre los niveles de
diversidad genética. Sim y cols. determinaron que los niveles de diversidad genética intra-
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hospedero en muestras de pacientes con dengue y mosquitos, los cuales se alimentaron de las
muestras de pacientes infectados, se mantuvieron similares durante la replicacion en
hospederos humanos y mosquitos. Aunque mas del 90% de SNV se perdian en el proceso de
transmision de un hospedero al otro, la diversidad se mantuvo mediante la regeneracion de
nuevos SNV en cada etapa (Sim, 2015).

Zarate y cols. al analizar secuencias de DENV originarias de mosquitos y humanos
encontraron 15 sustituciones no sindnimas y 88 sustituciones sindonimas que aparecian con
una frecuencia mayor en virus obtenidos de mosquitos. Ademas, algunos de estos sitios se
mantenian como polimorficos en al menos una de las muestras analizadas lo que sugiere
podrian contribuir al mantenimiento de la adecuacion de las poblaciones virales en los
eventos de transmision (Zarate, 2019).

En el caso del ZIKV se han realizado menos estudios sobre la diversidad intra-hospedero, sin
embargo, algunos cambios en el efectos citopaticos se han asociado con la sustitucion
A1263V en el ZIKV reportada por Alpuche-Lazcano y cols. (Alpuche-Lazcano, 2018).
También se ha reportado que mutaciones en los residuos conservados F56K y F84K
interrumpen el plegamiento de la proteina C (capside), dando como consecuencia un
agregado soluble (Li, 2018; Shrivastava, 2018).

En el DENV1 se ha observado que las mutaciones en el gen E en las posiciones D54N,
T226A, 1347M. 1347V, A463V aumentan su neutro-virulencia durante el desarrollo de la
infeccion (Dang, 2020).

b) Cuellos de botella.

Los arbovirus cruzan diversas barreras anatomicas para el establecimiento y
mantenimiento de la infeccidon en sus vectores artropodos las cuales representan cuellos de
botella para la poblacion viral, estas barreras contribuyen a la disminucién de variabilidad
genética, Los cuellos de botella pueden disminuir la adecuacion favoreciendo la acumulacion
de variante deletéreas que no podran ser eliminadas por la seleccion negativa, de acuerdo con
el trinquete de Muller (Forrester, 2014). Los cuellos de botella son un ejemplo claro de deriva
génica, estas reducciones se pueden presentar en el establecimiento de la infeccion,
diseminacion y transmision, teniendo consecuencias profundas para la evolucién de los
arbovirus y siendo un desafio para el mantenimiento de la diversidad en las poblaciones
(Forrester, 2014, Lequime, 2016).
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Figura. 14. Mecanismos de cuello de botella. 1) la subpoblacion mas grande se mantiene
después del cuello de botella, 2) Aunque la variabilidad del virus disminuye, se retiene una
pequefia cantidad de diversidad viral. 3) la diversidad de la poblacion de virus cambia

significativamente debido a la supervivencia aleatoria. Imagen tomada y modificada de McCrone y
cols. 2018.

Tipos de seleccion.

Los tipos de seleccion en los genomas y secuencias se pueden estimar utilizando los valores
de dN/dS (ntmero de sustituciones no sinonimas/nimero de sustituciones sindnimas),
cuando el valor de este es igual a 1, tenemos la presencia de seleccion neutral, si es menor
<1 tendremos seleccion negativa en la mayoria de las mutaciones no sindénimas y si es >1
con presencia de seleccion positiva en las mutaciones no sindonimas. La presencia de
mutaciones sindnimas se presenta en la seleccion neutral dado al no presentarse cambios en
los aminoécidos (Costa, 2012).

¢) Procesos de seleccion positiva.

Un ejemplo de sitio sujeto a seleccion positiva en DENV se encuentran en la proteinas
no estructural NS1, estos sitios pueden estar involucrados en mecanismos de evasion del
sistema inmune del hospedero o en sitios de interaccion proteina-proteina.

NS1 es importante para la replicacion viral, y presenta multiples funciones intra y
extracelulares. Por ejemplo, al secretarse en su forma homodimérica se asocia a la membrana
celular y es muy inmunogénicas y contribuyen a la patogenicidad. En ZIKV esta proteina
favorece la evasion de la respuesta a interferon por parte del hospedero (Grubor-Bauk, 2019).

Seroni y cols. encontraron que la proteina NS1 se encuentra bajo seleccion positiva durante
el proceso de especiacion de los Flavivirus, esto se observo en la reconstruccion de arboles
filogenéticos de Flavivirus se detectaron un total de 16 sitios de seleccion episodica, y 7 de
estos se encontraron en la proteina NS1, distribuidos a lo largo de toda la proteina en epitopos
inmunes de células T (por ejemplo los sitios P112 y G114 validados en DENV) o regiones
proteicas que participan en interacciones proteina-proteina (Y22 juega un papel en las
interacciones homodiméricas de NS1, A77 presenta un papel en la estabilizacion de
interacciones de la proteina, H164 esencial para la replicacion viral, G185 localizados en
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sitios de interaccion dimérica). La presencia de seleccion positiva en los sitios de epitopos
sugiere una presion del sistema inmune adaptativo del hospedero; otras proteinas NS donde
se encontraron sitios de seleccion positiva relacionados con epitopos fueron en NS4B y NS5
(Sironi) Figura 15.

En el virus del Nilo occidental la mutacion 2K-V9M de la proteina NS4A se encuentra bajo
seleccion positiva y presenta una mayor adecuacion en los mosquitos con mayores tasas de
diseminacion entre este hospedero en comparacion con el genotipo silvestre. Esta mutacion
altera las interacciones de la proteina, favoreciendo la estabilidad de complejos de replicacion
al modificar la funcion de la proteina 2K-NS4B necesaria para la formacion de estos
complejos replicativos (Campbell, 2014). Hay que tener en cuenta que una de las limitaciones
de la seleccion positiva en los virus RNA es la alternancia entre hospederos que interrumpe
el proceso de seleccion (Shrivastava, 2018).
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Fig. 15. Sitios de epitopos sujetos a presiones de seleccion positiva en NS1. Imagen tomada
y modificada de Seroni, 2017.

d) Procesos de seleccion negativa

Las UTRs han permitido estudiar los procesos de seleccion negativa que se presentan
en los distintos hospederos, en el caso de la UTR 3" se caracterizada por poseer regiones
talla-burbuja que permite la formaciéon de RNA subgenomico de flavivirus (RNAsf), la
variacién genética in vitro en esta region en células de mosquito infectadas con dengue
permite que se generen al menos dos RNAsf (RNAsf3 y RNAsf4), sin embargo, al pasar a
células humanas en cultivo se vio una disminucion de estas variaciones y la formacion de un
solo RNAsf (RNAsfl), esto nos habla de mecanismos de seleccion negativa que eliminan la
variacion adquirida en el hospedero previo, algo a destacar es que esta eliminacion de la
variacion permite una supervivencia del virus en el nuevo hospedero, ya que la permanencia
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de las variantes de mosquito en células humanas producian una respuesta inmune mayor
contra el virus (Filomatori, 2017).

Evolucion de arbovirus

Existen mas de cinco mil arbovirus, los cuales se encuentran distribuidos en cinco
familias: Bunyaviridae, Flaviviridae, Reoviridae, Rhabdoviridae y Togaviridae. Las
caracteristicas mas destacadas de estos virus son:

e El proceso de transmision se lleva a cabo por un artropodo (dipteros y dcaros en
mayoria).
e Al ser virus de RNA presentan tasas de mutacion muy altas.

Con respecto a las altas tasas de mutacion y su gran tamafio de poblacion en el hospedero
permite la presencia de una alta variacion genética. Sin embargo, que sus genomas sean
pequefios permite que no acumule un gran nimero de mutaciones deletéreas. Se ha postulado
que estas caracteristicas han ayudado a virus como DENV y virus de fiebre amarilla (YFV)
a la capacidad de infectar hospederos muy diversos (Tabachnick, 2016).

Presiones evolutivas en los arbovirus

Los invertebrados y vertebrados presentan una diferencia de mas de 570 millones de
afios en su evolucion, lo que los hace organismos muy diversos con sistemas inmunes
diferentes. La alternancia de los arbovirus en estos hospederos impone presiones de
evolucion, haciendo que haya diferentes regiones de acumulacion de mutaciones, uso de
nucleotidos y codones diferentes (Sexton, 2019).

En los vertebrados la seleccion negativa promueve la evolucidon en los virus con genomas
mas adecuados para evitar la estimulacion por el sistema inmune, sobre todo a nivel de PRRs
(receptores que reconocen patrones), ademas de una seleccion positiva ocasional que le ayude
a evadir la respuesta inmune adaptativa. En los artropodos es importante la seleccion
negativa, sin embargo, las secuencias también deben presentar variacion, para lograr evadir
la respuesta de RNAi que van dirigidas hacia las secuencias mas comunes. Este se puede
apreciar en el WNV ya que su paso por el artropodo favorece la diversidad de los genomas y
en las aves se presenta una seleccion negativa (Grubaugh, 2016).

Estudios comparativos sobres la replicacién en uno y en multiples hospedero, han permitido
observar, que no hay disminucion en la adaptacion del virus y la secuencia consenso sigue
siendo muy similar con el paso de las rondas de replicacion (Ciota, 2010)

Las estructuras secundarias del RNA viral, son importantes en distintos procesos biologicos
permitiendo la evadir la respuesta inmune y para el proceso de replicacion. Las
modificaciones que sufren estas estructuras con el paso de un hospedero a otro son poco
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conocidas y podrian ayudar a la explicacion del mecanismo de infeccion en distintos
hospederos (Sexton, 2019).

Eluso de codones en distintos hospederos puede variar, este se asocia al contenido de citosina
y guanina, la presencia de dinucleotidos, la expresion de RNAt en el hospedero, las proteinas
presentes y los mecanismos del sistema inmunitario. En el genoma de los mosquitos se
observa un bajo uso del codon AGG el cual se pude deber a que no codifica el aminoacido
en los distintos hospederos codificando una lisina en lugar de arginina (Abascal, 2006).
Factores més importantes se encuentran el RNAt el cual puede sufrir modificaciones que
comprometan su fidelidad en la traduccion.

La preferencia por el uso de ciertos dinucleotidos es importante, los virus de RNA prefieren
evitar el uso de ciertos dinucle6tidos como CpG y UpA, ya que existen diversos mecanismos
del huésped dirigidos contra estos, como el uso de proteinas dedos de zinc que agotan los
RNA viral ricos en CpG y la degradacién de RNA rico en secuencias AU (Takata, 2017).
Estudios en células de vertebrados con DENV y ZIKV han podido determinar que la
presencia de mutaciones en codones preferenciales de mosquito reduce los titulos virales en
los cultivos, este efecto fue mas marcado en ZIKV (Li, 2018).

La evolucion de los arbovirus ha podido ser estudiada en diversas condiciones; los estudios
in vitro sobre la adaptacion del virus en diversos hospederos han descrito que DENV
cultivados en lineas celulares de mosquito C6/36 presentan una menor acumulacién de
mutaciones, frenando las evolucion viral de las poblaciones virales (Vasilakis, 2009); sin
embargo, los estudios de poblaciones silvestres de mosquito han encontrado un mayor
nimero de SNV en los genomas derivados de mosquito (Zdrate, 2019), al igual que con el
ZIKV (Izquierdo- Suzan, 2019).

Competencias vectorial

La competencia vectorial estd determinada por factores genéticos y ambientales las
siendo las interacciones entre estos las que determinan la presencia de variacion (Tabachnick,
2013). La competencia vectorial se define como el conjunto de factores que permite al
artropodo infectarse de un patdgeno en particular y posteriormente transmitirlo a un
hospedero susceptible (Hardy, 1988).

Los factores ambientales incluyen, tenemos los cambios en el habitat del vector
inicialmente los vectores eran endémicos y estaban restringidos a regiones particulares, sin
embargo, en las ultimas décadas se han extendido a nuevas regiones tropicales, subtropicales
y templadas, estando limitado a zonas del continente africano y sudeste asidtico, actualmente
se presenta en todos los continentes (Lwande, 2015) Figura 16. Los factores que le han
permitido al vector una mayor distribucion son los geograficos como la globalizacion y
cambio climaticos, esto ha permitido un aumento significativo en los casos reportados de
dengue y zika (Tabachnick, 2016). La temperatura es un factor importante, ya que la a
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temperaturas mas elevadas existe una mayor susceptibilidad de los mosquitos a la infeccion
por arbovirus favoreciendo la replicacion del virus (Reisen, 1993) otros factores que influyen
en la competencia son la exposicion a insecticida, el pH y la humedad (Hardy, 1983).

Los factores genéticos para la competencia del vector incluyen la expresion de proteinas y
RNAs en respuesta a la infeccion y carga viral (Tabachnick, 2013).
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Fig. 16 Distribucion global de Ae. Aegypti. Las zonas en rojo presentan una alta
distribucion del mosquito y las zonas en azul una baja. imagen tomada y modificada de Li 2018

Evolucion del virus del dengue.

Los estudios filogenéticos del dengue han permitido realizar arboles dentro de la clasificacion
de serotipos y genotipos (Figura 17), siendo estos ultimos secuencias de nucledtidos con
menos del 6% de diversidad en la secuencia de nucledtidos. La tasa de mutacion en DENV
es menor en comparacion con los virus de RNA no transmitidos por vector, esto por presencia
de dos ciclos de replicacion en hospederos diferentes y siendo el mosquito el hospedero con
mayor limitacion para la evolucion viral (Lin, 2004).

El origen del DENV se propone fue en Asia, originado por ciclos de replicacion selvaticos,
se han documentado aislamiento de los distintos serotipos en las regiones silvestres del pais
y se encuentra presente uno de los vectores con mayor competenica 4. albopictus. Los
estudios filogenéticos ha estimado que su aparicion fue hace unos dos mil afios. Se ha
postulado que el salto a los humanos fue hace unos mil afios para DENV2, 600 afos para
DENV4 y 200 afios para DENV1 y DENV3 (Twiddy, 2003).
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La proteina E es una de las principales proteinas involucrada en la diversidad de los serotipos,
es la que mas secuencias tiene disponible en las bases de datos y esto a ha facilitado el estudio
de la evolucién del virus, posee un tasa de mutacion 7.6 x10™ sustituciones por sitio/afio.
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Fig. 17. Serotipos y genotipos del virus del dengue. Filogenia temporal desde el ancestro
mas comun. Imagen tomada y modificada de Tabachnick, 2016.

Evolucion del virus del zika.

El anélisis filogenético permitiéo demostrar la divergencia del virus en dos linajes, el africano
que aparecid por primera vez en 1947 y el asiatico identificado e 1966, posteriormente el
asiatico se subclasifico en dos clados el asidtico y el asiatico-americano, estos ultimos se han
estado propagando cada uno en Asia y América. Ademads, durante la expansion global se
pudieron identificar sustituciones de aminoacidos como el de serina por asparagina en la
posicion 139 (S139N) en la proteina prM surgiendo en la Polinesia Francesa y el cambio de
metionina y treonina por valina en 2634 (M/2634V; T/2634V) en NS5. Otras variantes en las
posiciones 139, 982 y 2634 estan asociadas con una mayor patogénesis y transmision (Liu,
2019; Yuan, 2017).
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Hipotesis.

Los genomas de ZIKV y DENV obtenidos a partir de mosquitos presentan diversidad
genética inter-hospedero, que es distinta de la observada en virus obtenidos a partir de
pacientes.

Justificacion.

Los Flavivirus contribuyen a la mortalidad y discapacidad de un gran numero de
personas a nivel mundial, y son considerados patégenos emergentes y re-emergentes.
Recientemente el ZIKV ha sido asociado con una sintomatologia diversa que va desde
individuos asintomaticos hasta la embriopatia fetal por Zika caracterizada por microcefalia,
actualmente no existe una vacuna o tratamiento especifico para esta infeccion viral. Por otro
lado, el DENV es la enfermedad arboviral reemergente mas importante en el mundo, ademas
se ha observado recientemente un aumento en el nimero de casos de dengue grave. La
mayoria de las secuencias reportadas para estos virus fueron obtenidas a partir de muestras
de pacientes, siendo el conocimiento sobre la diversidad de estos virus en poblaciones
naturales de mosquitos limitado. Al transmitirse de un hospedero a otro las poblaciones
virales estan sujetas a presiones selectivas que favorecen la aparicion o eliminacion de SNV
que pueden tener consecuencias en la adaptacion y adecuacion del virus, ademas de modificar
la patologia de las enfermedades que producen. El analisis y comparacion de secuencias entre
diferentes hospederos nos permitira identificar las regiones del genoma que presentan mayor
diversidad en cada uno de estos, contribuyendo al entendimiento de la dinamica evolutiva de
estos virus. Como una perspectiva del presente estudio, estos resultados podrian ayudar a
identificar sitios potenciales para dianas terapéuticas.
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Objetivo General.

Caracterizacion de las secuencias de Flavivirus obtenidas de mosquitos y humanos.

e Objetivos particulares.

e Determinar la presencia de Flavivirus en mosquitos adultos colectados en México y
plasma de pacientes con sindrome febril.

e Determinar la secuencia del genoma de ZIKV y/o DENV
Determinar la relacion filogenética de las secuencias obtenidas
Analizar la variacion genética de partir de secuencias de ZIKV y DENV de Flavivirus
de mosquito y de humanos.
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Estrategia experimental.

1. Obtencion de genomas completos y genotipificacion.

Pools de mosquitos Plasma de pacientes con
(Aedes aegypti) adultos sindrome febril

!

Extraccion de
RNA

RT-gPCR Eliminacion del
(CIENI-INER) RNA ribosomal

Secuenciacion
— | (MySeq) USMB-
IBT UNAM

Analisis de
variabilidad

Reconstruccion
de filogenias

Genotipificacion | «—

Fig. 19 Estrategia experimental.

Ensamble de novo
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Metodologia.

e Muestras.
Pools mosquitos.

Las muestras de mosquitos adultos fueron colectadas en los municipios de Chilpancingo en
el estado de Guerrero y Salina Cruz estado de Oaxaca, durante la ultima semana de octubre
de 2016, la colecta se realizé con apoyo del Centro Nacional de Programas Preventivos y
Control de Enfermedades (CENAPRECE) y las M.C. Monica Izquierdo y Fabiola
Hernandez.

Se capturaron mosquitos adultos en hogares o alrededores de casos confirmados y/o
probables de infeccion por Flavivirus. Los mosquitos fueron clasificados y separados por
especie y género y se distribuyeron en pools los cuales contienen de 10 a 30 mosquitos y
fueron preservados en medio de transporte viral y mantenidos en hielo a 4°C hasta su llegada
al laboratorio donde se preservaron a — 70° C. Cada pool fue homogenizado en 200 pL de
disruptor de tejidos (Qiagen).

Sueros de pacientes.

Las muestras de plasma humanos fueron obtenidas en las localidades de Cuatepec,
Tecoanapa y Ayutla de los Libres del estado de Guerrero durante los meses de agosto y
septiembre de 2016, donadas por la Dra. Sofia Alcaraz de la Division de Medicina Gendmica
del Centro Nacional “20 de Noviembre del ISSSTE”. Las muestras corresponden a pacientes
con diagnodstico de Sindrome Febril. Fueron preservadas en laboratorio a -70°C.

e Extraccion de RNA.
Pools de mosquitos y suero humano.

La extraccion de RNA de los pools de hembras y machos principales de A. aegypti de los
estados de Oaxaca y Guerrero fueron realizadas por la M.C Monica Izquierdo y la Dra.
Martha Yocupicio en el Laboratorio de Virologia del Posgrado en Ciencias Gendmicas. Las
muestras fueron homogeneizadas y se les agregd Trizol en una relacion de volumen 3:1,
posteriormente se mezclaron vigorosamente y se incubaron a temperatura ambiente. Los
clarificados se obtuvieron después de centrifugar a 12,000 rpm durante 10 min y se recuperd
sobrenadante.

Los sobrenadantes se tomaron con el kit QIAamp viral RNA siguiendo las instrucciones del
fabricante. Brevemente, se tomaron 140uL de cada muestra de mosquito o muestra de suero
humano y se les agregaron 560uL de buffer AVL con 5.6puL del reactivo acarreador de RNA,
se incubo durante 10 min a temperatura ambiente y se afiadieron 560uL de etanol y se agito
durante 15s. Posteriormente se transtirié todo el contenido de la muestra a una columna y se
centrifugo a 8,000 rpm durante un min, luego se hicieron lavados con 500uL del buffer AW1
y AW2. Por ultimo, se llevé a cabo la elusion del RNA usando 60uL del buffer AVE, se dejo
incubar durante 1 min y se centrifug6 a 14, 000 rpm durante 2 min. Finalmente se midieron
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las concentraciones de RNA y se procedio a guardar lad muestras a -70°C. Las muestras se
llevaron a una concentracion final de 50 ng/pL y un volumen final de 10uL.

e Deteccion de arbovirus por RT-qPCR.

La presencia de los arbovirus (ZIKV, DENV, WNV y CHIKV) en las muestras de RNA
obtenidas se llevd a cabo mediante RT-PCR cuantitativa (RT-qPCR) usando el sistema
TagMan de la plataforma 48.48 Dynamic Array IFCs de Biomark. El kit abarca la deteccion
de 4 serotipos de DENV, los 3 linajes de ZIKV, 3 linajes de CHIKV y 2 linajes de WNV (el
protocolo de este método fue establecido por el Doctor Edgar Sevilla Reyes del CIENI en el
Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias INER).

Después de conocer el numero de muestras infectadas con cada uno de los flavivirus
mencionados se calcul6 la tasa minima de infeccion (MIR), la cual nos permite estimar la
frecuencia de infeccion en vectores (Gu, Lampman & Novak, 2004). Una de las limitantes de
esta formula es que, se debe obtener una muestra >= 1000 especimenes, para tener una mejor
estimacion.

MIR = N° de individuos infectados / N° de individuos totales.

e Deplecion de RNAr.

De las muestras que resultaron positivas para arbovirus (pools de mosquito o suero de
humano) se eligieron 13 muestras para eliminacion de RNAr con el kit NEBNext® rRNA
Depletion Kit (Human/Mouse/Rat) con algunas modificaciones a las instrucciones del
fabricante. De cada muestra de RNA se tomaron 200 ng de cada muestra y se les agrego6 agua
libre de nucleasas a un volumen de 10uL, para la primera reaccion de hidroxilacion se
agregaron 2 plL de buffer de solucion de deplecion NEBNext v2 rRNA y 2 uL del buffer de
hidroxilacion NEBNext a cada muestra para llegar a un volumen de 15 pLL por muestra. Se
mezclo y se incubd a temperatura ambiente durante 10 minutos para posteriormente
someterlas a los siguientes ciclos de temperatura 20 minutos a 95°C durante 2 min,
descendiendo hasta 22 a una velocidad de 0.1°C/segundo.

Posteriormente, se llevo a cabo la digestion por RNase H, para lo cual se agregd a cada
muestra 2 pL de buffer RNase H, 2 pLL. de RNase H termoestable de NEBNexty 1 uL de agua
libre de nucleasas. Para tener un volumen final de 20 pL. La mezcla se llevdo a un
termociclador 30 min a 50°C. Luego se procedio a la digestion enzimatica por DNasa |
usando 5 pL de la mezcla anterior y 2.5 uL. de DNasa I NEBNext y 22.5 pL de agua libre
de nucleasas para tener un volumen final de 50 pL. Se mezclo y se centrifug6, se incubo en
el termociclador durante 30 min a 37°C.
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Para purificar el RNA tratado se usaron 90 pL de perlas magnéticas (Nombre del producto
de Biolabs), las cuales se mezclaron por pipeteo durante 10 s y se incubaron con las
muestras  durante 15 min  en hielo y posteriormente se separd el sobrenadante usando
una gradilla magnética, la pastilla conteniendo las perlas (con el RNA tratado unido) se tratd
tres veces con 200 pL de etanol al 80% por 30 s a temperatura ambiente, después se recuperd
nuevamente la pastilla la cual se dejo secar al aire durante méximo 5 min . La elusion del
RNA tratado se realizd usando 7 pL. de agua libre de nucleasas, se incub6 por 2 min  a
temperatura ambiente y se coloco en la gradilla magnética para obtener 5 uL. de sobrenadante
que contiene  al RNA tratado, el cual se cuantificoy  se guard6 a -70°C.

e Secuenciacion.

Del total de muestras positivas para arbovirus se seleccionaron 13 las cuales se trataron para
eliminar el RNAr y se enviaron a la Unidad Universitaria de Secuenciacion Masiva y
Bioinformatica-Instituto de Biotecnologia (USMBIBIT) de la UNAM para la construccion
de librerias shotgunt RNA Ilumina y se secuenciaron usando el sistema de lectura extremos
emparejados de Hi Seq (Illumina, https://www.illumina.com/).
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Fig. Proceso de secuenciacion.

Fig. 20 Proceso de secuenciacion de RNA. A) Fragmentacion del genoma y formacion
de bibliotecas, B) PCR en puente, C) Secuenciacion por sintesis, D) Lecturas.
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e Ensamble de secuencias.

Antes de realizar el ensamble de las secuencias se evaluo la calidad de las muestras, para lo
cual se utilizaron los siguientes pasos: i) evaluacion de la calidad de las lecturas mediante
FASTQC (https://www.bioinformatics.babraham.ac.uk/projects/fastqc/) ii) limpieza de
adaptadores Cutadapt v1.11 (Martin, 2011) y eliminacién de las posiciones las posiciones y
lecturas de baja calidad (< 20, corresponde a una tasa de error>1%) con AfterQC (Chen),
solamente se consideraron lecturas de una longitud minima de 50 bp y no mas de 10
nucledtidos N. iii) eliminacién de lecturas duplicadas usando el programa Geneious Prime.
iv) se realizd ensamble de novo usando el algoritmo User% of date del programa Geneious
Prime el cual permite examinar una proporcion estimada de los datos, sin embargo, se analizo
el 100% de ellos. v) se realizd alineamiento de secuencias de tipo local (BLAST) de
nucleotidos para los diferentes contings ensamblados y determinar su identidad. Ademas, se
realizamos ensamble contra referencia utilizando el programa de Geneious Prime, para esto
se tomaron genomas de referencia de la base de datos de NCBI.

Se utilizaron los siguientes genomas de referencia (Tabla 3).

Tabla 3. Genomas de referencia

Nombre Virus | Secuencias | Molécula | Origen
Dengue4 NC 002640-POLY gene Dengue 4| 10,164 RNA | Humano
Dengue3 NC_001475-POLY gene Dengue 3| 10,173 RNA | Humano
Dengue?2 Polygene Dengue 2| 10,176 RNA | Humano
gb:MN294937|0Organism:Dengue Dengue2 | 10,723 DNA | Mosquito
Zika aislado brasil NC_035889-POLY gene Zika 10,272 RNA | Humano
gb:MK049247|0Organism:Zika Zika 10,385 DNA | Mosquito
MH643887.1 WNV 11,019 DNA Caballo
KX547527.1 WNV | 10,787 DNA | Caballo
West Nile linage 1 NC 009942-POLY gene WNV 10,293 RNA | Humano
West Nile linage 2 NC _001563-POLY gene WNV 10,302 RNA | Humano

¢ Genotipificacion.

Se identificaron los genotipos a los que pertenecen las secuencias de Flavivirus

ensambladas, por medio de la construccion de arboles filogenéticos, ademas se incluyeron
secuencias de referencia de cada genotipo. Para la construccion del arbol se utilizé andlisis
de maxima verosimilitud mediante los programas de MAFFT y iq-Tree2, ademas, de FigTree
para la visualizacion y edicion de los arboles.
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e Analisis de variabilidad de genomas.

Obtencion de secuencias.

Las secuencia de los genoma completo de cada uno de flavivirus secuenciados se
obtuvieron de la base de datos Flavivirus Virus Pathogen Resource (ViPR). Los criterios de
inclusion de las secuencias son: genomas completos, flavivirus (DENV2-genotipo asiatico-
americano/ZIKA-linaje asiatico-americano), hospedero (humano/mosquito), tipo de
espécimen (plasma/suero/mosquito) y tamafo del genoma (10,000/11,000 pb). Se realiz6
eliminacion de secuencias repetidas y eliminacion de secuencias UTR en el caso de las
secuencias de aminodacidos por la traduccion.

Alineamiento de secuencias.

A partir de las secuencias obtenidas de la base de datos ViPR, se realizd el
alineamiento de secuencias de nucledtidos y aminoécidos para cada virus respectivamente
derivadas de muestras de humano y mosquito usando, el algoritmo MAFFT version 7
(Multiple alignment program for amino acid or nucleotide sequences).

Analisis de diversidad.

Para el analisis de variacion en secuencias de nucleotidos y aminoacidos se utilizo el
programa Analyze Sequence Variation de ViPR. El consenso es el alelo que supera una
frecuencia superior al 50% independientemente la cobertura, si ningin alelo supera el 50%,
se coloca N (para nucledtidos) o Xaa (para aminoacidos) para indicar ambigiiedad. Las
secuencias alineadas se comparan luego con el consenso para identificar polimorfismos.

El puntaje designado a los polimorfismos se calcula usando la formula modificada de la
entropia de Shannon para estimar la frecuencia del alelo por posicion, la puntuacion obtenida
es la entropia normalizada de la distribucion observada y donde la puntuacion para
nucleotidos puede oscilar de 0 (sin polimorfismos) y 232 (4 alelos y un indel, con 20% de
frecuencia para cada uno).

S =-100 * Sum (Pi*log: Pi)
- Pi es la frecuencia del alelo 1.

- Sum es la diferencia entre la méxima entropia posible y la entropia de la distribucion de
simbolo observada.
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Analisis de diversidad inter-hospederos.

Los sitios diferenciales entre las secuencias de humano y mosquito se determinaron
mediante un analisis comparativo utilizando el programa meta-driven comparative analisis
tool (metaCAT) (Pickett). Este programa nos permite buscar posiciones alineadas que
difieran significativamente entre los dos o mas grupos de secuencias, para este trabajo se han
definico dos grupos (grupo de secuencias de mosquitos y de secuencias de humano).

A partir de nuestro alineamiento calcula una prueba chi-cuadrada en cada columna del
alineamiento, con la finalidad de identificar que tienen una distribuciéon no aleatoria. Se
calcula un valor estadistico cuantitativo por variacion para todas las posiciones. El valor C
calculado es igual al valor p de la chi-cuadrada.

Sin embargo, algunos sesgos como la covarianza, sesgos de codones, diferencias en el
genotipo, la geografia, el tiempo de aislamiento, pueden afectar la estimacion. Por lo anterior
se utilizé una correccion de Bonferroni para el valor de p, de tal suerte que se considera
significativa aquella en posiciones con un valor de p <0.0000045.

Analisis filodinamicos.

El analisis filodinamico se llevo a cabo con la finalidad de identificar relaciones evolutivas
de las secuencias en su contexto geografico y temporal.

El programas iq-Tree2 se consider6 para el analisis filodinamico, éste utiliza un algoritmo
estocastico rapido y eficiente para la reconstruccion de arboles filogenéticos con méxima
verosimilitud y se puede obtener escalamiento de las ramas en funcion del tiempo (Nguyen,
2015; Chernomor, 2016).
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Resultados.

1.- Obtencion de RNA para secuenciacion.

En el presente estudio utilizaron extractos de RNA obtenidos de pools de mosquitos
colectados en 2016 en los estados de Guerrero y Oaxaca. Los 85 extractos de mosquitos de
Guerrero fueron obtenidos, cuantificados y sometidos a deteccion de arbovirus previo al
presente trabajo en el laboratorio de virologia del PCG. Se realizé extraccion y cuantificacion
de 143 pools de mosquitos y 46 muestras de plasma humano se obtuvieron para el presente
estudio. 58 extractos provenientes de Oaxaca fueron obtenidos y cuantificados también en el
Laboratorio de Virologia de PCG en el transcurso de la realizacion del presente trabajo para
posteriormente usarlos en la deteccion de arbovirus realizada en el INER.

Ademas, se realizo la extraccion de RNA de 46 muestras de suero obtenido de pacientes con
diagnostico sugestivo de sindrome febril, originarios del estado de Guerrero. 24 de ellos
presentaban sintomas al momento de la toma de muestra (Tabla 4), de las 46, solo 42
alcanzaron la concentracion final requerida para la técnica de deteccion de arbovirus que se
utiliz6 en este proyecto.
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Tabla. 4 Caracteristicas de las muestras de suero humano con los valores de CT

Inicio de | Fecha de Sintomas al
Numero Clave Sexo . Edad Municipio Edo mome nto CT
sintomas toma
de la toma

1 LChS Femenino | 25/08/2016 | 28/08/2016 23 Tecoanapa Guerrero No 27.17
2 MCS Femenino | 10/08/2016 | 28/08/2016 74 Tecoanapa Guerrero No 29.97
3 RRA Femenino | 25/08/2021 | 28/08/2016 62 Tecoanapa Guerrero No 30.05
4 MAR Femenino | 25/08/2021 | 28/08/2016 35 Huamuchapa Guerrero No 30.89
5 MVA Femenino | 20/08/2016 | 28/08/2016 39 Tecoanapa Guerrero No 28.9
6 SCC Masculino - 05/09/2016 59 Tecoanapa Guerrero No 30.78
7 DCT Femenino | 03/09/2016 | 05/09/2016 32 Tecoanapa Guerrero No 30.01
8 AMS Femenino | 06/08/2016 | 10/08/2016 24 Tecoanapa Guerrero Si 30.31
9 RAA Masculino | 08/08/2016 | 10/08/2016 19 Tecoanapa Guerrero Si 28.53
10 JCEH Masculino | 07/08/2016 | 11/08/2016 23 Tecoanapa Guerrero Si 30.33
11 EVR Femenino | 05/07/2016 | 28/08/2016 27 Tecoanapa Guerrero No 30.97
12 JL Femenino | 06/08/2016 | 11/08/2015 22 Tecoanapa Guerrero Si 30.49
13 CCE Femenino | 10/08/2016 | 11/08/2016 30 Tecoanapa Guerrero Si 30.48
14 LCE Femenino | 07/08/2016 | 11/08/2016 34 Tecoanapa Guerrero No 30.86
15 OMG Masculino | 15/08/2016 | 20/08/2016 22 Cuatepec Guerrero Si 30.66
16 BNP Masculino | 16/08/2016 | 19/08/2016 22 - Guerrero No 30.34
17 EAS Femenino | 17/08/2016 | 19/08/2016 24 - Guerrero No 30.6
18 BGL Masculino | 14/08/2016 | 19/08/2016 66 - Guerrero No 30.77
19 MZG Femenino | 15/08/2016 [ 19/08/2016 56 - Guerrero No 30.24
20 EMC Masculino | 07/08/2016 | 11/08/2016 17 Tecoanapa Guerrero Si 30.41
21 IAR Femenino | 11/08/2016 [ 19/08/2016 33 - Guerrero No 30.57
22 EGV Femenino | 17/08/2016 [ 19/08/2016 58 - Guerrero No 30.99
23 YIRV Femenino | 09/08/2016 | 11/08/2015 22 Tecoanapa Guerrero Si 30.9
24 MCNP Femenino | 18/08/2016 | 20/08/2016 20 Tecoanapa Guerrero Si 30.79
25 ICRP Femenino | 25/08/2016 | 26/08/2016 22 Tecoanapa Guerrero Si 29.37
26 RRG Femenino | 01/08/2016 | 26/08/2016 68 Ayutla de los libres | Guerrero Si 29.64
27 GRV Femenino | 12/08/2016 | 21/08/2016 24 Tecoanapa Guerrero Si 28.14
28 LAQG Masculino | 10/08/2016 | 21/08/2016 21 Cuatepec Guerrero Si 30.35
29 RLS Masculino | 17/08/2016 | 21/08/2016 11 Ayutla de los libres | Guerrero No 30.23
30 NMR Femenino | 23/08/2016 [ 26/08/2016 42 Ayutla de los libres | Guerrero Si 33.01
31 DSM Femenino | 12/08/2016 | 21/08/2016 22 Tecoanapa Guerrero Si 30.48
32 ALGH Femenino | 18/08/2016 | 26/08/2016 30 Ayutla de los libres | Guerrero Si 30.05
33 BLP Masculino | 13/08/2016 | 20/08/2016 23 Tecoanapa Guerrero Si 30.23
34 YGR Masculino | 20/08/2016 | 28/08/2016 20 Tecoanapa Guerrero No 27.81
35 JSD Femenino | 17/08/2016 | 26/08/2016 21 Ayutla de los libres | Guerrero Si 28.77
36 DMD Femenino | 16/08/2016 | 21/08/2016 18 Tecoanapa Guerrero Si 29.68
37 MRC Femenino | 20/08/2016 | 28/08/2016 60 Tecoanapa Guerrero Si 28.96
38 0CG Masculino | 10/08/2016 | 19/08/2016 26 Tecoanapa Guerrero No 28.72
39 MCC Femenino | 24/08/2016 | 28/08/2016 42 Tecoanapa Guerrero No 20.57
40 VCZ Masculino | 25/08/2021 | 28/08/2016 31 Tecoanapa Guerrero No 27.17
41 CRS Femenino | 26/08/2016 [ 28/08/2016 57 Tecoanapa Guerrero Si 29.36
42 LIBR Femenino | 15/08/2016 | 28/08/2016 25 Tecoanapa Guerrero Si 28.96
43 ATC Femenino | 20/08/2016 | 28/08/2016 32 Tecoanapa Guerrero Si 30.09
44 HPCh Femenino | 25/08/2016 | 28/08/2016 59 Tecoanapa Guerrero Si 29.01
45 1TV Masculino | 25/08/2021 | 28/08/2016 43 Tecoanapa Guerrero No 30.51
46 BChV Masculino | 24/08/2016 | 28/08/2016 48 Tecoanapa Guerrero No 27.12
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2. Deteccion de arbovirus.

Como se menciond anteriormente la deteccion de arbovirus se realizo en dos rondas, en
el 2017 se identificaron en muestras de mosquitos, pupas y larvas positivas a alguno de los
arbovirus incluidos en el andlisis. Del total de muestras positivas, en 3 muestras se identifico
ZIKV, en 4 muestras a Chikungunya y en una DENV3, todas estas originarias de Guerrero

(Tabla 5).

Tabla 5. Pools positivos arbovirus 2017

Muestra Origen Virus
1AeH1227 Mosquito/Guerrero Zika
1AeH1228 Mosquito/Guerrero Zika
3AeH1228 Mosquito/Guerrero Zika
AeH1227 Mosquito/Guerrero | Chikungunya
2LG1228 Larvas/Guerrero Chikungunya
1AeM1228 Mosquito/Guerrero | Chikungunya
6LG1230 Larvas/Guerrero Chikungunya
1PG1228 Pupa/Guerrero Dengue3

En el analisis realizado en 2021 se hizo la deteccion de arbovirus en un total 58 muestras de
mosquitos y 42 de humano. De las muestras de mosquito 12 fueron positivas a alguno de los
arbovirus considerados en el ensayo de deteccion: 5 para DENV2, 1 para DENV3 y 6 para
WNV; En el caso; de las muestras humanas 4 fueron positivas: 1 para DENV3 y 4 para WNV.
Las muestras de mosquito de esta ronda son originarias de Oaxaca y las de humano de

Guerrero (Tabla 6).
Tabla 6. Muestras positivas para arbovirus 2021
Numero Muestra Espécimen Virus CT
1 5m Mosquito/Oaxaca Dengue 2 (1/4) 28
2 7m Mosquito/Oaxaca Dengue 2 (1/4) 29
3 9m Mosquito/Oaxaca Dengue 2 (1/4) 29
4 19m Mosquito/Oaxaca WNV (4/4) 19
5 25m Mosquito/Oaxaca Dengue 2/3 (1/4) 25
6 29m Mosquito/Oaxaca WNV (4/4) 19
7 3lm Mosquito/Oaxaca WNV (4/4) 20
8 32m Mosquito/Oaxaca WNV (4/4) 18
9 33m Mosquito/Oaxaca Dengue 2 (1/4) 22
10 36m Mosquito/Oaxaca WNV (3/4) 21
11 40m Mosquito/Oaxaca Dengue 3 (1/4) 24
12 48m Mosquito/Oaxaca WNV (1/4) 21
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13 7h Humano/Guerrero WNV (3/4) 23
14 17h Humano/Guerrero Dengue 4 (4/4) 17
15 24h Humano/Guerrero WNV (1/4) 24
16 33h Humano/Guerrero WNV (3/4) 23

La tasa minima de infeccion de arbovirus en mosquito fue de 13.98%.
3.- Obtencion de secuencias.

Del total de muestras positivas a arbovirus se eligieron para la secuenciacion masiva
las que tenian los valores de CT mas bajos, asi como el nimero de sondas a las que cada
muestra dio positivo. De esta forma se consideraron 13 muestras, de las cuales 10 eran de
mosquitos y 3 provenian de humano (Tabla 7).

Posteriormente se enviaron a secuenciacion en la Unidad Universitaria de Secuenciacion
Masiva y Bioinformatica-Instituto de Biotecnologia (USMBIBIT) de la UNAM.

Tabla 7. Muestras enviadas a RNAseq
Muestra Origen Virus
1G Guerrero/Mosquito Zika
2G Guerrero/Mosquito Zika
3G Guerrero/Mosquito Zika
4G Guerrero/Mosquito Dengue 3
19-0 Oaxaca/Mosquito WNV
29-0 Oaxaca/Mosquito WNV
31-0 Oaxaca/Mosquito WNV
32-0 Oaxaca/Mosquito WNV
33-0 Oaxaca/Mosquito Dengue 2
40-0 Oaxaca/Mosquito Dengue 3
TH Guerrero/Humano WNV
17H Guerrero/Humano Dengue 4
33H Guerrero/Humano WNV
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Caracteristicas clinicas de las muestras de pacientes enviadas a secuenciar (Tabla 8).

Tabla #. Caracteristicas demograficas y sintomas de los pacientes
Clave | Sexo Inicio de sintomas Fecha de toma CT Edad Sintomas
7TH F 03/09/2016 05/09/2016 30.01 32 NR
17H F 17/08/2016 19/08/2016 30.6 24 NR
33H | M 13/08/2016 20/08/2016 3023 | 23 | Ficbre, Cefaleay
Petequias
Abreviaciones: F, femenino; M, masculino; NR, no reportados
Tabla 8. Caracteristicas demograficas y sintomas de los pacientes
Clave | Sexo Inicio de sintomas Fecha de toma CT | Edad Sintomas
7H F 03/09/2016 05/09/2016 30.01 32 NR
17H F 17/08/2016 19/08/2016 30.6 24 NR
33H | M 13/08/2016 20/08/2016 3023 | 23 | Ficbre, Cefalea
y Petequias

Abreviaciones: F, femenino; M, masculino; NR, no reportados

4.- Ensambles

Para la reconstruccion de las secuencias realizamos ensamble de novo y de referencia,

los analisis de calidad de lectura se encuentran en el anexo 1. El nimero de lecturas, contigs,
cobertura y match, se encuentra en la Tabla 9. Realizamos el ensamble de novo en 7 de las
muestras positivas para ZIKV y DENV (1G, 2G, 3G, 4G, 33-0, 40-0 y 17H) al obtener la
secuencia se realizo BLAST de nucledtido para determinar la identidad de estas, se obtuvo
la secuencia de DENV4 de la muestra 17H (Fig. 21).
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Tabla 9. Caracteristicas de los ensambles
Reads Mapeo contra genoma de referencia Ensamble de novo (programa Geneious Prime)
Muestra de rivado's d.e . fa Reafls sin Niim. méximo de Reads Cobertura Num. Max RESultadoldel
secuenciacién duplicados match con . 5 Longitud de ensamble de novo
sin adaptadores Flaviviridae Iancaces media oo Contigs contra el BLAST
. Ae. aegypti
1G 24,657,336 7,007,866 51 (Zika) 7,007,866 30 45, 485 6,940 apolipophorins, mRNA
2G 22,098,334 7873472 32 (Zika) 7,873,472 30 39.444 8,933 Ae. aegypti dystonin
3G 23,747,360 6,065,480 87,102 (Zika) | 6,065,480 30 37,774 6952 | Anopheles merus large
subunit rIRNA
4G 24,087,490 9,078,472 50058 (Zika) 9,078,472 30 - - -
19-0 20,363,770 6,300,016 2703 (Zika) 6,300,016 30 - - -
29-0 21,338,520 8,157,396 60,346 (Zika) 8,157,396 30 - - -
31-0 21,531,272 5,800,374 184,412 (Zika) 5,800,374 30 - - -
32-0 24,050,356 7,391,480 0 7,391,480 30 - - -
33-0 22,986,678 7,649,562 208344 (Zika) | 7,649,562 30 85,129 5259 Hubei mosquito virus 4
40-0 25,336,954 6,434,434 2 (Dengue 4) 6,434,434 30 - - -
TH 4,040,458 2,125,298 4 (Zika) 2,125,298 30 - - -
17H 6,790,070 1,496,562 40,100 (Dengue 4)| 1,496,562 30 19,983 10,605 Dengue 4
33H 8,424,908 2,075,436 8 (Dengue 2) 2,075,436 30 - - -

Consensus. T T R T ' T R T R TR E R B T T T T R RN 1 N I A RN R IR TR v e e e m .
733 t
Coverage
o

B+ Dengued NC_002640-PO...

POLY CDS )

Fig. 21. Ensamble contra genoma de referencia de la muestra H19 positiva para DENV4.

El ensamble de contra genoma de referencia se realiz6 en todas las muestras, la secuencia
completa se obtuvo de la muestra H17 para DENV4 (Fig. 21) y secuencias parciales para
ZIKV se obtuvieron para G1 y G2 con mach en dentro de la poliproteina (Fig. 22). Para el
resto de las secuencias encontramos mach en regiones UTR'5 de ZIKV y DENV.
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Fig. 22. Ensamble contra genoma de referencia de l1a muestra G1 positiva para ZIKV.

5.- Genotipificacion

Realizamos el genotipificacion de la secuencia de DENV4 obtenida de la muestra
de H19, la cual se acerca mas al genotipo II. Figuras 23 y 24.

Fig. 23. Arbol filogenético de DENV4 (iq-Tree). Incluye muestras de los 4 genotipos (I, II,
II1, y IV). genotipo I en color rojo, genotipo II verde, genotipo III amarillo, genotipo IV azul,
muestra problema H19 morada. Algunos autores llegan a comentar que pueden ser 5 genotipos.
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Fig. 24. Arbol filogenético
de DENV4 (ig-Tree).
Incluye muestras de los 4
genotipos; genotipo [ en
color rojo, genotipo Il verde,
genotipo  III  amarillo,
genotipo IV azul, muestra

problema H19 morada.
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6.- Analisis de variabilidad.

Un total de 1749 secuencias de genomas completos fueron obtenidos de la base de datos
ViPR, de acuerdo con nuestros criterios de inclusion por virus; 749 secuencias corresponden
a DENV1 genotipo I (628 de humano/121 de mosquito), 99 secuencias de DENV2 genotipo

asiatico (94 de humano/5 de mosquito) y 49 genotipo asiatico americano (44 humano/5 de
mosquito) y 509 a ZIKAYV linaje asiatico (461 de humano/48 de mosquitos).

A continuacion, se presentan los resultados mas representativos que correlacionan con los
virus identificados en las muestras analizadas que corresponden a los virus DENV2 genotipo
asiatico-americano y ZIKAV linaje asiatico-americano. Posteriormente se realiz6 un analisis
de variacion de secuencias de nucleotidos y aminodcidos por virus y un analisis comparativo
entre secuencias virales obtenidas de hospederos humanos y mosquitos.

Andlisis de variacion en secuencias de DENV2 genotipo asidtico-americano.

Se realizaron dos andlisis de variacion el primero se usaron secuencias de nucleétidos y el
segundo en el segundo de secuencia de aminoacidos (Grafica 1 y 2). El analisis de variacion
de secuencias de nucledtidos y de aminoicidos muestran que los genomas presentan
diversidad a lo largo de la secuencia. Dentro de las proteinas estructurales la proteina E es la
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que presenta un mayor numero de SNV y dentro de la region no estructural tenemos a las
proteinas NS2A, NS4A y el péptido 2K con mayor porcentaje de SNV. En las secuencias de
aminoacidos se puede observar un menor nimero de sitios polimdrficos en comparacion con
la secuencias de nucleotidos, las regiones con mayor variacion fueron en la region estructural
la proteina C y en la no estructural las proteinas NS1, NS2A y el péptido 2k. La correlacién
entre ambos andlisis se da en las proteinas NS2A y péptido 2K. Las secuencias de nucleotidos
presentaron en los extremos UTRs una mayor diversidad sobre todo en el extremo 3°.

GRAFICA 1.- ANALISIS DE VARIACION EN SECUENCIAS DE NUCLEOTIDOS
DE DENV2 GENOTIPO ASIATICO-AMERICANO
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GRAFICA 2.- ANALISIS DE VARIACION EN SECUENCIAS DE AMINOACIDOS
DE DENV2 GENOTIPO ASIATICO-AMERICANO
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Andlisis comparativo de la diversidad genética inter-hospedero en DENV2.

Entre secuencias derivadas de humanos y mosquitos identificamos un total de 56 sitios de
variacion, que son estadisticamente significativos. La secuencia de la proteina C no presenta
SNV diferenciales, lo sugiriendo que esta secuencia presenta los mismos patrones de
variacion en ambos hospederos. La proteina prM es la que presento mayor nimero de SNV
entre hospederos de la region estructural y en la region no estructural las proteinas NS2B y
NS4A fuero los genes con mayor SNV estas proteinas estan involucradas en el ensamble del
virion directamente o indirecta y estas variaciones podrian favorecer el ensamble en cada
hospedero (Grafica 3 y tabla 10).

GRAFICA 3.- ANALISIS COMPARATIVO ENTRE SECUENCIAS OBTENIDAS A
PARTIR DE HUMANOS Y MOSQUITOS EN DENV2 ASIATICO-AMERICANO.
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TABLA 10. DISTRIBUCION COMPARATIVA DE SNV SIGNIFICATIVOS
EN SECUENCIAS DE DENV1 OBTENIDAS DE HUMANOS Y MOSQUITOS.

PORCENTAJE DE
DIVISION PROTEINA ° Csmos:I Tgfﬁ‘ag E
DIFERENCIALES
Proteina C 0.29%
ESTRUCTURALES|proteina prM 0.80% 0.34%
Proteina E 0.20%
Proteina NS1 0.28%
Proteina NS2A 0.30%
Proteina NS2B 0.25%
NO Proteina NS3 0.97% 0.61%
ESTRUCTURALES Proteina NS4A 0.78%
Proteina 2K 2.89%
Proteina NS4B 0.40%
Proteina NS5 0.59%

Analisis comparativo de secuencias de aminodcidos derivadas de humanos y mosquito de
dengue tipo 2 asidtico-americano.

En el analisis comparativo entre los dos grupos de secuencias derivadas de mosquitos y
humano, se encontraron seis posiciones con significancia estadistica, las cuales se
distribuyeron a las siguientes proteinas M, NS3, NS4A, NS4B y NS5 (Tabla 11).
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Tabla 11. Aminoacidos diferenciales entre los grupos
de secuencia de mosquito y los de humano.

POSICION |AMINOACIDOPROTEINA DOMINIO
o N I
DEAD-like helicase C
5175 Q1725E NS3 (douiio 2
6156 12052V/M NS3 Domain 6
6513 V21711 NS4A -
7554 V25181 NS4B _
Flavivirus RNA -directed
9828 P3276S NS5 RNA polymerase
(dominio 3)

Los aminoacidos en azul son de mosquito, los de rojo de humano. K: lisina. R:
arginina, Q: glutamina, E: &cido glutmico, I: isoleucina, V: valina, M: metionina, P:
prolina y S: serina

Andlisis de variacion en secuencias de ZIKAV linaje asidtico-americano.

Las secuencias de nucledtidos presenta variacion a lo largo de toda la secuencia; sin embargo,
al comparar con la secuencia de aminoacidos podemos ver que esta gran variacidon no esta
presente (Grafica 4). Los extremos UTRs en la secuencia de nucleotidos presentaron una
mayor frecuencia de variacion sobre todo en el extremo 5, esto a diferencia de DENV2
donde fue el extremo 3 el que presento la mayor variacion.
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GRAFICA 4.- ANALIS]S DE VARIACION EN SECUENCIAS DE
NUCLEOTIDOS DE ZIKA LINAJE ASIATICO
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Dentro de la secuencia de nucledtidos encontramos mayor SNV en la proteina de la capside
y dentro de la regidon no estructural en las proteinas NS2A, NS2B y NS3, esto sitios
correlacionaron también en la secuencia de aminodcidos.

GRAFICAS.- ANALISIS DE VARIACION EN SECUENCIAS DE
AMINOACIDOS DE ZIKA LINAJE ASIATICO

Andlisis comparativo de la diversidad genética inter-hospedero en ZIKAV .

Un total de 29 sitios fueron diferenciales fueron estadisticamente significativos, las dos
proteinas con mayor porcentaje de sitios diferenciales fueron E y NS5. En la secuencia de
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nucledtidos de la proteina C no se Identificaron sitios diferenciales, lo que podria sugerir es

un sitio conservado en ambos hospederos (Grafica 6 y tabla 12).

GRAFICA 6.- ANALISIS COMPARATIVO ENTRE SECUENCIAS
OBTENIDAS A PARTIR DE HUMANOS Y MOSQUITOS EN ZIKA LINAJE
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TABLA 12.DISTRIBUCION COMPARATIVA DE SNV ALTAMENTE
SIGNIFICATIVOS EN SECUENCIAS DE ZIKAV OBTENIDAS DE HUMANOS

Y MOSQUITOS.
DIVISION PROTEINA PORCS?IqIBiJE 7% | ToarpE
DIFERENCIALES SITIOS
Proteina C 0.00%
ESTRUCTURALES |Proteina prM 0.27% 0.25%
Proteina E 0.33%
Proteina NS1 0.18%
Proteina NS2A 0.29%
Proteina NS2B 0.00%
NO Proteina NS3 0.27% 0.29%
ESTRUCTURALES |proteina NS4A 0.00%
Proteina 2K 0.00%
Proteina NS4B 0.39%
Proteina NS5 0.40%
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Comparacion entre virus. al realizar la comparacidn entre ambos virus dengue y zika
podemos apreciar que son las proteinas no estructurales pequefias presentan mayor
porcentaje de sitios de variacion en su secuencia. Al comparar secuencias de nucledtidos con
aminoacidos, es muy marcado la disminucidn que se presente de los sitios de variacion, sin
embargo, presentamos sesgos en nuestras secuencias ya que se limitan en el nimero y tiempo
de obtencion.

Andlisis comparativo de secuencias de aminodcidos derivadas de humanos y mosquito de
zika linaje asidtico-americano.

En el analisis comparativo entre secuencias de aminoacidos derivadas de mosquitos y
humanos encontramos cinco sitios diferenciales en las proteinas E, NS3 y NS5.

Tabla 13. Aminoacidos diferenciales entre los grupos de
secuencia de mosquito y los de humano.

POSICION| AMINOACIDOS |[PROTEINA DOMINIO
1578 F526S E Central and dimerization domam 2
5205 11735T NS3 Flavivirus DEAD,Cdomam 2 helicase
7608 E2536G NS5 Domam 1
8013 P2671L NS5 FtsJ-like methyltransferase
8265 N2755G NS5 Domam 1

Los aminoacidos en azul son de mosquito, los de rojo de humano. F: fenilalanina, S: serina, I:
isoleucina, T: treonina, E: acido glutamico, G: glicina, L: leucina, N: asparagina.

6.- Analisis filodinamicos.

Andalisis filodindamico de Dengue 2 genotipo asidtico-1.

Para el andlisis filodinamico utilizamos un total de 49 secuencias (44 de humano/5 de
mosquitos), obtenidas de paises latinoamericanos durante el periodo de 2004 a 2012;
podemos observar dos nodos importantes donde se separa las secuencias de humano de Brasil
de las secuencias de los demas paises, las secuencias de Nicaraguas presentan una mayor
relacién con las secuencias de mosquitos de México, podemos observar que las secuencias
de mosquito provenientes de México presentan un numero mayor de mutaciones, en
comparacion con las secuencias de humano, ademas hay una clara separacion de dos nodos
de secuencias mexicanas, el primer nodo es exclusivo de secuencias humanas del afios 2004
y 2007, el segundo nodo se une una secuencia humana de 2008 con secuencias de moquito
de los afios 2009, 2010 y 20212.
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Fig. 25 Analisis filodinamico de secuencias derivas de Dengue 2, genotipo asiatico-americano (2004-2012). Las estrellas marcan las
secuencias de mosquitos.

Analisis filodindamico de Zika linaje asidtico.

El analisis filodindmico representa los ultimos 20 afios de variacion del Zika linaje asiatico,
cada color representa un pais de origen de las secuencias, existe una clara separacion entre
las secuencias de Indonesia, Japén podemos observar un nodos que agrupan a las secuencias
originarias de Japon, Indonesia y Singapur (tonos azules) y otro nodo con el resto de las
secuencias, dentro de las demds secuencias existe un nodo con secuencias chinas y de la
polinesia francesa que da origen a los demas nodos donde se agrupan los paises del continente
americano. Esto corresponden con la expansion epidemiologia del brote de Zika de 2013 de
la Polinesia Francesa y 2015 en Brasil.
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Fig. 26. Analisis filodinamico de secuencias derivadas de
Zika linaje asiatico. El arbol nos permie seguir el brote
epidemiologico de 2014. Las estrellas representan secuencias de mosquitos.
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Discusion.

La diversidad genética en arbovirus esta sujeta a distintos mecanismos de evolucion, donde
los procesos de seleccion natural y deriva génica juegan un papel importante para la fijacion
y eliminacion de SNV en las poblaciones virales; el paso de un hospedero a otro con la
consecuente replicacion perpetua estos mecanismos. Sin embrago, se cuenta con muy pocos
estudios que se centren en lo que sucede en las poblaciones silvestres de estos virus
(Forrester, et al; 2014, Lequime et al, 2016).

-Identificacion de arbovirus y ensambles de genomas.

En el presente estudio pudimos identificar diversos arbovirus mediante la técnica de RT-
qPCR, en pacientes con diagnostico de sindrome febril y en muestras obtenidas de mosquito;
llama la atencion que de las 46 muestras de pacientes solo tres resultaron positivas para la
deteccion de flavivirus, sugiriendo que los pacientes pudieron estar en las fases finales de la
infeccidon y por consecuencia tener una carga viral muy baja (OMS, 2016). De las tres
muestras positivas de humano solo uno presento manifestaciones clinicas al momento de la
toma de la muestra.

En cuanto a los ensambles de las secuencias se utilizaron dos métodos que nos permitieron
armar diversas secuencias, para el presente estudio se fijo como importante ensamblar de
novo los resultados de las muestras que previamente dieron positivo a DENV y ZIKV, siendo
estas un total de 6, dentro de nuestros resultados pudimos encontrar proteinas asociadas a
mosquitos como apolipoforin y distonina ambas asociadas a la especie Ae. aegypti;
apolipoforin tiene una funcion de transportador de lipidos (UniProtkB-O44534) y distonina
una proteina del citoesqueleto (Prokop, 2020); ademés se documentd virus asociados a
mosquitos como el hubei virus de mosquito 4, el cual ha sido recientemente identificado en
estudios de metagendmica en mosquitos y pertenecen a la familia de Tymoviridae (He, 2021)
y la secuencia de DENV4.

DENV4 se identific6 a partir de una muestra de humano, este serotipo es poco frecuente en
el territorio mexicano el cual esta predominado por DENV1 y DENV2 (4rredondo-Garcia,
2020), realizamos un BLAST y encontramos que la secuencia comparte 99.1% de similitud
con secuencias de obtenidas en Estados Unidos de América (EUA).

DENV4 se divide en 4 genotipos I, I, Il y IV o silvestre, recientemente se ha propuesto un
V genotipo (Gallichotte, 2018, Tabachnick, 2016). Realizamos la determinacion del
genotipo de la secuencia de DENV4 y nos permitié establecer un posible genotipo II, sin
embargo, uno de los sesgos al realizar la determinacion de este el bajo nimero de secuencia
disponible para cada uno de los genotipos, la atencion que esta secuencia se relacionaba mas
con secuencias provenientes del continente asiatico (Mendez, 2012; Arredondo-Garcia,
2020).
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Los ensambles contra genomas de referencia permitieron la identificacion de secuencias
parciales para ZIKV en las muestras 1G y 2G obtenidas de mosquito, sin embargo, los contigs
fueron de una longitud muy corta como para crear una secuencia consenso.

Nuestro estudio nos permite ampliar el conocimiento de las SNV en secuencias obtenidas de
mosquitos y humanos de los virus, dengue tipo 2 genotipo asidtico-americano y zika linaje
asiatico, ambos virus tienen una circulacion importante en el continente americano y México.

- Analisis de variacion de las secuencias

En cuanto a nuestros andlisis de diversidad en el caso del dengue tipo 2 genotipo asiatico-
americano, encontramos que a nivel de secuencias de nucleotidos las regiones con mayor
nimero de SNV fueron la proteina E, NS2A, NS4A y el péptido 2K, sin embargo, en las
secuencias de aminoacidos solo se observo este aumento de variacion en NS2A y 2K, esto
nos sugiere que un numero considerable de estos SNV son de tipo sinébnimos. NS2A es una
proteina que presenta diversas funciones, participa en el ensamblaje del viridén regulando el
procesamiento de la poliproteina C-prM por la proteasa viral y recluta al RNA gendémico a
través de la union al extremo 3UTR (Reddy, et al; 2018). Las funciones del péptido 2K aun
no son conocidas, pero fue uno de los sitios de mayor variacion.

Otras proteinas que también presentaron mayor sitios de variacion a nivel de aminoacidos
fue la proteina NS1, el cual desempena diversos papeles dependiendo su conformacion en
mondmero, dinero o hexamero y esta implicado en las interaccion con las proteinas NS4A y
NS4B a nivel transmembranal y posee una actividad inmunogénica importante y la proteina
de capside implicada en estructural del virus (Hafirassou, et al; 2017).

En el analisis comparativo entre secuencias de humano y mosquito en dengue, las dos
proteinas con mayor sitios diferenciales fueron prM y NS3. La proteina prM esta presente en
viriones inmaduros, y es importante para el proceso de maduracion viral y la induccion de
mecanismos de apoptosis en la células hospedera. La proteina NS3 también tiene multiples
funciones, siendo de las mas importantes la funcion serina proteasa para el procesamiento de
la poliproteina y su dominio helicasa que participa en la formacion de estructuras secundarias
necesarias para la sintesis de RNA (Zou, et al; 2015).

Al comparar las secuencias de aminoacidos entre el grupo de humanos y mosquitos,
encontramos seis posiciones diferenciales entre ambos grupos; en la proteina M encontramos
el uso preferencial de lisina en mosquitos en la posicion 265 en comparacién con el uso de
arginina en humanos, sin embargo, atin no hay estudios sobre esta posicion, de los pocos
estudios in vitro sobre mutaciones en esta proteina se ha estudiado el papel de la histidina en
la posicion 39 en lineas celulares de Ae. albopictus cambios en esta posicion por aminoacidos
no polares (leucina y prolina) inhiben la replicacion del virus (Pryor, 2004).

La proteina NS3 presento dos sitios diferenciales en la posicion Q172E (la glutamina se
observé en las secuencias de mosquito y el 4cido glutdmico en humanos), esta posicion
corresponde a un sitio DEAD-like helicasa, se sabe poco sus funciones, se cree pueden
mediar procesos del sistema inmune innato como sensores de RNA/DNA citosoélico, evasion
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del sistema inmune ¢ incluso regular la sefializacion y expresion génica (Perculija, 2019),
por lo cual seria interesante determinar el potencial papel de este cambio; otro cambio fue el
de 12052V o 12052M (isoleucina en las secuencias de mosquito y valina o metionina en las
de humano) en el dominio seis de la proteina del cual no se conoce una funcién en particular.
Los estudios de mutagénesis en esta proteina se han centrado en el sitio catalitico de proteasa
(Valle, 1998, Zhu, 2015)

Los cambios en las proteinas NS4A y NS4B presentaron sustituciones de valina por
isoleucina en secuencias de humanos (V21711 en NS4A y V2518I), no encontramos estudios
sobre estos sitios, pero el papel de estas proteinas son importantes para el papel replicativo
del virus (Norazharuddin, 2018).

El ultimo cambio fue P3276S, el aminoacido prolina se encontraba en las secuencias de
mosquitos en la proteina NS5, en el dominio tres con actividad de RNA polimerasa, este
cambio no se encuentra dentro del sitio catalitico, pero podria favorecer la funcion de la
proteina dependiendo el hospedero.

El anélisis de diversidad en zika mostro un menor ntimero de sitios variables en las secuencias
de amino4cidos, lo que nos vuelve a sugerir el uso degenerado de codones por parte del virus.
Las proteinas con mayor SNV fueron las mismas en secuencias de nucledtidos y de
aminoacidos, siendo la proteina C, NS2A, NS2B y NS3, se comentaron algunas de las
funciones de estas proteinas previamente, sin embargo, llama la atencién que tanto la proteina
NS2B y NS3 presenten mayor diversidad, ya que ellas actian en conjunto, donde NS2B
posee un dominio hidrofilico de control necesario para la actividad eficiente de la proteasa
NS3 (Zou, et al; 2015, Reddy, et al; 2018).

El andlisis comparativo de secuencias de humano y mosquito de zika, los SNV se presentaron
en las proteinas E, NS2A, NS4B y NS5. La proteina de envoltura implicada en la entrada del
virus a la célula y en estimular la respuesta inmune, la presencia de SNV en esta proteina
podria estar involucrada con los cambios necesarios para la entrada a la célula y evasion de
la respuesta inmune. La proteina NS5 importante para la replicacion del virus por su dominio
de RNA polimerasa dependiente de RNA y un dominio metiltransferasa, esta proteina es muy
conservada por lo que habra que revisar en que sitios caen estos SNV y si tiene alguna
repercusion en la funcion de esta proteina (El Sahili, et al; 2017).

Llama la atencion que las secuencias de ambos virus son las proteinas pequefias que
presentan cambios significativos, lo cual pudiera sugerir que pueden sufrir modificaciones
dependiendo el hospedero, las cuales son necesarias para la replicacion en cada especie o ser
sitios que estan sujetos a seleccion positiva. Ademas de otras proteinas con caracteristicas
inmunogénicas como E y NS1.

Al comparar las secuencias de aminodcidos entre ambos grupos encontramos cinco sitio
diferenciales F526S en la proteina E, 11735T en NS3, E253G, P2671L y N2755G en la
proteina NS5, a diferencia de las mutaciones encontradas en DENV en zika se encontré un
mayor numero de ellas en la NS5, sin embargo, estas no se encuentran en el sitio catalitico
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de proteina si no en el dominio I y en el dominio con actividad metiltransferasa que pudiera
estar tener una repercusion sobre la formacion de la caperuza.

- Secuencias UTRs

Los analisis de SNV en secuencias de nucledtidos nos permitieron observar un mayor nimero
de variacion en los extremos UTRs, importantes en el proceso de replicacion y
circularizacion del virus, evasion de la respuesta inmune por la formacion de distintas
estructuras terciares de tipo tallo-burbuja involucradas en los mecanismos de RNAi
(Filomatori, 2011; Clarke, 2015). En DENV2 se encontro6 variacion en ambos extremos, pero
fue mayor en el extremo 3" y en ZIKV fue mas evidente en 5°.

- Analisis filodinamico.

Los arboles filodinamico nos permiten identificar relaciones evolutivas entre secuencias de
un mismo genotipo y linaje, analizando su contexto geografico y temporal (Gtrufril; 2004,
Volz, 2009). El arbol del zika nos permitié adentrarnos dentro del brote de 2014, desde su
origen en el continente asiatico hasta su expansion por toda América Latina, desde un inicio
hubo una clara separacion de las secuencias de Filipinas y Corea del Sur con el resto de las
secuencias. El nodo inferior inicia con secuencias de Camboya y Tailandia, posterior mente
de Japon, Singapur y China, para seguir con los paises latinoamericanos. Las secuencias de
mosquito se intercalan con las de humano de acuerdo con su distribucion geografica, esto
nos habra de que no durante este brote no hubo una ganancia de mutaciones significativas
entre hospederos, (Hu, 2019).

En contraste las secuencias de dengue nos permitieron obtener una filodindmia exclusiva del
continente americano, observando la separacion temprana de las secuencias de Brasil del
resto y la presencia de dos nodos de secuencias mexicanas con distinta temporalidad, las
secuencias de mosquito presentaron una mayor acumulacion de mutaciones con respecto a la
de humanos. El genotipo asiitico-americano es el mds comun en todo la region de América
Latina, la ganancia de SNV puede favorecer su permanencia en esta region. Una limitacion
de este andlisis es el bajo nimero de secuencias de genoma completo de este virus,
evidenciando que el muestreo de los virus circulantes no es temporalmente homogéneo, lo
que dificulta observar la transicion entre diferentes virus circulantes.

- Otros hallazgos

Dentro de nuestros hallazgos encontramos muestras positivas para otro flavivirus el WNV,
el cual presenta una gran cantidad de hospederos, dentro de los que destaca el mosquito,
humano, aves y caballos, se tienen poca evidencia de la circulacion de este virus en nuestro
pais, Sin embargo, en 2007 se reporto6 la deteccion de este virus en mosquitos Aedes sp en la
peninsula de Yucatan (Mérida y Tixkokob) en mosquitos Culex sp en Nuevo Ledn (ejido
Francisco Villa) de la especie (Ibarra-Juarez, et al, 2012; Farfan-Ale, et al, 2009). Sin
embargo, se desconoce los linajes de estos virus, ya que solo se realizo la deteccion mediante
RT-PCR. En nuestro caso como perspectiva de este trabajo se encuentra el ensamblaje de
novo de la secuencias de los WNV obtenidos, para determinar los linajes que circularon en

70



la region de Guerrero y Oaxaca de 2016 y 2018, ya que en el ensamble contra genoma de
referencia no se detectaron march contra genomas de WNV.

Ademéds, encontramos la presencia de un togavirus, Chinkunguya en muestras obtenidas de
mosquito en Guerrero durante 2018, que serviran para estudios posteriores, cabe destacar la
importancia epidemiologia de este virus, ya que suele dar un cuadro febril similar al dengue
y zika (Silva, et al; 2017).

Conclusiones y perspectivas

La diversidad genética de los virus de RNA est4 sujeta a diversos mecanismos evolutivos
que permiten el mantenimiento de las poblaciones virales en los distintos ecosistemas, los
arbovirus son un grupo heterogéneo de virus transmitidos por artrépodos y dentro de estos
es la familia flaviviridae 1a que cuenta con un mayor numero de virus asociados a enfermedad
lo cual permite que sea un grupo importante para su estudio.

El presente estudio se centrd en dos flavivirus con importancia epidemioldgica para nuestro
pais DENV y ZIKV tanto por la presencia endémica de DENV y los brotes de ZIKV en los
ultimos afios, el conocer las variaciones de los virus en sus distintos hospederos nos permitira
conocer los diferentes mecanismos que permiten el mantenimiento de los virus, su evoluciéon
y proponer estrategias terapéuticas.

Los analisis de variacion en secuencias de nucledtido y aminoacidos nos permitieron
encontrar sitios donde se acumula un mayor nivel de variacion en proteinas no estructurales
involucradas en la formacion del complejo replicativo, corte de proteasas y ensamble del
virion.

Un ejemplo de estas son las proteinas NS2B y NS3, que suelen estar asociadas para el
procesamiento de la poliproteina viral.

Otras secuencias en donde se acumula la variacion son las proteinas E y NS1 implicadas en
la respuesta inmune, entre otras funciones importantes.

El analisis comparativo entre las secuencias de mosquito y humano de dengue encontrd sitios
diferenciales en las proteinas M, NS3, NS4A y péptido 2K, mientras que en zika fue en las
proteinas E, NS2A, NS2B y NS5.

Esto puede sugerir que los cambios observados son necesarios para los procesos de entrada
a la célula, respuesta inmune, replicacion, procesamiento y ensamblaje del virus en cada
hospedero o pueden ser sitios sujetos a seleccion negativa.

Las secuencias UTRs presentaron también sitios de variacion que pueden estar involucrados
en procesos de replicacion, regulacion y respuesta inmune del virus. Sin embargo, se
necesitan estudios de prediccion de estructuras terciarias y funcionales para determinar el
papel de esta variacion.
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El andlisis filodinamico de dengue 2 nos permiti6 ver los cambios a nivel de secuencias en
el genotipo asidtico-americano provenientes de América Latina, asi como la identificacion
de dos nodos donde se distribuyen las secuencias mexicanas y siendo las secuencias de
mosquito las que presentan un mayor niimero de variantes adquiridas.

El analisis filodinamico de las secuencias de zika nos permitio seguir la historia natural del
brote epidemiologico de 2014, no encontramos una diferencia importante entre las secuencias
de mosquito y humano, como se identifico en las secuencias de dengue.

Se logro el ensamble de una secuencia de DENV4 derivado de una muestra de paciente con
antecedente de sindrome febril originario del estado de Guerrero y su posible genotipo 11,
siendo este serotipo uno de los menos comunes circulantes en México. Ademads, como
preliminar pudimos identificar secuencias de virus asociados a mosquitos y proteinas.

Como perspectivas de este proyecto se encuentra la realizacion de 7 ensambles de novo para
la mejor caracterizacion de las diversas muestras, ya que estas eran positivas para WNV el
cual no se estudiod en el presente estudio; ademas de la identificacion de otros posibles virus
y proteinas derivados de mosquitos. Como parte de la extension de este estudio se realizara
el estudio de la secuencia UTRs para determinar cambios en la conformacion de las
estructuras terciarias de involucradas en estas regiones.

Para finalizar este proyecto permitidé la participacion en el curso “Herramientas
Bioinformaticas para el Analisis de Datos de Secuenciacion Masiva” y la presentacion del
trabajo “Genetic diversity of mosquito and human Zika virus” en el marco del XII Congreso
Nacional de Virologia organizado por la Universidad Auténoma de Nuevo Leon.
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