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RESUMEN

El género Flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae, comprende una amplia variedad de
arbovirus (virus transmitidos por vectores artropodos) entre los que se incluyen numerosos
patégenos humanos. Debido a que este género incluye virus que son transmitidos por mosquitos o
garrapatas, asi como por especies sin vector conocido o que sélo circulan en artrépodos, los
Flavivirus representan un modelo ideal para estudiar la evoluciéon de enfermedades transmitidas
por vectores. La exploracién de estos mecanismos nos permite obtener informacién fundamental
para interpretar el origen y la dispersién de diferentes enfermedades emergentes y re-
emergentes. El creciente reporte de secuencias de genomas completos de distintos Flavivirus ha
permitido afinar nuestra comprensién de las relaciones evolutivas existentes entre los diferentes
miembros de este género.

Es por ello que en esta tesis nos planteamos profundizar en el conocimiento de las caracteristicas
epidemioldgicas y las relaciones filogenéticas de las especies que integran el género Flavivirus. Los
resultados de estos analisis evidenciaron la asociacidn diferencial de los distintos Flavivirus en
grupos genéticos de acuerdo a su rango de hospedero, vector transmisor, enfermedades que
causan, asi como a otras interesantes caracteristicas epidemioldgicas, ecolégicas y geograficas.
Asimismo, se exploraron y resolvieron algunas discrepancias filogenéticas existentes entre
reportes previos, lo que permitié profundizar en el entendimiento de la diversidad, interrelacion y

dispersidn geografica de los Flavivirus, a partir del analisis filogenético mas extenso realizado hasta
la fecha. Ademas, la informacidn derivada de este enfoque permitié optimizar una metodologia de
Real-Time PCR para la deteccion y discriminacidn de los Flavivirus asociados a enfermedades en

humanos.

Por otra parte, nos enfocamos en el andlisis de dos miembros de este género que recientemente
emergieron en Uruguay y las Américas: los virus dengue (DENV) y zika (ZIKV), respectivamente.

DENV es el agente causal de la principal arbovirosis a nivel mundial. Luego de 100 afos de
ausencia de reportes en el Uruguay, en 2016 volvid a registrarse un brote epidémico de esta
enfermedad con 26 casos confirmados y numerosos sospechosos. Diversos estudios relacionan
determinados grados de enfermedad con serotipos, genotipos o linajes particulares. Es por ello
gue en la presente tesis se investigaron las diferentes caracteristicas genéticas y antigénicas de las
distintas variantes de DENV que emergieron en nuestro pais.

Los resultados obtenidos evidencian una llamativa heterogeneidad genética entre las diferentes
cepas obtenidas de casos autdctonos, lo que revela la co-circulacidon espacio-temporal de al menos
5 sub-linajes del genotipo V de DENV-1 en Uruguay. Esto sugiere que la epidemia de dengue
registrada en 2016 fue producto de diferentes brotes simultaneos causados por multiples cepas de
DENV-1 que se introdujeron y diseminaron independientemente. En consecuencia, se logrd
concluir que nuestro pais es mas permeable de lo pensado al ingreso de cepas de DENV, asi como
a la generacidon de ciclos de transmisidon locales que promuevan la ocurrencia de brotes



epidémicos. Estos resultados deben alertar sobre la posible emergencia de otros arbovirus
circulantes en la regidn que son transmitidos por el mismo vector, como ZIKV o CHIKV, asi como de
otros serotipos de DENV, lo que revela la importancia de realizar una vigilancia molecular continua
contra estos agentes virales.

Por su parte, ZIKV permanecid practicamente oculto, confinado a ciclos de transmisién enzoética
en Africa y Asia, hasta la ocurrencia del primer brote importante en humanos en Micronesia en
2007. Brotes epidémicos de creciente incidencia se produjeron subsecuentemente en la Polinesia
Francesa, otras Islas del Pacifico Sur y finalmente en las Américas. Esta ultima epidemia, con una
incidencia sin precedentes, reveld la asociaciéon de la infeccidon por ZIKV con la ocurrencia de
malformaciones congénitas severas y trastornos autoinmunes, lo que desencadend una
preocupacién generalizada debido a su potencial como amenaza para la salud publica mundial. Es
por ello que en la presente tesis se investigaron distintos mecanismos moleculares y evolutivos
utilizados por ZIKV con el objetivo de interpretar su emergencia y dispersion geografica, asi como
sus caracteristicas epidemioldgicas y clinicas.

Los resultados obtenidos indican que la dispersién de ZIKV en las Américas se caracteriza por altas
tasas evolutivas y un rapido crecimiento poblacional. Se logré evidenciar una co-circulacién
temporal de distintos sub-linajes en las Américas y el Pacifico Sur, lo que sugiere la existencia de
una significativa subestimacién de la diversificacion genética y geografica, asi como de la carga de
enfermedad causada por ZIKV. Asimismo, estudios enfocados en los patrones de uso de codones
de ZIKV revelaron que las cepas epidémicas aisladas recientemente estdn mds adaptadas a
humanos que las variantes ancestrales. Esta adaptabilidad sugiere un incremento en la eficiencia
traduccional, y por consiguiente, una mayor viremia en humanos, que puede correlacionarse con
la mayor incidencia observada recientemente. Por ultimo, en base a aproximaciones
bioinformaticas realizadas con condiciones altamente estrictas, se observd la capacidad del
genoma de ZIKV de codificar miRNAs, sugiriéndose el potencial papel de estos en la modulacién de
la expresidn de genes humanos asociados a casos de microcefalia.



GENERALIDADES DE LOS FLAVIVIRUS

El género Flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae, comprende una amplia gama de virus
que son principalmente transmitidos a hospederos vertebrados por vectores artréopodos
(arbovirus, de arthropod-borne virus). Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV),
se reconocen dentro de este género 53 especies con amplia distribucion global, asi como un
numero creciente de especies no clasificadas o tentativas (“ICTV Virus Taxonomy 2015”). Unas 40
especies son zoondticas y son responsables de una considerable morbilidad y mortalidad,
pudiendo causar desde cuadros asintomdticos hasta graves enfermedades febriles, encefalicas,
hemorragicas y hepaticas en humanos, asi como en otros vertebrados. Entre ellos se encuentran
especies de gran impacto en la salud humana, como los virus causantes de la fiebre amarilla (YFV),
dengue (DENV-1, 2, 3y 4) y zika (ZIKV), asi como los responsables de las encefalitis japonesa (JEV),
de Saint Louis (SLEV) y del oeste del Nilo (WNV) (MONATH 1994).

Los Flavivirus comparten la familia Flaviviridae con los géneros Pestivirus, Pegivirus y Hepacivirus
(HENCHAL and PUTNAK 1990; STAPLETON et al. 2011) (Figura 1). Se caracterizan por tener un genoma
constituido por una cadena simple de aproximadamente 11 kb de ARN de polaridad positiva, que
presenta un capuchdn (cap) en el extremo 5’ y carece de cola poli(A) en el extremo 3’ terminal
(Figura 2). Poseen un Unico marco de lectura abierto (ORF), flanqueado por dos regiones no
codificantes (NCR), que codifica para una poliproteina que es clivada por proteasas virales y
celulares, generando tres proteinas estructurales y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (LINDENBACH and RICE 2003).

Entre las proteinas estructurales se encuentran la que compone la capside (C) que rodea y protege
al acido nucleico, la membrana viral (M), que deriva de la protedlisis de prM, y la E, que conforma
la envoltura y estd involucrada en la penetracion del virus en la célula (CHAMBERS et al. 1990; REy
2003; HUNG et al. 2004; MONDOTTE et al. 2007). Entre las proteinas no estructurales, las mas
caracterizadas son ARN polimerasa ARN dependiente (NS5) (TAN et al. 1996; NOMAGUCHI et al.
2003) y la NS3, que participa en la sintesis del ARN viral y en la formacion del cap. Ademas la NS3
posee actividad proteasa cuando forma el complejo NS2B-NS3, siendo responsable del corte de
NS2B, NS3, NS4A, NS5 y del extremo carboxilo de la proteina C (LI et al. 1999).



Figura 1. Filogenia de la familia Flaviviridae. Se observan las relaciones filogenéticas entre los diferentes
géneros de la familia Flaviviridae (Flavivirus, Hepacivirus, Pegivirus y Pestivirus) inferida a partir de
secuencias conservadas de sus helicasas y ARN Polimerasa ARN dependiente (KAPOOR et al. 2013).

Figura 2. Estructura gendmica de los Flavivirus. Se esquematiza la organizacién gendmica de los Flavivirus,
indicandose la funcién de las proteinas virales. El genoma viral posee un Unico ORF que codifica para una
poliproteina que es clivada en 3 proteinas estructurales (en verde) y 7 no estructurales (rojo). Se indican
ademas las estructuras secundarias en los extremos 5’ y 3’ (FERNANDEZ-GARCIA et al. 2009).



TRANSMISION

A pesar de la similitud en la organizacion gendmica existente entre los Flavivirus, existen
diferencias sustanciales en lo que respecta al rango de hospedero y la transmisibilidad de las
especies que integran este género. La mayoria de los Flavivirus son transmitidos horizontalmente
entre artropodos hematodfagos y vertebrados, distinguiéndose las especies transmitidas por
mosquitos (MBFV, de Mosquito-borne flaviviruses) y por garrapatas (TBFV, de Tick-borne
flaviviruses). Por otra parte, algunas especies Unicamente circulan en murciélagos o roedores y no
se les conoce un vector que las transmita, por lo que se los distingue como Flavivirus sin vector
conocido o NKV (del inglés, no known vector). Asimismo, existen especies que circulan Unicamente
en mosquitos y no se transmiten a vertebrados, a las que se las denominan ISFV (de insect-specific
flaviviruses) (BILLOIR et al. 2000; GAUNT et al. 2001; KUNO and CHANG 2005a; Cook and HOLMES 2006;
GRARD et al. 2010; MOUREAU et al. 2015; BuTvICH and FIRTH 2015).

La mayoria de los Flavivirus se restringen a ciclos de transmisidon enzodticos integrados por
hospederos vertebrados amplificadores y vectores artropodos hematéfagos, mientras que los
humanos se consideran hospedadores finales o dead-end hosts (WEAVER and BARRETT 2004; GO et
al. 2014). En ocasiones, los humanos generan una viremia elevada dando lugar a un ciclo de
transmisidn secundario junto a otros vectores, como sucede con DENV, YFV y ZIKV (GUBLER 2006;
ROGERS et al. 2006; NHAN and Musso 2015). La transmision mediante un vector artrépodo implica
que el virus provoque una alta viremia en el hospedero vertebrado y replique en los tejidos del
artrépodo infectado (WEAVER and BARRETT 2004). Los artrépodos se infectan al ingerir el virus con
la sangre en el momento de alimentarse. Luego de la ingesta, el virus infecta las células del
intestino medio, esparciéndose al hemocele y luego a una gran variedad de tejidos. Finalmente, se
infectan las glandulas salivales, por lo que el artrépodo es capaz de trasmitir el virus mediante su
picadura a otro vertebrado. Por otra parte, las larvas de mosquitos pueden ser infectadas si su
desarrollo transcurre en aguas contaminadas con el virus (MITZEL et al. 2007). Asimismo, se ha
demostrado la transmisién vertical o trans-ovarial de diversas especies de este género. Este
mecanismo no soélo permite la propagacion de Flavivirus de forma trans-generacional entre
mosquitos, sino que juega un rol fundamental en el mantenimiento de diferentes especies entre
periodos epidémicos (KHIN and THAN 1983; ROSEN 1988; MOURYA and MISHRA 2000; GIRARD et al.
2004; ESPINOSA et al. 2014).

Muchos Flavivirus también pueden ser trasmitidos directamente entre vertebrados. El modo de
trasmision es via oral e intra-nasal. Esto se puede dar mediante la materia fecal, la orina y la saliva.
Los comportamientos animales que favorecen este modo de transmisidn incluyen comer, beber,
estornudar, el canibalismo y agresiones que impliquen lastimaduras fisicas (KUNO and CHANG
2006). Algunos Flavivirus como WNV pueden ser transmitidos a los recién nacidos mediante el
consumo de leche materna. También se han reportado infecciones por Flavivirus asociadas a
transfusiones de sangre y trasplante de 6rganos (IWAMOTO et al. 2003; STRAMER et al. 2005).

Por otra parte, la actual epidemia de ZIKV en las Américas ha alertado a las autoridades a
consecuencia de su rapida y explosiva dispersion, con reportes de modos de transmisién



llamativos para los Flavivirus. En particular, la correlacidn entre la ubicacion espacio-temporal del
brote epidémico y el notorio aumento en la incidencia de recién nacidos con microcefalia y otras
alteraciones del Sistema Nervioso Central (SNC), dio lugar a la sospecha y posterior confirmacidn
de eventos de transmision trans-placentaria (VENTURA et al. 2016; SCHULER-FACCINI et al. 2016). La
evidencia acumulativa es cada vez mas fuerte respecto a esta forma de transmisidn e incluye la
deteccion de ARN de ZIKV, particulas virales y/o antigenos virales en placenta, liquido amnidtico y
tejidos de fetos abortados (RASMUSSEN et al. 2016; OLIVEIRA MELO et al. 2016; SARNO et al. 2016;
MARTINES et al. 2016; MEANEY-DELMAN et al. 2016; MLAKAR et al. 2016; CALVET et al. 2016; LADHANI et
al. 2016). Asimismo, un estudio reciente reporto la deteccién de anticuerpos IgM anti-ZIKV en el
liguido cefalorraquideo de 30 de 31 neonatos con microcefalia, evidenciando este modo de
transmisién (CORDEIRO et al. 2016). Por otra parte, estudios recientes han demostrado que el
genoma de ZIKV puede encontrarse en el semen por hasta 62 dias (ATKINSON et al. 2016), y
diversos casos de transmisidon sexual de este agente viral han sido reportados, lo que indica que
esta ruta de transmisiéon puede contribuir significativamente a su dispersion (Musso et al. 2015;
D’ORTENZIO et al. 2016a; DECKARD et al. 2016; VENTURI et al. 2016; HILLS et al. 2016; TURMEL et al.
2016; FRANK et al. 2016; DAVIDSON et al. 2016).

EPIDEMIOLOGIA

La circulacidn de diversos Flavivirus esta ampliamente reportada en la region sudamericana. DENV
es el arbovirus mds importante desde el punto de vista de la morbilidad y mortalidad, con mas de
la mitad de la poblacion mundial viviendo en regiones con riesgo de contagio (BENNETT et al.
2003a). Segun estimaciones recientes de la OMS, el dengue es endémico en mas de 120 paises,
con un numero de infectados anuales en el rango de 70 a 500 millones de personas, incluyendo 2
millones de casos severos que originan 20.000 muertes (THOMAS and ENDY 2011). En las Américas
circulan los cuatro serotipos (DENV-1 a DENV- 4), lo que aumenta el riesgo de aparicién de las
formas mds graves de la enfermedad. El dengue es una de las principales causas de morbilidad en
nifios y adultos latinoamericanos y su distribucion e incidencia han aumentado notoriamente en
los dltimos 30 afios. La Organizacidn Panamericana de la Salud (OPS) estima que el nimero de
muertes sugiere una evolucién clinica mas severa que la anteriormente observada. Los casos de
dengue se quintuplicaron en las Américas entre 2003 y 2013, registrandose en este ultimo afio
mas de 2,3 millones de casos, 37.705 de ellos graves y 1.289 muertes (OPS 2014). Si bien ya existe
una vacuna aprobada y utilizada en diferentes paises donde el dengue es endémico (Guy et al.
2015), su efectividad ha sido cuestionada por gran parte de la comunidad cientifica (FERGUSON et
al. 2016; HALSTEAD and RUSSELL 2016). Asimismo, no se dispone de drogas antivirales para DENV por
lo que la Unica forma de prevenir epidemias de dengue y dengue severo es el control del Aedes
aegypti (UMAREDDY et al. 2007).

Luego de la exitosa campana continental llevada a cabo en los 40 y 50 para erradicar este vector
de las Américas (SOPER 1963), se produjo su re-introduccién en Uruguay en 1997 (SALVATELLA 1997)



y rapidamente se dispersé por todo el territorio nacional (SALVATELLA and ROSA 2003). Debido a
este hecho, asi como a la ocurrencia de brotes epidémicos en la regidn, nuestro pais ha estado en
alerta realizando una activa vigilancia contra este agente viral desde 1997. En 2007, a
consecuencia de un presunto brote de dengue en Salto, se puso en marcha el “Plan nacional de
contingencia para una epidemia de dengue” (MSP 2006). Estos casos fueron analizados en nuestro
laboratorio arrojando resultados negativos, lo que posteriormente fue confirmado por el Centro
de Control de Enfermedades (CDC, Puerto Rico). Casos similares han sido estudiados por el MSP
desde entonces, registrdndose la ocurrencia de casos importados afio tras afo. Recientemente, en
febrero de este afio, se registraron los primeros casos de dengue autéctono luego de 100 aiios de
su ultimo reporte (SOSA 1916), a consecuencia de una epidemia que abarcé el cono Sur de América
(GRATZ et al. 1996).

La emergencia de DENV en nuestro pais ocurre en un momento de gran alerta epidemioldgica en
la region dada la circulacion del ZIKV por primera vez en las Américas. ZIKV es un virus emergente
transmitido por mosquitos que se identificé por vez primera en Uganda en 1947, en monos Rhesus
(Macaca mulatta), a través de una red de monitoreo de la fiebre amarilla selvatica (HAYES 2009).
Posteriormente, se identificd su circulacion en humanos en Uganda y en la Republica Unida de
Tanzania (DicK et al. 1952). Se han registrado brotes de enfermedad por este virus en Africa, Asia,
el Pacifico y recientemente en las Américas (DUFFY et al. 2009; FAYE et al. 2014; ZANLUCA et al. 2015;
CAMPOS et al. 2015). Este agente viral ingresé en Sudamérica en 2014-2015 y rapidamente se
expandid por todo el continente, habiéndose reportado en abril de 2016 un caso importado en
nuestro pais. Debido a que el vector es el mismo mosquito transmisor del DENV, no es de extraiar
gue en el corto plazo pueda darse una emergencia de este agente en Uruguay, con las dificultades
sanitarias que puede desencadenar ya que si bien los cuadros clinicos que genera ZIKV suelen ser
asintomaticos o muy leves, se ha reportado que puede ser capaz de ocasionar sintomas
neurolégicos, entre ellos el Sindrome de Guillain-Barré, asi como neuropatias congénitas cuando
infecta mujeres embarazadas (OEHLER et al. 2014; VENTURA et al. 2016; SCHULER-FACCINI et al. 2016).

En referencia a otros arbovirus pertenecientes a este género, es importante destacar la circulacion
de WNYV, SLEV y YFV en la region sudamericana. WNV se mantiene en la naturaleza ciclando entre
mosquitos del género Culex y aves, con equinos y humanos actuando como ocasionales
hospederos finales (CoLPITTS et al. 2012). Desde su primer aislamiento en Uganda en 1937
(SMITHBURN 1952) se han reportado casos esporadicos en diferentes regiones geograficas, llegando
a las Américas en 1999, generando un importante brote en Estados Unidos (PETERSEN and ROEHRIG
2001). Desde entonces, WNV se ha propagado por todas las Américas hasta el sur de Argentina.
Un patrén sin precedentes de grandes epidemias anuales de enfermedad neuro-invasiva en
humanos continia en América del Norte, lo que resulta en un impacto considerable en salud
publica (PETERSEN and HAYES 2008). Casos de WNV han sido reportados en aves y equinos de
diversos paises de América del Sur, incluidos Argentina (MORALES et al. 2006; ADRIAN DIAZ et al.
2008) y Brasil (MELANDRI et al. 2012; OMETTO et al. 2013; PAUVOLID-CORREA et al. 2014; VIEIRA et al.
2015). En Uruguay, si bien se han realizado ensayos serolégicos para evaluar seropositividad para
WNYV en equinos, no existen reportes de su circulacidon hasta el momento (BURGUERNO et al. 2013).



SLEV estd ampliamente distribuido en las Américas, desde Canada hasta Argentina. Se mantiene
en la naturaleza ciclando entre diferentes especies mosquitos del género Culex y aves silvestres,
teniendo a equinos y humanos como ocasionales hospederos finales (ACHESON 2011). Los cuadros
clinicos varian desde casos asintomaticos hasta meningitis, encefalitis y otras afecciones al SNC
(TRAVASSOS DA ROSA et al. 1998). La mayoria de las infecciones ocurren en Estados Unidos donde
fue reportado por primera vez en 1933 (WEBSTER and FITE 1933). Sin embargo, en la regién han
ocurrido en los ultimos afios casos esporddicos o brotes en Brasil (Rocco et al. 2005; MONDINI et al.
2007a; b; TERZIAN et al. 2011) y en las provincias argentinas de Buenos Aires, Cordoba y Entre Rios
(DIAZ et al. 2006; SPINSANTI et al. 2008; SElO et al. 2011; DiAz et al. 2012; BELTRAN et al. 2014). En
nuestro pais hay trabajos de seroprevalencia realizados en las décadas del 60 y 70 indicando la
existencia de seropositividad para SLEV en muestras sanguineas humanas (SOMMA-MOREIRA et al.
1970). Asimismo, se han realizado estudios moleculares para identificar estos agente virales en
muestras clinicas (SALAMANO et al. 2009) y se han reportado casos clinicos esporadicos de infeccion
por SLEV en humanos en los ultimos afios, asi como su circulaciéon en equinos (DELFRARO 2002;
BURGUENO 2012; QUIAN et al. 2012; BURGUENO et al. 2013; LOPEZ and PACIEL 2013).

Por otra parte, existe una preocupacion global por la posible re-emergencia de YFV en ciclos
urbanos, mas aun luego de la actual epidemia en desarrollo en el continente africano que dejé al
menos 369 muertes en Angola, con un indice de mortalidad de 9,4% (WHO - YELLOW FEVER REPORT
2016). Se trata de un agente viral que causa la muerte a la mitad de los individuos que desarrollan
sintomas graves. En las Américas, YFV se mantiene en la naturaleza en ciclos selvaticos, con
esporadicas infecciones de individuos reportadas en la Ultima década en Argentina, Bolivia, Brasil,
Colombia, Ecuador, Paraguay, Peru y Venezuela. El hecho de que este virus se transmita en ciclos
urbanos por medio de Aedes aegypti ha dado lugar a la declaracion de una alerta epidemioldgica
por parte de la OPS debido al riesgo de su eventual re-emergencia en el continente (PAHO 2015).

La co-circulacion de estos arbovirus en la region sudamericana, asi como la presencia en Uruguay
de los mosquitos transmisores, ponen en potencial riesgo a nuestro pais de la introduccién de
alguno de estos agentes virales y la subsecuente generacidon de brotes epidémicos. Una gran
proporcién de los MBFV que se asocian con enfermedades humanas o animales circulan en las
regiones tropicales y subtropicales, debido a la amplia distribucién de vectores competentes para
su transmisidn. Este patrén se expande cada vez a mayor cantidad de Flavivirus cuya circulacién
endémica ha estado usualmente restringida a regiones particulares del planeta. Los Flavivirus se
adaptan rapidamente a nuevos vectores y hospederos susceptibles, incrementando su eficiencia
de transmision y dificultando el control de estas enfermedades emergentes. De esta forma,
arbovirus que solian ser enzodticos ciclando entre mosquitos y mamiferos/aves sin afectar
practicamente a los humanos, han colonizado otras regiones y se han convertido en zoonéticos. La
dispersidon y el aumento en la frecuencia de epidemias generadas por MBFV se atribuyen a
numerosos factores, entre ellos el aumento en la poblacién humana y en la densidad de
mosquitos en las ultimas décadas, dada la intensa urbanizacion no planificada, el aumento en el
transporte humano, asi como el cambio climatico, que promueve la generacién de ambientes
ecolégicos 6ptimos para la actividad vectorial.



OBJETIVO GENERAL

Investigar diferentes aspectos de la epidemiologia molecular de los Flavivirus, con especial
énfasis en arbovirus emergentes en Uruguay y las Américas: DENV y ZIKV.

CAPITULO 1: FLAVIVIRUS

Objetivo Especifico I:

Investigar las caracteristicas epidemioldgicas y relaciones filogenéticas de los Flavivirus.

Objetivo Especifico Il:

Optimizacion de los métodos de diagndstico molecular de Flavivirus.

CAPITULO 2: VIRUS DENGUE

Objetivo Especifico lll:

Caracterizacidn genética y antigénica de cepas de DENV circulantes en Uruguay.

CAPITULO 3: VIRUS ZIKA

Objetivo Especifico IV:

Investigar los patrones evolutivos de ZIKV.

Objetivo Especifico V:

Investigar los patrones de uso de codones de ZIKV.

Objetivo Especifico VI:

Evaluar la posible presencia de miRNAs codificados por el genoma de ZIKV.



CAPITULO 1: FLAVIVIRUS

Obijetivo Especifico I: Investigar las caracteristicas
epidemiologicas y relaciones filogenéticas de los Flavivirus.

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTO TEORICO

Los primeros indicios acerca de las relaciones taxondmicas entre los Flavivirus tuvieron como base
estudios de reactividad cruzada antigénica en ensayos de neutralizacién, fijacion del complemento
e inhibicion de la hemaglutinacion (DE MADRID and PORTERFIELD 1974; CALISHER et al. 1989). Sin
embargo, aunque mucha informacidon obtenida por estos estudios resulté de gran utilidad para
interpretar algunos aspectos evolutivos de estos agentes virales, no se logré con ellos categorizar
con certeza muchos de sus miembros (GAUNT et al. 2001). Posteriormente, mediante la utilizacién
de reconstrucciones filogenéticas a partir de secuencias nucleotidicas y aminoacidicas, se produjo
un avance sustancial en el entendimiento de la diversidad, interrelacion y dispersiéon de los
Flavivirus (GouLD et al. 2003). Diferentes enfoques metodoldgicos fueron utilizados para analizar
determinados genes (particularmente las regiones codificantes para las proteinas E, NS3 y NS5), y
regiones codificantes completas (MARIN et al. 1995b; KuNO et al. 1998; BILLOIR et al. 2000; GAUNT et
al. 2001; GouLD et al. 2003; Cook and HOLMES 2006; GRARD et al. 2010; MOUREAU et al. 2015;
BLITVICH and FIRTH 2015). Estos estudios lograron agrupar las diferentes especies de acuerdo a su
rango de hospedero, vectores que las transmiten, enfermedades que causan, asi como otros
aspectos epidemioldgicos, ecoldgicos y geograficos. Sin embargo, la topologia observada a partir
del anadlisis de diferentes regiones codificantes da lugar a algunas incongruencias filogenéticas que
no permiten terminar de resolver las relaciones taxondmicas de manera adecuada.

En el presente estudio realizaremos una extensa revisidn bibliografica para explorar diferentes
caracteristicas epidemioldgicas de los Flavivirus. Asimismo, pretendemos investigar las relaciones
filogenéticas existentes entre los diferentes miembros de este género, utilizando diversas
aproximaciones metodoldgicas que nos permitan la resolucién de algunas discrepancias
filogenéticas observadas en reportes previos. Para ello, analizaremos todas las especies cuyas
regiones codificantes completas estén reportadas, para obtener el conjunto de datos de
secuencias mas diverso analizado hasta la fecha.



MATERIALES Y METODOS

CONSTRUCCION DE CONJUNTO DE DATOS

Se descargaron los genomas completos disponibles de todas las especies pertenecientes al género
Flavivirus, tanto las reconocidas por el ICTV, como las tentativas. Para ello se utilizé la base de
datos ViPR (Virus Pathogen Database and Analysis Resource), del NIAID (National Institute of
Allergy and Infectious Diseases), disponible en el sitio http://www.viprbrc.org (PICKETT et al. 2012).

Posteriormente, se obtuvo la secuencia consenso para cada especie (los nucledtidos mas
frecuentes encontrados en cada posicion del alineamiento) utilizando el software Entropy-One
disponible en el sitio http://www.hiv.lanl.gov. A continuaciéon, se utilizd el programa MEGA7

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0) (KUMAR et al. 2016) para recortar los
extremos 5’ y 3’ NCR, obteniéndose Unicamente la regién codificante para la poliproteina viral de
cada una de las especies.

Asimismo, con el fin de obtener informacidn respecto a cada una de estas especies de Flavivirus,
se exploraron diferentes publicaciones presentes en la base de datos bibliografica Pubmed
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Se busco la mayor informacion posible respecto al vector

transmisor, rango de hospedero, afeccidn causada en humanos (si hay reportes) y region
geografica de circulacion (ver Tablas 1y 2).

ALINEAMIENTO

Se consideraron diferentes estrategias para lograr el mejor alineamiento posible. Se utilizaron los
programas Clustal W (THOMPSON et al. 1994) y MUSCLE (EDGAR 2004) para alinear secuencias
nucleotidicas, aminoacidicas y en codones. Asimismo, se evalud el efecto del curado de los
alineamientos obtenidos mediante el programa GBlocks v.0.91b (CASTRESANA 2000; TALAVERA and
CASTRESANA 2007), eliminando regiones pobremente alineadas bajo condiciones mas y menos
estrictas en la seleccion de los bloques.

ANALISIS FILOGENETICOS

Dada la distancia genética existente entre las diferentes especies de Flavivirus, llevamos a cabo los
analisis filogenéticos a partir del andlisis de secuencias aminoacidicas, limitando los potenciales
errores en la inferencia evolutiva que pueden obtenerse a partir del analisis de nucledtidos, en los
que suelen haber multiples sitios saturados (BREINHOLT and KAWAHARA 2013). Para cada
alineamiento obtenido bajo las diferentes condiciones descritas, se analizd en primer lugar el
modelo de sustitucién aminoacidico que mejor ajustaba a cada conjunto de datos con el programa
ProtTest 3 (DARRIBA et al. 2011). A continuacidn, utilizando este modelo evolutivo se construyeron
arboles filogenéticos de maxima verosimilitud mediante el programa PhyML v.3.0 utilizando 500
pseudo-réplicas de bootstrap para evaluar la robustez de cada nodo (GUINDON et al. 2010). Se
editaron los drboles obtenidos mediante el programa FigTree v1.4.2 (disponible en
http://tree.bio.ed.ac.uk).



http://www.viprbrc.org/
http://www.hiv.lanl.gov/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed
http://tree.bio.ed.ac.uk/

RESULTADOS Y DISCUSION

CONSTRUCCION DE CONJUNTO DE DATOS

Se obtuvo un conjunto de datos de 4356 genomas completos correspondientes a las siguientes 98
especies de Flavivirus:

AEFV (Aedes Flavivirus); AHFV (Alkhurma Hemorrgic Fever virus); ALFV (Alfuy virus); APOIV (Apoi
virus); AROAV (Aroa virus); BAGV (Bagaza virus); BANV (Banzi virus); BAIV (Bainyik virus); BARKV
(Barkediji virus); BCV (Batu Cave virus); BOUV (Bouboi virus); BSQV (Bussuquara virus); BYDV
(Baiyangdian virus); CHAOV (Chaoyang virus); CFAV (Cell Fusing Agent virus); CPCV (Cacipacore
virus); CTFV (Culex theileri Flavivirus); CxFV (Culex Flavivirus); DEDSV (Duck Egg Drop Syndrome
virus); DENV-1 (Dengue virus 1); DENV-2 (Dengue virus 2); DENV-3 (Dengue virus 3); DENV-4
(Dengue virus 4); DFV (Duck Flavivirus); DONV (Donggang virus); DTV (Deer Tick virus); EHV (Edge
Hill virus); ENTV (Entebbe Bat virus); EPEV (Ecuador Paraiso Escondido virus); GGEV (Greek Goat
Encephalitis virus); GGYV (Gadgets Gully virus); HANKV (Hanko virus); IGUV (lguapé virus); ILHV
(lheus virus); ILOV (llomantsi virus); ITV (Israel Turkey Meningoencephalitis virus); JEV (Japanese
Encephalitis virus); JUGV (Jugra virus); JUTV (Jutiapa virus); KADV (Kadam virus); KAMV (Kama
virus); KEDV (Kedougou virus); KOKV (Kokobera virus); KOUV (Koutango virus); KRV (Kamiti River
virus); KSIV (Karshi virus); KUNV (Kunjin virus); KYDV (Kyasanur Forest Disease virus); LAMV (Lammi
virus); LGTV (Langat virus); LIV (Louping Ill virus); MEAV (Meaban virus); MECDV (Mercadeo virus);
MMLV (Montana Myotis Leukoencephalitis virus); MODV (Modoc virus); MOSQFV (Mosquito
Flavivirus); MVEV (Murray Valley Encephalitis virus); NAKV (Naikiwogo virus); NEGV (Negishi virus);
NHUM (Nhumirim virus); NJLV (Naranjal virus); NMV (New Mapoon virus); NOUN (Nounané virus);
NTAV (Ntaya virus); OHFU (Omsk Hemorrhagic Fever virus); PaRV (Parramatta River virus); PCV
(Palm Creek virus); POTV (Potiskum virus); POWV (Powassan virus); QBV (Quang Binh virus); PPBV
(Phnom Penh Bat virus); RBV (Rio Bravo virus); RFV (Royal Farm virus); ROCV (Rocio virus); SABV
(Saboya virus); SEPV (Sepik virus); SGEV (Spanish Goat Encephalitis virus); SLEV (Saint Louis
Encephalitis virus); SOKV (Sokuluk virus); SPOV (Spondweni virus); SREV (Saumarez Reef virus);
SSEV (Spanish Sheep Encephalitis virus); STRV (Stratford virus); STWV (Sitiawan virus); TBEV (Tick
Borne Encephalitis virus); TMUV (Tembusu virus); TORV (Torres virus); TSEV (Turkissh Sheep
Encephalitis virus); TYUV (Tyuleniy virus); UGSV (Uganda S virus); USUV (Usutu virus); WSLV
(Wesselsbron virus); WNV (West Nile virus); YAOV (Yaounde virus); YDFV (Yamadai Flavivirus); YFV
(Yellow Fever virus); YOKV (Yokose virus) y ZIKV (Zika virus) (ver Tablas 1y 2).



Tabla 1: Flavivirus pertenecientes a los grupos ISFV, TBFV y NKV. Se detalla la informacidn taxondmica, epidemiolégica y geografica de cada una de las especies.

Acrénimo Especie Vector/Hospedero Vector (Género) Hospedero Enferm. en humanos Regidn Referencia
Aedes No USA/Japon (HADDOW et al. 2013a)
Aedes/Culex No Amplia (YAMANAKA et al. 2013)
Culex No Global (NEwMmAN et al. 2011)
Culex No Portugal (PARREIRA et al. 2012)
Aedes/Ochlerotatus No Finlandia (HuHTAMO et al. 2012)
Aedes No Kenia (LuTomIAH et al. 2009)
Culex No Panama (CARRERA et al. 2015)
Culex No China (zuo et al. 2014)
Mansonia No Uganda (Cook et al. 2009)
Aedes No Australia (McLean et al. 2015)
Coquillettidia No Australia (HoBsON-PETERs et al. 2013)
Culex No Asia (Zuo et al. 2014)
Culex No Japén (KuwaTa et al. 2015)
Ixodes Camellos/Ovejas F. Hemorr./Encefalitis A. Saudita (CHARREL et al. 2004)
Ixodes Roedores Encefalitis USA (EL KHOURY et al. 2013)
Ixodes Cabras No hay reportes Grecia (PaPA et al. 2008)
Ixodes Aves marinas No hay reportes Australia/Antartida (GRARD et al. 2007)
Ixodes/Rhipicephalus Ganado/Camellos No hay reportes Uganda/A. Saudita (HENDERSO; Ziléégzo; Woop
Haemaphysalis PNH/Murciélagos F. Hemorr. Sudeste Asiatico (PATTNAIK; CALISHER et al. 2006)
Ornithodoros Roedores Encefalitis Asia (TURELL et al. 2008)
Ixodes/Haemaphysalis Roedores/Humanos Encefalitis Sudeste Asiatico (SMITH 1956; BANCROFT et al. 1976)
Ixodes Ovejas/Humanos Encefalitis Europa (CHARREL et al. 2004)
Desconocido Desconocido Encefalitis Asia (VENUGOPAL et al. 1992)
Dermacentor Roedores/Humanos F. Hemorr./Encefalitis Rusia (KARAN et al. 2014)
Ixodes/Dermacentor Roedores/Humanos Encefalitis Rusia/N. América (NEITzeL et al. 2013)
Argas Desconocido No hay reportes Afganistdn (WiLLiams et al. 1972)
Ixodes Cabra No hay reportes Espafia (MANSFIELD et al. 2015)
Ixodes Ovejas No hay reportes Espafia (MaRIN et al. 1995a)
Ixodes Roedores Encefalitis Amplia (Bogovic and STRLE 2015)
Ixodes Ovejas No hay reportes Turquia (Gao et al. 1993)
KAMV Kama virus Ixodes Aves marinas No hay reportes Rusia (L'vovetal.)
MEAV Meaban virus Transmitidos por Ornithodoros Aves marinas No hay reportes Francia (CHAsTEL et al. 1985)
SREV Saumarez Reef virus garrapatas a aves Ornithodoros/Ixodes Aves marinas No hay reportes Australia (ST GEORGE et al. 1977)
TYUV Tyuleniy virus Ixodes Aves marinas No hay reportes Rusia (U'vov et al.)
APOIV Apoi virus Roedores No hay reportes Japon (JUNGLEN et al. 2009)
BCV Batu Cave virus Murciélagos No hay reportes Malasia (Kuno et al. 1998)
JUTV Jutiapa virus X Roedores No hay reportes Guatemala (VARELAS-WESLEY and CALISHER 1982)
" " Vector desconocido —
MMLV Montana Myotis Leuk. Virus (NKV) Murciélagos No hay reportes USA (CHARLIER et al. 2002)
MODV Modoc virus Roedores No hay reportes USA (ADAWSs et al. 2013)
PPBV Phnom Penh Bat virus Murciélagos No hay reportes Cambodia (Kuno et al. 1998)
RBV Rio Bravo virus Murciélagos Encefalitis México/USA (VoLkova et al. 2012)
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Tabla 2: Flavivirus transmitidos por mosquitos (MBFV).

Acrénimo Especie Comp. antigénico Vector Hospedero Enf. en humanos Region Referencia
Culex Roedores No hay reportes Venezuela (MouREAU et al. 2015)
Culex Roedores/PNH Fiebre Sudamérica (FIGUEIREDO 2000)
Culex Roedores No hay reportes Brasil (CoimBRraA et al. 1993)
Culex Roedores No hay reportes Ecuador (CALISHER et al. 1983)
DENV-1 Dengue virus 1 Aedes PNH/Humanos Fiebre/F. Hem. Reg. trop. y subtrop. (GuzmaN et al. 2010)
DENV-2 Dengue virus 2 Aedes PNH/Humanos Fiebre/F. Hem. Reg. trop. y subtrop. (GuzmaN et al. 2010)
DENV-3 Dengue virus 3 Dengue Aedes PNH/Humanos Fiebre/F. Hem. Reg. trop. y subtrop. (GuzmaN et al. 2010)
DENV-4 Dengue virus 4 Aedes PNH/Humanos Fiebre/F. Hem. Reg. trop. y subtrop. (GuzmaN et al. 2010)
KEDV Kedougou virus Aedes Desconocido Asintomatico Africa (Kuno and CHANG 2005a)
BAGV Bagaza virus Culex/Aedes Aves Encefalitis Africa/Asia/Europa (Bonore Zttzll' 22%015_:"‘) LLORENTE
BYDV Baiyangdian virus Culex Aves No hay reportes China (ZHuomING QIN 2013)
DEDSV Duck Egg Drop Syndrome virus Culex Aves Asintomdtico Asia (Liu et al. 2013)
DFV Duck Flavivirus Culex Aves No hay reportes China (Ma et al. 2013a)
ILHV llheus virus Ntaya Psorophora/Aedes Aves Encefalitis Centro y Sudamérica PAUS;T;‘_?(;'R:;AGQ tzc?l.OZéJ 13)
ITV Israel Turkey Mening. Virus Culex Aves No hay reportes Israel (BRAVERMAN et al. 2003)
NTAV Ntaya virus Culex Aves/Anim. domést. Encefalitis Africa (DILCHER et al. 2013)
ROCV Rocio virus Culex Aves Encefalitis Brasil (KuNo and CHANG 2005a)
STWV Sitiawan virus Culex Aves No hay reportes Malasia (Liu et al. 2012)
TMUV Tembusu virus Culex Aves Asintomatico China (TANG et al. 2015)
Culex Roedores Fiebre Africa (FuLop et al. 1995)
Aedes/Culex Roedores Asintomatico Africa (DIGOUTTE et al. 1971)
Aedes/Culex Marsupiales Artralgia Australia (MACDONALD et al. 2010)
Desconocido Murciélagos No hay reportes Asia (CAUISHER et al. 2006)
Desconocido Roedores No hay reportes Nigeria (OmILABU et al. 1989)
Phlebotomus/Anopheles Murciélagos No hay reportes Africa (FONTENILLE et al. 1994)
Mansonia Animales domésticos Fiebre Oceania (Kuno and CHANG 2006)
Aedes Aves/Murciélagos Asintomatico Africa (BOORMAN 1958)
Aedes Rumiantes Fiebre Africa/Asia (WEYER et al. 2013)
Aedes/Haemagogus PNH/Humanos F. Hemorr. Africa/Sudamérica (BARNETT 2007)
Culex Aves Asintomatico Australia (MaY et al. 2006)
Desconocido Aves Encefalitis Brasil (BaieoT et al. 2003; BATISTA
et al. 2011)
Culex Aves/Cerdos/Murciél. Encefalitis Asia (CauSHER 3_0;021(;(;6" LoRo et
Aedes Roedores Fiebre Africa (PrROW et al. 2014)
Culex Aves Asintomatico Oceania (PrROW 2013)
Culex Aves Encefalitis Oceania (SELVEY et al. 2014)
Culex Aves/Murciélagos Encefalitis América (CAUSHER et al. 2006;
REIMANN et al. 2008)
Culex/Aedes Aves Encefalitis Africa/Europa (NikoLay et al. 2011; ENGEL et

al. 2016)
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Culex Aves/Mamiferos Encefalitis Amplia (CoLpITTS et al. 2012)
Culex/Aedes Aves No hay reportes Africa (WiLLIAMS et al. 2012)
BAIV Bainyik virus Culex Canguros/Caballos No hay reportes Oceania (WARRILOW et al. 2014)
KOKV Kokobera virus Culex Canguros/Caballos Artralgia Oceania (NISBET et al. 2005)
NMV New Mapoon virus Kokobera Culex Canguros/Caballos No hay reportes Oceania (NISBET et al. 2005)
STRV Stratford virus Culex Canguros/Caballos Artralgia Oceania (DOHERTY et al. 1963)
TORV Torres virus Culex Canguros/Caballos No hay reportes Oceania (WARRILOW et al. 2014)
SPOV Spondweni virus Spondweni Aedes/Culex Desconocido Fiebre ] Africa/Oceania (Kuno and CHANG 2005a)
ZIKV Zika virus Aedes PNH/Humanos Fiebre Africa/Asia/América (FAYE et al. 2014)
Culex Desconocido No hay reportes Senegal (MOUREAU et al. 2015)
Aedes/Culex Desconocido No hay reportes Asia (LEE et al. 2013)
Aedes Desconocido No hay reportes China (LEE et al. 2013)
Ochlerotatus Desconocido No hay reportes Finlandia (HuHTAMO et al. 2014)
Aedes Desconocido No hay reportes Finlandia (HuHTAMO et al. 2009)
Culex Desconocido No hay reportes Brasil (KENNEY et al. 2014)

EPEV Ecuador Paraiso Escondido virus A|sI::1do de
fleb6tomos

Uranotaenia

Desconocido

No hay reportes

Costa de Marfil

(JUNGLEN et al. 2009)

P. abonnenci (flebétomo) Desconocido No hay reportes Ecuador (ALKAN et al. 2015)
Desconocido Murcélagos No hay reportes Uganda (KADING et al. 2015)
Desconocido Murcélagos No hay reportes Asia (L'vov et al.)
Desconocido Murcélagos No hay reportes Japén (TAumA et al. 2005)
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La informacidn recabada de cada una de estas especies respecto a su dispersion geografica, vector
de transmisidn, rango de hospedero y enfermedad causada en humanos, se resume en las Tablas 1
y 2. La Tabla 1 detalla los Flavivirus estrictamente circulantes en insectos (ISFV), los transmitidos
por garrapatas (TBFV) y las especies cuyo vector de transmisién es desconocido (NKV). Por otra
parte, la Tabla 2 resume la informacion de los Flavivirus que se asocian evolutivamente con el
grupo de las especies transmitidas por mosquitos (MBFV). Para estas especies se detalla ademas el
complejo antigénico al que pertenece cada una de ellas.

ALINEAMIENTO

Se investigaron diferentes estrategias para la obtencidn de buenos alineamiento de partida, con el
objetivo de obtener relaciones filogenéticas que realmente reflejen las relaciones evolutivas
existente entre los distintos Flavivirus. Estos tipos de inferencias resultan particularmente
complejos de analizar cuando se consideran especies tan divergentes entre si, por lo que hay que
ser cauto a la hora de escoger las metodologias de andlisis para que las relaciones filogenéticas
obtenidas no estén sesgadas por errores en el alineamiento. En este sentido descartamos los
alineamientos generados a partir de secuencias nucleotidicas, ya que generan gaps de 1y 2
nucledtidos que no tienen ningun significado bioldgico cuando consideramos una regién proteica.
Es por ello que teniendo en cuenta que el genoma de los Flavivirus codifica para una poliproteina
que es clivada co y post-traduccionalmente, la mejor estrategia para realizar un alineamiento es
eliminar las regiones no codificantes de los extremos y alinear las secuencias aminoacidicas.
Asimismo, se obtuvieron mejores alineamientos por MUSCLE que por Clustal W, lo que fue
reflejado posteriormente por valores de verosimilitud mas altos en las filogenias resultantes.

Por otra parte, se analizaron diferentes condiciones para el curado de los alineamientos mediante
el algoritmo GBlocks, obteniéndose mejores resultados al utilizar condiciones menos estrictas de
seleccidn, permitiendo la inclusidon de gaps en los bloques finales. El alineamiento final tuvo una
longitud de 2179 sitios.

ANALISIS FILOGENETICOS

Se realizaron drboles de maxima verosimilitud mediante el programa PhyML v.3.0 (GUINDON et al.
2010), basados en el modelo de sustituciéon aminoacidica WAG + F (WHELAN and GOLDMAN 2001).
Se utilizd una distribucién Gamma discreta para modelar las diferencias en la tasa evolutiva entre
sitios, considerandose algunos sitios invariables (G + 1). Asimismo, se utilizé el método de
bootstrap (500 pseudo-replicas) como medida de robustez para cada nodo. Se editaron los arboles
resultantes con el programa FigTree v.1.4.2, coloredndose las especies de acuerdo a su vector de
transmisién o complejo antigénico. Los resultados se pueden apreciar en los arboles filogenéticos
que a efectos de contribuir a su discusidon, se muestran tanto en su forma estrellada como
tradicional (Figuras 3A y 3B, respectivamente).
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Figura 3 - Anadlisis filogenético de maxima verosimilitud del género Flavivirus. Se aprecian las relaciones filogenéticas inferidas a
partir del andlisis de las 98 especies de Flavivirus cuyo ORF completo esta disponible, bajo el modelo de sustitucion aminoacidica
WAG + F + G + |. Se ubicé la raiz en el punto medio a efectos de facilitar la interpretacidn. Se aprecian las disposiciones estrellada (A)
y tradicional (B). Se utilizé el método de bootstrap (500 pseudo-replicas) como medida de robustez para cada nodo. Los arboles
resultantes se editaron con el programa FigTree v.1.4.2, utilizdndose el siguiente cddigo de color: ISFV (negro); NKV (gris); TBFV (rojo
o rosado, de acuerdo a si infectan mamiferos o aves, respectivamente); ISFV-2 (marrén); EPEV (amarillo); serogrupo Entebbe Bat
(verde oscuro). A su vez, los MBFV se indican de acuerdo a su complejo antigénico: Fiebre Amarilla (violeta); Dengue (verde claro);
Spondweni (celeste); Aroa (bordeaux); Kokobera (anaranjado); Encefalitis Japonesa (azul); Ntaya (mostaza). La barra de escala
denota distancia genética. Las estrellas indican las especies incluidas en este estudio que no fueron tenidas en cuenta en el andlisis
filogenético mas diverso hasta el momento (MOUREAU et al. 2015).
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Tal como se aprecia en la Figura 3, existe una fuerte correlacién entre las relaciones filogenéticas
inferidas entre los diferentes Flavivirus, y sus caracteristicas ecoldgicas y epidemioldgicas, como
fue demostrado previamente (GAUNT et al. 2001). Las distintas especies se agrupan en clados
individuales, todos con un fuerte soporte estadistico (valores de bootstrap > 0.8), de acuerdo al
vector de transmision u hospedero especifico. Estos grupos, previamente definidos (MARIN et al.
1995b; KuNoO et al. 1998), integran separadamente a los ISFV, TBFV, NKV y MBFV, y se sefialan en la
Figura 3A en negro, rojo, gris y azul, respectivamente. Asimismo, en la Figura 3B se detallan
distintas caracteristicas particulares de cada grupo que se discutirdn individualmente a
continuacion.

ISFV

Si bien hasta el momento los ISFV han sido aislados exclusivamente de mosquitos, algunos
reportes sugieren su circulacion en otros tipos de artrépodos (MOUREAU et al. 2010; SANCHEZ-SECO
et al. 2010; Cook et al. 2013). La deteccion de distintos ISFV tanto en mosquitos hembras como
machos, asi como en diferentes estadios de su ciclo de vida, sugiere que la transmisidn vertical es
el principal mecanismo por el que persisten en la naturaleza (BOLLING et al. 2011, 2012; HADDOW et
al. 2013a). Asimismo, nunca se han podido aislar ISFV de vertebrados ni en lineas celulares de
éstos, lo que sugiere que presentan un fenotipo de replicacién no competente en vertebrados,
hecho por el cual han sido histéricamente el grupo de Flavivirus menos estudiado (BLITVICH and
FIRTH 2015). Sin embargo, en los ultimos afos el interés por investigarlos ha aumentado
significativamente debido a estudios que indican que la replicacion de MBFV puede ser suprimida
en mosquitos previamente infectados con ISFV. Esto se puede explicar por el proceso denominado
interferencia homdloga o exclusiéon por super-infeccion, por el cual una infeccién viral pre-
existente inhibe la infeccion por el mismo virus u otro estrechamente relacionado (BARBANTI-
BRODANO et al. 1970; FARFAN-ALE et al. 2009). Este fendmeno ha sido asociado a la inhibicién de
diferentes MBFV, como MVEV y WNV (HOBSON-PETERS et al. 2013). Por contraposicion, se ha
reportado la potenciacion de la infeccion por WNV en mosquitos simultdneamente infectados con
CxFV (KENT et al. 2010; NEWMAN et al. 2011). Vale destacar que CxFV ha sido detectado el pooles
de Culex pipiens en nuestro pais (BURGUENO 2012). Claramente resta mucho por conocer acerca de
la posible interaccidn competitiva entre estos grupos de Flavivirus, lo que genera interés en
investigar en mayor profundidad los ISFV, sumado al hecho que estudios comparativos entre ellos
y los MBFV/TBFV pueden proveernos de informacidn crucial para entender los factores que
permiten que ciertas especies infecten vertebrados, mientras que otras no.

Recientemente se ha publicado una extensa revision de diferentes caracteristicas epidemioldgicas
y genéticas de los diferentes ISFV conocidos, en donde también se realizan analisis filogenéticos
basados en todas las especies cuyo genoma completo esta disponible (BLITVICH and FIRTH 2015). En
este estudio se sugiere la subdivision de los ISFV en dos clados principales de acuerdo a las
especies de mosquitos de donde han sido aisladas: Los ISFV asociados a Aedes spp. (ISFV-Aedes); y
los asociados a Culex spp. (ISFV—Culex) (Tabla 1y Figura 3B, en negro).



Dentro del grupo de especies ISFV-Aedes encontramos a AEFV, CFAV, KRV, asi como a HANKV. Esta
ultima especie fue simultdneamente reportada por Huhtamo y colaboradores (2012), asi como por
otros dos grupos y denominada Ochlerotatus flavivirus (CALZOLARI et al. 2012) y Spanish
Ochlerotatus flavivirus (VAzQUEZz et al. 2012). Estudios comparativos realizados por Blitvich y Firth
indican que estos 3 virus comparten una identidad mayor al 90%, por lo que son consideradas la
misma especie. El mismo reporte sugiere HANKV es una especie altamente divergente del resto de
los ISFV. Sin embargo, nuestros resultados indican que estaria mayormente asociado al grupo
ISFV-Aedes, en concordancia con otros analisis filogenéticos recientes también llevados a cabo con
secuencias de ORF completos (MOUREAU et al. 2015). Asimismo, nuestro analisis integra dentro de
este grupo a PaRV, una especie recientemente aislada de Aedes vigilax en Australia (MCLEAN et al.
2015), que a su vez comparte una estrecha relacion filogenética con HANKV, lo que reafirma
nuestra observacion anterior.

Por su parte, dentro del clado ISFV-Culex se agrupan las especies CTFV, CxFV, MOSQFV, QBV, asi
como YDFV, recientemente aislada de mosquitos del género Culex en Japdon (KUWATA et al. 2015).
Asimismo, NAKV y PCV, aislados de mosquitos de los géneros Mansonia y Coquillettidia, se
agrupan dentro de este clado tal como fue sugerido por Blitvich y Firth, aunque de acuerdo a su
rango de hospedero, podria categorizarse como un subgrupo diferente. Por ultimo, se incluyd
MECDV, un novedoso ISFV aislado recientemente en Panama de mosquitos del género Culex
(CARRERA et al. 2015), que parece estar enraizando a todas las demas especies de ISFV analizadas.
Este resultado se corresponde con la percepcidn de diferentes estudios que sugieren que nuestro
conocimiento de las especies que integran el grupo de los ISFV es muy limitado y que su diversidad
estd ampliamente subestimada. De hecho, la distancia genética existente entre los ISFV y los
demas miembros del género Flavivirus es comparable a la variabilidad genética existente entre los
diferentes géneros de la familia Flaviviridae (ver Figura 1), por lo que se ha sugerido que los ISFV
deberian categorizarse como un nuevo género (MOUREAU et al. 2015). No es de extrafiar entonces
gue en vista del interés que ha suscitado el estudio de este grupo de Flavivirus, reflejado en el
numero creciente de especies documentadas en los ultimos 10 afios y su amplia distribucidn
geografica, nuevas especies sean reportadas en el corto plazo. Ello serd muy importante para
ayudar a interpretar la cada vez mas compleja historia evolutiva de este género.

ISFV-2

Este grupo de Flavivirus integra especies que han sido aisladas a partir de 12 especies de 5 géneros
de mosquitos en diferentes regiones geograficas (BLITVICH and FIRTH 2015). Asimismo, no se han
podido aislar de vertebrados ni en lineas celulares derivadas de éstos, por lo que se estima que
presentan un fenotipo de replicacion no competente en vertebrados y su circulacion estaria
estrictamente restringida a insectos (JUNGLEN et al. 2009; HUHTAMO et al. 2009).

La secuencia correspondiente al ORF completo sdélo estd disponible para las 7 especies incluidas en
este estudio (Tabla 1, Figura 3B, en marrdn). El analisis filogenético desarrollado se corresponde
con reportes previos e indica que los ISFV-2 se agrupan con los MBFV en dos clados, integrados
por BARKV, NHUV y NOUV, y por CHAOV, DONV, ILOV y LAMV, respectivamente (MOUREAU et al.



2015). Esta topologia sugiere que la emergencia de los ISFV-2 habria ocurrido en dos eventos
independientes. Por consiguiente, si efectivamente los ISFV-2 infectaron ancestralmente a
vertebrados y perdieron esta capacidad, tal como es sugerido por algunos estudios (KENNEY et al.
2014; BuTvicH and FIRTH 2015), estos eventos habrian ocurrido en al menos en dos oportunidades.
De todas formas, los ISFV-2 han sido muy poco estudiados y se estima que su diversidad sea
mucho mds amplia que la conocida hasta el momento, como lo sugiere la amplitud geografica de
aislamientos.

NKV

Este grupo integra especies que Unicamente infectan vertebrados, para las que no se conoce un
vector de transmision, siendo la transmisién vertical entre hospederos el mecanismo responsable
de su mantenimiento en la naturaleza (BELL and THOMAS 1964; FAIRBROTHER and YUILL 1987; ADAMS
et al. 2013). Los analisis filogenéticos se corresponden con estudios previos que sugieren la
subdivisién de los NKV en dos grupos (Tabla 1 y Figura 3B, en gris). Se distinguen las especies que
infectan murciélagos (BCV, MMLV, PPBV y RBV) de las que circulan en roedores (MODV y JUTV)
(BURNS and FARINACCI 1956; JOHNSON 1967). Ambos clados tienen a APOIV (especie aislada en
diferentes roedores) conformando un linaje basal (BILLOIR et al. 2000; MOUREAU et al. 2015).

Por otra parte, se aprecia un clado que integra las especies ENTV, SOKV y YOKV (Figura 3B, en
verde oscuro), que circulan inicamente en murciélagos y se clasifican dentro del grupo antigénico
“Entebbe Bat” (CALISHER and GouLD 2003). Estas especies se agrupan filogenéticamente con los
MBFV que son transmitidos por Aedes spp. El hecho de que ENTV y SOKV puedan replicar in vitro
en células C6/36 (VARELAS-WESLEY and CALISHER 1982), a diferencia de las especies que integran el
clado de NKV (Figura 3, en gris), asi como su asociacién filogenética con los MBFV, apoya la
hipdtesis de que ENTV, SOKV y YOKV utilizan o utilizaron en el pasado vectores para su transmision
(probablemente mosquitos), y eventualmente perdieron esta capacidad (Cook and HOLMES 2006).

TBFV

Los Flavivirus transmitidos por garrapatas comprenden un grupo creciente de especies de gran
importancia epidemioldgica que es responsable de al menos 10.000 casos de encefalitis por afo
alrededor del mundo, aunque se estima una incidencia mucho mayor (“WHO | Tick-borne
encephalitis” 2013). Diversos estudios filogenéticos han demostrado la subdivisidon de los TBFV en
dos grupos evolutivamente distantes que integran diferencialmente las especies que infectan aves
de las que circulan en mamiferos (GAO et al. 1993, 1997, MARIN et al. 1995a; b; ZANOTTO et al.
1996; MCGUIRE et al. 1998; CHARREL et al. 2001, 2004; GRARD et al. 2007; MOUREAU et al. 2015).

Esta topologia se puede apreciar claramente en la Figura 3, donde se observan las especies que
infectan aves (KAMV, MEAV, SREV y TYUV, en rosado) formando un linaje basal al otro grupo
filogenético que incluye los virus que son transmitidos de garrapatas a mamiferos (en rojo). Este
ultimo grupo estd integrado por varias especies de gran importancia en la salud humana,
causantes de encefalitis (DTV, KSIV, LGTV, LIV, POWV y TBEV), fiebres hemorragicas (AHFV, KFDV,
NEGV y OHFV), asi como especies no patogénicas (GGEV, GGYV, KADV, RFV, SGEV y SSEV). La



topologia general de este grupo de Flavivirus se corresponde con la observada en el andlisis
filogenético mas completo hasta la fecha (MOUREAU et al. 2015), con la inclusion de tres especies
(KAMV, NEGV y SGEV).

FLAVIVIRUS AISLADOS DE FLEBOTOMOS

Recientemente se aislé en Ecuador una nueva especie de Flavivirus denominada Ecuador Paraiso
Escondido Virus (EPEV) a partir de flebétomos Psathyromyia abonnenci (ALKAN et al. 2015). Los
analisis filogenéticos (Figura 3B) sugieren que EPEV (en amarillo) se encuentra enraizando los
clados integrados por las especies de los complejos antigénicos Entebbe Bat (NKV-2) y Fiebre
Amarilla (en verde oscuro y violeta, respectivamente). En este ultimo grupo se encuentra SABV, el
Unico Flavivirus transmitido por flebdtomos que se ha reportado hasta la fecha (FONTENILLE et al.
1994).

La capacidad de EPEV de replicar en células de mosquito (C6/36) pero no en lineas celulares de
vertebrados, sugiere que no infectaria vertebrados. Este descubrimiento abre la posibilidad de que
existan mas especies que circulen estrictamente en fleb6tomos. Hasta el momento, ademas de
SABV y EPEV, sélo se ha reportado la deteccidn de secuencias parciales de Flavivirus en
flebétomos de Argelia y Portugal, pero serian especies que integrarian el clado ISFV-Culex
(MOUREAU et al. 2010; ALKAN et al. 2015).

MBFV

Los Flavivirus que ciclan entre mosquitos y vertebrados son las especies que causan mayor
morbilidad y mortalidad dentro de este género, e incluyen virus emergentes y re-emergentes en
las Américas como DENV, SLEV, WNV, YFV y ZIKV. Los MBFV se dividen en dos grupos
epidemioldgicos diferentes: Las especies transmitidas por Culex spp. (MBFV-Culex), que suelen
tener reservorios aviares y son potencialmente neurotrépicos en humanos; y los virus transmitidos
por Aedes spp. (MBFV-Aedes), con primates como hospederos habituales y asociados en casos
severos en humanos con fiebres hemorragicas (KUNO et al. 1998; BILLOIR et al. 2000; GAUNT et al.
2001; Cook and HoLMES 2006; GRARD et al. 2010) (Figura 3B). Algunas excepciones encontradas
dentro de los grupos MBFV-Aedes y MBFV-Culex son explicadas por los comportamientos
alimenticios de ambas especies de mosquitos. Los mosquitos del género Culex suelen alimentarse
tanto de aves como de mamiferos, lo que queda reflejado en varias excepciones que encontramos
en este grupo. Sin embargo, existe una asociacion inequivoca entre los MBFV-Aedes vy
primates/mamiferos, a consecuencia del comportamiento mamalofilico de estas especies de
mosquitos (ROBERTSON et al. 1993; CHRISTENSEN et al. 1996; GAUNT et al. 2001).

Asimismo, se ha sugerido que los MBFV-Culex habrian evolucionado de especies ancestrales
pertenecientes al grupo MBFV-Aedes (GRARD et al. 2010), lo que se puede observar a partir de la
topologia del arbol filogenético realizado en el presente estudio (Figura 3B), donde se aprecia la
asociacion de los diferentes MBFV-Culex en un clado monofilético. Integran este grupo especies
que se han clasificadas dentro de los complejos antigénicos Aroa, Encefalitis Japonesa, Kokobera y
Ntaya (Tabla 2 y Figura 3B, en bordeaux, azul, anaranjado y mostaza, respectivamente).



MBFV-AEDES

Los MBFV-Aedes se asocian en dos grupos parafiléticos: uno incluyendo las especies del complejo
antigénico Fiebre Amarilla; y el otro conteniendo los serogrupos Dengue y Spondweni (Figura 3B,
en violeta, verde claro y celeste, respectivamente). Estos grupos contienen especies que son
mantenidas en la naturaleza en ciclos selvaticos enzoéticos con primates como principales
hospederos, con alguna especie que excepcionalmente puede infectar aves como hospedero
accidental. Asimismo, encontramos dentro de los MBFV-Aedes las Unicas especies que no sélo
infectan humanos de manera casual, sino que pueden integrarlos como hospederos
amplificadores en ciclos urbanos, como es el caso de DENV, YFV y ZIKV.

Existen excepciones en los MBFV-Aedes que no son transmitidas por Aedes spp., en particular
dentro del serocomplejo Fiebre Amarilla. Este grupo se compone de dos clados hermanos: uno
compuesto por patdgenos humanos (SEPV, WSLV y YFV); mientras que el otro integra 7 virus con
caracteristicas particulares (EHV, BOUV, BANV, UGSV, JUGV, POTV and SABV). Estas especies
carecen de dos cisteinas en su glicoproteina E, lo que suprime uno de los 6 puentes disulfuro
caracteristicos y sumamente conservados entre los Flavivirus. Esta modificacién, sélo observada
en algunos ISFV (HoSHINO et al. 2007), altera la estructura del dominio Il de la E donde se
encuentra el péptido de fusidon, modificando el tropismo y las propiedades antigénicas de esta
glicoproteina. Esto se traduce en una capacidad de infectar una gran variedad de especies de
vertebrados (primates, roedores, marsupiales, murciélagos y aves), asi como mosquitos del género
Aedes, pero también Culex spp. (BANV), e incluso flebétomos (SABV) (ver Tabla 2). En
consecuencia, se ha propuesto que estas 7 especies integren un grupo taxondmico diferente del
grupo Fiebre Amarilla, que se designd “Edge Hill” (GRARD et al. 2010).

El otro linaje de MBFV-Aedes incluye los cuatro serotipos de DENV en una posicion basal al clado
integrado por KEDV y las especies del serocomplejo Spondweni (SPOV y ZIKV) (Figura 3B, en verde
claro y celeste, respectivamente). La asociacion entre estas especies ha mostrado discrepancias
entre diferentes estudios, principalmente debido a que KEDV presenta una posicion filogenética
ambigua. Estudios basados en secuencias de la NS5 ubican a KEDV en el serogrupo DENV (KuNoO et
al. 1998; GAUNT et al. 2001) o en una posicidn basal a SPOV (GoulD et al. 2001; KUNO and CHANG
2005a), mientras que el analisis de la poliproteina completa indica una asociacion mas estrecha
con las especies del complejo antigénico Spondweni (GRARD et al. 2010; MOUREAU et al. 2015;
BLITVICH and FIRTH 2015). Estas incongruencias sugieren que KEDV no perteneceria realmente al
serogrupo Dengue, sino que integraria un grupo diferente junto con otras especies que hasta el
momento no han sido descubiertas (KUNO and CHANG 2007).

Otra discrepancia encontrada entre diferentes estudios filogenéticos es la asociacién entre los
complejos antigénicos Dengue y Spondweni. Nuestros resultados se ajustan con varios reportes
que indican la asociacién de los MBFV-Aedes en 2 grupos parafiléticos, lo que discrepa con otros
estudios que sugieren su distribucidn en 3 clados parafiléticos. En particular, la filogenia mas
detallada hasta el momento agrupa a los serogrupos Dengue y Spondweni en dos clados
diferentes (MOUREAU et al. 2015). Sin embargo, un reporte posterior de los mismos autores



publicado meses después, utilizando aparentemente la misma metodologia con la inclusién de una
Unica especie (EPEV), sugiere la agrupacién de ambos serocomplejos en un mismo clado, lo que se
correlaciona con los resultados obtenidos en el presente estudio (ALKAN et al. 2015). Este grupo
actua de clado basal para los MBFV-Culex, que como se comentd anteriormente, se agrupan en un
Unico clado monofilético. Mas adelante se discutiran otros aspectos epidemiolédgicos de DENV y
ZIKV en los Capitulos 2 y 3, respectivamente.

MBFV-CurEx

Los MBFV-Culex se asocian en general a ciclos que incluyen aves y raramente integran primates.
De hecho, los humanos se consideran hospederos finales cuando intervienen en el ciclo, debido a
la baja viremia de corta duracién exhibida (KUNO and CHANG 2005a). De todas formas, algunas
especies incluyen mamiferos como hospederos amplificadores, como es el caso de JEV que integra
cerdos en su ciclo (LORD et al. 2015). El serogrupo que recibe el nombre de esta especie integra
ademas otros virus circulantes en todos los continentes, excepto en la Antartida. JEV, MVEV, SLEV
y WNV son sus especies mas relevantes para la salud humana, ya que se asocian con brotes
epidémicos de encefalitis (SoLoMON 2004). Las relaciones filogenéticas inferidas en el presente
estudio se corresponden con reportes previos, siendo dos especies Unicamente circulantes en las
Américas (SLEV y CPCV) las especies basales (Figura 3B, en azul). Asimismo, dos especies aisladas
en Africa (YAOV y KOUV) representan linajes ancestrales de WNV y KUNV (subtipo de WNV
endémico en Oceania), lo que sugiere el origen africano de WNV (MAY et al. 2011; MOUREAU et al.
2015). El clado hermano a este Ultimo integra dos virus circulantes en Australia (ALFV y MVEV)
junto con JEV (principal agente causal de encefalitis en Asia) y USUV. Esta ultima especie ha
causado una alarma regional en Europa donde ingresé en repetidas oportunidades desde Africa y
se asocid con una elevada letalidad en aves y numerosos reportes de infecciones humanas
(NIKOLAY et al. 2011; ENGEL et al. 2016). Este hecho refleja el potencial de dispersién de diferentes
especies MBFV-Culex, mediante la utilizacion de aves migratorias como vehiculo para diseminarse
entre continentes, tal como se ha observado con WNV en repetidas ocasiones, especialmente en
su emergencia en América del Norte en 1999 (MALKINSON and BANET 2002; MALKINSON et al. 2002;
ARTSOB et al. 2009).

El clado hermano a este serogrupo esta integrado por las especies del serocomplejo Ntaya, que se
agrupan en dos clados diferentes (Figura 3B, en mostaza). Por un lado se encuentran
emparentadas dos especies circulantes en América Latina (ILHV y ROCV) que causan encefalitis en
humanos (FIGUEIREDO 2000). El otro clado integra otras dos especies causantes de encefalitis (BAGV
y NTAV) (DILCHER et al. 2013; LLORENTE et al. 2015), junto con ITV (aislada de pavos en lIsrael)
(BRAVERMAN et al. 2003), y otras 5 especies que infectan aves de corral en Asia (BYDV, DEDSV, DFV,
STWV y TMUV) (LU et al. 2012, 2013; MA et al. 2013a; ZHUOMING QIN 2013; TANG et al. 2015).
Existe evidencia seroldgica que estas 5 especies pueden infectar a los humanos pero no hay
reportes de enfermedades asociadas, y su estrecha relacién filogenética, asi como su similares
caracteristicas eco-epidemiolégicas, sugieren que se trataria de la misma especie (TANG et al.
2015). Las relaciones filogenéticas deducidas para este serogrupo se corresponden con reportes
previos, aunque en el presente analisis se incluyeron dos nuevas especies (BYDV y DFV).



Por otra parte, las especies del serocomplejo Aroa (AROAV, BSQV, IGUV y NILV), circulantes en
Sudamérica, son excepcionales dentro de los MBFV-Culex ya que infectan roedores (CALISHER et al.
1983; CoIMBRA et al. 1993; MOUREAU et al. 2015), e incluso BSQV ha sido aislada de monos
aulladores (Alouatta belzebul) en Brasil (FIGUEIREDO 2000). Esta es la Unica especie de este grupo
gue ha sido reportada en humanos en un Unico caso febril. Las relaciones filogenéticas deducidas
en el presente estudio se ajustan a los diferentes reportes previos que sugieren su division en dos
clados hermanos en los que se relacionan estrechamente AROAV con BSQV, y NILV con IGUV,
respectivamente (Figura 3B, en bordeaux) (MOUREAU et al. 2015).

Por ultimo, el complejo antigénico Kokobera incluye especies que han sido detectadas en Culex
spp., caballos o canguros en Oceania, con esporddicos reportes de artralgias en humanos. Las
relaciones filogenéticas inferidas son concordantes con estudios previos (MOUREAU et al. 2015),
con NMV (NISBET et al. 2005) como especie basal de los virus KOKV, STRV (DOHERTY et al. 1963) y
dos nuevas especies aqui incluidas (BAIV y TORV) (WARRILOW et al. 2014).

Tomando en cuenta todo este analisis, se puede resumir que los Flavivirus han evolucionado
debido a presiones selectivas impuestas por sus vectores/hospederos para diferenciarse en 4
grupos filogenéticamente distantes, que integran especies: estrictamente circulantes en insectos;
sin vector conocido (circulantes en murciélagos o roedores); transmitidas por garrapatas (a aves o
a mamiferos); y transmitidas por mosquitos (asociadas principalmente a géneros Culex o Aedes).



CONCLUSIONES

Este estudio presenta informacién epidemiolégica actualizada de los diferentes miembros del
género Flavivirus, en base a una intensa exploracién bibliogréfica (se resume en las Tablas 1y 2).
Asimismo, se presenta el analisis filogenético del género Flavivirus mds diverso hasta la fecha
(Figura 3), con la inclusidon de 10 especies mas que el reporte filogenético previo mas detallado
(MOUREAU et al. 2015). El conjunto de datos final incluyd las regiones codificantes completas de 98
especies de Flavivirus (reconocidas por el ICTV y tentativas) y nos permitié confirmar la asociacién
diferencial de los distintos Flavivirus en grupos evolutivamente distantes, de acuerdo al rango de
hospedero/vector y otras caracteristicas epidemioldgicas. Ademas, se exploraron y resolvieron
algunas discrepancias filogenéticas existentes entre reportes previos. Por consiguiente, este
estudio nos permitié profundizar en el entendimiento de la diversidad, interrelacién y dispersion
geografica de los Flavivirus.



Objetivo Especifico Il: Optimizacion de los métodos de
diagnodstico molecular de Flavivirus.

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTO TEORICO

Debido a la amplia gama de enfermedades causada por los Flavivirus, a los sintomas clinicos
muchas veces indiferenciables entre si y a la naturaleza emergente de los mismos, resulta de suma
importancia contar con técnicas moleculares que nos permitan su diagndstico. Sin embargo, las
metodologias de diagndstico actuales son un obstaculo para la deteccién e identificaciéon de
distintos Flavivirus, entre otras razones debido a que el aislamiento de estos virus lleva un tiempo
considerable y se requieren instalaciones de nivel 3 de bioseguridad. Asimismo, este abordaje
resulta inconveniente cuando un diagndstico temprano es necesario debido al tiempo que insume.
Por otra parte, los ensayos de serologia suelen dar falsos positivos debido a la existencia de
reactividad cruzada entre diferentes Flavivirus por la presencia de epitopos comunes en sus
glicoproteinas de superficie. Por estas razones, el desarrollo de métodos moleculares sensibles y
especificos para estos agentes es esencial (AYERS et al. 2006).

Mucho esfuerzo se ha puesto para mejorar el entendimiento de las relaciones filogenéticas entre
los Flavivirus, con el fin de interpretar las relaciones taxondmicas que nos permitan desarrollar
herramientas moleculares posibilitando la deteccidn, diagndstico y vigilancia viral. Es por ello que
partiendo del andlisis desarrollado en el Objetivo Especifico I, nos planteamos poner a punto
metodologias de Real-time PCR adecuadas para la deteccidn y discriminacién de diferentes
Flavivirus que puedan circular en la regién y que hayan sido reportados como agentes causales de
enfermedades en humanos. Este objetivo se desarrollé parcialmente en el marco de la tesis de
Licenciatura en Bioquimica realizada por la Lic. Patricia Nufiez (NuNEz 2015). En la misma, se
evaluaron diferentes técnicas moleculares de RT-PCR descritas en la literatura (tanto a tiempo
final como a tiempo real) para el diagndstico diferencial de Flavivirus (SCARAMOZZINO et al. 2001;
SANCHEZ-SECO et al. 2005; AYERS et al. 2006; MOUREAU et al. 2007; VAzQUEZ et al. 2012). Se logré la
puesta a punto de diferentes metodologias y se evalud la seial filogenética que se obtiene a partir
de ellas, considerando métodos desarrollados para la identificacion de los miembros mas
importantes para la salud humana (DENV, JEV, SLEV, TBEV, WNV y YFV). La situacion
epidemioldgica regional cambié en 2015 debido a la emergencia de ZIKV en las Américas, razon
por la cual nos propusimos ajustar esta metodologia para la deteccién de este y otros agentes
virales potencialmente emergentes.



MATERIALES Y METODOS

OPTIMIZACION DE LA REAL-TIME PCR PARA LA DETECCION DE FLAVIVIRUS CAUSANTES

DE ENFERMEDADES EN HUMANOS

Dada a la sorpresiva emergencia de ZIKV en las Américas, se considerd oportuno ajustar una
metodologia de Real-Time PCR previamente puesta a punto en nuestro laboratorio (NUNEz 2015).
La misma se enfocaba en los Flavivirus de mayor incidencia en humanos (DENV-1, DENV-2, DENV-
3, DENV-4, JEV, SLEV, TBEV, WNV y YFV). Sin embargo, existe una amplia gama de Flavivirus no
considerados que han sido asociados con enfermedades en humanos. Es por ello que en el
presente estudio nos planteamos optimizar esta metodologia para la deteccion de diversos
Flavivirus causantes de enfermedades en humanos que potencialmente puedan emerger.
Utilizando la informacion epidemioldgica recabada en el Objetivo Especifico |, se consideraron
ademas de las especies mas importantes en la salud humana (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4,
JEV, SLEV, TBEV, WNV y YFV), las siguiente especies: ALFV, AHFV, BAGV, BANV, BOUV, CPCV, DTV,
EHV, ILHV, LIV, KEDV, KFDV, KOKV, KOUV, KSIV, LGTV, MVEV, NEGV, NTAV, OHFV, POWV, RBY,
ROCV, SEPV, SPOV, STRV, TMUV, USUV y WSLV (ver Tablas 1y 2).

Se utilizé el dataset de genomas completos con el que se desarrollaron los analisis filogenéticos
detallados en el Objetivo Especifico I. Se recortd el alineamiento para visualizar el blanco de
amplificacion de esta metodologia, cuyos primers reconocen las regiones entre los nucleétidos
8927-8949 y 9167-9189 (relativos al genoma completo de la cepa de DENV-1 HNRG25001 -
Numero de acceso: KC692512). Se evalud in silico la efectividad de los primers reportados para
identificar a los distintos Flavivirus mencionados, modificindose la secuencia de los mismos
mediante el agregado de nucleétidos degenerados para ajustarlos a las diferentes especies.

Asimismo, se realizé un analisis filogenético de maxima verosimilitud considerando la secuencias
aminoacidicas completas de las especies mencionadas. El arbol filogenético resultante (modelo
WAG+F+T+l) fue editado mediante el programa FigTree v1.4.2 ( http://tree.bio.ed.ac.uk).



http://tree.bio.ed.ac.uk/

RESULTADOS Y DISCUSION

Debido a la emergencia de ZIKV en las Américas en 2015, resolvimos ajustar esta metodologia para
gue pudiera utilizarse tanto para la deteccién de ZIKV, como también de otros Flavivirus causantes
de enfermedades en humanos y potencialmente emergentes.

Se realizé el alineamiento de los primers con especies de Flavivirus que se han reportado en
infecciones en humanos (ver Tablas 1y 2). Las secuencias de los primers directo (MAMDMod) y
reverso (cFD2Mod) se indican en la Tabla 3 y son el resultado de la modificacidn de los primers
originalmente descritos (MAMD y cFD2) (SCARAMOZzINO et al. 2001), con nucledtidos degenerados
para ajustarlos a las siguientes especies:

Complejo antigénico Dengue: DENV-1 a DENV-4 y KEDV.

Complejo antigénico Spondweni: SPOV y ZIKV.

Complejo antigénico Kokobera: KOKV y STRV.

Complejo antigénico Ntaya: BAGV, ILHV, NTAV, ROCV y TMUV.

Complejo antigénico Encefalitis Japonesa: ALFV, CPCV, JEV, KOUV, MVEV, SLEV, USUV y WNV.
Complejo antigénico Fiebre amarilla: BANV, BOUV, EHV, SEPV, WSLV y YFV.

Flavivirus sin vector conocido: RBV

Flavivirus transmitidos por garrapatas: AHFV, DTV, KFDV, KSIV, LGTV, LIV, NEGV, OHFV, POWV y
TBEV.

Tabla 3: Secuencias de primers utilizados en este estudio.

Primer Secuencia
MAMD 5’-AACATGATGGGRAARAGRGARAA-3’
MAMDMod 5’-AACATGATGGGNAARMGWGARAA-3’
cFD2 5-GTGTCCCAGCCGGCGGTGTCATCAGC-3’
cFD2Mod 5’-GTGTCCCADCCDGCDGTRTCRTC-3’

Se realiz6 ademads un arbol filogenético de maxima verosimilitud (modelo WAG + F + [+ I) y se
edité conservando su topologia. Este arbol fue adjuntado al alineamiento para ayudar a la
interpretaciéon de las modificaciones realizadas (Figura 4).



v
pEnva TETAC BcBE~~xaT atcca@ETHE | IS
T

penvz TGTA AAAC acece AAGAA
pEnvs TTTA G AAAC atccTll AAGAA
bE TCTA G AAGT atcc Tl AAGAA
KEov TG TA G AAGA aceccll TCcGTo
TGTA G AAGC atccalll ccGca
TCTA A AAGC atcccll ccGea
TGTA G AAGC acccTll ACGCA
TGTA A AAGA atccTll CCGAA

Rocw TTTA G AAGC LRER | AAGAG
vy TCTA G AMAC T1ecTHl CAGAR
M TTTA A AAGA scecall TAGAA
NTAY CATA G AAGA atccall AAGGA
sy TCTA A AAAA atecTHl CAGGA
sew TCTA G AAGA acecall cCcGea
] chov TATA A AAAC acec Tl AAGGA
ww TTTA G AAAC atcc Tl cceca
Kouy TCTA G ABMAC ACGCA ACGGA
B TCTA cHBllcarcc acccTEETE TAGAA
usow TTTA cHBllcarcc accccllTE CCGGA
MVEY TATA G AAAC atcccll ccGca
MRV TATA A AAGC scoccl ACGAA
Bawv TCTA A AMAC atccall TAGGA
Bouv TCTA G AMAC FREIY | TAGAA
v TTTA G ABAC steccll TAGAG
sy TTTA G AAAC atccall GCcaCa
wsy TGTA A AAAC atccall AAGGA
v TGTA G AAGC acccoll GCGCA
W TGTA A AAAC acccall AAAGG
NESW TGTA A ABAC acccalll AAAGG
e TGCA G AAAT atccall GAAAG
oHF TGTA G AAGC atccoll CAGGG
eV TGTA G AAGC atcccll GAAGA
AHFY TGTA G AAAC a1ccall AAGAA
KV TG TA G AAAC atcccll AAGAA
oV TGTA G AAGC aceccll ccean
oWy TG T A G AAGC aceccll TCGGA
Ksiv TCTA Hccl - BEs AAGC atcccllH TCcGTG
ReV TCTAT . H-BE-Blcnac atccTHET BrccTa

Figura 4. Alineamiento de primers modificados con las especies de Flavivirus reportadas en infecciones en
humanos. Sobre la izquierda se muestra un arbol filogenético que incluye las diferentes especies: DENV-1 a
DENV-4 y KEDV (en verde); SPOV y ZIKV (en celeste); KOKV y STRV (en crema); BAGV, ILHV, NTAV, ROCV y
TMUV (en mostaza); ALFV, CPCV, JEV, KOUV, MVEV, SLEV, USUV y WNV (en azul); BANV, BOUV, EHV, SEPV,
WSLV y YFV (en violeta); AHFV, DTV, KFDV, KSIV, LGTV, LIV, NEGV, OHFV, POWV y TBEV (en rojo); RBV (en
gris). Los nucledtidos conservados se indican con fondos coloreados.

Estos primers fueron utilizados en el brote de dengue registrado en Uruguay en 2016. Mas detalles
se indicaran en el Capitulo 2.
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CONCLUSIONES

Se logré adaptar una metodologia de Real-Time PCR para la detecciéon y discriminacidon de
diferentes Flavivirus que hayan sido reportados como agentes causales de enfermedades en
humanos. Cabe destacar que esta metodologia, asi como otras previamente puestas a punto en
nuestro laboratorio fueron exitosamente transferidas al Laboratorio de Técnicas Especializadas de
la Asociacion Espafiola (LTE-ASESP) en el marco del Proyecto Alianzas para la Innovacion titulado
“Diagndstico molecular de virosis emergentes de gran impacto en salud publica”. Este proyecto
vinculd a nuestro laboratorio con el Laboratorio de Virologia Molecular del Centro Universitario
Region Litoral Norte (Salto), y el LTE-ASESP, y fue co-financiado por la ASESP y la ANII. Utilizando
estas estrategias moleculares, el LTE-ASESP colaboré con el Ministerio de Salud Publica (MSP) en el
diagndstico de casos sospechosos de Dengue y Zika registrados en Uruguay en el presente afio.



CAPITULO 2: VIRUS DENGUE

RESUMEN

El virus dengue (DENV) es el agente causal de la principal arbovirosis a nivel mundial desde el
punto de vista de la morbilidad y mortalidad. En las Américas circulan los cuatro serotipos (DENV-1
a DENV- 4), lo que aumenta el riesgo de aparicidon de las formas mas graves de la enfermedad. El
dengue es una de las principales causas de morbilidad en nifios y adultos latinoamericanos y su
distribucidn e incidencia han aumentado notoriamente en los ultimos 30 afios. Luego de 100 afios
de ausencia de reportes en el Uruguay, en 2016 volvié a registrarse un brote epidémico de esta
enfermedad con 26 casos confirmados y numerosos sospechosos. Diversos estudios relacionan
determinados grados de enfermedad con serotipos, genotipos o linajes particulares. Es por ello
gue en la presente tesis se investigaron las diferentes caracteristicas genéticas y antigénicas de las
distintas variantes de DENV que emergieron en nuestro pais.



INTRODUCCION

El virus dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus dentro de la familia Flaviviridae. DENV es un
arbovirus (virus transmitidos por vectores artropodos hematdéfogos) al igual que otros Flavivirus
como los causantes de la fiebre amarilla, y las encefalitis japonesa, de Saint Louis y del Nilo
Occidental (LINDENBACH and RICE 2003). El genoma de DENV esta compuesto por una cadena Unica,
no segmentada, de ARN de polaridad positiva, con aproximadamente 10,7 kilobases (kb) de
longitud (CHAMBERS et al. 1990). Comprende 4 serotipos relacionados antigénicamente,
denominados dengue 1 a dengue 4 (DENV-1 a DENV-4), que son transmitidos al humano
principalmente por el mosquito Aedes aegypti, aunque otros miembros del género Aedes (entre
ellos el Aedes albopictus y el Aedes polynesiensis) son transmisores en otras regiones geograficas,
especialmente en el Sudeste asiatico (SENANAYAKE 2006).

La infeccién por cualquiera de estos serotipos puede originar desde un cuadro subclinico, hasta
sindromes severos con una elevada letalidad. Las manifestaciones usuales han sido histéricamente
denominadas como fiebre del dengue (DF) o dengue clasico, y fiebre hemorragica del dengue
(DHF) o dengue hemorragico. Estos cuadros de mayor gravedad pueden evolucionar en ocasiones
en el sindrome de choque por dengue (DSS), siendo la principal causa de hospitalizaciéon y muerte
entre los nifios en el Sudeste asiatico (HENCHAL and PUTNAK 1990; CLYDE et al. 2006). Sin embargo, la
clasificacidon actual distingue estos 3 estados de la enfermedad en dengue sin signos de alarma,
dengue con signos de alarma y dengue grave, respectivamente (WHO 2009) (Figura 5). A efectos
practicos, en adelante nos referiremos a las diferentes manifestaciones como dengue o dengue
leve y dengue severo.



Figura 5. Clasificacion de casos de dengue sugerida y niveles de gravedad. (WHO 2009).

El DENV es uno de los virus emergentes mas importantes y se plantea como amenaza para mas de
la mitad de la poblacion mundial (BENNETT et al. 2003b; DONG et al. 2007). Algunas estimaciones
indican una incidencia mundial por afio de 50-100 millones de casos de dengue, con 250.000-
500.000 casos de dengue severo (FINK et al. 2007). Sin embargo, estimaciones recientes de la OMS
sugieren que el nimero de infectados anuales estaria en el rango de 70-500 millones de personas,
incluyendo mas de 2 millones de casos severos que originan 20.000 muertes.

El dengue es endémico en mas de 100 paises de Africa, América, el Mediterraneo Oriental, Asia
Sudoriental y el Pacifico Occidental, siendo estas ultimas dos regiones las mdas gravemente
afectadas. La OPS estima que el nimero de muertes sugiere una evolucion clinica mas severa de la
usualmente observada (OPS 2008). Los casos de dengue se quintuplicaron en las Américas entre
2003 y 2013, registrandose en este ultimo afio mas de 2,3 millones de casos, 37.705 de ellos
graves y 1.289 muertes (OPS 2014).

Diferentes factores sociales entre los que se incluyen el crecimiento de la poblacidon, la
urbanizacién no planificada y la falta de acceso a agua potable, favorecen la transmisién del DENV
en las Américas, donde co-circulan los 4 serotipos.



HISTORIA

La primera epidemia descripta de una enfermedad clinicamente compatible con dengue, fue
documentada por el Dr. Benjamin Rush en Filadelfia en 1780 (CARey 1971). El término "dengue"
proviene de la frase en swahili “ka denga pepo”, que describe un trastorno convulsivo o calambre
fuerte causado por malos espiritus. La enfermedad habria cruzado desde el este de Africa al Caribe
en 1827, donde en Cuba se identificé popularmente como “Dengue” (SIMPSON et al. 1989). Desde
entonces y hasta principios del siglo XX, se registraron grandes epidemias de enfermedades
similares al dengue en América, Sur de Europa, Norte de Africa, Mediterraneo Oriental, Asia y
Australia, asi como también en Islas de los Océanos indico y Pacifico y del mar Caribe (WHO 2007).

Como resultado de la Segunda Guerra Mundial, la rdpida urbanizacién en el Sudeste asiatico
derivé en una pandemia de dengue, donde se registrd la primera gran epidemia de dengue severo.
En los ultimos 25 afios del siglo XX se produjo una dramdtica expansidn a nivel global de epidemias
de dengue y dengue severo, facilitada por la urbanizacién descontrolada en paises tropicales
subdesarrollados, la modernizacién del transporte, la globalizacién, la proliferacion de criaderos
de mosquitos y la falta de medidas efectivas para su control (GUBLER 2006; GURUGAMA et al. 2010).

El mas dramatico aumento de dengue como un gran problema de salud publica ha ocurrido en
Ameérica. En 1946, la OPS inicié un programa de control del mosquito Aedes aegypti con el objetivo
de eliminar los focos de fiebre amarilla que adn quedaban en diversos paises de la region (MONATH
1994; GUBLER et al. 2002). A pesar del éxito logrado en su momento, con consecuencias positivas
para el control de la fiebre amarilla y del dengue, la erradicacién del vector fue dificil de mantener
y a finales de la década de 1960 y principios de la de 1970 se constaté la re-invasién del mosquito
vector. Una epidemia de gran envergadura ocurrié en Cuba en 1981 y otra de dengue severo en
Venezuela en 1989-1990. Desde entonces, epidemias han ocurrido en la gran mayoria de los
paises de Centro y Sudamérica, y brotes, casos confirmados, o ambos han sido reportados de casi
todos los paises tropicales y subtropicales de las Américas (OPS 2014).

CICLO REPLICATIVO DE DENV

UNION Y ENTRADA

Estudios in vitro han demostrado que el DENV es capaz de infectar un gran nimero de células
humanas, entre ellas células dendriticas, monocitos, macrdfagos, células B y T, células
endoteliales, hepatocitos y células neuronales (ANDERSON 2003). Sin embargo, in vivo solo se ha
encontrado a monocitos, macréfagos y células dendriticas como blancos primarios de las
infecciones por DENV (JESSIE et al. 2004).

El primer paso de la infeccidn requiere la interaccidn entre la particula viral y receptores presentes
en la superficie de la célula blanco, que llevan a la entrada del viridn a través de una endocitosis



mediada por receptores (Figura 6). La proteina viral responsable de esta union es la glicoproteina
E, mediante su dominio Il localizado hacia su extremo carboxiterminal (CRILL and ROEHRIG 2001).

Figura 6. Esquema del ciclo replicativo de DENV. Modificado de (BARTENSCHLAGER and MILLER 2008).

En cuanto a los receptores celulares, mucho esfuerzo se ha puesto en tratar de identificarlos.
Diversos estudios indican que el glicosaminoglicano heparan sulfato (HS) esta involucrado en la
unién del DENV con células de mamiferos (CHEN et al. 1997; HILGARD and STOCKERT 2000; GERMI et
al. 2002; HUNG et al. 2004). Dado que el HS esta presente en una gran diversidad de células, su
interaccion con el virus permite la adsorcién viral a la superficie de distintos tipos celulares, por lo
que otros receptores mas especificos son necesarios. En el caso especifico de células dendriticas
de Langerhans, que estan presentes en la piel del hospedero humano y que son de las primeras
que se infectan con DENV, el receptor DC-SIGN fue encontrado indispensable para la entrada de
los 4 serotipos de DENV (TASSANEETRITHEP et al. 2003; NAVARRO-SANCHEZ et al. 2003). Sin embargo,
DC-SIGN es un receptor de baja afinidad que concentra particulas de DENV en la superficie de la
célula dendritica. Para realizar la internalizacidon son necesarios receptores de alta afinidad que
aun no fueron caracterizados, aunque ha habido avances sustanciales para poder determinarlos
(LozAcH et al. 2005; MONDOTTE et al. 2007; REYES-DEL VALLE et al. 2014).

La internalizacion del virion también puede ocurrir por la formacién de complejos con las IgG, las
cuales se unen a las células susceptibles por sus receptores Fc (MYINT et al. 1991). Luego de la
internalizacién de los viriones, se acidifica el endosoma por la fusidn con lisosomas, produciendo
cambios conformacionales en la glicoproteina E, que se trimeriza irreversiblemente (ver Figura 8).



Esto induce la fusién de las membranas celular y viral, con la consiguiente liberacidon de la
nucleocapside al citoplasma, donde se decapsida liberando el genoma viral (CLYDE et al. 2006;
BARTENSCHLAGER and MILLER 2008).

SINTESIS PROTEICA

Luego de que el genoma viral ya se encuentra en el citoplasma, comienza la traduccién de una
Unica poliproteina, por medio de un mecanismo dependiente su cap 5’ terminal. En este paso, el
factor de iniciacién eucaridtico 4F (elF4F) reconoce este cap del genoma viral (del mismo modo
gue ocurre con los mensajeros celulares), y solo asi recluta al complejo ribosédmico para iniciar la
traduccién (GINGRAS et al. 1999).

También se ha reportado la existencia de un modelo de traduccidon independiente del cap,
mediante un mecanismo que requiere la interaccién de 5’ NCR y 3’ NCR del DENV, lo que refleja
una adaptacion a las respuestas antivirales celulares o a diferentes tipos celulares que contienen
variados niveles de factores de traduccidn esenciales (EDGIL et al. 2006).

La traduccion de la poliproteina ocurre en el RE rugoso, lo cual facilita la localizacién de las
proteinas virales dentro y alrededor de él para su posterior ensamblaje en viriones maduros (Yu et
al. 2006). El procesamiento proteolitico ocurre co y post-traduccionalmente por proteasas tanto
celulares como virales (NS2B-NS3), dando lugar a 3 proteinas estructurales y 7 no estructurales, en
el orden C-prM-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5, que atraviesan la membrana del RE
(CHAMBERS et al. 1990).

REPLICACION

Una vez sintetizadas las proteinas esenciales para la replicacién, las diferentes proteinas NS, entre
las que destacan NS3 y NS5, forman el complejo de replicacidn viral (CRV) (KLEMA et al. 2015). Este
reconoce los ARN virales por su estructura secundaria caracteristica, ubicada en el extremo 5’, que
es altamente conservada entre los Flavivirus (FILOMATORI et al. 2006).

Esta consiste de una horquilla estabilizante grande (SLA) seguida de una mas pequefia (SLB),
ubicadas justo antes del coddn iniciador de la traduccidon AUG (Figura 7A). Sin embargo, para que
ocurra la replicacién del ARN es necesario ubicar el CRV en el extremo 3’. Para que ello suceda se
establecen interacciones ARN-ARN de largo alcance mediadas por secuencias complementarias
ubicadas en ambos extremos del genoma (ALVAREZ et al. 2005). Estas son 5’ UAR (regién corriente
arriba de AUG) y 3’ DAR (regién corriente abajo de AUG), ubicadas en las NCR 5 y 3,
respectivamente, y 5° CSy 3’ CS (secuencia de ciclacién), que se ubican en la secuencia codificante
de la capside, y corriente arriba de la horquilla estabilizante 3’ (3’SL), respectivamente (BRINTON et
al. 1986; ZENG et al. 1998; TILGNER et al. 2005; FRIEBE et al. 2012) (Figuras 7Ay 7B).



Figura 7. Estructuras gendmicas del genoma de DENV. (A) Estructura lineal del genoma de DENV indicando
las posiciones de estructuras secundarias de ARN principales y las regiones codificantes de proteinas. (B) La
circularizacién de la cadena positiva de DENV promueve la sintesis de la hebra de ARN negativa. Los
extremos 5’ y 3’ interaccionan por intermedio de la asociacion de secuencias de ciclacién (CS) y regiones
UAR/DAR. La hibridacién entre 5" UAR y 3’ DAR causa una reorganizacion de la estructura 3’ SL, exponiendo
el extremo 3’ de la hebra positiva. El dominio RdRp de la NS5, que reconoce al SLA en el extremo 5’, se
transfiere al extremo 3’ expuesto y proximo debido a la circularizacién, iniciando la sintesis de la hebra
complementaria (SAEEDI and GEIss 2013).

De esta forma el ARN gendmico funciona como molde para la sintesis de cadenas de polaridad
negativa, y éstas generardn copias de ARN de polaridad positiva que tendran tres destinos
posibles. Podran servir nuevamente como plantillas transcripcionales, funcionar como mensajeros
para la sintesis proteica, o ensamblarse dentro de la nucleocdpside y transformarse en los ARN
gendmicos de nuevos viriones (DIAMOND 2003).

ENSAMBLAJE Y SALIDA

Inicialmente se forman unas particulas virales inmaduras no infecciosas a nivel del RE, formadas
por las proteinas E y prM, ademds de la nucleocdpside y lipidos de membrana. La ruptura
proteolitica de prM ocurre en el aparato de Golgi, madurando de esta forma la particula viral y
haciéndola infecciosa (Figura 8). Este virus completo es liberado de la célula por exocitosis para asi
infectar nuevas células (DIAMOND 2003).



Figura 8. Esquema de las diferentes disposiciones de la proteina E en la particula viral. Se observan las
disposiciones de la E en su estado dimérico (extracelular), trimérico (endosomal) e inmaduro (intracelular).
Modificado de (BARTENSCHLAGER and MILLER 2008).

PATOGENESIS

La primera infeccidon con cualquiera de los cuatro serotipos se denomina infeccion primaria y
puede resultar en un cuadro de dengue leve. En caso de producirse infecciones subsiguientes (con
un nuevo serotipo), éstas reciben el nombre de infecciones secundarias y pueden ocasionar casos
de dengue severo (RIGAU-PEREZ et al. 1998). En estos cuadros, los sintomas clasicos de dengue leve
suelen agravarse luego de un descenso marcado de la temperatura, donde aparecen
manifestaciones hemorragicas que pueden llegar al choque hipovolémico en ausencia de
tratamiento adecuado, con una elevada letalidad de hasta el 47% en las seis horas siguientes
(HALSTEAD 1989; GURUGAMA et al. 2010).

La mayoria de los casos de dengue severo suceden como resultado de una infeccidon secundaria
(2ivNy et al. 1999). Esto es explicado por un fendmeno denominado amplificacidon dependiente de
anticuerpos (ADE) (MORENS 1994). Cuando un individuo es infectado con un serotipo de DENV,
genera anticuerpos especificos contra él, capaces de protegerlo por largo tiempo contra la
reinfeccion con ese serotipo, pero solo durante dos o tres meses contra los otros serotipos. La
posterior infeccidn con un virus heterélogo produce la formacién de complejos virus-anticuerpos
que penetran en las células del sistema fagocitico mononuclear (monocitos y macréfagos), gracias
a la unién del fragmento constante de la inmunoglobulina G (IgG) a los receptores del tipo
gamma. Como consecuencia se infecta un mayor niumero de células y se favorece la diseminacién



viral. Ademas, la replicacién del virus induce a estas células infectadas a liberar mediadores
vasoactivos que producen permeabilidad vascular y manifestaciones hemorragicas tipicas de un
dengue severo (MORENS and HALSTEAD 1990).

Ademas, en infecciones secundarias, la presencia de anticuerpos anti-Dengue aumenta la lisis
celular por asesinas naturales (NK, natural killers) a través del mecanismo conocido como
citotoxicidad celular dependiente de anticuerpos (KURANE et al. 1984).

Por otro lado, la respuesta celular especifica frente al DENV se inicia con la activacién de linfocitos
T (LT) CD4+ durante la viremia y posteriormente con la activacién de LT CD8+. En individuos con
dengue severo por infecciones secundarias, se ha demostrado la presencia de LT CD4+/CD8+ de
memoria y LT CD4+/CD8+ citotdxicos (BERRIOS et al. 1996; ZIVNY et al. 1999), por lo que la
activacion de los LT y también la produccidn de citocinas son factores importantes en la patogenia
de dengue (HOBER et al. 1993).

Ademas de la respuesta inmune celular en los casos de dengue severo, se exacerba la activacion y
liberacién de citocinas, lo que se relaciona con la mayor gravedad del cuadro clinico. En cuadros
graves también se ha demostrado la activacién del sistema del complemento, pudiéndose
detectar concentraciones elevadas de las proteinas C3 y Clq, plantedndose como una explicacion,
gue los complejos virus-anticuerpos circulantes serian los que activan la reaccién en cascada del
complemento (LEl et al. 2001).

Igualmente, existe la posibilidad que se presenten reacciones autoinmunes, que pueden estar
dadas por la presencia de anticuerpos contra las proteinas virales que presenten reactividad
cruzada contra plaquetas y factores de coagulacion (MARKOFF et al. 1991; Lkl et al. 2001). Algunas
proteinas no estructurales como NS1, NS2 y NS3 parecen tener cierta homologia estructural con
factores de coagulacién, plaquetas, integrinas y adhesinas de células endoteliales humanas,
permitiendo la activacién de clonas LT autorreactivas que participan en la patologia del Dengue
(MARKOFF et al. 1991).

Por otra parte, la activaciéon de linfocitos de reactividad cruzada o serotipo-especificos pueden
llevar a la consecuente formacidon de anticuerpos de reactividad cruzada, inespecificos vy
autorreactivos involucrados con la gravedad de la enfermedad (LIN et al. 2003).

No todos los casos de dengue grave ocurren en individuos que experimentan una infeccion
secundaria, en algunos casos la propia virulencia del virus, sumada a las caracteristicas del
hospedero, llevan a la complicacién de la enfermedad (BRAVO et al. 1987). Algunos genotipos estan
mas relacionados con el desarrollo de epidemias de dengue leve o de mayor gravedad, como son
las variantes genotipicas asiaticas del serotipo 2 y también la procedencia asiatica del serotipo 3
(WATTS et al. 1999; COLOGNA et al. 2005), y por otro lado, la mayor carga viral en los casos de
dengue severo en comparacion con los casos de dengue leve (VAUGHN et al. 2000).

También es de destacar que el reticulo endoplasmatico (RE) del hospedador esta involucrado en la
sintesis proteica, replicacién genémica y ensamblaje de las particulas virales de Flavivirus. Por esta



razon, durante una infeccidn con Flavivirus se suele sobrecargar la capacidad funcional del RE
(MACKENZIE and WESTAWAY 2001). Como consecuencia, estos eventos llevan a la activacion de
respuestas al estrés del RE, modulandose diversas sefales con la posible induccidon de la muerte
celular (UMAREDDY et al. 2007).



Obijetivo Especifico Ill: Caracterizacidn genética y antigénica
de cepas de DENV circulantes en Uruguay.

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTO TEORICO

El Laboratorio de Virologia Molecular (LVM) ha estado vinculado al estudio del DENV desde 2007.
En un comienzo colaboramos con el Instituto Nacional de Higiene y Medicina Tropical de
Guayaquil, Ecuador, en el desarrollado de técnicas de diagndstico molecular rdpido y andlisis
filogenéticos que nos permitieron observar la epidemiologia y la evolucién de las poblaciones
virales de DENV en Ecuador (REGATO et al. 2008). Este estudio nos permitié observar por primera
vez la variabilidad genética de DENV en Ecuador, evidenciando la co-circulaciéon de los cuatro
serotipos.

Posteriormente, en el marco de mi Tesis de Maestria, nos enfocamos en el estudio del genotipo IlI
de DENV-3 en las Américas. Numerosos reportes indican que la aparicién de este genotipo en el
continente no soélo reemplazo a otros serotipos, sino que también se relacioné con el aumento de
brotes de dengue severo (MESSER et al. 2003b; SILVA et al. 2008). La primera gran epidemia de
dengue grave ocurrid en Sri Lanka en 1989, y coincidid con la emergencia de una variante del
genotipo Il de DENV-3, que se expandié desde el subcontinente Indio hacia Africa y el Caribe,
llegando finalmente a América Latina (MESSER et al. 2003b; AQUINO et al. 2006). Estas variantes han
sido asociadas a severas epidemias de dengue en las Américas (SILVA et al. 2008).

Por esta razén, nuestro grupo comenzé a realizar investigaciones en conjunto con el Instituto
Nacional de Higiene y Medicina Tropical de Guayaquil, Ecuador, asi como con el Laboratorio
Biologia de Virus del Centro de Microbiologia y Biologia Celular del Instituto Venezolano de
Investigaciones Cientificas (IVIC), Caracas, Venezuela. A partir de muestras de pacientes
ecuatorianos y venezolanos infectados con DENV, obtuvimos secuencias nucleotidicas
correspondientes a diferentes regiones del genoma de DENV. Esto nos permitié realizar estudios
de variabilidad genética del DENV, asi como también caracterizar las estirpes circulantes en la
region, lo que ha contribuido a elucidar diferentes aspectos de las fuerzas evolutivas que subyacen
en la evolucion molecular del DENV. Ademds, mediante estudios bayesianos de coalescencia,
analizamos las tasas evolutivas y las dinamicas de las poblaciones virales del DENV en las regiones
sudamericanas estudiadas. Los principales resultados obtenidos son los siguientes:

1) ESTUDIO DE LAS RELACIONES FILOGENETICAS EXISTENTES ENTRE VARIANTES DE DENV-3
AISLADAS EN ECUADOR Y VENEZUELA.

Todas las cepas de DENV-3 que circulan en la regidn Latinoamericana que fueron incluidas en
estos estudios, pertenecen al genotipo Il (DE MORA et al. 2009; RAMIREZ et al. 2010). Este genotipo
particular ha sido asociado con grandes brotes de dengue severo. Ademas, se pudo evidenciar una
gran diversificacion de este genotipo en las Américas. Este hecho explica los resultados



epidemioldgicos que sefalan una mayor incidencia de este genotipo con estados mas graves de la
enfermedad.

2) ESTIMACION DE LAS TASAS EVOLUTIVAS Y DINAMICAS POBLACIONALES DE DENV-3 EN
SUDAMERICA.

El genotipo Il de DENV-3 se expandid en la regidn con tasas evolutivas que son comparativamente
mas altas que las reportadas para otros serotipos de DENV (FAJIARDO et al. 2009; RAMIREZ et al.
2010). Esto concuerda con diferentes reportes y también se asocia con los datos epidemioldgicos
de este genotipo. La tasa de evolutiva de DENV se relaciona directamente con la cantidad de
variantes que puedan surgir de él, y por lo tanto mientras mas alta sea esta tasa de sustituciones,
mayor puede ser su diversidad genética. Esto tiene incidencia en las caracteristicas fenotipicas de
estas variantes, ya que pueden generarse estirpes con antigenicidad alterada, con mayor nivel de
transmisibilidad, infectividad o virulencia. De esta manera, esta alta tasa evolutiva nos ayuda a
explicar la gran capacidad patogénica de este genotipo.

3) ESTUDIO DE LOS CAMBIOS AMINOACIDICOS ENCONTRADOS EN LA ENVOLTURA VIRAL DE CEPAS
DE DENV-3.

Hay numerosos estudios que indican que las sustituciones encontradas en mutantes de escape
generalmente suceden en regiones puntuales de la estructura de la proteina E, especialmente en
su dominio Ill, que estd involucrado en el reconocimiento de los receptores celulares y posee
multiples epitopos neutralizantes especificos para cada serotipo. En este estudio se observaron
diversas sustituciones de aminodcidos en regiones de la proteina E, particularmente en su dominio
Il o en residuos expuestos a la superficie (DE MORA et al. 2009; RAMIREZ et al. 2010), que pueden
conferirle a estas cepas ventajas evolutivas que les permitan escapar a la neutralizacion.

Estos hechos en conjunto ayudan a explicar, al menos en parte, las caracteristicas particulares del
genotipo Ill de DENV-3 en las Américas, y su elevada asociacidn con progresiones hacia estados
severos de la enfermedad.

En cuanto al DENV en el Uruguay, su transmisidn no se registraba desde 1916, cuando se
notificaron los Ultimos casos en Salto (S0sA 1916), a consecuencia de una epidemia que abarcé el
cono Sur de América (GRATZ et al. 1996). El principal vector, Aedes aegypti, fue erradicado de
nuestro pais en 1958 (SALVATELLA 1996), pero en 1997 se produjo su re-introduccién (SALVATELLA
1997) y rapidamente se dispersé por todo el territorio nacional (SALVATELLA and RosA 2003). Este
hecho, sumado a los constantes brotes epidémicos en la regién, llevd al Gobierno Nacional a
poner en marcha el Plan Nacional de Contingencia para una Epidemia de Dengue (MSP 2006). En
marzo de 2007, nuevamente en el Departamento de Salto, un primer nuevo hipotético caso de
dengue autdctono hizo activar el Plan Nacional de Contingencia, evaluandose éste y otros casos
similares ocurridos en el mismo Departamento por parte de MSP. Estos casos fueron analizados en
nuestro laboratorio arrojando resultados negativos, lo que finalmente fue confirmado por el
Centro de Control de Enfermedades (CDC, Puerto Rico) (MSP, 2007). Casos similares han sido
estudiados por el MSP desde entonces registrandose casos importados anualmente (MSP 2015).



Recientemente, en febrero de 2016, se reportaron los primeros casos de dengue autéctono luego
de 100 aiios de su ultimo reporte (WHO 2016).

En el siguiente capitulo se describen las estrategias utilizadas para investigar las caracteristicas
genéticas y antigénicas de las cepas de DENV causantes de la epidemia de dengue registrada en
Uruguay en 2016.



MATERIALES Y METODOS

MUESTRAS

Las muestras de suero de pacientes uruguayos positivos para DENV fueron obtenidas en el
Departamento de Laboratorios de Salud Publica, Ministerio de Salud Publica (DLSP-MSP) o en el
Laboratorio de Técnicas Especializadas de la Asociacién Espafiola (LTE-ASESP). Dichas muestras
fueron confirmadas positivas para DENV por métodos moleculares en el correspondiente servicio.
Posteriormente, se envid una alicuota de los sueros positivos al LVM donde proseguimos con los
analisis. Las muestras analizadas se detallan en la Tabla 4.

EXTRACCION DE ARN

Para la extraccidon de ARN se partié de muestras de 140 ul de suero de pacientes infectados con
DENV. Se utilizo el kit de extraccion QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen), de acuerdo con las
instrucciones brindadas por el fabricante, obteniendo ARNs totales de las 32 muestras
mencionadas (ver Tabla 1).

CONTROLES POSITIVOS

La ausencia de circulacidon de DENV vy otros Flavivirus en el Uruguay ha significado un obstaculo
para poder contar con controles positivos. La imposibilidad de trabajar con sueros positivos o
crecer estos virus en cultivos celulares, hace que Unicamente podamos trabajar con muestras de
ARNs o ADNc obtenidos fuera del Uruguay a partir de muestras positivas para Flavivirus. Los
controles positivos utilizados en el presente estudio fueron proporcionados por el Laboratorio de
Flavivirus, IOC/FIOCRUZ (LF-FIOCRUZ), Rio de Janeiro, Brasil. Se trata de las cepas prototipo de los
diferentes serotipos de DENV: Cepas Hawaii (DENV-1), NG-C (DENV-2), H-87 (DENV-3) y H-241
(DENV-4). El ARN de estas variantes fue aislado de sobrenadantes de cultivos celulares (linea
C6/36 de Aedes albopictus) en el LF/FIOCRUZ, desde donde se trajeron al LVM. Vale destacar que
a efectos de cumplir con las normas de bioseguridad nacionales e internacionales, no se utilizaron
muestras de suero, sino que Unicamente se trabajé a partir de acidos nucleicos. Por consiguiente,
estas muestras no representan ningun riesgo fisico, quimico o bioldgico.

TRANSCRIPCION REVERSA

Se realizé una retrotranscripcion (RT) para obtener ADN copia (ADNc) de las 32 muestras de DENV
uruguayas, a partir de los ARN aislados de dichas muestras. Para ello se realizd una mezcla de
reaccion utilizando los siguientes reactivos por cada muestra: 3 microlitros (ul) de agua Milli-Q, 1
pl de desoxinucledtidos tri-fosfato (ANTP’s) a una concentracién de 10 milimolar (mM), 3 ul de
hexdameros aleatorios y 5 pl de ARN de cada muestra. Esta mezcla se incubd a 652C por 5 minutos
(min) y posteriormente en hielo por 1 min. A continuacién, se adicionaron a la mezcla 4 ul de
Buffer 5X, 2 ul de DTT 100 mM, 1ul de ARNasa out y 1ul de la enzima ADN polimerasa ARN
dependiente Superscript Il (Invitrogen) en una concentracién de 200 unidades de enzima (U)/ul,
obteniendo un volumen final de 20 pl. Esta mezcla de reacciéon fue incubada 10 min a 252C, 60 min
a42°2Cy 15 min a 702C en un termociclador Corbett PalmCycler CG-196.



Tabla 4: Muestras de pacientes uruguayos infectados con DENV.

Cepa | Procedencia | Sexo Pais Barrio Diagndstico Cuadro clinico
M3 ASESP M Autdctono Pocitos Dengue leve Fiebre, exantema, mialgia.
M6 MSP F Autdctono Pocitos | Dengue severo Dengue severo
M12 MSP M | Importado (Paraguay) ND Dengue leve ND
M13 MSP M | Importado (Paraguay) ND Dengue leve ND
M14 MSP F Importado (Paraguay) ND Dengue leve ND
M15 MSP F | Importado (Paraguay) ND Dengue leve ND
M16 MSP F | Importado (Colombia) ND Dengue leve ND
M17 MSP M | Importado (Paraguay) ND Dengue leve ND
M18 MSP F Autéctono ND Dengue leve ND
M19 MSP M | Importado (Argentina) ND Dengue leve ND
M20 MSP M Autéctono ND Dengue leve ND
M21 MSP F Autdctono ND Dengue leve ND
M22 MSP M Autdctono ND Dengue leve ND
M23 MSP M Autdctono ND Dengue leve ND
M24 MSP F Autdctono ND Dengue leve ND
M25 MSP F Importado (Cuba) ND Dengue leve ND
M26 ASESP ND Autéctono ND Dengue leve ND
M38 MSP ND Autéctono ND Dengue leve ND
M39 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M40 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M41 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M42 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M43 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M44 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M45 MSP ND Autéctono ND Dengue leve ND
M46 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M47 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M48 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M49 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M50 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M51 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND
M52 MSP ND Autdctono ND Dengue leve ND

ND: Informacién no disponible




REAL-TIME PCR

Se utilizd la metodologia de PCR a tiempo real para la deteccién de Flavivirus (detallada en el
Objetivo Especifico Il del Capitulo 1) con el fin de confirmar las muestras positivas para DENV. Para
ello se modificé brevemente la metodologia descrita, considerdndose la posibilidad de que otro
Flavivirus fuera el agente causal de la enfermedad en algln paciente. Se realizé una mezcla de
reaccién conteniendo los siguientes reactivos para cada reaccion: 10 pl de SYBR Green Master Mix;
6 pl de agua Milli-Q; 1 pl de primer directo MAMDMod (5’- AAC ATG ATG GGN AAR MGW GAR AA
-3’); 1 pl de primer reverso cFD2Mod (5’- GTG TCC CAD CCD GCD GTR TCR TC-3’); y 2 ul de ADN
copia de cada muestra problema. Los 20 pl de reaccién resultantes fueron incubados en un
StepOnePlus™ Real-time PCR System de Applied Biosystems® a: 952C por 10 min; 40 ciclos de 30
seg a 952C, 20 seg a 532Cy 20 seg a 722C; 20 seg a 952C; 1 min a 602C y 20 seg a 959C. Se utilizd
ADN copia de los 4 serotipos de DENV como controles positivos.

DETERMINACION DE SEROTIPO

Para determinar el serotipo de DENV de cada una de las muestras mencionadas, se sometieron los
ADNCc generados a una Heminested PCR (LANCIOTTI et al. 1992) enfocada en la regidn C-preM del
genoma de DENV. Los primers fueron previamente ajustados de acuerdo a las cepas de DENV
circulantes en la actualidad en las Américas. Para la primera ronda de amplificacion, se preparé la
siguiente mezcla de reaccion por muestra: 11.5 pl de agua Milli-Q; 5 ul de Buffer 5X (Phusion); 1 pl
de dNTP’s 10 mM; 1 ul de los cebadores D1 y D2, cuyas secuencias nucleotidicas son 5’- TCA ATA
TGC TGA AAC GCG HGA GAA ACC G -3’, y 5'- TTR CAC CAR CAR TCW AYR TCH TCW GGT TC -3’,
respectivamente, a una concentracién de 15 uM; y 0,5 ul de la enzima Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase, en una concentracién de 2000 U/ml. A esta mezcla se le agregaron 5 pl de ADNc y se
incubaron los 25 pl resultantes a: 942C por 2 min; 35 ciclos de 942C por 30 seg, 559C por 1 miny
72°C por 2 min; y 10 min a 729C. El producto obtenido de 511 pb fue posteriormente sometido a
una nueva ronda de amplificacién, manteniendo el primer externo D1, e incluyendo esta vez los
cebadores TS1, TS2, TS3 y D4, con las siguientes secuencias nucleotidicas: TS1: 5’- YGC CTC AGT
RAT CYG GGG R -3’; TS2: 5’- YGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG 3’; TS3: 5’- YAA YAT CAT CAT GAG
ACA GAG C-3’; D4: 5’ TGTTGTCTTAAACAAGAGAGGTC 3'. Los productos obtenidos a través de este
método difieren en su tamafio (DENV-1: D1-TS1, 482 pb; DENV-2: D1-TS2, 119 pb; DENV-3: D1-
TS3, 290 pb; DENV-4: D1-D4, 389 pb). De esta manera se puede determinar el serotipo de cada
muestra por la comparacion de sus diferentes movilidades electroforéticas (Figura 9).



Figura 9. Visualizacion de una corrida electroforética en gel de agarosa al 2%, para determinar los
serotipos de DENV. Los fragmentos amplificados a través de esta Heminested-PCR migran de acuerdo a su
tamafio, indicandonos asi el serotipo de la cepa de DENV analizada. Teniendo como referencia el Marcador
de Serotipos (MS) en el carril 5, podemos comparar la migracion de los amplificados y determinar si se
tratan de un DENV-1 (482 pb), DENV-2 (119 pb), DENV-3 (290 pb), o DENV-4 (389 pb).

AMPLIFICACION DE GENES DE PROTEINAS ESTRUCTURALES

Se procedié a la amplificacidn de los genes de las proteinas C, PreM, M y E de las distintas cepas
investigadas. Para ello se utilizaron los primers D1S1C-F1 y D1A17-F1 (Tabla 5) que amplifican los
primeros 2559 nucledtidos del genoma de DENV-1, regién que incluye todas las proteinas
estructurales de este virus (Figura 7). Se utilizé la siguiente mezcla de reaccion por muestra: 28,5
ul de agua Milli-Q; 10 ul de Buffer 5X (Phusion); 2 pl de dNTP’s 10 mM; 2 pl de primers D1S1C-F1y
D1A17-F1 en una concentracién de 10 uM; y 0,5 pl de la enzima Phusion® High-Fidelity DNA
Polymerase, en una concentracion de 2000 U/ml. A esta mezcla se le agregaron 5 pul de ADNc
generados previamente con hexameros aleatorios. Se incubaron los 50 ul resultantes a: 942C por 2
min; 35 ciclos de 949C por 30 seg, 30 seg a 452C y 72°C por 2 min; y 10 min a 72°C.

ELECTROFORESIS EN GEL DE AGAROSA

Con el fin de confirmar los tamafios de los diferentes amplicones obtenidos, se realizaron corridas
electroforética en geles de agarosa al 1.5%, en buffer TAE 1X. La tincién del mismo se realizé con
SYBR® Safe - DNA Gel Stain (Invitrogen). Los geles fueron observados en un transiluminador de luz
ultravioleta y fotografiados en un procesador de imagenes UNIVERSAL HOOD I/ de BIO-RAD.

PURIFICACION DE PRODUCTOS DE PCR

Los amplicones resultantes fueron purificados (desde el mismo tubo de amplificacion o luego de
recortarse de los geles de agarosa), mediante el kit PCR Purification Kit de Invitrogen, segun las
instrucciones suministradas por el fabricante. A efectos de contar con una mayor cobertura



nucleotidica, en el caso de la Heminested-PCR solo se enviaron los amplicones derivados del 1
round de amplificacién (511 pb).

SECUENCIACION

La secuenciacién de los amplicones purificados se realizd a través del servicio de secuenciacion
comercial Macrogen Inc, Seoul, Korea. Para ello se utilizaron los primers de amplificacién, asi
como primers internos de secuenciacidn en el caso de amplicones del Fragmento 1 (ver Tabla 5).
Todos los productos de PCR se secuenciaron en ambas direcciones a los efectos de evitar cualquier
discrepancia posible.

ANALISIS FILOGENETICOS

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Segman implementado en el paquete
DNAStar 5.01 (DNASTAR, Madison, USA). Posteriormente fueron analizadas con el algoritmo
Nucleotide BLAST (NCBI) para corroborar su identidad.

Con el objetivo de analizar el grado de variabilidad genética de las cepas de DENV aisladas en
Uruguay, procedimos a alinear sus secuencias nucleotidicas con secuencias comparables de
diferentes regiones geograficas, mediante el programa CLUSTALW (THOMPSON et al. 1994)
implementado en el programa MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis version 7.0)
(KumAR et al. 2016). Se descargaron secuencias nucleotidicas utilizando la base de datos ViPR
(Virus Pathogen Database and Analysis Resource), del NIAID (National Institute of Allergy and
Infectious Diseases), disponible en el sitio http://www.viprbrc.org (PICKETT et al. 2012).

En primera instancia se descargaron todos los genomas completos de DENV-1 con fecha de
aislamiento posterior a 2010. Este conjunto de datos permite obtener un panorama general de la
diversidad de variantes de este serotipo actualmente circulante a nivel mundial. Posteriormente,
se descargaron Unicamente secuencias de DENV-1 de la region sudamericana aisladas en los
Ultimos 10 afos. Se generaron tres conjuntos de datos diferentes, que incluyeron secuencias
correspondientes a la region C-preM (sitios 160 a 613 del genoma de DENV-1), NS5 (8950-9166) y
genes estructurales (1-2559). Debido a que las dos primeras regiones mencionadas se ubican en
los extremos opuestos del genoma de DENV, solo se descargaron secuencias comparables con
genoma completo para asegurar la concordancia entre los diferentes conjuntos de datos. Este
enfoque permite ademadas evaluar la presencia de algiun eventual evento de recombinacion
evidenciado por incongruencias entre las distintas filogenias.

El programa jModelTest (POSADA 2008) se utilizé para identificar el modelo evolutivo que mejor
representa la variabilidad de las secuencias analizadas. A través del criterio de informacion de
Akaike (AIC) y de la prueba del cociente de verosimilitud (LRT) jerdrquica, se determiné el modelo
GTR + T + | como el modelo evolutivo éptimo para describir los diferentes conjuntos de datos.
Utilizando este modelo se construyeron arboles filogenéticos de maxima verosimilitud, mediante
el programa PhyML v.3.0 (GUINDON et al. 2010) con 500 pseudo-réplicas de bootstrap para evaluar
la robustez de cada nodo. Se editaron los arboles obtenidos mediante el programa FigTree v1.4.2
(disponible en http://tree.bio.ed.ac.uk).
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AMPLIFICACION DE GENOMAS COMPLETOS

Con el objetivo de profundizar en las caracteristicas genéticas, asi como investigar las propiedades
antigénicas de estas cepas, se amplificaron los genomas completos de diferentes variantes
uruguayas. Para ello, a partir de los andlisis filogenéticos previamente realizados, se seleccionaron
cepas representativas de los distintos sub-grupos genéticos circulantes en Uruguay. Se utilizé
como base el protocolo descrito por Christenbury y colaboradores que amplifica el genoma
completo en 5 fragmentos solapados (CHRISTENBURY et al. 2010).

En primera instancia, se ajustaron las secuencias de los primers descritos (CHRISTENBURY et al. 2010)
para la deteccidon de las variantes circulantes en la region. Las modificaciones realizadas se
resumen en la Tabla 5. Se amplificaron los diferentes fragmentos detallados utilizando la siguiente
mezcla de reaccion por muestra: 28,5 ul de agua Milli-Q; 10 ul de Buffer 5X (Phusion); 2 ul de
dNTP’s 10 mM; 2 ul de primers de cada fragmento (ver Tabla 5) a una concentracién de 10 uM; y
0,5 ul de la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, en una concentracion de 2000 U/ml. A
esta mezcla se le agregaron 5 ul de ADNc generados previamente con el primer reverso mas
externo del genoma (D1A4B-F5). Se incubaron los 50 pl resultantes a: 949C por 2 min; 35 ciclos de
942C por 30 seg, 30 seg a 45-552C (para diferentes fragmentos se utilizaron distintas temperaturas
de annealing) y 722C por 2 min; y 10 min a 722C. Se corrieron los productos obtenidos en geles de
electroforesis y las bandas esperadas fueron purificadas desde gel, o desde producto de PCR en
casos de bandas Unicas (protocolos detallados anteriormente).

SECUENCIACION MASIVA DE GENOMAS COMPLETOS

Los amplicones resultantes fueron sometidos a una secuenciacién masiva utilizando la plataforma
lllumina Genome Analyzer IIX presente en el Laboratorio del Dr. Marco Vignuzzi, Unité de
Populations Virales et Pathogenese, Viral Populations and Pathogenesis Unit, Institut Pasteur de
Paris, Francia. Para ello fue fundamental la contribucién del Dr. Gonzalo Moratorio, asi como el Dr.
Fran Pérez Rodriguez, quienes procesaron los diferentes amplicones para realizar la construccion
de las librerias genémicas. Asimismo, el posterior procesamiento de las secuencias nucleotidicas
estuvo a cargo del Lic. Martin Séfiora en el marco de su Tesis Maestria en Bioinformatica. El Lic.
Séfiora se encargd de la generacidon de los genomas consenso de cada variante, las tablas de
frecuencias nucleotidicas y la reconstruccion de haplotipos de variantes minoritarias, por lo que
gran parte de este trabajo hubiera sido imposible sin su aporte. Las metodologias bioinformaticas
utilizadas para estos fines se describen brevemente a continuacion.

PRE-PROCESAMIENTO Y ALINEAMIENTO

Se evalud el estado de calidad de las secuencias obtenidas utilizando el programa FastQC version
0.11.5 (ANDREWS 2010). Este programa provee una descripciéon general sobre aspectos
relacionados con los datos de secuencias, mostrando graficos y tablas para rapidamente evaluar
los mismos. De esta forma, se evalud la calidad de las lecturas antes y después de cada paso del
analisis. Los reads fueron recortados o “trimados” utilizando el programa Scythe version 0.991
(disponible en: https://github.com/vsbuffalo/scythe), lo que permitié la remocién de los

adaptadores usados durante la construccidon de las librerias. Scythe utiliza una aproximacién
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bayesiana para la clasificacion de pequefios substrings encontrados en las lecturas. Asimismo,
considera la informaciéon de calidad que lo hace mds robusto en la eliminacién del adaptador del
extremo 3’, que usualmente presenta bases de baja calidad. En el trimado de los reads se
considerd la calidad de las bases. Para ello se usoé el programa Sickle version 1.33 (JosHI and FAsS
2011) con el parametro de calidad -q igual a 33. Sickle se vale de ventanas deslizantes segun
umbrales de calidad y longitud para determinar cuando la calidad es suficientemente baja y alta
para “trimar” los extremos 3’ y 5’, respectivamente. Posteriormente, se utilizé el paquete
bioinformatico cutadapt versién 1.10 (MARTIN 2011) para remover 20 y 15 nts de los extremos 5’ y
3’ de cada read, respectivamente. Como paso final del pre-procesamiento se decidié ajustar la
longitud de las secuencias a un mismo largo. Para esto se usd el programa fastx_trimmer del
paquete bioinformatico FASTX-Toolkit (disponible en: http://hannonlab.cshl.edu/fastx toolkit/)
ajustando el pardmetro -m en 110. FASTX-Toolkit es una herramienta de linea de comando que

integra un conjunto de programas para el pre-procesamiento de los archivos de lecturas, tanto en
formato FASTA como FASTQ. Ademas, brinda informacidn sobre estadisticas de calidad, remueve
secuencias de adaptadores y filtra y corta secuencias en base a su calidad.

Los reads que superaron la etapa de pre-procesamiento fueron alineados contra un genoma de
referencia (cepa HNRG25001 de DENV-1, nimero de acceso KC692512), utilizando el programa
Bowtie version 1.1.2 (LANGMEAD et al. 2009). Durante el alineamiento se permitié un nimero
maximo de 3 mismatches en la regién semilla, lo que permitiéd una captura mayor de reads. El
alineamiento generado fue procesado con programas del paquete SAMtools (LI et al. 2009)
(disponibles en: http://github.com/samtools/samtools), visualizdndose con el programa Tablet

versiéon 1.16.09.06 (MILNE et al. 2013), donde se usaron los archivos binarios para la etapa del
estudio de variantes o “Variant Calling” mediante la opcidon mpileup. El archivo resultante sirvid de
entrada para el paquete computacional VarScan versién 2.3.7 (KoBoLDT et al. 2009), mediante el
cual, utilizando la opcidn mpileup2snp, se identificaron los diferentes polimorfismos de nucledtido
simple (SNPs). Se utilizé la opcidn “filter” del programa VarScan para realizar el filtrado de los SNPs
por cobertura, frecuencia y p-value.

ENSAMBLADO DE LOS FRAGMENTOS: SECUENCIAS CONSENSO

Ademas de alinear los reads contra el genoma de referencia, se realizd el ensamblado de los
mismos para generar las secuencias consenso de los genomas completos de cada cepa analizada.
Para ello se utilizé el programa Trinity version 2.2.0 (GRABHERR et al. 2011) que permite la
reconstruccion de novo de transcriptos a partir de datos de RNA-seq. Trinity combina tres
algoritmos (Inchworm, Chrysalis y Butterfly) que son aplicados secuencialmente para el
procesamiento de grandes volimenes de datos de RNA-seq. De esta forma, particiona los datos de
secuencia en muchos grafos de Bruijn individuales, cada uno representando la complejidad
transcripcional para un gen o locus determinado, y luego procesa cada grafo independientemente
para extraer las isoformas de splicing de largo completo y para separar los transcriptos derivados
de genes paralogos.
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CARACTERIZACION ANTIGENICA

Se procedié a investigar las caracteristicas antigénicas de las diferentes cepas de DENV circulantes
en Uruguay. Para ello se analizé la informacién nucleotidica de las regiones codificantes completas
obtenidas por secuenciacion masiva. Asimismo, para las demds muestras cuyos genomas
completos no fueron amplificados, se utilizaron las secuencias del Fragmento 1 (Figura 15, Tabla 5)
que incluye los genes de proteinas estructurales. Mediante esta aproximacién se buscd
profundizar en la interpretacién de la diversidad genética y antigénica de estirpes uruguayas. Se
realizd la traduccién in silico de las secuencias nucleotidicas mediante el programa MEGA7 (KUMAR
et al. 2016) para obtener las diferentes secuencias proteicas. La informacidn respecto a las
diferentes modificaciones aminoacidicas encontradas en los ORF completos se resumié en Tabla
Suplementaria 1. Asimismo, algunas sustituciones aminoacidicas encontradas entre las diferentes
secuencias de la glicoproteina E, fueron utilizadas para modelar por homologia la estructura de
esta proteina utilizando el programa Modeller (disponible en
https://salilab.org/modeller/contact.html) (MARTI-RENOM et al. 2000; WEBB and SALI 2016). Para
ello se utilizé la estructura tridimensional comparable con mejor resolucién atémica, obtenida por
crio-microscopia electrénica de una cepa de DENV-2 (PDB ID: 3J27) (ZHANG et al. 2013). Para la
visualizacidn y edicién de la estructura se utilizé el programa VMD (HUMPHREY et al. 1996). Estos

anadlisis fueron realizados por el Dr. Sergio Pantano en el Laboratorio de Simulaciones
Biomoleculares del Instituto Pasteur de Montevideo.
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RESULTADOS Y DISCUSION

Con el objetivo de caracterizar las variantes de DENV circulantes en el brote registrado en Uruguay
en 2016, se sometieron dichas muestras a los procedimientos detallados que incluyeron dos
metodologias de diagndstico: una Real-time PCR y una Heminested PCR. Todas las muestras
resultaron positivas para DENV por ambos métodos, a excepcion de M16 (caso importado de
Colombia) y M24 (caso autdctono), que arrojaron resultados negativos por ambas estrategias
metodoldgicas. Esto nos posibilité obtener secuencias de las regiones C-preM y NS5 para 30 cepas
uruguayas (ver Tabla 4). De ellas, 7 corresponden a variantes aisladas de pacientes con casos
importados, siendo las 23 restantes provenientes de casos autdctonos.

Los amplicones obtenidos por ambas metodologias fueron purificados y enviados a secuenciar. Se
procedio de igual forma con los productos amplificados correspondientes a los controles positivos
de los 4 serotipos, para descartar la posibilidad de contaminaciones. Las secuencias resultantes,
luego de su edicion y correccion, fueron analizadas mediante el algoritmo Nucleotide BLAST para
corroborar su identidad. Este anadlisis evidencid que de las 30 variantes analizadas, 29
corresponden a DENV-1 y 1 a DENV-4. Esta ultima cepa corresponde a un caso importado de
Paraguay, por lo que se desprende que la totalidad de las muestras autdctonas analizadas
pertenecen al mismo serotipo (DENV-1).

Con el objetivo de investigar en mayor detalle la variabilidad genética existente entre los
diferentes aislados de DENV uruguayos, se realizaron distintos andlisis filogenéticos. Para el disefio
del conjunto de datos se utilizd la base de datos ViPR, del NIAID (PICKETT et al. 2012). Se
descargaron todos los genomas completos de diferentes genotipos de DENV-1 que presentaran
fechas de aislamiento posteriores a 2010. Se alinearon con las secuencias de DENV uruguayas
obtenidas y se generd un dataset que incluye secuencias nucleotidicas de la regién C-preM. En las
Figuras 10 y 11 se aprecia el arbol filogenético generado con la regiéon C-preM (nucleétidos 160 a
613 del genoma de DENV-1, relativos a la cepa HNRG25001: numero de acceso KC692512) de
diferentes variantes de DENV-1 reportadas desde 2010. Mediante el mismo se pretende ilustrar la
variabilidad de cepas de DENV-1 que circularon en los ultimos afios y que corresponden a
diferentes genotipos.

El genotipo | circula predominantemente en Asia e incluye cepas de Arabia Saudita, China, India,
Indonesia, Japdn, Singapur, Sri Lanka, Tailandia y Taiwan, aisladas entre 2010 y 2014. Se incluyen
ademas en este genotipo una variante de Angola de 2013, asi como la cepa prototipo de DENV-1,
Hawaii, que se utilizd como control positivo de este serotipo (Figuras 10 y 11, en verde). Con
respecto al genotipo 1V, sus representantes con genoma completo corresponden a variantes de
China, Filipinas, Nueva Caledonia y Singapur, aisladas entre 2010 y 2016 (Figuras 10 y 11, en
amarillo). El otro genotipo actualmente circulante es el V, que se divide filogenéticamente en
variantes asiaticas y americanas (Figuras 10 y 11, en celeste y violeta, respectivamente). En este
ultimo clado se agrupan todas las variantes uruguayas reportadas en el presente trabajo (Figuras
10 y 11, en rojo), asi como las derivadas de casos importados (Figuras 10 y 11, en azul), a
excepcion de la cepa M15, correspondiente a DENV-4.



Figura 10. Filogenia de cepas de DENV-1 actuales. Arbol filogenético de maxima verosimilitud (y esquema del
mismo) realizado a partir de secuencias de la region C-preM de variantes aisladas desde 2010. Se distinguen los
diferentes genotipos de DENV-1 en verde (I), amarillo (IV), celeste (V Asidtico) y violeta (V Americano). Se
incluyeron cepas de DENV-2, 3 y 4 para evidenciar distancias genéticas entre serotipos. En rojo y azul se incluyeron
cepas uruguayas de casos autdctonos e importados, respectivamente. Se obtuvieron valores de soporte >90% en
los nodos principales que no se indican para mejorar la visualizacion.
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Figura 11. Filogenia de cepas de DENV-1 actuales. Arbol filogenético de maxima verosimilitud en su disposicién
estrellada, realizado a partir de secuencias de la region C-preM de variantes de DENV-1 aisladas desde 2010. Se
distinguen los diferentes genotipos de DENV-1 en verde (l), amarillo (IV), celeste (V Asiatico) y violeta (V
Americano). Se incluyeron ademas cepas de DENV-2, DENV-3 y DENV-4 para evidenciar las distancias genéticas
inter-serotipicas. En rojo y azul se incluyeron cepas uruguayas de casos autdctonos e importados, respectivamente.
Se obtuvieron valores de soporte >90% en los nodos principales que no se indican para mejorar la visualizacién.

A partir de estos analisis podemos visualizar distancias filogenéticas importantes entre las diferentes
variantes uruguayas. Con el objetivo de investigar en mayor profundidad el grado de variabilidad
existente entre ellas, se procedié a descargar secuencias sudamericanas de DENV-1 circulantes en los
ultimos 10 afos. Se realizd un analisis filogenético de maxima verosimilitud considerando la region
parcial de la NS5 obtenida mediante la Real-Time PCR. La filogenia resultante se muestra en la Figura 12.
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Figura 12. Analisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el arbol filogenético de
maxima verosimilitud (modelo de sustitucion nucleotidica GTR + I' + 1) obtenido a partir del analisis de una region
parcial del gen NS5. Se incluyeron todas las cepas aisladas en Uruguay en 2016, asi como secuencias comparables
de cepas sudamericanas. Como grupo externo se utilizé la secuencia del control positivo utilizado, correspondiente
a la cepa Hawaii. Se distinguen los linajes 1y 2, en amarillo y celeste, respectivamente. En rojo y azul se indican las
cepas uruguayas derivadas de casos autdctonos e importados, respectivamente. Se obtuvieron valores de soporte
>90% en los nodos principales que no se indican para mejorar la visualizacidn.
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Tal como se puede observar en la Figura 12, las diferentes variantes uruguayas se distribuyen
diferencialmente en dos clados dentro del genotipo V. Estos grupos filogenéticos corresponden a
los dos linajes del genotipo V actualmente circulantes en Sudamérica que han sido previamente
reportados (MENDEZ et al. 2010; DOS SANTOS et al. 2011; CARNEIRO et al. 2012; DRUMOND et al. 2012;
TITTARELLI et al. 2014; DE BRUYCKER-NOGUEIRA et al. 2015, 2016; CUNHA et al. 2016). Los mismos han
sido denominados de diferentes formas en distintos reportes. En el presente estudio se hard
referencia a ellos como linajes 1y 2 (Figura 12, en amarillo y celeste, respectivamente). Si bien la
sefial filogenética de esta regidn ha sido valorada como idénea para discriminar entre diferentes
especies de Flavivirus (NUNEz 2015), el andlisis aqui realizado pretende investigar las relaciones
filogenéticas a un nivel mas profundo, considerando genotipos y linajes dentro de cada serotipo.
Por consiguiente, esta regidén genética puede no ser lo suficientemente informativa para sacar
conclusiones firmes.

Es por ello que realizamos el mismo analisis contemplando las regiones amplificadas mediante la
Heminested PCR. Los resultados pueden visualizarse en la Figura 13 y evidencian una topologia
muy similar a la obtenida mediante la regién parcial del gen NS5. Si bien la resolucién del arbol
filogenético mejora, la distribucién general de las variantes se mantiene, observandose los dos
linajes previamente mencionados. De hecho, entre las cepas uruguayas, se aprecian
practicamente las mismas interrelaciones inferidas anteriormente.

Dentro del linaje 1 encontramos relacionadas filogenéticamente a las cepas M3, M6, M18, M21,
M38, M42, M44, M45, M48, M50, M51 y M52, derivadas de casos autdctonos. Estas variantes se
asocian genéticamente con M17, que deriva de un caso importado de Paraguay (Figuras 12 y 13,
clado A). Asimismo, M26, M39 y M40 forman parte de otro clado integrado por una cepa
colombiana aislada en 2008 (GQ868570) (Figuras 12 y 13, clado B).

Por otra parte, las demds variantes uruguayas se observan formando parte de dos subgrupos
diferentes dentro del linaje 2. Se aprecian las cepas M22, M23, M43, M46 y M49, estrechamente
vinculadas con variantes importadas de Paraguay y Cuba (M13 y M25, respectivamente) (Figuras
12 y 13, clado C). En otro sub-clado dentro de este linaje se ubica la cepa M47, junto con las
variantes M12, M14 (importadas de Paraguay) y M19 (importada de Argentina) (Figuras 12 y 13,
clado D). La ubicacién de M41 discrepa entre ambas filogenias, con asociaciones mas estrechas
con cepas del clado Cy D, a partir del analisis de las regiones C-preM y NS5, respectivamente. Esta
es la Unica variante que muestra una leve discrepancia respecto a las distribuciones filogenéticas
observadas mediante ambos abordajes, que puede tener su explicacidn en la menor resolucion de
la regién derivada de la Real-Time PCR, o deberse a una historia evolutiva diferente de esta cepa.

Con el objetivo de explorar en mayor detalle este punto, asi como para confirmar las
interrelaciones obtenidas por ambos enfoques, se procedié a amplificar la regidn codificante de
todas las proteinas estructurales (2559 pb) de las cepas en estudio. No se pudo amplificar la
totalidad de esta regidn para las cepas M3, M18, M23 y M42. La filogenia resultante de esta region
se muestra en la Figura 14. En ella se aprecian las mismas interrelaciones entre las variantes
uruguayas en estudio, lo que confirma los resultados inferidos por las otras dos metodologias.
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Figura 13. Analisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el arbol filogenético de
maxima verosimilitud (modelo de sustitucion nucleotidica GTR + I + |) obtenido a partir del analisis de la regién C-
preM. Se incluyeron todas las cepas aisladas en Uruguay en 2016, asi como secuencias comparables de cepas
sudamericanas. Como grupo externo se utilizé la secuencia del control positivo utilizado, correspondiente a la cepa
Hawaii. Se distinguen los linajes 1 y 2, en amarillo y celeste, respectivamente. En rojo y azul se indican las cepas
uruguayas derivadas de casos autdctonos e importados, respectivamente. Por efectos visuales no se incluyeron los
valores de bootstrap que fueron superiores al 90% en los nodos principales.
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Figura 14. Analisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el arbol filogenético de
maxima verosimilitud (modelo de sustitucidon nucleotidica GTR + ' + 1) obtenido a partir del andlisis de la
region codificante para las proteinas estructurales (C-prM-M-E). Se incluyeron todas las cepas aisladas en
Uruguay en 2016 (a excepcion de M3, M18, M23 y M42), asi como secuencias comparables de cepas
sudamericanas. Como grupo externo se utilizé la secuencia del control positivo utilizado, correspondiente a
la cepa Hawaii. Se distinguen los linajes 1 y 2, en amarillo y celeste, respectivamente. En rojo y azul se
indican las cepas uruguayas derivadas de casos autéctonos e importados, respectivamente.
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En base a los patrones filogenéticos observados podemos interpretar que las variantes uruguayas
de DENV-1 circulantes en 2016 presentan una notoria heterogeneidad genética. Si bien todas las
cepas derivadas de casos autdctonos pertenecen al genotipo V de DENV-1, se pudo evidenciar la
co-circulacién temporal de variantes pertenecientes a los dos linajes actualmente presentes en las
Américas. Asimismo, dentro de cada linaje encontramos que los diferentes representantes
uruguayos se agrupan en clados diferenciales. De hecho, pudimos apreciar la co-circulaciéon de
variantes que se agrupan en al menos 4 sub-linajes distintos. De hecho, la filogenia obtenida a
partir de los genes de proteinas estructurales nos confirma la asociacién diferencial de la cepa
M41 que tendria una historia evolutiva distinta de las demds variantes. Mds aun, si observamos en
detenimiento el clado mas representativo (clado A), existe una identidad para estas regiones
gendmicas de 100% entre 8 variantes (M3, M6, M18, M20, M21, M38, M44 y MA45),
distinguiéndose de las demas cepas de este clado (M17, M42, M48, M50, M51 y M52). A efectos
de interpretacion de resultados diferenciaremos estos dos sub-grupos como clados Al y A2,
respectivamente.

Estas observaciones evidencian claramente que los casos de dengue registrados en 2016 fueron
consecuencia de multiples brotes epidémicos simultdneos. En algunos casos se puede hipotetizar
el origen de las variantes autdctonas de diferentes casos importados. Por ejemplo, el clado A2
integra cepas con una estrecha relacidon filogenética con una cepa importada de Paraguay.
Asimismo, el clado C incluye cepas relacionadas con variantes importadas de Cuba y Paraguay, que
pudieron haber sido las responsables del ingreso de estas estirpes a nuestro pais. Sin embargo, es
muy dificil conjeturar el origen de las demas cepas uruguayas. Las variantes del clado B
posiblemente puedan provenir de Colombia, ya que como se comentd anteriormente, una
muestra derivada de un caso importado de aquel pais no pudo ser caracterizada. Ademas, los
patrones filogenéticos de las variantes de este sub-grupo (M26, M39 y M40) muestran una clara
asociacién con cepas colombianas. Asimismo, el clado D incluye una uUnica cepa autdctona (M47)
junto a cepas importadas de Argentina y Paraguay. La amplitud de este clado, asi como el origen
de las demads cepas restan por resolverse debido a la limitada cantidad de cepas disponibles. De
todas formas, en base a informacion del MSP, este aifio hubo 41 casos importados documentados,
por lo que un andlisis mas exhaustivo de otras cepas no consideradas podria proveer informacion
importante para resolver estas cuestiones.

Desde su primer aislamiento en 1944 en Hawai, DENV-1 ha sido identificado como el agente causal
de diversas epidemias en todo el mundo (GUBLER 1997). Debido a su alta tasa de mutacidn, este
serotipo se encuentra diversificado en 5 (WEAVER and VAsILAKIS 2009) o hasta 6 genotipos
diferentes (PYKE et al. 2016), los que pueden diferir en sus niveles de transmisibilidad y virulencia
(COLOGNA et al. 2005). A excepcién de los genotipos Il y Ill, reportados tiempo atrds en Sudeste
asiatico y actualmente extintos, los demas genotipos circulan en distintas regiones geograficas
(RAGHWANI et al. 2011; VILLABONA-ARENAS and ZANOTTO 2011) (Figuras 10 y 11). En las Américas,
desde el primer brote importante ocurrido en Jamaica y Cuba en 1977 (GuzmMmAN and Kouri 2003),
DENV-1 ha circulado continuamente causando epidemias de dengue y dengue severo (SAN MARTIN
et al. 2010). El genotipo V ha sido el de mayor prevalencia en este continente, diversificindose en



diferentes linajes que han co-circulado en distintos paises de Sudamérica, como Brasil (DOS SANTOS
et al. 2011; CARNEIRO et al. 2012; DRUMOND et al. 2012; DE BRUYCKER-NOGUEIRA et al. 2015; CUNHA et
al. 2016), Argentina (TITTARELLI et al. 2014) y Colombia (MEeNDEz et al. 2010). Estudios
filogeograficos recientes sugieren que las variantes de DENV-1 actualmente circulantes en las
Ameéricas provienen de India y habrian emergido en el Caribe a través de dos introducciones
independientes ocurridas alrededor de 1970 y 1980, respectivamente (WALIMBE et al. 2014; DE
BRUYCKER-NOGUEIRA et al. 2016; CUNHA et al. 2016).

En la actualidad existe una marcada diversificacion de este genotipo en las Américas,
distinguiéndose al menos dos linajes principales que co-circulan simultaneamente.
Sorprendentemente, integrantes de estos dos linajes fueron aislados en Uruguay en su primera
epidemia de dengue registrada desde 1916. Con el objetivo de profundizar en las caracteristicas
genéticas de estas variantes, se procedié a amplificar el genoma completo de diferentes cepas
representativas de cada clado mencionado.

Para ello, a partir de los analisis filogenéticos realizados, seleccionamos cepas que representan a
los distintos grupos genéticos responsables de los brotes registrados en Uruguay. De esta forma,
elegimos las siguientes variantes: M6 (clado Al1); M48 (clado A2); M39 (clado B); M22 (clado C); y
M47 (clado D). Utilizamos el protocolo descrito por Christenbury y colaboradores que amplifica el
genoma completo en 5 fragmentos solapados (CHRISTENBURY et al. 2010) (Figura 15).

Los diferentes fragmentos obtenidos fueron secuenciados en el Institut Pasteur de Paris, Francia,
mediante el equipo /llumina Genome Analyzer IIX, en el Vignuzzi Lab (Unité de Populations Virales
et Pathogenése, Viral Populations and Pathogenesis Unit, Institut Pasteur Paris, Francia). La
preparacion de las librerias gendmicas estuvo a cargo del Dr. Gonzalo Moratorio y del Dr. Fran
Pérez Rodriguez. El procesamiento de los reads resultantes fue realizado por el Lic. Martin Séfiora
en el marco de su Tesis Maestria en Bioinformatica. De esta forma obtuvimos las secuencias
consenso de los genomas completos de cada variante uruguaya analizada, asi como las frecuencias
de nucledtidos en cada sitio (estas ultimas no seran consideradas en el presente estudio). Se
considerd especialmente la informacion resultante de los fragmentos 1, debido a que esta regién
contiene todos los genes que dan lugar a las proteinas estructurales de DENV-1 (Figura 15).

Figura 14. Esquema que resume los diferentes fragmentos solapantes amplificados para obtener los
genomas completos de DENV-1. Las secuencias de los primers de amplificacion y secuenciacidn utilizados se
resumen en la Tabla 5.



Tabla 5: Se indican las secuencias de los primers reportadas (CHRISTENBURY et al. 2010) y las modificaciones
realizadas en base a la comparacion con cepas circulantes en la region sudamericana.

Primer Primer reportado Primer modificado Posicion
d1s1C-F1 5'-GATGAGGGAAGATGGGG AGTTGTTAGTCTACGTGGAC-3' Sin modificaciones 0-20
dla21 5'-CATYGCAATRAGRGTGCACAT-3' Sin modificaciones 533-553
dis3 5'-AAACGTTCCGTSGCACTGGC-3' Sin modificaciones 704-723
d1a20 5'-CGTCTTCAAGAGTTCAATGTCC-3' 5'-CGTYTTYAAGAGTTCAATGTCC-3" 1057-1078
dis4 5'-TGTGTGTCGMCGAACGTT-3' 5'-TGTGTGTCGMCGRACGYT-3' 1204-1221
d1a19 5'-GTTTGTGGACRAGCCATGATT-3" Sin modificaciones 1545-1565
d1s5 5'-GCAATGCACACYGCGTTG-3' 5'-GCAATGCAYACWGCGYTG-3' 1709-1726
d1a18 5'-AAAGGTGGYTCYGYYTCAAT-3' 5'-AAAGGYGGITCHGYYTCAAT-3' 2033-2052
d1s6-F2 5'-GGYTCTATAGGAGGRGTGTTCAC-3' 5'-GGYTCTATAGGAGGRGTGTTYAC-3' 2201-2223
d1a17-F1 5'-CCAATGGCYGCTGAYAGTCT-3' Sin modificaciones 2540-2559
dis7 5'-GGCCCAAGGRAARAAAATG-3' Sin modificaciones 2710-2728
d1al6 5'-CARCTTCCARGTYTCGTTCTT-3" 5'-CARCTTCCAGGTYTCRTTCTT-3" 3035-3055
d1s8 5'-ACAAACAGCAGGGCCRTGGCA-3' 5'-ACAAACRGCAGGGCCRTGGCA-3' 3205-3225
d1als 5'-GCATYTTTCTRCTCCATCTGGATC-3" Sin modificaciones 3546-3569
d1s9 5'-CCTAGCYYTGATGGCYACTTT-3' Sin modificaciones 3697-3717
dlal4 5'-CCGGAAGCCATGTTGTTTT-3' Sin modificaciones 4037-4055
d1s10-F3 5'-RGCYGGSCCACTAATAGCT-3' Sin modificaciones 4213-4231
d1a13-F2 5'-TTCCACTTCYGGAGGGCT-3" Sin modificaciones 4544-4561
dist 5'-AAGAGRCTGGAACCRAGYTGGGC-3' Sin modificaciones 4706-4728
dla12 5'-CCTCGTCCTCAATCTCTGGTAG-3' Sin modificaciones 5045-5066
dis12 5'-AAATGGCAGAGGCGCTCAAGGG-3' 5'-AAATGGCAGAGGCRCTCAAGGG-3' 5211-5232
dlal 5'-CRTAGCCTGARTTCCATGATCT-3' Sin modificaciones 5546-5567
dis13 5'-ACAAAAAAYAAYGACTGGGACTAT-3' 5'-ACAAAAAAYAAYGACTGGGAYTAY-3' 5711-5734
d1a10 5'-TCTCTCYGGCTCAAAGAGGG-3' 5'-TCTCTCYGGCTCAAARAGGG-3' 6042-6061
di1s14-F4 5'-ATGGRGAAAGGAACAACCAG-3' 5'-AYGGGGAAAGGAACAACCAG-3' 6216-6235
d1a9-F3 5'-CCAGTYARCACAGCTATCAAAGC-3' Sin modificaciones 6551-6573
d1s15 5'-GGATAGCGGCCTCYATCATACT-3' Sin modificaciones 6687-6708
d1a8 5'-CAAGTCCCATCAATATAGCTGC-3' 5'-CAAGTCCCATCAATATRGCTGC-3' 7043-7064
d1s16 5'-GCAAARGCYACTAGAGAAGCTCAA-3' Sin modificaciones 7208-7231
dia7 5'-CCTACCTCCTCCTARAGATTTCA-3' Sin modificaciones 7548-7570
d1s17 5'-GAAACRACYAAACAYGCAGTG-3' Sin modificaciones 7718-7738
dla6 5'-AGRACACGTAACGTTCTWCCTTC-3' 5'-ARRACACGTARCGTTCTICCTTC-3' 8045-8067
d1s18-F5 5'-CCACYCATGAAATGTAYTGGGT-3' 5'-CYACYCATGAAATGTAYTGGGT-3' 8211-8232
dla5-F4 5'-GGRATRACATCCCATGGTTT-3' Sin modificaciones 8558-8577
di1s19 5'-GCCARGTGGTTATGGGGTTT-3' 5'-GCCARGTGGTTRTGGGGTTT-3" 8702-8721
dla4 5'-CACTCCACTGAGTGAATTCTCTCT-3' Sin modificaciones 9068-9091
d1s20 5'-GGATGATCTTCAGAATGAGGC-3' 5'-GGATGAYCTYCAGAATGAGGC-3' 9202-9222
dia3 5'-YACRCARTCATCTCCRCTGAT-3" 5'-YACRCARTCATCTCCRCTRAT-3' 9548-9568
di1s21 5'-TYATGAAGGATGGGAGGGA-3' 5'-TYATGAARGATGGRAGRGA-3' 9720-9738
dla2 5'-DTCTTCCCAACTGGAYACATG-3' Sin modificaciones 10055-10075
dist 5'-TRGCTCCATCGTGGGGAT-3" Sin modificaciones 10439-10456
d1a5B-F5  |5-TTTGTCGGTCTGGGGGGGTAT AGAACCTGTTGATTCAACRGC-3" |5'-TTTGTCGGTCTGGGGGGGTAT AGAACCTGTTGATTCAACAGC-3" | 10715-10736




Con el fin de complementar la caracterizacidn genética de las cepas de DENV-1 circulantes en
Uruguay, se procedio a explorar las secuencias consenso de los genomas completos obtenidos. Se
realizdé un analisis filogenético utilizando el mismo conjunto de datos comparable que se utilizd en
los abordajes previos. El arbol filogenético de maxima verosimilitud resultante se observa en la
Figura 16. Los resultados obtenidos concuerdan con los analisis previamente discutidos, realizados
con regiones gendmicas parciales. Basicamente, se puede observar la discriminacion de dos linajes
diferentes dentro del genotipo V de DENV-1, concordando con resultados anteriores. Asimismo, se
aprecian distancias filogenéticas claras entre las diferentes cepas consideradas, correspondientes
los grupos genéticos aqui denominados como clados A1, A2, B, Cy D.

Si bien mediante este analisis se obtiene una resolucion filogenética mayor a la definicién
observada en los abordajes previos, la topologia resultante es muy similar. Esto nos permite
confirmar que las relaciones filogenéticas inferidas mediante las regiones parciales del gen NS5 y
C-preM son adecuadas para caracterizar las diferentes variantes de DENV-1 en genotipos y linajes,
demostrando la idoneidad de estas metodologias como herramientas de diagndstico molecular.

Tomando estos resultados en su conjunto, podemos aseverar que las variantes circulantes en el
brote de dengue de 2016 en Uruguay, corresponden a diferentes sub-grupos del genotipo V de
DENV-1. En particular, se observan los dos linajes sugeridos por diferentes estudios previos, pese a
que las variantes del clado B (26, 39 y 40) se categorizarian dentro de un tercer linaje si nos
basamos en algunas clasificaciones (CARNEIRO et al. 2012). Este grupo genético estd compuesto
mayoritariamente por cepas colombianas, y tal como discutimos previamente, se puede
conjeturar que las cepas uruguayas de este clado provengan de aquel pais. De todas formas, la
ausencia de datos epidemioldgicos relevantes limitd nuestra interpretacidon de los patrones de
diseminacion de las diferentes cepas de DENV en nuestro pais. Por ejemplo, distintos datos
respecto a la ubicacién geografica y fecha de aislamiento de cada cepa podrian proveernos de
informacidn clave para realizar andlisis filogeograficos en busca de interpretar las diferentes rutas
de transmision. Recientemente se publicd un estudio en el que se exploran los patrones espacio-
temporales del genotipo V de DENV-1, basadas en Envolturas completas (DE BRUYCKER-NOGUEIRA et
al. 2016). Debido a que en dicho andlisis no se incluyen cepas de Uruguay ni Paraguay, los datos
obtenidos en el presente estudio podrian contribuir a complementar nuestro entendimiento de las
dindmicas de dispersién de este genotipo en las Américas. Por otra parte, en base a informacion
difundida por la prensa, habrian ocurrido brotes simultdneos de dengue en dos barrios de
Montevideo (Pocitos y Malvin Norte), asi como casos aislados en otros Departamentos. Para poder
interpretar cuales fueron las variantes causantes de cada brote requeririamos contar con estos
datos epidemioldgicamente esenciales.

Con el objetivo de caracterizar antigénicamente las cepas de DENV-1 uruguayas, investigamos las
diferentes sustituciones aminoacidicas presentes en sus diferentes proteinas estructurales, en
particular, en la glicoproteina de superficie (E). La Tabla 6 resume los diferentes sitios
aminoacidicos donde se observan diferencias entre las variantes uruguayas. Como se puede
apreciar, existen varios sitios en los que se aprecian modificaciones que estan conservadas entre
los distintos linajes.



Linaje 1
A2

Linaje 2

Figura 16. Analisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el arbol filogenético de
maxima verosimilitud (modelo de sustitucion nucleotidica GTR + I + |) obtenido a partir del andlisis del ORF
completo. Las cepas aisladas en Uruguay cuyos genomas completos fueron determinados se incluyen en
rojo. Las demas secuencias corresponden a cepas sudamericanas con genoma completo. Se distinguen los
linajes 1 y 2, en amarillo y celeste, respectivamente. A efectos visuales no se incluyeron los valores de
bootstrap que fueron superiores a 80% en los nodos principales.
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Tabla 6: Sustituciones aminoacidicas presentes en las proteinas estructurales de cepas de uruguayas.

90 95 143 203 236 252 502 515 605 609 618 641 674 708 716

Linaje/

Clado Cop Cos  prVy  prMg My Mgz 22 Eass Esas Esz9 E3sg Eze1 E30a Es8 R
M6 1/A1 S M A E R L S D K T S K R \ Vv
M3 1/A1 ’ ’ ’ - - - - - - - - - - - -
M18 1/A1 ’ ’ ’ - - - - - - - - - - - -
M20 1/A1
M21 1/A1
M38 1/A1
M44 1/A1
M45 1/A1
M17 1/A2 F
M42 1/A2 ’ : ’ - - F
M50 1/A2 F
M52 1/A2 F
M48 1/A2 F
M51 1/A2 F
M26 1/B D A K
M39 1/B D K
M40 1/B D K
M13 2/C ’ | \ D K L K L |
M25 2/C ' | \ D K L K L |
M22 2/C ’ | \ D K L K L |
M23 2/C ’ | \ - - L K L |
M43 2/C ’ | \ D K L K L |
M46 2/C ’ | \ D K L K L |
M49 2/C ’ | \ D K L K L |
M41 2/C N | \ D K L K L |
M12 2/D ’ | \ D K E R L R K L |
M14 2/D ’ | \ D K E R L R K L |
M19 2/D ’ | \ D K E R L R K L |
M47 2/D ’ | \ D K E R : L R K L |

Los numeros hacen referencia a la posicion del aminoacido en la poliproteina y en las proteinas estructurales
correspondientes. Se resaltan en celeste los sitios informativos que discriminan entre linajes 1y 2. Los puntos marcan
concordancia en el aminodcido y los guiones denotan ausencia de informacién en esos sitios. Las cepas M3, M18, M23 y
M42 no pudieron amplificarse completamente. Se resaltan en rojo y azul, las cepas derivadas de casos autéctonos e
importados, respectivamente. A: Alanina; D: Ac. Aspartico; E: Ac. Glutamico; I: Isoleucina; K: Lisina; L: Leucina; M:
Metionina; R: Arginina; S: Serina; T: Treonina; V: Valina.
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Las secuencias aminoacidicas de las diferentes proteinas estructurales de variantes de DENV-1
uruguayas se encuentran conservadas entre los distintos miembros de cada clado, pero difieren
claramente al compararse representantes de diferentes clados. Existen sustituciones que
diferencian las variantes de ambos linajes. En particular, en el sitio 95 de la Capside (Cqs)
observamos la sustitucion M-I, en relacién a los linajes 1 y 2, respectivamente. Asimismo, se
aprecian cambos en la prM (A29V), M (R31K) y E (S338L; V428L y V436l). Estas modificaciones se
conservan entre todos los miembros analizados de cada linaje y reflejan una firma aminoacidica en
cada grupo genético mencionado. Asimismo, a lo largo de todo el genoma, se aprecian 35
sustituciones aminoacidicas que distinguen ambos linajes. Estas modificaciones ocurren en todos
los genes de DENV-1 (Tabla Suplementaria 1). El andlisis correspondiente a estas sustutuciones se
plantea como una perspectiva de esta tesis.

Con respecto a las sustituciones observadas en E, 2 de ellas ocurren en la Hélice 2 de la region
Stem (S) (Figura 17). Estas sustituciones (V428L y V436l) distinguen a los miembros de los linajes 1
y 2. En base a la interpretacion de la funcionalidad de H2, regién donde ocurren ambas
modificaciones, se puede conjeturar que ambas sustituciones podrian ser complementarias para
mantener la estructura de la hélice a. De hecho, la comparacién de variantes uruguayas, asi como
de otras representantes sudamericanas, indica que la presencia de una Valina en el sitio 428 se
asocia con otra Valina en la posicion 436 del dominio S (Figura 17). De igual forma, las variantes
que tienen una Leucina en 428, presentan una Isoleucina en 436 (Figura 17). La estabilizacién de
esta hélice es fundamental para el proceso de fusidn que media la internalizacidn del virién a la
célula del hospedero, como se resume en la Figura 17 (KLEIN et al. 2013). Ambas modificaciones
suplantan un aminoacido hidrofébico por otro de las mismas caracteristicas fisicoquimicas pero
con un grupo lateral de mayor tamafio (Figura 18). Se puede evidenciar que las modificaciones
ocurren en la region de la a hélice que se ubica asociada a la membrana lipidica, por lo que se
trata de aminoacidos clave en la asociacién entre el ectodominio y la membrana lipidica viral.

Por otra parte, observamos la sustitucion R394K, que se ubica en el ultimo sitio del dominio Il
(Figuras 17 y 18). A partir de alli se originan las dos hélices a correspondientes a la regién S, que
asocian el ectodominio al dominio carboxi-terminal transmembrana (TM) de anclaje (Figura 17). El
hecho de que este aminoacido se ubique a la altura de la membrana lipidica viral (Figura 18) indica
qgue esta modificacion puede ser relevante en la estabilidad de la misma. De todas formas, se
requerira un andlisis mas profundo considerando estas tres sustituciones en el contexto diferentes
disposiciones de la glicoproteina. Este andlisis fue realizado con base en la disposicion madura de
la E, donde se asocia de forma homodimérica (Figura 19). Es entonces preciso investigar las
interacciones de estos aminodacidos en sus diferentes estados de madurez, especialmente en sus
disposiciones trimérica (endosomal) e inmadura (intracelular) (Figuras 8 y 17). Estos objetivos se
plantean como perspectivas a investigarse luego de esta tesis.



Figura 17. Envoltura (E) de DENV. (A) Representacién lineal, mostrando la distribucion de la cadena
polipeptidica en sus tres dominios (I a Ill), que se indican en rojo, amarillo y azul, respectivamente. El
dominio Il conduce a dos hélices a (S de Stem, en verde) que asocian la regién extracelular al dominio
carboxi-terminal transmembrana (TM). (B) Superficie del virion maduro compuesto por 90 mondmeros de E
dispuestos en homodimeros. (C a F) Esquema del proceso de fusién. (C) El dimero se encuentra plano sobre
la membrana viral en el estado de pre-fusion, con los bucles de fusion (asteriscos) enterrados entre los
dimeros. Los dos tallos helicoidales (en verde) se encuentran contra la membrana. (D) El pH bajo hace que el
dimero se disocie y los mondmeros se proyecten hacia afuera, asociandose los bucles de fusién con la
membrana celular. El dominio Ill se repliega y se asocia con del dominio I, estabilizando un trimero. Las
flechas indican que los loops de fusidon de del dominio Il de 3 mondmeros se unen en esa conformacion
trimérica. (E) La hélice 1 (H1) se asocia entre los dominios Il mientras que la hélice 2 (H2) se mantiene
asociada a TM. (F) H1, H2 atraviesan a lo largo al dominio I, uniendo el anclaje TM vy el loop de fusién,
completando la fusion de membranas y la formacion de poros. (G) Secuencia aminoacidica de H1 y H2 de
variantes uruguayas de DENV-1. Se sefialan en celeste las sustituciones aminoacidicas presentes en cada una
de ellas, distinguiéndose los residuos caracteristicos de los linajes 1 y 2 del genotipo V en H2. Figura
modificada de (KLEIN et al. 2013).



436
394
428

394 136 49

Figura 18. Mapeo de las sustituciones aminoacidicas en los sitios 394, 428 y 436 de la glicoproteina E. Se
utilizd como molde la estructura tridimensional comparable con mejor resolucién atdmica, perteneciente a
una variante de DENV-2 (PDB ID: 3J27) determinada por crio-microscopia electrdnica (ZHANG et al. 2013). Se
utilizé el mismo cédigo de colores de la Figura 17. En (A) y (B) se observan dos perspectivas diferentes,
donde la region transmembrana (en naranja) se ubica a la altura de la membrana lipidica viral (ver Figura
17).

Figura 19. Modelado de la estructura de DENV. Se utiliz6 como molde para el modelado por homologia la
estructura comparable con mejor resolucidon atémica, perteneciente a una variante de DENV-2 (PDB ID:
3J27) determinada por crio-microscopia electrénica (ZHANG et al. 2013). Los dominios I, Il y 1l de la
glicoproteina E se indican en rojo, amarillo y azul, respectivamente.



Como se aprecia en la Tabla 6, la mayoria de las sustituciones aminoacidicas ocurren en el dominio
Il de E. Se trata del principal blanco de anticuerpos neutralizantes contra los diferentes serotipos
de DENV. Es por esta razdon que presenta una gran variabilidad genética, por lo que la
caracterizacién de este dominio es suficiente para distinguir precisamente entre variantes de
ambos linajes, obteniendo relaciones filogenéticas comparables con la del genoma completo (DE
BRUYCKER-NOGUEIRA et al. 2015). Asimismo, las sustituciones que ocurren en este dominio suelen
ser muy relevantes, pudiendo alterar sus caracteristicas inmunogénicas y modificar su
patogenicidad, asi como determinar la especificidad de receptores, tipo de vectores y tropismo
celular (CHEN et al. 1996; MANDL et al. 2000; CRILL and ROEHRIG 2001; GONCALVEZ et al. 2002; NAYAK
et al. 2009; THAI et al. 2012; CARNEIRO et al. 2012; DRUMOND et al. 2012; DE BRUYCKER-NOGUEIRA et al.
2015). Entre las modificaciones observadas, una de ellas distingue las cepas de los linajes 1y 2. Se
trata de un cambio no conservativo en el sitio 338 que modifica un aa polar neutro (Serina) por
uno hidrofébico (Leucina). Esta sustitucién ha sido previamente observada entre los linajes 1y 2
(DRUMOND et al. 2012; DE BRUYCKER-NOGUEIRA et al. 2015; CUNHA et al. 2016). Sin embargo su
relevancia no ha sido investigada hasta el momento.

Por otra parte, algunos de estos cambios ocurren en sitios previamente reconocidos en regidnes
expuestas del ectodominio en epitopes de neutralizacidon. En particular observamos que todas las
cepas del clado B presentan la sustitucion T329A (Figura 20). Estudios recientes en modelos
murinos evidenciaron la emergencia de variantes que escaparon a la neutralizacién por parte del
anticuerpo DENV1-E106, que neutraliza los 5 genotipos de DENV-1. Estas cepas Unicamente
presentaron la modificacién T329A, que les confirid resistencia a este anticuerpo (SHRESTHA et al.
2012). Los otros aminoacidos mapeados (K325R y K361R) también se encuentran expuestos en la
superficie por lo que se pude expecular que puedan estar implicados en modificaciones de las
caracteristicas antigénicas. De todas formas, todas las modificaciones observadas seran sujetas a
un analisis mas exhaustivo posterior a esta tesis.
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Figura 20. Mapeo de sustituciones aminoacidicas en el dominio Ill de la Envoltura de DENV. (A)
Modificaciones observadas en el contexto de la estructura viral madura. (B) Enfoque en el homodimero de
E. Se indican las sustituciones K325R, T329A y K361R.



CONCLUSIONES

En el presente estudio investigamos la variabilidad genética y antigénica de las variantes
responsables de la primera epidemia de dengue reportada en el Uruguay desde 1916. Si bien los
diferentes conjuntos de secuencias generados permiten distintos grados de resolucién
filogenética, todos ellos, asi como los andlisis de sustituciones aminoacidicas, concuerdan en la co-
circulacion de diferentes linajes del genotipo V de DENV-1 en el pais. Este hecho es notoriamente
llamativo si consideramos que de los 26 casos autdctonos confirmados, nuestros analisis de 23 de
ellos evidenciaron la introduccién y posterior diseminacién de al menos 5 clados genéticos de
distintos linajes. Se puede deducir de estas observaciones que nuestro pais es mas permeable de
lo pensado al ingreso de variantes de DENV, asi como a la generacidn de ciclos de transmision
locales que promuevan la ocurrencia de brotes epidémicos. Esto nos debe alertar sobre la posible
emergencia de otros arbovirus circulantes en la regién y transmitidos por el mismo vector, como
ZIKV o CHIKV. La caracterizacién de una variante importada de DENV-4 evidencia aun mas este
punto. Asimismo, la identificacién de variantes importadas de distintos paises del continente
demuestra la naturalidad de los procesos de dispersion de DENV, que son fundamentales para la
introduccion de nuevas variantes y la generacién de epidemias. Estos estudios revelan la
importancia de realizar una vigilancia molecular continua contra DENV, asi como contra otros
arbovirus potencialmente emergentes.



CAPITULO 3: VIRUS ZIKA

RESUMEN

El virus zika (ZIKV) es un arbovirus perteneciente al género Flavivirus (familia Flaviviridae),
estrechamente relacionado desde el punto de vista evolutivo con los DENV, YFV y WNV. ZIKV
permanecié oculto, confinado a ciclos de transmisién enzodtica en Africa y Asia, hasta la
ocurrencia del primer brote importante en humanos en Micronesia en 2007. Brotes epidémicos de
creciente incidencia se produjeron subsecuentemente en la Polinesia Francesa, otras Islas del
Pacifico Sur y finalmente en las Américas. Esta ultima epidemia, con una incidencia sin
precedentes, reveld la asociacion de la infeccidon por ZIKV con la ocurrencia de malformaciones
congénitas severas y trastornos autoinmunes, lo que desencadend una preocupacién generalizada
debido a su potencial como amenaza para la salud publica mundial. Diversos datos seroldgicos,
entomoldgicos y epidemioldgicos sugieren que la diversificacion genética y geografica de ZIKV
puede estar significativamente subestimada. En el presente capitulo discutiremos diferentes
mecanismos moleculares y procesos evolutivos que han promovido la emergencia y dispersién de
ZIKV en las Américas. La seccién introductoria tiene como base una revisién bibliografica
recientemente publicada (FAIARDO et al. 2016b), que se adjunta en el Anexo Il.



INTRODUCCION

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus perteneciente a la serocomplejo Spondweni del género
Flavivirus (familia Flaviviridae). ZIKV estd estrechamente relacionado con los DENV, YFV y WNV
(KuNo et al. 1998). Aunque la actividad enzoética de ZIKV ha sido observada en varias ocasiones en
diferentes regiones de Africa y Asia, solo recientemente se han reportado brotes importantes en
humanos, en particular durante la actual epidemia americana (HADDOW et al. 2013b). Debido a su
alta variabilidad, gran adaptabilidad a vectores y hospederos, asi como a su asociaciéon con
enfermedades neurolégicas y malformaciones congénitas, ZIKV se ha convertido en uno de los
mayores retos para la salud publica mundial.

EPIDEMIOLOGIA

ZIKV fue detectado por primera vez en 1947 en monos Rhesus (Macaca mulatta), durante una
rutina de vigilancia de fiebre amarilla en el bosque Zika, en Uganda, donde un aino mas tarde fue
aislado de un pool de mosquitos Aedes africanus (Dick et al. 1952). La primera enfermedad
humana relacionada con ZIKV se informd en 1954 en Nigeria (MACNAMARA 1954). La actividad
enzodtica de ZIKV fue observada posteriormente en diversas ocasiones en diferentes regiones de
Africa y Asia, pero solo se reportaron 14 casos humanos hasta 2007 (FAYE et al. 2014), cuando se
registro el primer brote importante de ZIKV en la Isla de Yap (Micronesia), que afecté al 73% de los
residentes mayores de 3 afios (DUFFY et al. 2009). Mas tarde, en 2013, se desencadend un gran
epidemia en la Polinesia Francesa con alrededor de 30.000 casos sintomaticos que incluyeron
fiebre baja, erupcion maculopapular, artralgia y conjuntivitis (Musso et al. 2014). Este evento dio
lugar a diversos brotes registrados en diferentes Islas del Pacifico como Nueva Caledonia, Islas
Saloman, Islas Cook, Fiyi, Samoa, Vanuatu y la Isla de Pascua (CAO-LORMEAU et al. 2014; DUPONT-
RouzeyroL et al. 2015; Musso and GUBLER 2016). En marzo de 2015, se reporto la circulacién de
ZIKV en Salvador, Brasil (ZANLUCA et al. 2015; CAMPOS et al. 2015), extendiéndose rapidamente a lo
largo de las Américas con la ocurrencia de casos autéctonos en 40 paises de este continente para
el 7 de julio de 2016 (PAHO 2016).

Las infecciones por ZIKV en humanos son principalmente asintomdticas, provocando en algunos
pacientes una enfermedad febril leve, autolimitada, que puede acompafiarse de otros sintomas
clinicos, tales como erupciones cutaneas, artralgia o conjuntivitis (SIMPSON 1964). Este fue el
cuadro clinico habitual hasta la epidemia de 2013 en la Polinesia Francesa, donde se asoci6 la
infeccidn por ZIKV con complicaciones neuroldgicas graves. Datos epidemiolégicos de este brote
indicaron un aumento del 2000% en la incidencia de casos con sindrome de Guillain-Barré (GBS)
(OEHLER et al. 2014), asi como reportes de meningoencefalitis (CARTEAUX et al. 2016) y mielitis
aguda (MECHARLES et al. 2016). Casos de GBS también se asociaron con infecciones por ZIKV
durante la actual epidemia en las Américas en al menos 12 paises (DIRLIKOV et al. 2016; PAHO
2016; RozE et al. 2016; DOS SANTOS et al. 2016). Ademas, este brote coincidié tanto temporal como



geograficamente con un marcado aumento en el nimero de nifios nacidos con microcefalia y otras
malformaciones del SNC (VENTURA et al. 2016; SCHULER-FACCINI et al. 2016). En julio de 2016, 1.638
casos de sindrome congénito asociado a la infeccion por ZIKV fueron confirmados en Brasil, con
casos reportados de este trastorno en Colombia, El Salvador, Guayana Francesa, Martinica,
Panama, Puerto Rico y Estados Unidos (PAHO 2016).

Estudios retrospectivos posteriores también revelaron una mayor incidencia de malformaciones
cerebrales congénitas en recién nacidos durante el brote de la Polinesia Francesa de 2013
(CAUCHEMEZ et al. 2016; BESNARD et al. 2016). La asociacidén entre la infeccién por ZIKV y la
ocurrencia de defectos congénitos estd fuertemente apoyada por evidencia acumulativa, que
incluye la deteccién de ARN de ZIKV, particulas virales y/o antigenos virales en placenta, liquido
amnidticos y tejidos fetales, siendo estos uUltimos estudios realizados en fetos con microcefalia,
abortados o con muerte neonatal (RASMUSSEN et al. 2016; OLIVEIRA MELO et al. 2016; SARNO et al.
2016; MARTINES et al. 2016; MEANEY-DELMAN et al. 2016; MLAKAR et al. 2016; CALVET et al. 2016;
LADHANI et al. 2016). Por otra parte, en un estudio reciente se detectd la presencia de anticuerpos
IgM anti-ZIKV en el liquido cefalorraquideo de 30 de 31 recién nacidos con microcefalia, lo que
sugiere fuertemente una infeccién congénita con ZIKV (CORDEIRO et al. 2016). Ademas, recientes
experimentos han demostrado que ZIKV es capaz de infectar las células progenitoras neurales
humanas, atenuando su crecimiento (TANG et al. 2016; HUGHES et al. 2016; LI et al. 2016; NGUYEN et
al. 2016).

Como se discutid previamente, hasta el afio 2007 nuestro conocimiento de ZIKV se restringia a
limitados casos confirmados en Africa y Asia. Sin embargo, sobre la base de estudios
entomoldgicos, epidemioldgicos y de seroprevalencia, se puede deducir que la incidencia,
prevalencia y dispersidon de ZIKV han sido significativamente subestimadas (Musso and GUBLER
2016). Estudios serolégicos en humanos sugieren que ZIKV podria ser endémico en la mayor parte
de Africa y el Sudeste de Asia (SMITHBURN 1952, 1954; Dick et al. 1952; HAMMON et al. 1958; POND
1963; FAGBAMI 1979a; PETERSEN et al. 2016), aunque es importante sefalar que la especificidad de
las técnicas seroldgicas utilizadas es incierta debido a la significativa reactividad cruzada existente
entre diferentes Flavivirus (LAZEAR and DIAMOND 2016). Esta circulacién silenciosa puede deberse al
hecho de que la mayoria de las infecciones por ZIKV son asintomaticas, y las manifestaciones
clinicas son generalmente leves y pueden confundirse con otras infecciones por arbovirus, lo que
da lugar a un importante sub-registro a causa de diagndsticos erréneos (HADDOW et al. 2012). Por
ejemplo, los individuos infectados por ZIKV en el brote de Micronesia de 2007 fueron inicialmente
diagnosticados con dengue (LANCIOTTI et al. 2008; DUFFY et al. 2009). Este hecho se repite en la
mayoria de las regiones tropicales y subtropicales donde otras enfermedades con sintomas no
especificos como el dengue o el chikungunya son endémicas (NHAN and Musso 2015). Ademas,
ZIKV no se considera usualmente en ensayos de diagndstico de rutina, por lo que se asume que un
numero considerable de casos permanecen indetectados. Recientemente, en base a analisis
retrospectivos, se revelé una amplia distribucién de ZIKV en Tailandia (BUATHONG et al. 2015),
como fue sugerido previamente por la confirmacion de casos importados de viajeros que
regresaron a distintos puntos desde aquel pais (TAPPE et al. 2014; FONSECA et al. 2014). Asimismo,



se han reportado numerosos casos importados de turistas que visitaron diferentes Islas del
Pacifico Sur y Asia, lo que revela que la circulacién de ZIKV permanece silenciosa en diferentes
paises de esta regidn geografica (KORHONEN et al. 2016; DENG et al. 2016; ZHANG et al. 2016).

TRANSMISION

La circulacion de ZIKV ocurre principalmente en ciclos de transmisidon enzodticos, que involucran
mosquitos del género Aedes (A.) y primates no humanos (DARWISH et al. 1983; HAYES 2009; FAYE et
al. 2014). Varias especies de mosquitos han sido vinculadas con ciclos selvaticos en Africa y Asia,
especialmente A. africanus (HADDOW et al. 1964; DIALLO et al. 2014; BERTHET et al. 2014), asi como
otros Aedes spp. como A. opok (BERTHET et al. 2014), A. apicoargentus (McCRAE and KIRYA 1982), A.
luteocephalus (CORNET et al. 1979a; FAGBAMI 1979b), A. taylori (MARCHETTE et al. 1969), A. vitattus,
A. furcifer y A. aegypti formosus (AKOUA-KOFFI et al. 2001; DIALLO et al. 2014). ZIKV también fue
aislado de otras especies de mosquitos, incluyendo A. dalzieli, A. hirsutus, A. unilineatus, A.
metallicus, asi como de Anopheles coustani, Mansonia uniformis, y Culex perfuscus (DIALLO et al.
2014). En estos ciclos selvaticos, los humanos y otros mamiferos pueden actuar como ocasionales
hospederos finales o dead-end hosts (KENNEY and BRAULT 2014). Asimismo, se han detectado
anticuerpos contra ZIKV en diversos vertebrados, incluidos bufalos, elefantes, hipopdtamos,
impalas, leones, ovejas, cabras, roedores, fius y cebras (DARWISH et al. 1983; HADDOW et al. 2012).
Si bien la transmisién bioldgica de los arbovirus depende en gran medida de la viremia en los
hospedadores vertebrados, se ha observado que bajo ciertas condiciones los vectores pueden
infectarse al alimentarse simultaneamente del mismo hosepdero junto con otros vectores
infectados, incluso cuando no se alcanzan niveles de virus detectables en el vertebrado (JONES et
al. 1987). Este tipo de transmision, denominada transmision no virémica, es mas probable que
ocurra entre las garrapatas ya que normalmente se alimentan en grupos (LABUDA et al. 1993; JONES
et al. 1997), aunque también existen reportes de dicho mecanismo en virus transmitidos por
mosquitos, como WNV (HIGGs et al. 2005; MCGEE et al. 2007). Por lo tanto, la relevancia de
diferentes vertebrados en la epidemiologia de ZIKV no puede despreciarse, ya que pueden jugar
un papel importante en su mantenimiento y dispersion, independientemente de si estan o no
involucrados en su ciclo natural de transmision (KuNO and CHANG 2005b).

Los humanos infectados accidentalmente pueden potencialmente actuar como hospederos
naturales en ciclos urbanos, en caso de presentar una viremia alta y sostenida en el tiempo (KuNo
and CHANG 2005b; DUFFy et al. 2009). Para que este escenario se presente se requiere la accion de
vectores puente que vinculen estos dos ciclos de transmisidn ecolégicamente distintos. En este
sentido, existen trabajos en los que se han investigado las preferencias alimenticias de diversas
especies de mosquitos, con el fin de evaluar su potencial como vectores puente de diferentes
arbovirus (KADDUMUKASA et al. 2015). A. vittatus ha sido sugerido como responsable de vincular
ambos ciclos de ZIKV en Africa (DIALLO et al. 2014). Por otra parte, se reporté la implicancia de A.
albopictus en la alternancia de ciclos de DENV en Asia (VASILAKIS et al. 2011; HANLEY et al. 2013),



por lo que es probable que pueda desempefiar el mismo papel con ZIKV. Esta hipdtesis se apoya
ademas en datos experimentales y epidemioldgicos que sugieren la adaptabilidad de A. albopictus
para transmitir ZIKV (WONG et al. 2013; CHOUIN-CARNEIRO et al. 2016; DI LucA et al. 2016), tal como
se observé en un brote ocurrido en Gabdn en 2007 (GRARD et al. 2014). Sin embargo, el principal
vector responsable de la transmisidon de ZIKV en ciclos urbanos es A. aegypti, que ha tenido un
papel protagdnico en la mayor parte de los brotes reportados, incluida la presente epidemia
americana (BOORMAN and PORTERFIELD 1956; MARCHETTE et al. 1969; CORNET et al. 1979b; OLSON et
al. 1981; LI et al. 2012; WEAVER et al. 2016). Tanto A. aegypti como A. albopictus son mosquitos
antropofilicos que se encuentran ampliamente distribuidos en las regiones tropicales y
subtropicales, y son vectores competentes para otros arbovirus de importancia médica como
DENV, YFV y CHIKV (Musso and GUBLER 2016). De todas formas vale destacar que otras especies de
mosquitos, como A. hensilliy A. polynesiensis, han sido respectivamente responsable de los brotes
epidémicos de ZIKV ocurridos en la Isla de Yap en 2007 (LEDERMANN et al. 2014) y en la Polinesia
Francesa (2013-2014) (Musso et al. 2014), lo que sugiere que no se debe descartar el potencial rol
de otras Aedes spp. como vectores adicionales.

Aungque la principal ruta de transmisién de ZIKV es a través de mosquitos, los recientes brotes en
el Pacifico Sur y las Américas dejaron al descubierto otros modos de transmision bioldgica.
Particularmente llamd la atencion la elevada incidencia de casos de microcefalia en recién nacidos,
lo que reveld la posibilidad de ocurrencia de transmision materno-fetal durante el embarazo.
Como se comentd anteriormente, existe fuerte evidencia acumulativa que apoya la transmision
trans-placentaria. Asimismo, la transmisidn perinatal del ZIKV también ha sido reportada desde la
epidemia de 2013 en la Polinesia Francesa (BESNARD et al. 2014). Ademas, estudios recientes han
demostrado que el ARN de ZIKV puede encontrarse en el semen 62 y 93 dias después de la
aparicidn de los sintomas, aunque la infectividad del virus no fue comprobada en estos casos
(ATKINSON et al. 2016; MANSUY et al. 2016). Esta observacidon se correlaciona con la cantidad de
casos de transmision sexual que han sido reportadas recientemente (Musso et al. 2015; DECKARD et
al. 2016; VENTURI et al. 2016; HiLLs et al. 2016; TURMEL et al. 2016; D’ORTENZIO et al. 2016b; FRANK et
al. 2016). Asimismo, estudios recientemente publicados describieron el primer caso de
transmision sexual de mujer a hombre (DAVIDSON et al. 2016). A pesar de que estudios recientes
sugieren que existe una baja probabilidad de que la transmision sexual promueva epidemias de
ZIKV (YAKOB et al. 2016), estos hallazgos indican que esta via de transmisién puede contribuir a la
dispersidn de ZIKV en mayor medida que lo inicialmente imaginado.

VARIABILIDAD GENETICA DE ZIKV

El genoma de ZIKV consiste en una cadena simple de ARN de polaridad positiva de
aproximadamente 10,794 kb de longitud. Contiene un Unico marco abierto de lectura que codifica
para una poliproteina que es clivada por proteasas virales y celulares, generando tres proteinas
estructurales (capside (C), precursora de la membrana (M) y envoltura (E)) y siete proteinas no



estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (KUNo and CHANG 2007). La diversidad
genética de ZIKV ha sido investigada mediante numerosos analisis filogenéticos en los que se
analizaron tanto regiones gendmicas parciales como completas (LANCIOTTI et al. 2008; HADDOW et
al. 2012; FAYE et al. 2014; ENFIsSI et al. 2016; SHEN et al. 2016; FARIA et al. 2016; WANG et al. 2016;
FAJIARDO et al. 2016a; GONG et al. 2016). En base a analisis realizados con secuencias del ORF
completo, se ha observado que la alta tasa de error de la ARN polimerasa ARN dependiente ha
conducido a ZIKV a evolucionar en dos grupos genéticos diferentes, conocidos como linajes
Africano y Asidtico-Americano (Figura 21) (HADDOW et al. 2012; ENFIssI et al. 2016; FARIA et al.
2016).
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Figura 21. Analisis filogenético de maxima verosimilitud de todas las secuencias disponibles del ORF
completo de ZIKV. Se aprecian las relaciones filogenéticas inferidas a partir del anadlisis de todas las
variantes de ZIKV cuyo ORF completo esta disponible. Se utilizé el programa PhyML (GUINDON et al. 2005)
bajo el modelo de sustitucidon nucleotidica GTR + I + |, con 500 pseudo-réplicas de bootstrap como medida
de robustez para cada nodo. Se obtuvieron valores de soporte >90% en los nodos principales pero no se
indican para mejorar la visualizacién. El arbol resultante se edité con el programa FigTree v.1.4.2 (disponible
en: http://tree.bio.ed.ac.uk). Las secuencias se indican por su nimero de acceso, afio y pais de aislamiento.
Se sefialan las secuencias derivadas de variantes aisladas durante la presente epidemia americana (en azul) y
a partir de casos importados de Fiyi y Samoa (en rojo) (DENG et al. 2016; ZHANG et al. 2016).
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El linaje Africano comprende cepas aisladas en Burkina Faso, Republica Centroafricana, Costa de
Marfil, Gabdn, Senegal y Uganda, y puede ser dividido en dos sub-linajes como se ha sugerido por
aproximaciones filogenéticas restringidas a los genes NS5 (LANCIOTTI et al. 2008) y E (FAYE et al.
2014). Con base en estudios filodindmicos, Faye y colaboradores estimaron que el ancestro comun
mas reciente de todas las cepas de ZIKV reportadas circuld alrededor de 1920 en Uganda, desde
donde se dispersé hacia Africa Occidental, y posteriormente hacia Malasia, dando origen al linaje
Asidtico (actualmente Asidtico-Americano) (FAYE et al. 2014). Este grupo genético es el mejor
caracterizado hasta el momento, especialmente luego de la epidemia actual en la que se
obtuvieron diversas secuencias de genoma completo. Este linaje agrupa cepas ancestrales de
Malasia (1966) con variantes aisladas en Micronesia (2007), Camboya (2010), Filipinas (2012),
Tailandia (2014) y todas las cepas reportadas en la presente epidemia americana (Figura 21, en
azul), que estan estrechamente relacionadas con variantes del brote de 2013 ocurrido en la
Polinesia Francesa. Estudios recientes indican que las cepas de ZIKV circulantes en las Américas se
generaron a partir de una Unica introduccién al continente de variantes que circularon en la
Polinesia Francesa entre Agosto del 2013 y Junio del 2014 (FARIA et al. 2016; FAJARDO et al. 2016a).
Esta observacién se correlaciona con los patrones filogenéticos obtenidos, en los que se aprecia al
clado americano enraizado en esta variante de Polinesia Francesa (Figura 21). Sin embargo, siete
cepas recientemente aisladas de turistas chinos que visitaron las Islas Fiyi y Samoa (Figura 21, en
rojo), comparten una historia evolutiva diferente, lo que revela que las actuales epidemias que
tienen lugar en las Américas y en las Islas del Pacifico Sur son consecuencia de la circulacién de
variantes de dos sub-linajes distintos (DENG et al. 2016; ZHANG et al. 2016). En este sentido,
estudios recientes indican que estas cepas importadas comparten con las variantes americanas un
ancestro que circulé alrededor de Mayo del 2013 (FAJARDO et al. 2016a), concordando
temporalmente con el periodo en el cual circulé el ancestro de todas las variantes americanas
(FARIA et al. 2016). Estos hallazgos indican que las cepas ancestrales que emergieron en la Polinesia
Francesa en 2013 siguieron dos rutas evolutivas diferentes, dando origen a dos sub-linajes
contemporaneos que circulan respectivamente en las Américas y el Pacifico Sur, lo que sugiere
que la diversificacién genética y geografica de ZIKV puede estar notoriamente subestimada
(FAJARDO et al. 2016a).

Lamentablemente, no hay secuencias disponibles del ORF completo de otras cepas aisladas en las
Islas del Pacifico Sur, lo que limita nuestra interpretacién de los patrones evolutivos, diversidad y
patogenicidad de las variantes de ZIKV actualmente circulantes. De hecho, la escasez de
secuencias de genoma completo ha sido una de las principales limitantes histdricas para explorar
en detalle las relaciones filogenéticas de las variantes de ZIKV y su distribucién espacio-temporal.
En este sentido, reportes recientes han sugerido que otro grupo genético (linaje Africano Il), se
evidencia al deducir las relaciones filogenéticas mediante el andlisis de secuencias de los genes E y
NS5 (Figura 22) (SHEN et al. 2016; GONG et al. 2016). Este clado agrupa una variante de Costa de
Marfil de 1980 y seis cepas aisladas en Senegal entre 1998 y 2001 (FAYE et al. 2014). Asimismo,
este clado seria basal a los linajes Africano y Asidtico-Americano, lo que sugiere una diversificacién
genética y geografica de ZIKV auin mayor (SHEN et al. 2016). Esta hipdtesis se apoya ademas en
estudios realizados por Gong y colaboradores en los que se estimé una distancia genética de 0.212



s/s entre secuencias del gen E de dos aislados contemporaneos de Senegal, que pertenecen al
linaje Africano y Africano II, respectivamente. De acuerdo a las tasas evolutivas del orden de 107
s/s/a recientemente estimadas (FARIA et al. 2016; FAIARDO et al. 2016a), ZIKV habria estado
circulando en Africa desde hace mas de 100 afios (GONG et al. 2016). Por consiguiente, la
caracterizacion genética de variantes de este linaje proporcionaria informacidon esencial para
investigar el origen, la dispersién geografica y la diversidad genética de ZIKV.

Figura 22. Esquema de la diversidad genética de ZIKV. Arbol de maxima verosimilitud indicando los tres
linajes que se evidencian al analizar todas las secuencias disponibles del gen E de variantes aisladas en
diferentes regiones geograficas. Se observa el linaje Africano Il (en verde) enraizando a los linajes Africano
(violeta) y Asiatico-Americano (rojo).

POTENCIAL DE DISPERSION DE ZIKV

La emergencia y dispersion de ZIKV en las Américas nos recuerda a la ruta previamente seguida
por otros arbovirus, como DENV y CHIKV, que fueron detectados por primera vez en Africa, y
posteriormente se extendieron hacia Asia y América. Este patrén de migracién se asocia con la
capacidad de adaptabilidad de ZIKV a vectores urbanos, como A. aegypti, lo que permite su
expansién hacia ambientes humanos. Una caracteristica general que comparten diferentes



arbovirus es su alta tasa de mutacion, que les proporciona la posibilidad de explorar diferentes
cambios fenotipicos en su continuo proceso evolutivo para adaptarse a los diferentes vectores y
hospedadores (KuNO and CHANG 2005b). Por ejemplo, un Unico cambio aminoacidico en su
glicoproteina de superficie le permitié a CHIKV cambiar su vector competente a A. albopictus
(TSETSARKIN et al. 2007). Por consiguiente, las modificaciones genéticas juegan un papel importante
en la adaptacion de los arbovirus a diferentes hospederos y vectores, como ha sido reportado
ademads en DENV (MESSER et al. 2003a; BENNETT et al. 2010) y WNV (MALKINSON et al. 2002; Mouby
et al. 2007; BRAULT et al. 2007).

Las recientes epidemias ocurridas en el Pacifico Sur y el continente americano revelaron la
asociacién sin precedentes de ZIKV con casos de SGB y microcefalia, lo que condujo al planteo de
diferentes hipdtesis para explicar esta emergencia. Es probable que como consecuencia de
diferentes cambios genéticos, el linaje Asiatico ancestral haya evolucionado en cepas epidémicas
mejor adaptadas a los humanos, dando lugar a infecciones con niveles de viremia mas altos,
promoviendo la transmisidén trans-placentaria y modulando cambios en el tropismo celular
(WEAVER et al. 2016; Musso and GUBLER 2016). En este sentido, analisis recientes han sugerido un
sesgo en el uso de codones de ZIKV, incrementando su fitness en humanos (FREIRE et al. 2015;
RUSSELL 2016; CRISTINA et al. 2016b). Esta hipdtesis estd apoyada por la explosiva diversificacion
gue se observa entre los aislados recientes (Figura 21), lo que revela la dispersion de ZIKV en una
gran poblaciéon inmunoldgicamente naive (WEAVER et al. 2016). También se ha planteado la
hipétesis de que las malformaciones congénitas y los trastornos inmunoldgicos registrados puedan
tratarse de eventos de baja frecuencia en infecciones por ZIKV, que quedaron revelados debido a
la magnitud de los recientes brotes (Musso and GUBLER 2016). Por otra parte, estudios recientes
han sugerido que anticuerpos anti-DENV pre-existentes podrian potenciar la infeccién por ZIKV a
través de un mecanismo de estimulacidon dependiente de anticuerpos (ADE o Antibody-dependent
enhancement), de forma similar a lo que ocurre en las infecciones secundarias de DENV (PAUL et
al. 2016; DEINIRATTISAI et al. 2016). Si esto se confirma tendria una enorme implicancia en la
patogénesis de la enfermedad, teniendo en cuenta que las actuales epidemias estdn ocurriendo en
regiones donde la mayoria de la poblacién ya ha sido expuesta a DENV. Este mecanismo de
potenciacion de la infeccion, sumado a la capacidad de adaptabilidad de ZIKV a vectores/
hospederos, a la amplia distribucién de mosquitos competentes y a las inusuales rutas de
transmisién no vectoriales observadas, pueden ayudar a interpretar las razones de esta explosiva
emergencia repentina de ZIKV en las Américas y su potencial de propagarse hacia otras regiones
geograficas.



Obijetivo Especifico IV: Investigar los patrones evolutivos de
ZIKV.

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTO TEORICO

Desde su emergencia en Brasil, ZIKV disparé una epidemia con una amplitud sin precedentes,
expandiéndose rdpidamente por todo el continente americano. Estudios filogeograficos recientes
estimaron que dicho brote se origind a partir de una Unica introduccion de ZIKV en las Américas.
La misma se habria producido entre mayo y diciembre de 2013, mas de 12 meses antes de su
primera deteccion en Brasil. Asimismo, se evidencié que este lapso temporal coincide con un
aumento en la frecuencia de vuelos hacia Brasil, provenientes de diferentes Islas del Pacifico
donde se registraban brotes de enfermedad causados por este agente viral (FARIA et al. 2016). La
situacién epidemioldgica hizo que en mayo de 2016 la Organizacion Mundial de la Salud expresara
su preocupacion acerca de la posibilidad de que ZIKV se continuara propagando por el resto de las
Ameéricas, asi como hacia otros continentes (GULLAND 2016). Estudios detallados del modo de
evolucion de ZIKV son de suma importancia para la comprensién de la emergencia y dispersion de
sus poblaciones. Con el objetivo de investigar estas cuestiones, se realizaron analisis bayesianos de
coalescencia utilizando Cadenas de Markov mediante la simulacion Monte Carlo (MCMC). Se
analizaron todas las variantes de ZIKV con genoma completo, incluyendo cepas aisladas de casos
de microcefalia. La publicacion derivada de este estudio se adjunta en el Anexo Il (FAIARDO et al.
2016a).

TEORIA DE COALESCENCIA

La teoria de la coalescencia establece que todos los genes o alelos en una poblacidon determinada
son heredadas de un ancestro Unico y compartido por todos los miembros de la poblacion,
conocido como el ancestro comun mas reciente (MRCA) (KINGMAN 2000). Las relaciones de
herencia entre alelos son generalmente representados como una genealogia de genes, de forma
similar a un darbol filogenético. Esta genealogia genética es también conocida como el coalescente.
La comprension de las propiedades estadisticas de la coalescencia bajo diferentes supuestos es la
base de la teoria de coalescencia. El coalescente ejecuta modelos de la deriva génica hacia atrds
en el tiempo y permite reconstruir la historia evolutiva de una poblacién viral (HARVEY 1996).

La teoria basica de coalescencia asume que los genes no sufrieron procesos de recombinacién y
modela la deriva génica como un proceso estocdastico conocido como un proceso de Markov
(FELSENSTEIN 2006). Debido a que el proceso de fijacién de genes debido a la deriva génica es un
componente crucial de la teoria de coalescencia, es muy util cuando el locus genético en estudio
no estd bajo seleccion natural. Esta teoria es una extensién natural del concepto clasico de



genética de poblaciones de la evolucién neutral y es una aproximacién al modelo de Fisher-Wright
para grandes poblaciones. Se han realizado importantes contribuciones al desarrollo de la teoria
de coalescencia, que permitieron la incorporacién de variaciones en el tamafio de la poblacidn,
recombinacidn y seleccién, asi como también la inclusidon de practicamente cualquier modelo de
evolucion arbitrariamente complejo o modelos demograficos en el analisis de genética de
poblaciones (KAPLAN et al. 1988; HUDSON 1991; DONNELLY and TAVARE 1995; NEUHAUSER and KRONE
1997; SLATKIN 2001).



MATERIALES Y METODOS

SECUENCIAS

Todas los genomas completos disponibles de ZIKV fueron descargados de la base de datos
nucleotidica GenBank (http://www.ncbi.nlm.nih.gov), procediéndose luego a su alineamiento
mediante el algoritmo ClustalW (THOMPSON et al. 1994) implementado en el programa MEGA6
(TAMURA et al. 2013). Posteriormente se eliminaron las regiones no codificantes en los extremos 5’

y 3’, dejando Unicamente la secuencias codificantes de la poliproteina viral, de 10.269 nucledtidos.
Los nombres de las cepas, sus nimeros de acceso y lugar de aislamiento se indican en la Tabla 7.

EVALUACION DE LA SENAL TEMPORAL

La hipotesis del reloj molecular postula que las especies evolucionan a una tasa evolutiva
constante. Por ende, la distancia genética entre dos organismos va a ser proporcional al tiempo de
divergencia de los mismos a partir del ancestro comin mas reciente (ZUCKERKANDL 1987). Con el
objetivo de investigar la sefial temporal y qué tan bien se ajusta el conjunto de secuencias
utilizado a la hipétesis del reloj molecular (clock-likeliness), se utiliz6 el programa TempEst v1.5
(anteriormente denominado Path-O-Gen) (RAMBAUT et al.).

ANALISIS DE COALESCENCIA

Con el objetivo de investigar la tasa evolutiva y el modo de evolucién de las cepas de ZIKV
circulantes en las Américas, se utilizé una aproximacion bayesiana utilizando Cadenas de Markov
mediante la simulacion Monte Carlo (MCMC), implementada en el paquete BEAST v.1.8.0
(DRUMMOND and RAMBAUT 2007). Las cepas incluidas en estos analisis se detallan en la Tabla 7. En
primer lugar, se identificd6 el modelo evolutivo éptimo para el conjunto de datos a analizar
mediante el servidor Datamonkey (DELPORT et al. 2010), utilizando los criterios de informacion de
Akaike y la prueba de la razén de verosimilitud jerdrquica (AIC y HLRT). Utilizando este modelo
evolutivo (GTR + I') y 40 millones de generaciones de MCMC, se testearon diferentes modelos
poblacionales: tamafio poblacional constante; crecimientos poblacionales exponencial,
expansional y logistico; y Bayesian Skyline. La incertidumbre estadistica de los datos se refleja por
la densidad de probabilidad mayor a 95% vy la convergencia fue evaluada por valores de ESS
(tamanio efectivo de muestreo) superiores a 200. Los resultados fueron examinados utilizando el
programa TRACER v1.6 (disponible en http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). Este mismo programa fue
utilizado para comparar los resultados obtenidos mediante diferentes modelos poblacionales,

mediante el calculo del factor de Bayes (DRUMMOND et al. 2006) (disponible en
http://beast.bio.ed.ac.uk/Modelcomparison). Posteriormente se generd el arbol de maxima

credibilidad de clados (MCC) utilizando el programa TreeAnnotator v1.8.0 (del paquete BEAST) y se
editd el mismo mediante el programa FigTree v1.4.2 (disponible en http://tree.bio.ed.ac.uk).



http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer
http://beast.bio.ed.ac.uk/Modelcomparison
http://tree.bio.ed.ac.uk/

Tabla 7: Origenes de las cepas analizadas.

Nombre Pais Ao Numero de Acceso
Yap/Micronesia/2007.4548 Micronesia 2007 EU545988
FSS13025/Cambodia/2010.5014 Camboya 2010 KU955593
CPC-0740/Philippines/2012.3552 Filipinas 2012 KU681082
H_FP_2013/French Polynesia/2013.9096 Polinesia Francesa 2013 KJ776791
Haiti/1225/Haiti/2014.9507 Haiti 2014 KU509998
SV0127-14/Thailand/2014.5479 Tailandia 2014 KU681081
ZikaSPH2015/Brazil/2015.0200 Brasil 2015 KU321639
BeH818995/Brazil/2015.5534 Brasil 2015 KU365777
BeH819015/Brazil/2015.5589 Brasil 2015 KU365778
BeH819966/Brazil/2015.6712 Brasil 2015 KU365779
BeH815744/Brazil/2015.3780 Brasil 2015 KU365780
ZKV2015/Brazil/2015.9151 Brasil 2015 KU497555
NatalRGN/Brazil/2015.5014 Brasil 2015 KU527068
SSABR1/Brazil/2015.4987 Brasil 2015 KU707826
BeH823339/Brazil/2015.8821 Brasil 2015 KU729217
BeH828305/Brazil/2015.4192 Brasil 2015 KU729218
Bahia07/Brazil/2015.4986 Brasil 2015 KU940228
FLR/Colombia/2015.9562 Colombia 2015 KU820897
103344/Guatemala/2015.9178 Guatemala 2015 KU501216
8395/Guatemala/2015.8356 Guatemala 2015 KU501217
MRS_OPY_Martinique_PaRi.9562 Martinica 2015 KU647676
PRVABC59/Puerto Rico/2015.9205 Puerto Rico 2015 KU501215
71106033/Suriname/2015.8383 Surinam 2015 KU312312
Rio-U1/Brazil/2016.0384 Brasil 2016 KU926309
Rio-S1/Brazil/2016.0795 Brasil 2016 KU926310
GD01/China/2016.1257 China 2016 KU740184
GDZ16001/China/2016.1175 China 2016 KU761564
GZ01/China/2016.1230 China 2016 KU820898
7J03/China/2016.1315 China 2016 KU820899
SZ01/China/2016.1257 China 2016 KU866423
Z16006/China/2016.1284 China 2016 KU955589
716019/China/2016.1562 China 2016 KU955590
SZ-WIV01/China/2016.1257 China 2016 KU963796
PD1/Dominican Republic/2016.0877 Republica Dominicana 2016 KU853012
PD2/Dominican Republic/2016.0877 Republica Dominicana 2016 KU853013
FB-GWUH-2016/Guatemala/2016.0904 Guatemala 2016 KU870645
InDRE/Lm/Mexico/2016.1530 México 2016 KU922923
InDRE/Sm/Mexico/2016.1530 México 2016 KU922960
Brazil/2016/INMI11/2016.1803 Italia 2016 KU991811
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RESULTADOS

EVALUACION DE LA SENAL TEMPORAL

Con el objetivo de testear el ajuste de las secuencias nucleotidicas a la hipétesis del reloj
molecular, se realizé un arbol de maxima verosimilitud (modelo evolutivo GTR + '), comparandose
secuencias completas del linaje Asidtico-Americano de ZIKV, obtenidas desde 2007 en adelante
(Tabla 7). Se agregé ademas la secuencia nucleotidica correspondiente a la Unica variante asiatica
con genoma completo que estad ausente de este conjunto de datos (cepa ZIKV/Aedessp./MYS/P6-
740/1966, aislada en Malasia en 1966). En base a este arbol filogenético (Figura 23), se evalud su
sefial temporal mediante el programa TempEst v1.5.

Figura 23. Arbol de maxima verosimilitud generado con todas las cepas de ZIKV con genoma completo
pertenecientes al linaje Asiatico-Americano. Las diferentes variantes se indican por su nombre, pais de
aislamiento y afio expresado en formato decimal.



Como se aprecia en la Figura 24, existe una fuerte correlacién entre la fecha de muestreo de cada
secuencia y la distancia genética desde la raiz del arbol filogenético (coeficiente de correlacién
0.9937). En consecuencia, podemos aseverar que las secuencias utilizadas se ajustan a la hipdtesis
del reloj molecular, por lo que el dataset es ideal para llevar a cabo analisis filodindmicos.

Figura 24. Evaluacion de la seial temporal. Se aprecia la regresion lineal entre la distancia genética
existente entre las cepas de ZIKV analizadas y sus afios de aislamiento.

ANALISIS DE COALESCENCIA

Los resultados del analisis realizado para inferir los patrones evolutivos de las cepas de ZIKV
actualmente circulantes en las Américas se resumen en la Tabla 8. Los mismos derivan del analisis
de regiones codificantes completas de ZIKV a través de 40 millones de generaciones de MCMC,
utilizando el modelo de sustitucién nucleotidica GTR + I, un reloj molecular estricto y el modelo
poblacional Bayesian Skyline.

La tasa evolutiva media se estimé en 1.20 x 10 sustituciones nucleotidicas por sitio por afio
(s/s/a) para las cepas de ZIKV pertenecientes al linaje Asidtico-Americano. Sus relaciones
filogenéticas inferidas con escala temporal son resumidas en un arbol de MCC (Figura 25). Tanto
las variantes de ZIKV que emergieron en América Latina en 2015, como las aisladas en 2016, se
encuentran estrechamente relacionados con la Unica variante disponible del brote de 2014 en la
Polinesia Francesa, concordando con estudios recientes (Musso 2015). Dentro de este grupo
genético se evidencia la presencia de varias cepas aisladas en China en 2016 (Figura 25, en rojo).
Curiosamente, otras variantes aisladas en China se observan conformando un clado diferente al de
las demds cepas americanas (Figura 25, en azul), revelando la co-circulacion temporal de dos sub-
linajes de ZIKV diferentes. Las estirpes aisladas de casos de microcefalia en 2015 y 2016 no son
idénticas y se agrupan en diferentes ramas del clado latinoamericano (Figura 25, en verde).



Tabla 8: Estimaciones de diferentes pardametros poblacionales a partir del analisis de secuencias
codificantes completas de ZIKV.

Grupo® Parametro Valor® HPD® ESS®
Secuencia codificante Prior 2657 2673 a-2640 2232
complete de ZIKV
Posterior -22566 -22584 a-22548 3101
Log likelihood -19909 -19920 a -19899 6369
Tasa evolutiva® 1.20x10° 9.51x10"a1.47x10° 1967
tMRCA' Clado 2.063 2.4398-1.7244 1773
Americano 11/02/2014 27/09/2013-15/06/2014
tMRCA' Clado 2.774 3.2125-2.4054 5663
Americano-Chino 28/05/2013 19/12/2012-09/10/2013

®Ver Tabla 7 por cepas incluidas en este analisis. ®Se indica el valor promedio. “HPD: valores de alta densidad
de probabilidad. 9ESS: tamafio efectivo de muestreo. Tasa evolutiva: Expresada en sustituciones/sitio/afio. f
tMRCA: tiempo del ancestro comun mas reciente. La fecha estimada se indica en negrita.

Figura 25. Arbol de MCC de secuencias codificantes completas de ZIKV. Se obtuvo un arbol de maxima
credibilidad de clados a partir del analisis con el modelo de sustitucion nucleotidica GTR + I, el modelo
poblacional Bayesian Skyline y un reloj molecular estricto. El mismo estd enraizado en el ancestro comudn
mas reciente de las cepas incluidas. Las diferentes variantes se indican por su nombre, ubicacidén geografica
y el afio de aislamiento expresado en formato decimal. Las cepas de ZIKV aisladas en China que se agrupan
con las latinoamericanas se sefialan en rojo, mientras que el clado que incluye otras variantes de ZIKV
aisladas en ese pais se indican en azul. Las cepas aisladas de casos de microcefalia se visualizan en verde. El
eje de las X indica la escala temporal en afos.



DISCUSION

La tasa de evolucidn estimada en el presente estudio para las cepas de ZIKV actualmente
circulantes (1.20 x 10® s/s/a) es ligeramente superior a la reportada en trabajos recientes
realizados sobre las primeras etapas del brote de ZIKV en las Américas (0.98 - 1.06 102 s/s/a)
(FARIA et al. 2016). Las diferencias en estas estimaciones pueden deberse al hecho de que el
presente estudio incluye mayor cantidad de cepas americanas, asi como variantes aisladas en
otros continentes a partir de casos importados. Asimismo, el alto valor de esta estimacion
responde posiblemente a que las cepas analizadas fueron aisladas durante la fase expansiva del
brote, periodo en el cual las tasas evolutivas tienden a ser mas altas, disminuyendo
progresivamente a medida que la epidemia avanza (MEYER et al. 2015; PARK et al. 2015). Estudios
previos han demostrado que las cepas de ZIKV aisladas en América Latina pertenecen al linaje
Asidtico (CAMPOS et al. 2015; Musso 2015). En el presente trabajo, utilizando Unicamente
secuencias codificante completas, se revela la presencia de un clado que agrupa exclusivamente
variantes de ZIKV que surgieron en las Américas, en concordancia con reportes recientes (FARIA et
al. 2016) (ver Figura 25).

Estudios recientes revelaron variaciones significativas entre los genomas de cepas africanas y
asiaticas, asi como entre diferentes estirpes del linaje Asidtico-Americano. Esta observacion puede
correlacionarse con las caracteristicas epidemioldgicas de estas variantes de ZIKV, ya que las
manifestaciones clinicas pasaron de ser leves a incluir graves neuropatias (WANG et al. 2016). La
proteina prM tuvo el mayor porcentaje de variabilidad aminoacidica, dando lugar a notorios
cambios estructurales entre las cepas africanas y asidticas que podrian desempefiar un papel
importante en la virulencia o en el fitness.

En el presente analisis se incluyeron tres cepas aisladas de casos de microcefalia (MLAKAR et al.
2016; CALVET et al. 2016; DRIGGERS et al. 2016). A nivel filogenético no se observaron asociaciones
particulares entre ellas, ya que se agrupan en diferentes ramas del arbol filogenético (Figura 25, en
verde). Asimismo, se realizd un alineamiento entre las secuencias aminoacidicas de estas tres
variantes con otras cepas del linaje Asiatico-Americano con el objetivo de investigar la posible
coincidencia de sustituciones particulares en los genomas de cada cepa. Los resultados se
muestran en la Figura Suplementaria 1.

El genoma de la cepa NatalRGN/Brazil/2015, aislada a partir del tejido cerebral de un feto con
microcefalia (MLAKAR et al. 2016), revela cuatro sustituciones Unicas de aminoacidos en relacion
con las demas cepas analizadas. Tres de ellas ocurren en la proteina NS1 (sustituciones K143E,
T230A, y M346V) y la siguiente en la proteina NS5 (T3l). Con respecto a la cepa
ZKV2015/Brazil/2015, aislada del liquido amniético de un feto con microcefalia (CALVET et al.
2016), presentd tres sustituciones de aminodacidos Unicas: S287E (en la proteina E); L107F (NS2A);
y E579V (NS5). Asimismo, la cepa FB-GWUH-2016, aislada del cerebro de un feto (DRIGGERS et al.
2016), presenta nueve sustituciones Unicas: F147L (preM); V390l (E); G108A y K224Q (NS1); M38V
(NS2B); T462A y MA467L (NS3); y A171T y R538C (NS5). Como se puede observar (Figura
Suplementaria 1), ninguna de estas sustituciones son compartidos entre los genomas de aislados



provenientes de casos de microcefalia, lo que sugiere otros factores independientes de las
diferencias genéticas pueden estar desempefiando un papel en la patogénesis causada por la
infeccidn por ZIKV.

Estudios filogenéticos previos indicaron la agrupacidon de las variantes de ZIKV en dos grandes
grupos genéticos: linajes Africano y Asiatico (actualmente denominado Asidtico-Americano)
(HADDOW et al. 2012; FAYE et al. 2014). Sin embargo, estudios recientes han sugerido que si se
restringen los andlisis filogenéticos a los genes E y NS5, se revela la existencia de otro linaje:
Africano Il (SHEN et al. 2016; GONG et al. 2016). Estos estudios también asignan importantes
papeles filogeograficos a dos paises africanos (Senegal y Costa de Marfil) en la evolucién vy
divergencia de ZIKV, sugiriendo su migracidon desde Senegal hacia regiones de Asia y del Pacifico
Sur (SHEN et al. 2016). Esto concuerda con los resultados del presente trabajo y de reportes previos
gue indican que la cepa evolutivamente mas cercana a las variantes que emergieron en Brasil fue
aislada en la Polinesia Francesa y pertenece al linaje Asiatico-Americano (Musso 2015) (Figura 25).

La circulacion del ancestro comun mas reciente (tMRCA) de todas las cepas de ZIKV de América
Latina se estimd entorno a febrero de 2014, con un intervalo de confianza (95% HPD, valores de
densidad de probabilidad superiores al 95%) que se ubica entre setiembre de 2013 y junio de 2014
(Tabla 8). Este resultado estd en linea con estudios previos que estimaron el tMRCA de los aislados
brasileros entre agosto de 2013 y abril de 2014 (FARIA et al. 2016). Este clado no se compone
exclusivamente de cepas americanas, aprecidndose ademas varias estirpes aisladas en China
(Figura 25, en rojo). Estas cepas derivan de casos importados de América Latina, lo que también ha
sido observado en otras regiones del mundo (MASSAD et al. 2016), como por ejemplo la variante
Brazil/2016/INMI1, incluida en estos estudios y aislada en Roma, ltalia, de origen brasilero.
Sorpresivamente, este andlisis evidencido la presencia de otro clado que esta compuesto
exclusivamente de cepas aisladas en China (Figura 25, en azul). Este sub-linaje comparte un
ancestro comun con las cepas americanas que fue calculado alrededor de mayo de 2013 (95%
HPD: diciembre de 2012 - octubre de 2013). Esta fecha es antecede a la circulacién de la variante
ancestral que origind tanto las cepas de Polinesia Francesa como las americanas (Figura 25), que
fue recientemente estimada en mayo de 2013 (95% HPD: diciembre de 2012 - setiembre de 2013)
(FARIA et al. 2016).

Esta observacion sugiere que el sub-linaje evidenciado en China evoluciond a partir de un ancestro
que circulé en las Islas del Pacifico Sur en 2013. Dicha co-circulacidon temporal de linajes virales con
diferentes historias evolutivas sugiere que la diversificacidon de ZIKV puede estar significativamente
subestimada. Esto se debe en gran medida al hecho de que la mayoria de las infecciones por ZIKV
suelen ser asintomaticas, y los casos sintomaticos son generalmente leves, con manifestaciones
clinicas que pueden confundirse con otras infecciones arbovirales, lo que genera diagndsticos
erroneos y el consecuente sub-registro (HADDOW et al. 2012). Este fue el caso del brote de ZIKV
registrado en 2007 en Micronesia, donde el diagndstico inicial sugirié que el agente causal de la
epidemia era DENV (LANCIOTTI et al. 2008; DUFFY et al. 2009). Otro aspecto importante que apoya
esta observacion es que el ciclo de transmision enzodtico de ZIKV involucra mosquitos del género
Aedes y primates no humanos, mientras que los humanos y otros mamiferos pueden actuar como



hospederos ocasionales (DARWISH et al. 1983; HAYES 2009; FAYE et al. 2014). Sin embargo, los seres
humanos pueden también participar como hospederos amplificadores en ciclos urbanos, si
exhiben viremias lo suficientemente elevadas y duraderas (DUFFY et al. 2009). De hecho, aunque se
ha sugerido que el mantenimiento de ZIKV en la naturaleza se debe principalmente a su ciclo
selvatico, evidencias seroldgicas sugieren una alta incidencia de su circulacién en humanos (DUFFY
et al. 2009; FAYE et al. 2014). Estos aspectos, sumados a la extensidon sin precedentes de la actual
epidemia de ZIKV en las Ameéricas, asi como a la circulacion de un sub-linaje genético
contemporaneo (que probablemente habria pasado desapercibido en ausencia del brote
americano), explican la emergencia de ZIKV y su potencial para extenderse hacia otras regiones
geograficas.



CONCLUSIONES

Los resultados de los estudios realizados indican que las altas tasas evolutivas, asi como el rapido
crecimiento poblacional, han caracterizado la dindmica poblacional de las cepas de ZIKV que
emergieron en la region latinoamericana. Las dificultades para diagnosticar las infecciones por
ZIKV han histéricamente conducido a un sub-reporte de casos y a la limitada disponibilidad de
secuencias nucleotidicas, impidiendo investigar diferentes aspectos de la epidemiologia molecular
de este virus. Sin embargo, la co-circulacién temporal de sub-linajes diferentes revelada por una
mayor vigilancia de ZIKV, se alinea con la evidencia seroldgica y molecular sugiriendo la existencia
de una significativa subestimacidn de la diversificacién genética y geografica. Estas observaciones
también sugieren el potencial de ZIKV de emerger y diseminarse en otras regiones geograficas. Las
cepas aisladas de casos microcefalia no comparten las sustituciones de aminodcidos, lo que
sugiere que otros factores ademds de las diferencias genéticas pueden desempeifiar un papel para
la patogénesis causada por la infeccion ZIKV.

La actual epidemia de ZIKV en el continente americano representa el ejemplo mds reciente de la
introduccion de un virus transmitido por mosquitos en una regién geografica previamente
inafectada con una poblacién inmunoldgicamente naive. Esta emergencia repentina sigue un
patrén de difusion similar al anteriormente observado para DENV, WNV y CHIKV, lo que responde
claramente a actividades humanas que promueven ambientes ecoldgicos Optimos para la
actividad vectorial. Si bien ZIKV ha permanecido practicamente ignorado durante medio siglo,
estudios entomolégicos, epidemioldgicos y moleculares han sugerido que su incidencia, dispersion
geografica y diversidad genética han sido significativamente subestimadas. Su adaptabilidad a
diferentes especies de mosquitos le ha permitido a ZIKV colonizar eficientemente ciclos de
transmisién urbanos, aprovechando la amplia distribucién geografica de los mosquitos
competentes. Por otra parte, las rutas de transmisidn sin precedentes para los Flavivirus,
incluyendo la transmisién materno-fetal y sexual, pueden contribuir a aumentar su potencial de
propagacion.



Objetivo Especifico V: Investigar los patrones de uso de
codones de ZIKV.

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTO TEORICO

La redundancia del cédigo genético ofrece a la evolucidn la oportunidad de ajustar la eficiencia y
precision en la produccién de proteinas a varios niveles, sin modificar la secuencia de aminoacidos
(SToLETZKI and EYRE-WALKER 2006). A través de cambios en su composicién nucleotidica, los virus
pueden modificar su uso de codones y adaptarlo a nuevos hospederos, lo que significa un
mecanismo evolutivo fundamental que promueve saltos inter-especie (PEPIN et al. 2010; LONGDON
et al. 2014). La relacion entre el uso de codones de diferentes especies virales y sus hospederos
provee informacién importante para comprender aspectos evolutivos relativos a la supervivencia y
fitness viral, asi como a la evasidén del sistema inmune (BURNS et al. 2006; MUELLER et al. 2006;
COSTAFREDA et al. 2014). Los tripletes sindbnimos no son generalmente utilizados al azar, habiendo
diferentes fuerzas que impulsan hacia un sesgo de los mismos: la seleccion natural (que esta
principalmente relacionada con la eficiencia traduccional, tanto en velocidad como en precision); y
los sesgos mutacionales (SHARP et al. 2010). Por ende, el estudio de los patrones de uso de
codones puede revelar informacién importante sobre la evolucién viral, la regulaciéon de la
expresion génica y la sintesis de proteinas, contribuyendo potencialmente al disefio de vacunas
(ButT et al. 2014).

En el presente estudio se realizé6 un analisis exhaustivo del uso de codones y la composicion
genética de diferentes cepas de ZIKV cuyo genoma completo esta disponible, incluyendo variantes
aisladas de casos de microcefalia. Mediante estos estudios se investigaron diferentes
determinantes evolutivos clave para interpretar los posibles sesgos. La publicacién derivada de
este estudio se adjunta en el Anexo Il (CRISTINA et al. 2016b).



MATERIALES Y METODOS

SECUENCIAS

Las secuencias completas del genoma de 37 cepas de ZIKV se obtuvieron de las bases de datos
DDBJ y GenBank (disponible en: http://arsa.ddbj.nig.ac.jp y http://www.ncbi.nlm.nih.gov,

respectivamente). Se incluyeron todos los genomas disponibles de variantes de ZIKV aisladas de
casos de microcefalia (MLAKAR et al. 2016; CALVET et al. 2016; DRIGGERS et al. 2016). La informacidn
de las variantes utilizadas se detalla en la Tabla 9. Las secuencias de las regiones codificantes
completas de cada cepa fueron alineadas con el programa MUSCLE (EDGAR 2004). El conjunto de
datos final comprende un total de 126.615 codones.

ANALISIS DE DATOS

Se utiliz6 el programa CodonW (disponible at http://sourceforge.net/projects/codonw) para

calcular el uso de codones, la frecuencia de dinucleétidos, la composicién de bases, el uso relativo
de codones sinénimos (RSCU) (SHARP and LI 1986), el nimero efectivo de codones (ENC) (NOVEMBRE
2002), el contenido G+C gendmico, asi como el contenido G+C en la primera, segunda y tercera
posicién del coddn. El indice ENC puede variar entre 20 and 61, siendo los valores bajos indicativos
de un fuerte sesgo en el uso de codones. Para investigar las preferencias en el uso de codones de
ZIKV en relaciéon al uso de codones en humanos, asi como en los principales vectores de ciclos
urbanos (A. aegyptiy A. albopictus), utilizamos el indice de Adaptacién de Codones (CAl, o Codon
Adaptation Index) (SHARP and Li 1987). El CAl fue calculado utilizando la aproximacidn descrita por
Puigh0 y colaboradores para células humanas, de A. aegypti y de A. albopictus (PUIGBO et al.
2008a). Este método permite comparar el uso de codones de ZIKV con diferentes referencias
predefinidas (en este caso se utilizaran datos de humanos, A. aegyptiy A. albopictus).

Con el objetivo de evaluar el grado de adaptabilidad de los genes de ZIKV al uso de codones del
conjunto de referencia, construimos un dataset compuesto de 322 genes humanos seleccionados
al azar de la base de datos Ensembl (disponible en http://www.ensembl.org). Asimismo, se

obtuvieron 22 genes de A. aegyptiy 15 de A. albopictus de la base de datos ARSA (disponible en:
http://www.arsa.ddbj.nig.ac.jp). Se aplicé la prueba de Wilcoxon & Mann-Whitney (WESsA 2012)
para evaluar diferencias estadisticamente significativas los valores de CAl. Para discernir si las

diferencias estadisticamente significativas en los valores de CAl surgen de las preferencias en el
uso de codones, se calculé el valor de CAl esperado (e-CAl) y su intervalo de confianza del 95%, lo
gue también fue evaluado a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov (PuUIGBO et al. 2008b). Los
valores de RSCU de células humanas, de A. aegyptiy de A. albopictus se obtuvieron de la base de
datos Kazusa (disponible en: http://www.kazusa.or.jp/codon/).



http://arsa.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
http://sourceforge.net/projects/codonw
http://www.ensembl.org/
http://www.arsa.ddbj.nig.ac.jp/
http://www.kazusa.or.jp/codon/

Tabla 9. Cepas de ZIKV utilizadas en el presente anilisis.’

Nombre Pais de aislamiento | Fecha de aislamiento | Numero de Acceso
H.sapiens-tc/KHM/2010/FS513025 Camboya 2010 KU955593
H.sapiens-tc/PHL/2012/CPC-0740 Filipinas 2012 KU681082
H.sapiens-tc/THA/2014/SV0127-14 Tailandia 2014 KU681081
Haiti/1225/Haiti/2014 Haiti 2014 KU509998
SSABR1/Brazil/2015 Brasil 2015 KU707826
ZKV2015/Brazil/2015 Brasil 2015 KU497555
NatalRGN/Brazil/2015 Brasil 2015 KU527068
ZikaSPH2015/Brazil/2015 Brasil 2015 KU321639
BeH815744/Brazil/2015 Brasil 2015 KU365780
BeH819966/Brazil/2015 Brasil 2015 KU365779
BeH818995/Brazil/2015 Brasil 2015 KU365777
BeH819015/Brazil/2015 Brasil 2015 KU365778
Rio-S1/Brazil/2016 Brasil 2016 KU926310
Rio-U1/Brazil/2016 Brasil 2016 KU926309
ArB1362 Rep. Centro Africana 1968 KF383115
ARB7701 Rep. Centro Africana 1976 KF268950
ARB15076 Rep. Centro Africana 1976 KF268949
ARB13565 Rep. Centro Africana 1976 KF268948
VE-GAXIAN/China/2016 China 2016 KU744693
GDO01/China/2016 China 2016 KU740184
GZ01/China/2016 China 2016 KU820898
ZJ03/China/2016 China 2016 KU820899
PD1/Dominican Republic/2016 Rep. Dominicana 2016 KU853012
PD2/Dominican Republic/2016 Rep. Dominicana 2016 KU853013
H/PF/2013 Polinesia Francesa 2013 KJ776791
FB-GWUH-2016 Guatemala 2016 KU870645
InDRE/Lm/Mexico/2016 México 2016 KU922923
INDRE/Sm/Mexico/2016 México 2016 KU922960
EU545988 Micronesia 2007 EU545988
IbH-30656_SM21V1-V3 Nigeria 1968 KU963574
PRVABC59/Puerto Rico/2015 Puerto Rico 2015 KU501215
ArD158084 Senegal 2001 KF383119
ArD128000 Senegal 1997 KF383117
ArD7117 Senegal 1968 KF383116
Z21106033/Suriname/2015 Surinam 2015 KU312312
MR766-NIID Uganda 1947 LC002520
MR_766 Uganda 1947 KU720415

®Las cepas aisladas de casos de microcefalia se indican en negrita.




ANALISIS MULTIVARIANTE

La relacién entre variables y muestras puede obtenerse mediante un analisis estadistico
multivariante. El andlisis de correspondencia (COA) es un tipo de analisis multivariante que
permite una representacion geométrica de los conjuntos de filas y columnas en un conjunto de
datos (GREENACRE 1984; WONG et al. 2010). Cada ORF se representa como un vector de 59
dimensiones y cada dimensién corresponde al valor de RSCU de cada coddn (todos los tripletes
excluyendo AUG, UGG vy los codones stop). Las principales tendencias dentro de un conjunto de
datos pueden determinarse usando medidas de inercia relativa y genes ordenados segln su
posicidn a lo largo de los diferentes ejes (TAO et al. 2009). El COA fue realizado sobre los valores de
RSCU utilizando el programa CodonW. El andlisis de correlacion se llevd a cabo utilizando el
método de analisis de correlacién de rango de Spearman (WESSA 2012) (disponible en:
WWWw.wessa.net).



http://www.wessa.net/

RESULTADOS Y DISCUSION

PATRONES GENERALES DEL USO DE CODONES DE ZIKV

Con el objetivo de investigar el grado de sesgo en el uso de codones de ZIKV, se calcularon los
valores de ENC de las 37 cepas incluidas en este estudio, obteniéndose un valor medio de 53,16 +
0,28. Por lo general existe una relacion inversa entre el valor de ENC y la expresidn génica. Es
decir, un bajo valor de ENC sugiere un alto sesgo de uso de codones, lo que indica una expresién
génica mas alta, y viceversa (WRIGHT 1990). El valor medio de ENC obtenido (ENC> 40) es indicativo
de una composicidn gendmica relativamente conservada entre los diferentes genomas de ZIKV.

Valores similares han sido calculados para otros virus de ARN, como los virus Ebola (ENC = 57.23)
(CRISTINA et al. 2015), Chikungunya (ENC = 55.56) Hepatitis C (ENC = 52,62) (Hu et al. 2011), asi
como para otros Flavivirus relacionados como WNV (ENC = 53.81) (MORATORIO et al. 2013) o DENV
(ENC = 49.70) (MA et al. 2013b). Una posible explicacion para este débil sesgo encontrado en
diferentes virus de ARN es que podria proveerles ventajas para una eficiente replicacién en células
de hospederos que presenten preferencias de codones potencialmente distintas (JENKINS and
HoLMES 2003). En particular, los arbovirus deben de equilibrar su uso de codones para poder
infectar células de vectores y hospederos vertebrados al mismo tiempo, por lo que un sesgo
marcado podria imposibilitarles llevar a cabo el ciclo de transmisién.

La relacién entre ENC y GC3S (el contenido de G+C en la tercera posicién de coddn) se usa
ampliamente para estudiar la variacion del uso de codones entre genes en diferentes organismos
(WRIGHT 1990). La curva continua indica, para un valor dado de contenido GC3, los valores
esperados de ENC de acuerdo a una utilizacion al azar de codones. Por ende, el grafico ENC-GC3S
de genes cuya eleccién de codones se restringe solamente por el sesgo mutacional hacia G3+C3,
ubicara los puntos sobre o justo por debajo de la curva continua dada por los valores de ENC
esperados (TsAl et al. 2007). La Figura 26 muestra el grafico ENC-GC3S para todas las cepas de ZIKV
incluidas en este estudio. Como se puede apreciar, todos los puntos se ubican debajo de la curva
esperada, lo que indica que la composicidon G+C podria desempefiar un rol en el uso de codones de
ZIKV. Se desprende de estos resultados ademads que el uso de codones de ZIKV estd regulado por
el sesgo mutacional, siendo el control traduccional muy leve a nivel general.



Figura 26. Grafico entre el numero efectivo de codones (ENC) utilizados en por ZIKV y el contenido de G+C
en la tercera posicion de coddén (GC3S). La curva indica la relacidon esperada en ausencia de seleccién. Los
puntos azules muestran los resultados obtenidos para las cepas de ZIKV incluidas en este anlisis.

ANALISIS DE CORRESPONDENCIA

Se investigd la variabilidad del uso de codones entre los diferentes genomas ZIKV mediante la
realizacion de un COA. Se utilizaron los valores de RSCU de cada genoma, examinandose la
distribucidn de las cepas en el plano definido por los dos ejes principales del COA. El primer eje
generado representa el 72,80% de la variacidn total, mientras que el segundo eje representa el
7,55%. Los resultados de este estudio se grafican en la Figura 27.
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Figura 27. Filogenia de ZIKV y grafico de los dos ejes principales del analisis de correspondencia (COA) de
los valores del uso relativo de codones sindnimos (RSCU). El primer y el segundo eje representan el 72,80%
y el 7,55% de la variacion total, respectivamente. Las cepas pertenecientes a los sub-linajes del centro-este y
oeste de Africa, y al linaje Asiatico-Americano se muestran en negro, rojo y celeste, respectivamente. Las
cepas aisladas de los casos de microcefalia se muestran en violeta.



Como se puede apreciar, las cepas de ZIKV se ubican graficadas en diferentes posiciones del plano
(Figura 27, sobre la derecha). Esta distribucidon concuerda con la filogenia obtenida a partir de la
comparacién de los genomas completos de las cepas en estudio (Figura 27, sobre la izquierda),
mediante la cual las distintas variantes de ZIKV se agrupan en tres grupos genéticos diferentes. El
linaje Africano se sub-divide en dos clados: uno compuesto por cepas de Centro y Este de Africa
(aislados de Uganda, Republica Centro Africana y Senegal) (Figura 27, en negro); y otro asocia
variantes de Nigeria y Senegal (Figura 27, en rojo). Por su parte, todas las cepas aisladas en Asia 'y
en el reciente brote en las Américas (linaje Asiatico-Americano) se sefialan en celeste (indicandose
en violeta las variantes aisladas de casos de microcefalia).

Los resultados de estos estudios sugieren que la emergencia de ZIKV fuera de Africa, en el Pacifico
y las Américas, se asocia ademas con un uso diferencial de codones. Asimismo, no se encontraron
diferencias significativas en el uso de codones entre las cepas aisladas de los casos de microcefalia
y el resto de cepas del Linaje Asiatico-Americano (Figura 27, en violeta).

USO DE CODONES DE ZIKV

Con el objetivo de comparar las preferencias en el uso de codones de ZIKV con las de humanos, A.
aegypti y A. albopictus, se calcularon los valores de RSCU de ZIKV (a partir del ORF de las
diferentes variantes de ZIKV) y se compararon con los de las otras tres especies. Los resultados de
estos estudios se resumen en la Tabla 10.

Las frecuencias de uso de codones de ZIKV son significativamente diferentes en relacién a la de
células humanas o de mosquitos. Comparando con células humanas, se encontraron frecuencias
altamente sesgadas para UUG (Leu), AUA (lle), UCA (Ser), CCA (Pro), ACA (Thr), CAA (GIn), AGA
(Arg) y GGA (Gly). El hecho de que la mayor parte de los codones altamente preferidos terminan
en Adenina sugiere un fuerte sesgo mutacional como modelador del uso de codones en ZIKV.

Por otra parte, se calcularon los valores de CAl para todos los tripletes utilizando como conjuntos
de referencia los usos de codones de células humanas, A. aegypti and A. albopictus. Los resultados
se muestran en la Tabla 11. Los valores de CAl oscilan entre 0y 1, siendo 1 cuando la frecuencia de
uso del coddn por parte de ZIKV es igual a la frecuencia del conjunto de referencia. Se obtuvieron
valores medios de 0,750, 0,737 y 0,670 para los genes de ZIKV, en relacién a humanos, A. aegyptiy
A. albopictus, respectivamente. Asimismo, se obtuvieron valores de CAl medios de 0,809, 0,799 y
0,711 para los conjuntos de datos de genes humanos, A. aegyptiy A. albopictus en relacion con las
mismas muestras de referencia (Tabla 11). Con el fin de evaluar si las diferencias son
estadisticamente significativas, se realizd una prueba de Wilcoxon & Mann-Whitney. Los
resultados revelaron que las diferencias en los valores de CAl son estadisticamente significativas
en todas las comparaciones (T = 0, p-value <0,001; T = 242, p-value <0,001 y T = 195, p-value
<0,001 para humanos, A. aegyptiy A. albopictus, respectivamente).



Tabla 10. Valores de RSCU°.
AA | Cod HC | Aae | Aal | ZIKV | AA | Cod HC | Aae | Aal | ZIKV
Phe | UUU | 0.92 | 0.56 | 0.49 | 1.01 | Ser | UCU | 1.14 | 0.66 | 0.52 | 0.88

UuucC | 1.08 | 1.44 | 1.55 | 0.99 UCC | 1.32 | 1.20 | 1.36 | 0.92
Leu | UUA | 0.48 | 0.36 | 0.23 | 0.37 UCA | 0.90 | 0.66 | 0.46 | 1.58
UuG | 0.78 | 1.32 | 1.11 | 1.42 UCG | 030 | 1.44 | 1.64 | 0.50
CUU | 0.78 | 0.66 | 0.48 | 0.79 | Pro | CCU | 1.16 | 0.68 | 0.35 | 0.73
CUC | 1.20 | 0.84 | 0.86 | 0.96 CCC | 1.28 | 0.84 | 1.13 | 1.07
CUA | 0.42 | 0.54 | 0.56 | 0.66 CCA | 1.12 | 1.20 | 1.07 | 1.75
CUG | 240 | 2.28 | 2.72 | 1.81 CCG | 0.44 | 1.32 | 1.44 | 0.45
lle AUU | 1.08 | 1.00 | 0.74 | 0.86 | Thr | ACU | 1.00 | 0.80 | 0.64 | 0.94
AUC | 140 | 1.60 | 1.86 | 1.18 ACC | 1.44 | 1.48 | 1.78 | 1.07
AUA | 0.51 | 0.40 | 0.39 | 0.96 ACA | 1.12 | 0.72 | 0.58 | 1.56
Met | AUG | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00 ACG | 0.44 | 1.00 | 0.99 | 0.42
Val | GUU | 0.72 | 1.04 | 0.87 | 0.85 | Ala | GCU | 1.08 | 1.08 | 0.98 | 1.14
GUC | 096 | 1.08 | 1.30 | 1.03 GCC | 1.60 | 1.48 | 1.80 | 1.25
GUA | 0.48 | 0.60 | 0.51 | 0.40 GCA | 092 | 0.76 | 0.58 | 1.19
GUG | 1.84 | 1.28 | 1.30 | 1.72 GCG | 0.44 | 0.68 | 0.61 | 0.43
Tyr | UAU | 0.88 | 0.64 | 0.55 | 0.78 | Cys | UGU | 0.92 | 1.16 | 0.69 | 0.94
UAC | 1.12 | 1.36 | 1.44 | 1.22 UGC | 1.08 | 0.84 | 1.30 | 1.06

UAG | ** *x *x ** | Trp | UGG | 1.00 | 1.00 | 1.00 | 1.00
His | CAU | 0.84 | 0.84 | 0.75 | 0.94 | Arg | CGU | 0.48 | 1.38 | 1.20 | 0.42

CAC | 1.16 | 1.16 | 1.24 | 1.06 CGC | 1.08 | 1.26 | 1.05 | 0.57
GIn | CAA | 0.54 | 0.82 | 0.59 | 0.99 CGA | 0.66 | 1.20 | 0.77 | 0.30
CAG | 1.46 | 1.18 | 1.40 | 1.01 CGG | 1.20 | 1.02 | 0.97 | 0.57
Asn | AAU | 094 | 0.80 | 0.63 | 0.76 | Ser | AGU | 0.90 | 0.96 | 0.84 | 1.01
AAC | 1.06 | 1.20 | 1.36 | 1.24 AGC | 1.44 | 1.08 | 1.15 | 1.11
Lys | AAA | 0.86 | 0.80 | 0.58 | 0.86 | Arg | AGA | 1.26 | 0.66 | 1.16 | 2.44
AAG | 1.14 | 1.20 | 141 | 1.14 AGG | 1.26 | 0.54 | 0.83 | 1.69
Asp | GAU | 092 | 1.12 | 0.96 | 0.90 | Gly | GGU | 0.64 | 1.12 | 1.23 | 0.56
GAC | 1.08 | 0.88 | 1.03 | 1.10 GGC | 1.36 | 1.04 | 1.07 | 0.67
Glu | GAA | 0.84 | 1.16 | 1.10 | 0.93 GGA | 1.00 | 1.48 | 1.21 | 1.81
GAG | 1.16 | 0.84 | 0.89 | 1.07 GGG | 1.00 | 0.36 | 0.47 | 0.96

®RSCU, uso relativo de codones sindnimos; AA, aminodacido; Cod, coddn; HC, Células Humanas; Aae, Aedes
aegypti; Aal, Aedes albopictus. **, codones de terminacion. Los codones con un incremento significativo con
respecto a HC o células de mosquitos (A>0.30) de indican subrayados y/o en itélica, respectivamente. Los
codones con una disminucion significativa con respecto a células de mosquito se indican en negrita.



Tabla 11. CAl de ZIKV en relacion al uso de codones de humanos, Aedes aegyptiy A. albopictus.

CAI-Hs CAI-Aae CAI-Aal %GC %GC(1) %GC(2) %GC(3)
ZIKV genes | 0.750+0.005 | 0.737£0.008 | 0.670+0.010 | 49.04+0.43 | 47.93+0.26 | 44.87+0.27 | 54.43+1.44
Hs genes 0.809+0.038 NA NA 56.47+7.72 | 58.37+6.88 | 44.35+7.71 | 66.69+14.81
Aae genes NA 0.799+0.046 NA 50.77+£3.49 | 55.41+4.16 | 34.84+6.90 | 62.03+12.08
Aal genes NA NA 0.711+£0.067 | 48.72+3.49 | 50.26+3.01 | 37.33+£3.92 | 58.55+10.59

®CAl. indice de adaptacién de codones. CAI-HS, CAl-Aae y CAl-Aal, hacen referencia al CAl en relacién a sets
de usos de codones de H. sapiens, A. aegypti y A. albopictus, respectivamente. %GC, porcentaje de G+C
gendmico; %GC(1) a (3), porcentaje de G+C en las posiciones 1 a 3 del coddn, respectivamente. En todos los
casos se indica el valor promedio * el desvio estandar. NA, no disponible.

Para determinar si las diferencias estadisticamente significativas en los valores de CAl son
consecuencia de las preferencias de codones (PUIGBO et al. 2008a), se calcularon los valores de CAl
esperados (e-CAl) para las secuencias de ZIKV en relacién a los conjuntos de referencia de uso de
codones de humanos, A. aegypti o A. albopictus. El algoritmo e-CAl (PuiGBO et al. 2008b) generd
500 secuencias aleatorias con la misma composicion de nucledtidos y aminodcidos que las
secuencias de interés (en este caso secuencias de ZIKV). Luego, se calcularon los valores de CAIl
para todas ellas y se aplicd el test de Kolmogorov-Smirnov para los valores de e-CAl de estas
secuencias aleatorias, con el fin de evaluar si las secuencias generadas siguen una distribucion
normal. Los resultados revelaron valores de e-CAl de 0,768 (p <0,05), 0,751 (p <0,05) y 0,670 (p
<0,05) para las tres comparaciones, respectivamente. El test de Kolmogorov-Smirnov revelé una
distribucion normal de las secuencias generadas en todos los casos (valores de 0,032, 0,035 y
0,024, para las tres comparaciones, respectivamente, que estdn por debajo del valor critico de
0,061). Tomando todos estos resultados en conjunto, se evidencié que los valores de CAl para los
genes de ZIKV son diferentes de los valores de CAl obtenidos para secuencias de humanos, A.
aegyptiy A. albopictus. Asimismo, se evidencia una mayor adaptacion de ZIKV a humanos, seguida
del principal vector, A. aegypti.

Posteriormente, se analizaron las abundancias relativas de los 16 dinucleétidos en el ORF de ZIKV
(Tabla 12). Como se puede observar, las frecuencias de dinucledtidos no son aleatorias y ningun
dinucledtido se encuentra presente en la frecuencia esperada. Las abundancias relativas de CpG y
UpA mostraron una fuerte desviacidn de las frecuencias esperadas (1,0) (valor promedio * S.D. =
0,44 £ 0,001 y 0,49 + 0,000, respectivamente), estando significativamente sub-representadas. Por
su parte, UpG, ApG, GpA y GpG estdn marcadamente sobre-utilizadas (1,44 + 0,001, 1,33 + 0,001,
1,43 £+ 0,001, 1,45 + 0,001, respectivamente) (Tabla 12).




Tabla 12. Abundancia relativa de dinucleétidos en cepas de ZIKV y resumen de valores de COA.

Uuu uc UA UG CU CcC CA CG
Mean + SD* 0.75+0.00 0.75+0.00 0.49+0.00 1.44+0.00 0.95+0.00 0.84+0.00 1.24+0.01 0.44+0.00
Axis 1° R 0.197250 -0,39201 -0,128082 0.766477 -0,246681 0.376363 0.704184 -0,737198
P 0.234 <0.05 0.441 <0.001 0.136 <0.05 <0.001 <0.001
AU AC AA AG GU GC GA GG
Mean + SD* 0.91+0.00 0.92+0.00 1.18+0.00 1.33+0.00 0.83+0.00 0.95+0.00 1.43+0.00 1.45+0.00
Axis 1° R 0.601174 0.155880 -0,218172 0.704540 0.302394 0.608760 0.791904 -0,485835
P <0.001 0.347 0.190 <0.001 0.068 <0.001 <0.001 <0.001

®Valores promedio de la frecuencia de dinucleétidos de cepas de ZIKV * desvio estandar. ®Anélisis de
correlacion entre el primer eje del COAy las frecuencias de los 16 dinucledtidos en ZIKV.

Estudios previos han demostrado que la deficiencia de CpG en Flavivirus se asocia con las
propiedades inmunoestimuladoras de los CpGs no metilados, que son reconocidos por el sistema
inmune innato del hospedero como una firma de patégenos (DORN and KIPPENBERGER 2008). Por
otra parte, debido a que UpA esta presente en dos de los tres codones stop, su sub-representacién
se ha sugerido como una estrategia para disminuir la probabilidad de mutaciones sin sentido (LoBO
et al. 2009), que tendria profundas implicaciones biolédgicas en virus de ARN que codifican para
una Unica poliproteina, como es el caso de ZIKV. Ademas, entre los 16 dinucleétidos, 10 estan
correlacionados con la posicion de las secuencias a lo largo del primer eje en el COA (p-values
<0,05, Tabla 12), lo que indica que la composicion de los dinucledtidos también determina la
variacion en el uso de codones sinébnimos entre ZIKV.

Resultados similares a los arrojados por estos estudios fueron encontrados sobre el inicio de la
epidemia americana en estudios realizados sobre genomas completos, asi como sobre genes
particulares de ZIKV (FREIRE et al. 2015). Pese al bajo sesgo en el uso de codones de diferentes
cepas de ZIKV, se observé una preferencia diferencial de codones en los diferentes linajes, tal
como apreciamos en la Figura 27. De hecho, analisis restringidos al gen de la proteina NS1
arrojaron valores de CAl elevados en las cepas aisladas del brote americano. Esta observacion
evidencia una adaptacion de las variantes epidémicas al uso de codones humano, lo que refleja la
accion del control traduccional sobre esta regidon gendmica. En otras palabras, estos resultados
indican que las variantes epidémicas de ZIKV estan mejor adaptadas al humano que las variantes
africanas, lo que se evidencia en la Figura 28, donde se aprecia un incremento en los valores de
CAl de variantes actuales que superan el umbral de significancia en todos los casos.




Figura 28. Valores de CAl para el gen NS1 de variantes de ZIKV con respecto a genes humanos. Se
distinguen en rojo y celeste las variantes del linaje Africano y Asiatico-Americano, respectivamente. Los
aislados de mosquitos, monos y humanos se indican como triangulos, cuadrados y circulos,
respectivamente. La linea punteada marca el umbral de significancia. Extraido de (FREIRE et al. 2015).



CONCLUSIONES

Los resultados del presente estudio indican que el uso de codones de ZIKV se encuentra
ligeramente sesgado. El leve desvio en los valores observados de ENC, la predominancia de
codones mas frecuentes que terminan en Adenina, asi como la composicién de dinucleétidos,
sugiere que el sesgo mutacional es una fuerza principal que modela el uso de codones de ZIKV.
Asimismo, existen diferentes preferencias en los codones utilizados por ZIKV con respecto a
humanos y vectores, siendo mds adaptadas a humanos las cepas recientemente aisladas en las
epidemias del Pacifico Sur y las Américas. Si bien no se encontraron diferencias significativas en el
uso de codones entre cepas aisladas de casos de microcefalia y el resto de cepas del linaje
Asidtico-Americano, la mayor adaptabilidad observada para variantes epidémicas sugiere un
incremento en la eficiencia traduccional, y por consiguiente, una mayor viremia en humanos, que
puede correlacionarse con la mayor incidencia observada recientemente.



Objetivo Especifico VI: Evaluar la posible presencia de
miRNAs codificados por el genoma de ZIKV.

ANTECEDENTES Y FUNDAMENTO TEORICO

En 2015, ZIKV desencadend una gran epidemia en Brasil y se extendié explosivamente por toda
América Latina. En noviembre de ese afno, el Ministerio de Salud de Brasil informdé de un aumento
de 20 veces en los casos de microcefalia neonatal, coincidiendo geografica y temporalmente con el
brote de zika. Asimismo, ZIKV fue detectado por microscopia electronica y RT-qPCR en tejidos
cerebrales y liqguido amnidtico de fetos microcefdlicos, comprobando la asociacién entre la
infeccién por ZIKV y el aumento de la incidencia de casos de microcefalia (MLAKAR et al. 2016;
CALVET et al. 2016). Ademads, estudios recientes demuestran que ZIKV puede infectar in vitro las
células progenitoras neurales (NPCs) derivadas de células madre pluripotentes inducidas (iPSC)
humanas, lo que resulta en la desregulacion de las vias relacionadas con el ciclo celular y el
aumento de la muerte celular (TANG et al. 2016). El desarrollo de modelos animales ha permitido
comenzar a comprender la patologia subyacente de la infeccidn por ZIKV (Rossl and VASILAKIS 2016;
HickMAN and PIERSON 2016). El modelado de la infeccion por ZIKV en ratones reveld efectos
directos de ZIKV en el desarrollo de células precursoras neurales, incluyendo proliferacion,
diferenciacion y muerte celular (LI et al. 2016). Sin embargo, los mecanismos por los cuales ZIKV
altera el desarrollo neurofisioldgico permanecen desconocidos.

Los microRNAs (miRNAs) son pequefios ARN no codificantes, de 19 a 24 nucleétidos de longitud,
qgue regulan post-transcripcionalmente la expresion de un gen diana inhibiendo la traduccion de
mensajeros o promoviendo su clivaje (ALMEIDA et al. 2011). Muchos miRNAs han sido encontrados
codificados por genomas virales (GRUNDHOFF and SULLIVAN 2011) y desempefian un papel
fundamental en diversos procesos biolégicos, incluyendo el desarrollo, apoptosis, tumorigénesis,
proliferacién, entre otros (AMBROS 2001). Si bien los métodos tradicionales para detectarlos se
basan en la clonacién de células infectadas (PFEFFER 2004), las predicciones computacionales y los
analisis de hibridacidon han sido de gran utilidad para lograr la identificacién de diversos miRNAs
virales (SULLIVAN and GANEM 2005; Cul et al. 2006).

Hasta la fecha se han descrito miRNAs codificados por diversos virus de ARN, como HCV
(SHRIVASTAVA et al. 2015), HIV (ZHANG et al. 2014), HAV (SHI et al. 2014), y los virus de la leucemia
bovina (BLV) (Rosewick et al. 2013), del Sindrome Respiratorio de Medio Oriente (MERS-CoV)
(HASAN et al. 2014) y Ebolavirus (EBOV) (TENG et al. 2015). Asimismo, se han identificado miRNAs
en otros Flavivirus como WNV (HUSSAIN et al. 2012a) o DENV (HUsSAIN and ASGARI 2014) y estudios
in silico recientes revelaron la capacidad de codificacion de miRNAs del genoma de ZIKV (PYLRO et
al. 2016).

Es por ello que en el presente estudio investigaremos los posibles miRNAs que pueden estar
codificados por el genoma de ZIKV asi como sus posibles blancos de accién. Utilizaremos



herramientas computacionales para predecir nuevos miRNAs de ZIKV y evaluaremos su efectividad
de hibridacién con transcriptos de genes humanos previamente reportados como involucrados en
ocurrencia de casos de microcefalia. Este abordaje puede ayudar a interpretar mejor la interaccion
hospedero-patdgeno, asi como contribuir al desarrollo de nuevas estrategias antivirales contra la
infeccién por ZIKV. La publicacidn derivada de este estudio se adjunta en el Anexo Il (CRISTINA et al.
2016a).



MATERIALES Y METODOS

PREDICCION DE PRE-MIRNAS MEDIANTE UNA ABORDAJE AB INITIO
Se utilizd la secuencia del genoma completo de la cepa de ZIKV Natal-RGN (NUumero de acceso de

GenBank: KU527068), aislada en 2015 a partir del tejido cerebral de un feto diagnosticado con
microcefalia (MLAKAR et al. 2016). Se analizd esta secuencia mediante el programa VMir
(GRUNDHOFF 2011). VMir es un programa de prediccidon ab initio especificamente disefiado para
identificar pre-miRNA en genomas virales. Utilizando este enfoque se buscaron posibles
premiRNas (formadas por estructuras en horquilla, o hairpin structures), usando parametros de
filtrado altamente estrictos (tamafo de horquilla minimo y mdaximo: 60 y 120 nucleétidos,
respectivamente; puntuacién minima de horquilla de 160; nimero minimo de ventanas de 25). Los
puntajes de VMir fueron calculados de acuerdo a lo sugerido (GRUNDHOFF 2011).

CONFIRMACION DE SECUENCIAS PRE-MIRNAS PRESUNTAS
Para discriminar pre-miRNAs reales de otras estructuras en horquilla (pseudo horquillas) se utilizd

la aproximaciéon iMIRNA-SSF (CHEN et al. 2016). Este enfoque representa una mejora en el
rendimiento para la identificacion precisa de precursores de miRNAs mediante la combinacién de
conjuntos negativos con diferentes distribuciones (CHEN et al. 2016).

IDENTIFICACION DE SECUENCIAS DE MIRNAS MADURAS
Con el fin de extraer miRNAs maduros (derivados de pre-miRNAs), se utilizd la aproximacién

MiRduplexSVM, que utiliza una nueva metodologia que tiene en cuenta varios aspectos de la
biogénesis de miRNAs (KARATHANASIS et al. 2015).

CONSERVACION DE LAS SECUENCIAS SUGERIDAS ENTRE DIFERENTES CEPAS DE ZIKV
Con el objetivo de evidenciar la presencia de las secuencias de pre-miRNA y miRNAs maduros

encontradas en la cepa Natal-NGR, en otras cepas de ZIKV, se descargaron de GenBank todos los
genomas completos disponibles (ver Tabla 9 en Objetivo especifico V). Se generaron las secuencias
consenso utilizando el programa Entropy-One de la base de datos de HIV (disponible en:
http://www.hiv.lanl.gov/).

PREDICCION DE ESTRUCTURAS SECUNDARIAS DE PRECURSORES DE MIRNAS
Se utilizé el servidor web RNAfold (GRUBER et al. 2008) para predecir la estructura secundaria de

los pre-miRNAs, con los parametros por defecto.

PREDICCION DE POTENCIALES GENES DIANA
Con el fin de evaluar la complementariedad de los miRNAs sugeridos y sus presuntos genes

blanco, se empled el programa miRTar (Hsu et al. 2011). Los parametros asignados para las
hibridaciones se fijaron con un valor de corte de -14 kcal/mol de energia libre minima (MFE) y un
puntaje de alineamiento > 140. Se estudid la relacidon entre los miRNAs predichos y los transcritos
de genes diana, considerandose genes humanos implicados en microcefalia. Los nombres,


http://www.hiv.lanl.gov/

numeros de acceso y funciones en el desarrollo del cerebro de los genes incluidos en estos analisis

se indican en la Tabla 13.

Tabla 13. Genes humanos asociados a microcefalia®.

Gen N. acceso Descripcion de la proteina Role en el desarrollo del cerebro
MCPH1 AK022909 Microcefalina 1 Involucrada en la condensacién cromosdmica
WDR62 BX647726 Repetido WD en proteina 62 Desarrollo cortical cerebral, proliferacién y migracién
de precursores neuronales
Proteina 2 reguladora asociada con la
CDK5RAP2 BK005504 subunidad CDK5 (quinasa dependiente de Regula la funcién de microtubulos
ciclina 5)
CASC5 AF173994 Candidato para la susceptibilidad al cancer | Importante para el control del huso mitético
ASPM AY367065 Microcefalia Asociada de Tipo Huso Involucrado en la c3r|en.taC|on t?le Ios. husos mitéticos
Anormal durante la neurogénesis embrionaria
. . , Controla la longitud del centriolo y la funcién de los
CENPJ AF139625 Proteina J asociada al centrémero ; .
microtubulos
Regul | i i6 | cicl
STIL M74558 (SCL/TALL de locus de interrupcion c:ﬁ’;:dm de la apoptosis y progresion del ciclo
. Mantiene la organizacién y estructura del
CEP135 AB014535 Proteina centrosomal 135
centrosoma
CEP152 AB020719 Proteina centrosomal 152 Dup!IFaCIOH y forma del centriolo, polaridad celular y
motilidad
ZNF335 AK026157 Protein dedo de cinc 335 Division y diferenciacion de células progenitoras
PHC1 u89277 Regulador del desarrollo temprano 1 Involucrado en la regulacién del ciclo celular
. . . Control del ciclo celular y organizacién de
CDK6 XM_006715835 Quinasa dependiente de ciclina 6 R )
microtubulos
Proteina centromero F, 350/400ka Proteina del cinetocoro asociada con la neurogénesis
CENPF U30872

(mitosina)

cortical

® De acuerdo con (GRUNDHOFF and SULLIVAN 2011; FAHEEM et al. 2015).

HIBRIDACION ENTRE LOS MIRNAS MADUROS DE ZIKV Y LOS TRANSCRIPTOS DIANA

Con el objetivo de confirmar una hibridacion eficaz entre los miRNAs predichos de ZIKV y los
transcriptos blanco, se empled el programa RNAhybrid (REHMSMEIER 2004). RNAhybrid es una
herramienta para encontrar la energia libre minima de hibridacién entre ARNs cortos y largos y es

ampliamente utilizado para la prediccion de miRNAs diana. La energia libre minima (MFE) indica la

estabilidad de la hibridacidn. Se empled una condicién restrictiva, con un valor de corte de MFE

ajustado a -30 kcal/mol para todas las hibridaciones.




RESULTADOS

PREDICCION DE ESTRUCTURAS EN STEM-LOOP DE PRE-MIRNAS EN EL GENOMA ZIKV

La prediccién computacional representa una estrategia ampliamente utilizada y eficaz para
identificar nuevos miRNAs que pueden ser posteriormente examinados y validados por métodos
experimentales. Con el objetivo de investigar si el genoma de ZIKV contiene secuencias que
puedan formar estructuras en stem-loop de pre-miRNAs, se analizd la secuencia completa de la
cepa Natal-RGN (NUmero de acceso: KU527068). Se filtro el archivo de salida del VMir (GRUNDHOFF
2011) utilizando ajustes personalizados estrictos.

Los resultados de este analisis revelaron seis horquillas que fueron seleccionadas como posibles
pre-miRNA, sugiriendo la potencial capacidad del genoma de esta cepa de ZIKV para codificar
miRNAs. Posteriormente, clasificamos las diferentes estructuras en pre-miRNAs reales o pseudo
pre-miRNAs mediante la herramienta iMiRNA-SSF (CHEN et al. 2016). Este enfoque filtré cuatro de
las seis estructuras (MD1, MD13, MD17 y MD21) que fueron categorizadas como pre-miRNA
reales. Estas estructuras estan presentes en diferentes regiones del genoma ZIKV (Tabla 14).

Tabla 14. Horquillas predichas y secuencias maduras en el genoma de la cepa de ZIKV Natal-RGN®.

Horquilla Posicién® Regién® Score® Clasificacién® | MFE® Brazo 5'maduro

MD1 190- 275 Capside 170.1 Real -37.3 AGGCUGCCAGCCGGACUUCUGC
MD13 5125-5231 NS3 189.4 Real -37.5 UGCUUCGAGCCUUCGAUGCUGAA
MD17 8243-8336 NS5 188.2 Real -31.7 UGCAGCGUAGGUAUGGGGGAGG
MD21 10724-10808 3'UTR 188.3 Real -53.8 AGUUUCCACCACGCUGGCCGCC

®Posiciones relativas al genoma de la cepa Natal-RGN (NUmero de acceso: KU527068). bRegién gendmica.
“Valor de puntaje en VMir. dClasificacién en pseudo pre-miRNA o pre-miRNA real, segun la aproximacion
iMiRNA-SSF (CHEN et al. 2016). “MFE, Energia libre minima en kcal/mol.

CONSERVACION DE SECUENCIAS DE MIRNAS ENTRE DIFERENTES GENOMAS DE ZIKV

Como virus de ARN, ZIKV tiene un alto grado de variabilidad y heterogeneidad genética, con una
tasa evolutiva en el entorno de 0,98 x 10y 1,20 x 10° s/s/y (FARIA et al. 2016; FAIARDO et al.
2016a) (ver Objetivo Especifico IV). En consecuencia, como se comenté previamente, ZIKV se

encuentra diversificado en dos o tres linajes principales (ver Figura 22). Por estas razones nos
propusimos investigar el grado de conservacion de los pre-miRNAs y miRNAs predichos, entre las
diferentes variantes conocidas de ZIKV (ver Tabla 9).

Los resultados de este abordaje revelaron una identidad del 98% entre el pre-miRNA MD1 y las
demas secuencias disponibles de ZIKV, y del 100% considerando MD13, MD17 y MD21. Asimismo,
comparando las secuencias de miRNAs maduros con todas las variantes de ZIKV, la identidad
resultante fue de 100% en todos los casos. Asimismo, el modelo obtenido para las estructuras
secundarias de los pre-miRNAs predichos resulté idéntico al obtenido de las demas variantes de
ZIKV analizadas (Figura 29). Por consiguiente, los resultados de este andlisis revelaron que tanto



los pre-miRNAs como los miRNAs maduros predichos estdan ampliamente conservados entre
diferentes cepas de ZIKV.

Figura 29. Modelo de las estructuras secundarias de pre-miRNAs. Se muestran las comparaciones de la
estructura secundaria predicha para las secuencias de pre-miRNAs encontradas en la cepa Natal-NGR, con la
estructura secundaria derivada de las secuencias consenso (con) de otras variantes de ZIKV. Dichas
comparaciones se sefialan para MD1, MD13, MD17 y MD21, en A, B, Cy D, respectivamente, con sus valores
de energia libre minima (MFE). Las barras en la parte inferior de las estructuras denotan probabilidades de
apareamiento de bases. Las secuencias de miRNAs maduros se indican mediante una llave recta junto a cada
estructura.

PREDICCION DE POTENCIALES BLANCOS ASOCIADOS CON MICROCEFALIA PARA LOS MIRNAS

DE ZIKV PREDICHOS

Con el fin de comprender la dinamica entre los miRNAs virales y sus dianas, es sumamente
importante comprender la complejidad de la regulacion bioldgica y la interaccidn virus/hospedero.
Los andlisis in silico nos proporcionan un enfoque adecuado para poder identificar blancos de
miRNAs en base a la complementariedad parcial o completa encontrada. En el presente estudio se
utilizé la base de datos miRTar (Hsu et al. 2011) para evaluar el grado de complementariedad
existente los diferentes miRNAs predichos (MD1, MD13, MD17 y MD21) y diferentes transcriptos
de genes asociados con microcefalia. Los resultados de este anadlisis se resumen en la Tabla 15.



Como puede apreciarse, miRNA-MD1 y miRNA-MD17 hibridan con transcriptos de genes humanos
asociados con microcefalia.

Tabla 15. Genes asociados con microcefalia identificados mediante analisis in silico como blancos de
miRNAs de ZIKV predichos.

premiRNA miRNA predicho Gen blanco N. acceso Descripcion de la proteina
MD1 ZIKV-miRNA-MD1 MCPH1 AK022909 Microcefalina 1
WDR62 BX647726 Repetido WD en proteina 62

Proteina 2 reguladora asociada con la subunidad

CDK5RAP2 BK005504
CDK5 (quinasa dependiente de ciclina 5)

ASPM AY367065 Microcefalia Asociada de Tipo Huso Anormal
CEP152 AB020719 Proteina centrosomal 152
ZNF335 AK026157 Protein dedo de cinc 335
PHC1 u89277 Regulador del desarrollo temprano 1
CENPF U30872 Proteina centrémero F, 350/400ka (mitosina)
MD17 ZIKV-miRNA-MD17 CENPF U30872 Proteina centrémero F, 350/400ka (mitosina)

HIBRIDACION EFECTIVA ENTRE MIRNAS PREDICHOS Y TRANSCRIPTOS HUMANOS

Con el fin de evaluar el grado de hibridacién entre miRNA-MD1 y miRNA-MD17 y sus transcriptos
blancos identificados, observamos sus patrones de hibridacién y calculamos la energia libre
minima en cada caso. Como se comentd previamente utilizamos condiciones muy estrictas,
imponiendo un valor de corte para cada hibridacion de -30 kcal/mol. Los resultados se detallan en
la Tabla 17.



Tabla 17. Hibridacién efectiva entre miRNAs predichos de ZIKV y transcriptos humanos.

®Posicion 5° del blanco al que se hibrida el miRNA.



DISCUSION

Los miRNAs juegan un papel fundamental en diversos procesos bioldgicos tales como crecimiento
y proliferaciéon celular, diferenciaciéon de tejidos, desarrollo embrionario y apoptosis. Como
consecuencia, su desregulacion altera la expresién génica pudiendo tener consecuencias
patolégicas (FAHEEM et al. 2015). La microcefalia se caracteriza por una reduccién de la
circunferencia occipitofrontal (OFC) de la cabeza de al menos 4 desviaciones estandar (SD) por
debajo del promedio para la edad y sexo, y es causada por un desarrollo insuficiente del cerebro
fetal que afecta principalmente a la corteza cerebral (FAHEEM et al. 2015). Varios genes han sido
asociados a casos de microcefalia en varias poblaciones alrededor del mundo, entre ellos
Microcefalina 1, WDR62, CDK5RAP2, CASC5, ASPM, CENPJ, STIL, CEP135, CEP152, ZNF335, PHC1,
CDK6 y CENPF (HussAIN et al. 2012b) (ver Tabla 13).

Modelos murinos han proporcionado pruebas significativas de que ZIKV puede afectar el
desarrollo de células cerebrales y producir microcefalia (LI et al. 2016; Rossl and VASILAKIS 2016).
Sin embargo, los mecanismos por los cuales ZIKV altera el desarrollo neurofisioldgico siguen
siendo desconocidos. Estudios recientes revelaron la capacidad de ZIKV de codificar miRNAs (PYLRO
et al. 2016), lo que se correlaciona con los resultados encontrados en el presente trabajo (ver
Tabla 14). Se analiz6 la cepa de ZIKV Natal-RGN, que fue aislada del tejido cerebral de un feto
diagnosticado con microcefalia (MLAKAR et al. 2016). A través de abordajes in silico, utilizando
condiciones muy estrictas, se evidenciaron cuatro nuevos miRNAs ubicados en diferentes regiones
gendmicas, cuyas secuencias se encuentran altamente conservadas entre diferentes cepas de ZIKV
(ver Tabla 14 y Figura 29). Ademas, se observd que dos de ellos (MiRNA-MD1 y miRNA-MD17)
hibridan con transcriptos de genes que previamente habian sido asociados con microcefalia (Tabla
15). En particular, bajo condiciones muy rigurosas (MFE > 30,0 kcal/mol) se evidencié que miRNA-
MD1 hibrida eficazmente con MCPH1, WDR62, CDK5RAP2, ASPM, ZNF335 y CENPF, mientras que
ZIKV-miRNA-MD17 lo hace con CENPF (Tablas 16 y 17). Todos estos genes relacionados con
microcefalia han sido encontrados regulados negativamente en estudios in vivo utilizando un
modelo murino para la infeccidn por ZIKV, lo que condujo a la interrupcién del desarrollo neuronal
generando microcefalia (LI et al. 2016).

Por otra parte, uno de los miRNAs predichos en este estudio (miRNA-MD21) se encontrd ubicado
en la region 3’UTR del genoma de ZIKV (Tabla 14). Los Flavivirus se caracterizan por tener una
3’UTR relativamente larga y altamente estructurada (CLARKE et al. 2015). En esta regidn contiene
varias estructuras en stem-loop y otras estructuras terciarias conservadas entre los diferentes
miembros de este género (HAHN et al. 1987), impidiendo la degradacidn por RNasas (PIILMAN et al.
2008). Uno de estos stem-loops, el 3'SL, estad situado en el extremo final de la 3'UTR y ha
demostrado ser crucial para la replicacion viral, interactuando con diferentes proteinas (YU et al.
2008).

Con el objetivo de investigar la ubicacién y las posibles funciones de miRNA-MD21, se modeld la
estructura secundaria de la 3'UTR de la secuencia consenso obtenida a partir de los genomas de
ZIKV (Figura 30).



Figura 30. Modelo de la estructura secundara de la 3’UTR de ZIKV. Los nombres de las distintas estructuras
en stem-loop (SL) se indican al lado de cada una. La secuencia 5’-ACAG-3’, conservada entre Flavivirus en el
loop del 3’'SL se indica por una llave roja. La secuencia del miRNA-MD21 maduro se sefala con una linea
negra. La barra inferior denota la probabilidad de apareamiento de bases.

Se pudo evidenciar que el pre-miRNA MD21 es idéntico al 3°'SL de los Flavivirus y contiene la
secuencia corta 5'-ACAG-3’ en el bucle superior del 3'SL, que esta conservada entre los diferentes
miembros de este género (Figura 30). Estudios recientes revelaron la produccion de un miRNA
(KUN-miR-1) del 3’SL de la 3'UTR de WNV (HUSSAIN et al. 2012a; ROBY et al. 2014). Se demostrd que
la produccion de este miRNA era necesaria para una replicacién eficaz de WNV en células de
mosquitos. Asimismo, se evidencié que KUN-miR-1 funciona a través de la regulacidon de la
expresion del factor de transcripciéon GATA4, que a su vez es necesario para facilitar la replicacién
del WNV en las células de mosquito (HUSSAIN et al. 2012a). Con el fin de observar si GATA4 puede
ser un blanco para miRNA-MD21, se calculd su hibridacién (Tabla 18). El resultado de este analisis
reveld que miRNA-MD21 tiene la capacidad de hibridar con el factor de transcripcion GATA4 de
Aedes aegypti (Tabla 18).

Tabla 18. Hibridacion efectiva entre miRNA-MD21 y el transcripto del gen GATA4 de Aedes aegypti.



Asimismo, estudios recientes reportaron la produccidn de otro miRNA a partir de diferentes
estructuras en horquilla localizadas en la 3’UTR de DENV-2 en células de mosquitos infectados
(HussAIN and AsGARI 2014). Por lo tanto, existe una creciente evidencia sugiriendo el papel de la
3’UTR de Flavivirus como fuente de miRNAs, lo que apoya los resultados obtenidos en el presente
estudio. Sin embargo, diferentes detalles de los mecanismos de generacidn de estos miRNAs y sus
potenciales funciones en la replicacién viral en hospederos invertebrados requiere ain de una
investigacién mas profunda (CLARKE et al. 2015).

Los resultados del presente estudio sugieren el posible rol de miRNAs codificados por ZIKV en la
modulacién de la expresién de genes humanos asociados con la ocurrencia de casos de
microcefalia. Se sugieren diferentes miRNAs candidatos que deben ser confirmados por analisis
experimentales.



CONCLUSIONES

Los resultados de este trabajo revelaron la capacidad del genoma de ZIKV de codificar miRNAs,
concordando con estudios recientes (PYLRO et al. 2016). Mediante aproximaciones bioinformaticas,
utilizando condiciones altamente estrictas, se encontraron cuatro presuntos miRNAs en el genoma
de la cepa Natal-RGN, aislada del tejido cerebral de un feto diagnosticado con microcefalia. Estos
miRNAs se ubican en diferentes regiones del genoma de ZIKV y sus secuencias estan ampliamente
conservadas entre diferentes cepas de ZIKV. Dos de estos miRNA (miRNA-MD1 y miRNA-MD17)
hibridan efectivamente bajo condiciones altamente rigurosas con transcriptos de genes que
fueron previamente asociados a procesos que dan lugar a casos de microcefalia. Por otra parte, se
predijo la presencia de miRNA-MD21 en el 3’SL de la 3’UTR del genoma de ZIKV, reforzando
resultados de estudios recientes que sugieren el potencial de este extremo gendmico como fuente
de produccién de miRNAs. Estos resultados sugieren un posible papel de miRNAs codificados por
ZIKV en la modulacion de la expresién de genes humanos asociados a casos de microcefalia, los
que requeriran ser examinados y validados por métodos experimentales.
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ANEXO I: MATERIAL SUPLEMENTARIO




Tabla Suplementaria 1: Sustituciones aminoacidicas encontradas entre diferentes genomas completos de variantes uruguayas de DENV-1°.
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Figura Suplementaria 2. Alineamiento de secuencias aminoacidicas de la regién codificante completa de cepas de ZIKV“.

1
| CAPSIDE

150
PEE -MEMBEEANZA |

MENPEFESGGER IVHM LER GV ARV SPEGG LERLPAGLLLGHGPIEMVLA T LAF LEF TATKP SLGLINEWGS VGEEFE AME T TFEFEFD LARM LE TTN AR FE FER RGADT SVGIVGL LLT TAMA ARV TRERGS AN YMY LDERND AGEAT SEPTT

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e | o e e e e e e e e

B T e e - R

———————— e e e =T}

151

301

l 200
I PRE -MEMBRANE I
LGMNECY I TMD LGEMCDA TMSYE CPMLD EGVEP IOVDCWC HTT STHVV Y G TCHERKGE ARRS RRAVT LPS BS TRE LOTRSOTWLE SREYTKHE LIRVENW IFRNP GFA LA AAA TAWLLGS ST SOKVIYLVMI LLI APZAYS IRCIGVSHED

———————————— e ————— e T ————— e

450
| ENVOLTUEA |
EVEGMESGGTWVDVY LEBGECV TVMAQDER TVDIE LV TTTVEIMAEVESY CYEAS TSTIMA SO SECPTROGEAY LD DS IT WV CERT LVDRGW @GOG LE GHGE LVT CARFACSKEM TGK S IOPENLEY RIM LS VEG SOHSGMI VD TGHET

—————— B o T

S S . —

=




451 l 600
ENVOLTUEA |

|
¥75270 £5 DENRAKVETTPNSPRAEAT1GGECSLGLD CE PRT GLOESDLYYL TMNNKEMW LVEKEWER DI PL PWHAG DT GT PEWNKEA LVEFKTARAKFO TV VLGS OECAVETA LA GAL EARM GAKGR LS SCELKCR LIMDKLRLKGVSY SLCTA

g ST EE —m mm —mm o e e T -
B S ——————————————
EUEBLOBE == mm mmm mm oo e oo e e e e -
BUERLDEL mmmm oo oo

KU707T826
KU744653
KUs05958
KUs01215
KU321e39
EU740184
KU3&5780
KU3&5779
KU312312

_—_————— e — A ______&_ —_

&01 l 750
ENVOLTURR

KUSZ7068

U4 5755 —m —m ——mmm o -

IS PO 4D — = —mm = e T -

KUegl082
KUegl081
e
EU744&8353
KUs5059358
KUs01215
KU321839
KEU740184
KU23&5780
K2e5773%
EI312312

KUSZ7068
KU497555
KUST0645
KUegl082
KUeg81l081 ——— -
KU7o782€e T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T T
KU744653 .,
KUs05958
KUs0121s
KU321835
EU740184
KU3&5780

BT T mm o o o o -

b b

152



201 l l l 1050
I N51 I

#7720 £ PYNE LB GWREWGK SY FVRAKTNNS FVVDCDTLKE CPLERRAWNS FLVED HGE G FHT SVWLKVRED YSLEC DPAVT GTAVK R AVHSD L YWT ES EXNDTHR LKRAHLTEMKTCEWPKS HTLWADGT £E SDLTT PKS LAGPLSHENT

KT STEES —mmm ——m m = mm e B e e T

KUSTOELS ——————————————————
KUEE1082 ——————————————————
KUEE1081 —————————————m ==

BUTOTEZE ——mmmmm e e e e e

] - ] ——— T

—————— e e e e e e e e e e e =B~ —_———————.— il Rl i ————

e e e e e e B e e e e e e e e e e e e e ——— e T e e e e e e e e

———— e e ——— e = T e e e e —————

KT 4485 —mmm oo o a1

KUS03538 —————————————-H

= s

e < ———— ——— e = T e e e e —————

——— e T e e e e e

i S S

KT 0L B~ mm o o e T
KUZ&E5T 80 < EEE——————.—, e
= = O, S
i b R e

1051 l 1200

| HE51 H52A |

¥75277 <5 REGYRTOMKGPWHSEELETRFEEC PGTRVEVEETCGTRGPS LRS TTASGRV IEEWC CRE CTMP PLS FRAKD GCWYGME TRPRKEPE SNLVR SVVTAGS TORMDEE SLOVLVILIMVIE GLKKRMT TR LI STSMAVLVAMILGGE SSDL
KUESTEES —— = = m e e e e e e e e e e e e e e e -

B O 4D == mm e e e -

KUE21082 Y S —
RUEBLOBL oo N
KT QT B = mm mmm o e
KUT44653 e e e e e

R T
= T —

e | e —— ——— e e

T I
EUT40184 —————m——mmm——mmm——
EUSESTED ——————————————————
KUZESTTY ———mmmmmmmmmmmmm

L b < et

——— _H___ ———— e e ——— e e

——————— e ———— e M

e | e —— ——— e e

1201 l 1350
I NS2A I

§1527C £5 AKLATIMGATSARMNTGOVARLALT AAFKVRPALLVSE ¥ RANWT PRE SMLLALASCL LOTATSALE GDLMV LINGE ALAWLATRAMVVPRTINI TLAT LAALTPLARGTLLVAWRAGLAT CGGMLLS LKGKG SVKKNLPFVMALGLT

R R e I
BT P —m mm m e o
KR L B~ o

——— T ——————————————————————————————————————— ——— e e

KUgBl081
ET70782¢8
KU744€53
KUs05558
KUsS01215
KU3Z1e3%
KU740184
KU3&5TE0
KU3&5773

e

B T e 1

153



1351 l 1500

KUSZ27068
KU&97555
KUS 70645
KUe81082
KUeg81081
KU70782e
KU744853
KU5055958
KUs0121%
KU321&835
KU740184
KU3&5780
KU3&5773
KU312312

KUsz27068
KU&597555
KUs 70645
KUegl0g2
KUeg1081 L
KU70782€e
KU744853
KUs05558
KUs0121%
KU321&835
KU740184
KU3&5780
KU3&5773
KU312312

—_————————— e e =T =

SoI5. i IYGNGVVIKNGSYVSATTOGRRERET PVECF EPSMLKKKOLTVLDLAPGAGKTREV LPE IVRE ATK TR LRTVI LAPTRWAREMEE AL RGL PVRYMTTAVIVTHS GTE IVD LCRATE TSRL QP IRVPNYNLYTMDEAF TOPS STARR

BTG STEES —— =~ mm ——m—mmm e

B FE S —mmm mmm o

KUeglogz
KUegl081
KU70782€
KU744853
KUs05958
KUs01215
KU321e35
KU740124
KU3&5780
KU2&5773
KU312312

154



1801 1350

KUS27068
KU&975585
KUS 70845
KUeglogz
KUeg81081
KU70782€
KU744€53
KUs03558
KUs501215
KU321€£35
KO740184
KU2e5780
KO2e5773
KU312312

KU5z27068
KU&5975558
KUS 70645
KUe81082
KUeg81081
K70782e
KU744£53
KUs05558
KUs0121%
KU321€35
KU740184
KU3&57E0
KU3&€5775
KU312312

KUS27068
KU4975585
KUS 70845
KUeglogz
KUegl08l
KU70782€
EU744€53
KUs03558
KUs01215
KU321€£35
KU740184
KU2e5780
KU2e5773
KU312312

| NS3 I

————————— e e e e e e e e e T e ——— ——————————_——_———_——_———_————————_———_——_———————————— e e e e e —— ——————_————————————————————————————_——

1351 l l 2100
| NS3 I

e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e s e e e e T e e e e e e e e e e e
e e e e —————————————————————————————————————————————————————————————_EE M e e e e
e e e e ————————————————————————————————————————————————————_————————EE M e

2101 2250
|

NE3 HN54A

155



2251 2400
| NS4B |
KU5270 65 ROMATITMVAVG LLGLITANE LW LERTESD LSH IMGEREE GAT IGEFSMOTDLE PASEWAT YAALTTF ITPAVUHAVT TEY NN YS LMAMAT R GVLFGMCEIMPE YAWLF GVP LLMIGCY SOLTPLT LIVAT TILLVAHYMYLIPGLOARR

K 7SS —mmm

KUSTOELE —
EUeBl0EZ —
EUeBlogl —
EU707828 —

KT 4485 mm oo e e D S

BD 000 O o
KUS01215
EU221533
BT AL B o e e o e
KU265720
KU365773
KU312312

2401 l 2550
HNS4B HE5 |

KU5 27065 ARAACFRTAACTMENPVVO GIVVTOIDTMTI DFOVE EEMGOVLL IAVAV SSAT L SR TAWGWGE ACA LT TAA TS TLWEG SPHEYWHS STATS LCNIFRGSY LAGAS

K TS B —m mm e o e e T
KB T 45— mm mmm mm m o o e T
R e B e
KUEE1081

BT T8 == m o o e T
KT 4485 —mmm oo o E o e T

EUs05558
EUS0121%5
EU321e3%

BT A0 B o e o e T

RS T B ——mm m e e e e e e T e
EU3&5773
EU312312

| NS5

KUS27065

K TS B —m mm o o -
1 S
11—
BUEBLOBL oo N

EUTO7828
EU744€53

BSOS B —mmm e e -

T

EUE0LE 1S ———mm e e e e e e e e ]
EU321e3%
EU740184
EU3E&5TE0
EU3&5773
EU312312

156



2701 l 2850
| N35 |

07270 2 IKVLCPYTSTMMETLERLORRYGCCLVEY PL SR STHEMYWVSCAKSNT IKSVS TTS0L LL GRMOC PRRPVEYEED VN LGS GTRAVVS CAEAPHMK LT QIRIE R RSE RAETWE FIENHP YR TWAYHCSYEA PIQCSASS LINGVVRLLS

i e U e S

EUEE1082 —
EUEE1081 V-
EUTOTEZE —m———mmmmmmmmm oo
EUT44653 —-
KUS053 38

D ol

B

2851 3000
HES |

|
5772 27 KPWOVVTGYTGTANTD PTPYGOORVE KEKVD TRV PO POE T ROVMSMVS SW LWKE L GREKR PRVCTKE EF TNKVE SNAALGAT FEE EXEWKTAVEAVNTPREWALVIKEREHH LR GEC S CVYIMMCKRERKOGE FGRRKGS RATWYIAN

K TS S —m o e -

BB B ] —m e -
BT 0T B —m e e o -

L

3001 l 3150

KUS 27068
KU&275558
KUST0645
KUegl082
KUeB1l081
KU70782¢&
KU7446353
KUs05958
KUs0121%
KU321835
EU740184
KU3&5780
KU2e57739
KU212312

157



3151 3300
NS5 |
KUS 27068

K 7T S ———m mmm —m m o o e e e -
1= - —————————————.——
1
BB R LOE L —m o m e oo o e e
BT QT8 BB == m e o o o o e o
BT B 8 —m oo oo o e
B 98 0 —m o m e o e e e
HUE 012 15 mm o m e oo o e e
B2 18T mm o oo oo o e e
BT L B —m o oo o e
BB EE TR0 —m o mmm o o e e
BT TS mm o o o e e o
L R

3301 3410

KU527068
KU497555
KOS 70645
EUeg1082
EUggl081
EUT0782e

BT 44 58 mmmm e m e e
BT 00 0 mm o e
1 1<
T
BT A0 B —m e e
T
Ty L 1
T 3

“Alineamiento de las secuencias aminoacidicas de diferentes cepas de ZIKV. Las secuencias se indican de acuerdo a su nimero de acceso (ver Tabla X) sobre la
izquierda de la Figura. La identidad con la cepa NatalRGN/Brazil/2015 (nimero de acceso KU527068) se indica por un guion. Los nimeros sobre el alineamiento
indican la posicién aminoacidica en la poliproteina. Cada secuencia proteica estd indicada por diferentes colores. Las cepas NatalRGN/Brazil/2015 (KU527068),
ZKV2015/Brazil/2015 (KU497555) y FB-GWUH-2016 (KU870645) fueron aisladas de casos de microcefalia (Mlakar et al., 2016; Calvet et al., 2016; Driggers et al.,
2016) y se indican en itélicas. Las sustituciones Unicas encontradas en las cepas NatalRGN/Brazil/2015, ZKV2015/Brazil/2015 y FB-GWUH-2016, se indican por
flechas negras, rojas y azules, respectivamente.
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Zika virus (ZIKV) is a member of the family
Flaviviridae. In 2015, ZIKV triggered an epi-
demic in Brazil and spread across Latin
America. By May of 2016, the World
Health Organization warns over spread of
ZIKV beyond this region. Detailed studies on
the mode of evolution of ZIKV strains are
extremely important for our understanding of
the emergence and spread of ZIKV popula-
tions. In order to gain insight into these
matters, a Bayesian coalescent Markov Chain
Monte Carlo analysis of complete genome
sequences of recently isolated ZIKV strains
was performed. The results of these
studies revealed a mean rate of evolution of
1.20 x 1072 nucleotide substitutions per site per
year (s/sfy) for ZIKV strains enrolled in this
study. Several variants isolated in China are
grouped together with all strains isolated
in Latin America. Another genetic group
composed exclusively by Chinese strains were
also observed, suggesting the co-circulation of
different genetic lineages in China. These find-
ings indicate a high level of diversification of
ZIKV populations. Strains isolated from micro-
cephaly cases do not share amino acid
substitutions, suggesting that other factors
besides viral genetic differences may play a
role for the proposed pathogenesis caused by
ZIKV infection. J. Med. Virol.

© 2016 Wiley Periodicals, Inc.

KEY WORDS: Zika; coalescent; bayesian;
evolution; microcephaly

INTRODUCTION

Zika virus (ZIKV) is a flavivirus, whose natural
transmission cycle involves mosquitoes vectors from
the Aedes (Ae.) genus, while humans are occasional
hosts [Hayes, 2009]. Clinical manifestations of
disease range from asymptomatic cases to fever,

© 2016 WILEY PERIODICALS, INC.

headache, malaise, and cutaneous rash. ZIKV is
transmitted primarily by Ae. aegypti mosquitoes
[Hayes, 2009]. Other mosquitoes species, like
Ae. albopictus, can transmit the virus. Both mosqui-
toes species are found throughout the Americas,
where also transmit Dengue and Chikungunya
viruses [Hennessey et al., 2016].

ZIKV genome consists of a single-stranded positive
sense RNA molecule of 10,794 nt in length. It has two
non-coding regions at the 5 and 3' end of the
genome. This genome encode for a single long open
reading frame encoding a polyprotein that is cleaved
into capsid (C), precursor of membrane (prM),
envelope (E), and seven non-structural proteins (NS)
[Kuno and Chang, 2007].

ZIKV was isolated for the first time in 1947, from
the blood of a sentinel Rhesus monkey stationed in
the Zika forest, Uganda [Dick et al., 1952]. Although,
ZIKV enzootic activity was reported in diverse coun-
tries of Africa and Asia, few human cases were
reported until 2007, when an epidemic took place in
Micronesia [Duffy et al., 2009]. A large ZIKV
outbreak took place in French Polynesia during
2013-2014 and then spread to other Pacific Islands
[Musso, 2015]. In early 2015, a ZIKV epidemic
outbreak took place in Brazil, currently estimated at
440,000-1,300,000 cases [Campos et al., 2015]. By
January 20th, 2016, ZIKV locally transmitted
cases were reported from Puerto Rico and 19 other
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countries or territories in the American region to the
Pan American Health Organization [Hennessey
et al., 2016]. Several studies have raised concern
about the possible relation among microcephaly and
ZIKV infection [Schuler-Faccini et al., 2016].

Recent phylogenetic studies estimates a single
introduction of ZIKV in the American region occurred
between May and December of 2013. This is more
than 12 months prior the detection of ZIKV in Brazil.
This date coincides with an increase of passengers
flying to Brazil from ZIKV endemic areas, and with
outbreaks in Pacific Islands [Faria et al., 2016].

By May of 2016, the World Health Organization
expressed concern over spread of ZIKV beyond Latin
America [Gulland, 2016]. In order to gain insight into
the current situation of the ZIKV outbreak, a Bayes-
ian coalescent analysis of recently isolated ZIKV
strains, including strains isolated from microcephaly
cases and for whom complete genomes are known,
was performed in order to investigate evolutionary
rates, population dynamics, and patterns of
evolution.

MATERIALS AND METHODS
Sequences

Complete coding sequences of 39 available and
comparable ZIKV strains (10,269 nucleotides) were
obtained from GenBank (available at: http:/www.
ncbi.nlm.nih.gov). For strain names and accession
numbers see Supplementary Material Table S 1.
Sequences were aligned using the MUSCLE program
[Edgar, 2004].

Bayesian Coalescent Markov Chain Monte Carlo
(MCMC) Analysis

In order to gain insight into the evolutionary rate
and mode of evolution of currently circulating ZIKV
strains, we used a Bayesian MCMC approach
as implemented in the BEAST package v.1.8.0
[Drummond and Rambaut, 2007]. First, the optimal
evolutionary model that best fitted our sequence

Fajardo et al.

dataset was identified using FindModel software
(available at: http:/hiv.lanl.gov/content/sequence/
findmodel/findmodel.html). @ Akaike Information
Criteria (AIC) and the log of the likelihood (LnL)
indicated that the GTR+I" model was the most
suitable model. Both strict and relaxed molecular
clock models were used to test different dynamic
models (constant population size, exponential popu-
lation growth, expansion population growth, logistic
population growth, and Bayesian Skyline). To
account for uncertainty of sampling date, precision
values were included for sequences that only indi-
cated its sampling year. Statistical uncertainty in
the data was reflected by the 95% highest posterior
density (HPD) values. Results were examined using
the TRACER v1.6 program (available from http://
beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). Convergence was obtained
for two independent runs with 40 million genera-
tions, after a burn-in of four million steps, which
were sufficient to obtain a proper sample for the
posterior, assessed by effective sample sizes (ESS)
above 200. Models were compared by AICM from the
posterior output of each of the models using
TRACER v1.6 program. Lower AICM values indicate
better model fit. The Bayesian Skyline model was
the best model to analyze the data. Maximum clade
credibility trees were generated by means of the use
of the Tree Annotator program from the BEAST
package. Visualization of the annotated trees was
done using the FigTree program v1.4.2 (available at:
http://tree.bio.ed.ac.uk).

RESULTS

In order to determine the evolutionary rate and
mode of evolution of the currently circulating ZIKV
strains, a Bayesian MCMC approach was employed
as implemented in the BEAST package v.1.8.0
[Drummond and Rambaut, 2007]. The results shown
in Table I are the outcome of 40 million steps of the
MCMC, using the GTR+I" model, a strict molecular
clock, and the Bayesian Skyline model.

A mean rate of 1.20 x 10 2 nucleotide substitutions
per site per year (s/s/y) was obtained for the ZIKV

TABLE I. Bayesian Coalescent Inference of ZIKV Strains

Group® Parameter Value® HPD* ESs?
ZIKV full-length coding sequence Prior —2657 —2673 to —2640 2232
Posterior —22566 —22584 to —22548 3101
Log likelihood —19909 —19920 to —19899 6369
Clock rate® 1.20 x 107 9.51x 107" to 1.41 x 1073 1967
tMRCA' American clade 2.063 2.4398 to 1.7244 1773
11/02/2014 27/09/2013 to 15/06/2014
tMRCA! American-China clade 2.774 3.2125 to 2.4054 2663
28/05/2013 19/12/2012 to 09/10/2013

“See Supplementary Material Table SI for strains included in this analysis.

In all cases, the mean values are shown.
“HPD, high probability density values.
4RSS, effective sample size.
“Clock rate was calculated in substitutions/site/year.

tMRCA, time of the most common recent ancestor is shown in years. The date estimated is indicated in bold.
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[Wang et al., 2016]. These changes in prM could play
a role in virulence or improved fitness. More studies
will be needed to address this important issue.

Previous phylogenetic analysis characterized two
major genetic lineages of ZIKV, the African and
Asian lineages [Haddow et al.,, 2012; Faye et al.,
2014]. Very recently, phylogenetic analyses based on
ZIKV E and NS5 genes revealed the presence of
three distinct lineages, (Asian/American lineage,
African lineage 1, and African lineage 2) [Shen
et al., 2016]. These studies also revealed important
phylogeographic roles of two African countries,
Senegal and Cote d’Ivoire, in ZIKV evolution and
divergence [Shen et al., 2016]. Moreover, these
studies revealed the migration of ZIKV from Senegal
to the Asian countries and Pacific islands. Senegal
was also suggested as the geographic origin of
all known ZIKV epidemics outside Africa [Shen
et al., 2016]. This is in agreement with the results of
this work, since ZIKV strains belonging to the
cluster exclusively composed by Latin American
strains have a close genetic relation with strains
isolated in the French Polynesia (see Fig. 1).
Moreover, this is also in agreement with recent
studies that revealed that the closest strain to the
one that emerged in Brazil was isolated from
samples from French Polynesia that spread to the
Pacific Islands [Musso, 2015].

The time of the most recent common ancestor
(tMRCA) of all Latin American ZIKV strains was
estimated around February 2014 (95% HPD: Septem-
ber 2013 to June 2014) (Table I). This result is in
line with recent studies that estimate the tMRCA
of Brazilian isolates between August 2013 and
April 2014 [Faria et al., 2016]. This clade is not
exclusively composed of Latin American strains, as
several Chinese strains can be observed (Fig. 1, in
red). These strains seem to derive from imported
cases from Latin American variants. This has also
been observed in other regions of the world [Massad
et al.,, 2016], as is the case of strain Brazil/2016/
INMI1, isolated in Rome, Italy, of Brazilian origin.
Interestingly, another cluster composed exclusively of
Chinese strains can be observed (Fig. 1, in blue). This
Chinese genetic lineage shares a common ancestor
with Latin American strains, which was estimated
in May 2013 (95% HPD: December 2012 to October
2013), short before the circulation of an ancestral
variant that give rise to both Latin American and
French Polynesian strains (Fig. 1), recently, dated to
May 2013 (confidence interval: December 2012 and
September 2013) [Faria et al., 2016]. This finding
suggests that this Chinese genetic lineage should
have probably evolved from an ancestor that circu-
lated in the Pacific Islands outbreak in 2013. This
co-temporal circulation of viral lineages with different
evolutionary histories suggests that ZIKV diversifica-
tion may be greatly underestimated. This may be
related to the fact that most of ZIKV infections are
asymptomatic, and symptomatic diseases are

J. Med. Virol. DOI 10.1002/jmv
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generally mild with clinical manifestations that can
be mistaken with other arboviral infections, leading
to misdiagnosis and underreporting [Haddow et al.,
2012]. This was the case in Micronesian outbreak of
2007, where patients were initially diagnosed with
dengue fever [Lanciotti et al., 2008; Duffy et al.,
2009]. Another important aspect that supports this
observation is that ZIKV natural transmission cycle
involves mainly Aedes mosquitoes and monkeys,
while humans and other mammals act as occasional
hosts [Darwish et al., 1983; Hayes, 2009; Faye et al.,
2014]. However, humans may act as potentially
reservoirs hosts in urban cycles if they exhibit high
and sustainable level of viremia [Duffy et al., 2009].
Therefore, although it has been suggested that ZIKV
is mainly maintained in nature in its sylvatic cycle,
the serological evidence suggest a high incidence of
ZIKV circulation in humans [Duffy et al., 2009; Faye
et al.,, 2014]. Moreover, the potential of ZIKV as an
emerging disease that can easily spread around the
world can be supported by the extent of the current
Latin American outbreak, as well as the observation
of a different genetic lineage circulating in China,
which may have probably remained undetected in the
absence of this American epidemic.

Interestingly, although all Latin American strains
enrolled in this study are assigned to the same
cluster, strains isolated from microcephaly cases are
not identical and cluster in different branches of the
cluster (see Fig. 1). A more detailed study of ZIKV
strain NatalRGN/Brazil/2015 genome, isolated from
fetal brain tissue from a microcephaly case [Mlakar
et al., 2016], reveal four unique amino acids substitu-
tions in relation to all other strains enrolled in these
studies, three of them in NS1 protein (substitutions
K143E, T230A, and M346V) and one in NS5 protein
(T3I). A similar analysis of ZIKV strain ZKV2015/
Brazil/2015, isolated from amniotic fluid of fetuses
with microcephaly [Calvet et al., 2016] revealed three
unique amino acid substitutions in relation to all other
strains enrolled in these studies, one in the envelope
(E) protein (substitution S287E), one in the NS2A
protein (substitution L107F), and one in NS5 protein
(substitution E579V). Strain FB-GWUH-20186, isolated
in 2016 from fetal brain [Driggers et al., 2016], reveal
nine unique amino acid substitutions in relation to all
other strains enrolled in this studies, which
are substitution F147L in pre-membrane, V3901 in
envelope, G108A and K224Q in NS1, M38V in NS2B,
T462A and M467L in NS3, A171T and R538C in NS5
proteins. As it can be observed, none of these substitu-
tions are shared among recently published microceph-
aly-case genomes. This is in agreement with recent
and previous reports [Calvet et al., 2016; Faria et al.,
2016; Mlakar et al., 2016].

CONCLUSIONS

Taking all these results together, high evolutionary
rates and fast population growth characterize the
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population dynamics of ZIKV strains that emerged in
the Latin American region. Difficulties to diagnose
ZIKV infections have historically lead to low number
of reporting cases and limited sequence availability.
However, both the serological evidence of high level
of ZIKV circulation in humans, and the observation
of a genetic lineage in China that cluster apart from
Latin American outbreak strains, indicate a high
level of diversification of this viral agent. These
observations also suggest the potential of ZIKV as an
emerging disease capable to rapid spread to different
regions of the world. Strains isolated from microceph-
aly cases do not share amino acid substitutions,
suggesting that other factors besides viral genetic
differences may play a role for the proposed patho-
genesis caused by ZIKV infection.
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