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Resumen 

El género Flavivirus, perteneciente a la familia Flaviviridae, comprende una amplia variedad de 

arbovirus (virus transmitidos por vectores artrópodos) entre los que se incluyen numerosos 

patógenos humanos. Debido a que este género incluye virus que son transmitidos por mosquitos o 

garrapatas, así como por especies sin vector conocido o que sólo circulan en artrópodos, los 

Flavivirus representan un modelo ideal para estudiar la evolución de enfermedades transmitidas 

por vectores. La exploración de estos mecanismos nos permite obtener información fundamental 

para interpretar el origen y la dispersión de diferentes enfermedades emergentes y re-

emergentes. El creciente reporte de secuencias de genomas completos de distintos Flavivirus ha 

permitido afinar nuestra comprensión 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 características 

epidemiológicas y las relaciones filogenéticas de las especies que integran el género Flavivirus. Los 

resultados de estos análisis evidenciaron la asociación diferencial de los distintos Flavivirus en 

grupos genéticos de acuerdo a su rango de hospedero, vector transmisor, enfermedades que 

causan, así como a otras interesantes características epidemiológicas, ecológicas y geográficas. 

Asimismo, se exploraron y resolvieron algunas discrepancias filogenéticas existentes entre 

reportes previos, lo que permitió profundizar en el entendimiento de la diversidad, interrelación y 

dispersión geográfica de los Flavivirus, a partir del análisis filogenético más extenso realizado hasta 

la fecha. Además, la información derivada de este enfoque permitió optimizar una metodología de 

Real-Time PCR para la detección y discriminación de los Flavivirus asociados a enfermedades en 

humanos.  

Por otra parte, nos enfocamos en el análisis 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 años de 

ausencia de reportes en el Uruguay, en 2016 volvió 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 

que en la presente tesis se investigaron las diferentes características genéticas y antigénicas de las 

distintas variantes de DENV que emergieron en nuestro país.  

Los resultados obtenidos evidencian una llamativa heterogeneidad genética entre las diferentes 

cepas obtenidas de casos autóctonos, lo que revela la co-circulación 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 simultáneos causados por múltiples cepas de 

DENV-1 que se introdujeron y diseminaron independientemente. En consecuencia, se logró 

concluir que nuestro país es más permeable de lo pensado al ingreso de cepas de DENV, así como 

a la generación de ciclos de transmisión locales que promuevan la ocurrencia de brotes 
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epidémicos. Estos resultados deben alertar sobre la posible emergencia de otros arbovirus 

circulantes en la región que son transmitidos por el mismo vector, como ZIKV o CHIKV, así 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 permaneció prácticamente oculto, confinado a ciclos de transmisión enzoótica 

en África 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 Pacífico Sur y finalmente en las Américas. Esta última epidemia, con una 

incidencia sin precedentes, reveló la asociación de la infección por ZIKV con la ocurrencia de 

malformaciones congénitas severas y trastornos autoinmunes, lo que desencadenó una 

preocupación generalizada debido a su potencial como amenaza para la salud pública 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 dispersión geográfica, así como 

sus características epidemiológicas y clínicas. 

Los resultados obtenidos indican que la dispersión de ZIKV en las Américas se caracteriza por altas 

tasas evolutivas y un rápido crecimiento poblacional. Se logró evidenciar una co-circulación 

temporal de distintos sub-linajes en las Américas y el Pacífico Sur, lo que sugiere la existencia de 

una significativa subestimación de la diversificación genética y geográfica, así 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 están más 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 último, en base a aproximaciones 

bioinformáticas realizadas con condiciones altamente estrictas, se observó la capacidad del 

genoma de ZIKV de codificar miRNAs, sugiriéndose el potencial papel de estos en la modulación de 

la expresión de genes humanos asociados a casos de microcefalia. 

  



 
5 

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 artrópodos 

(arbovirus, de arthropod-borne virus). Según el Comité Internacional de Taxonomía de Virus (ICTV), 

se reconocen dentro de este género 53 especies con amplia distribución global, así como un 

número creciente de especies no clasificadas o tentativas (“ICTV Virus Taxonomy 2015”). Unas 40 

especies son zoonóticas y son responsables de una considerable morbilidad y mortalidad, 

pudiendo causar desde cuadros asintomáticos hasta graves enfermedades febriles, encefálicas, 

hemorrágicas y hepáticas en humanos, así 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, 3 y 4) y zika (ZIKV), así 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 capuchón (cap) en el extremo 5’ y carece de cola poli(A) en el extremo 3’ terminal 

(Figura 2). Poseen un único marco de lectura abierto (ORF), flanqueado por dos regiones no 

codificantes (NCR), que codifica para una poliproteína que es clivada por proteasas virales y 

celulares, generando tres proteínas estructurales y siete proteínas no estructurales (NS1, NS2A, 

NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (LINDENBACH and RICE 2003). 

Entre las proteínas estructurales se encuentran la que compone la cápside (C) que rodea y protege 

al ácido nucleico, la membrana viral (M), que deriva de la proteólisis de prM, y la E, que conforma 

la envoltura y está involucrada en la penetración del virus en la célula (CHAMBERS et al. 1990; REY 

2003; HUNG et al. 2004; MONDOTTE et al. 2007). Entre las proteínas no estructurales, las más 

caracterizadas son ARN polimerasa ARN dependiente (NS5) (TAN et al. 1996; NOMAGUCHI et al. 

2003) y la NS3, que participa en la síntesis del ARN viral y en la formación del cap. Además 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 proteína C (LI et al. 1999). 
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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 genómica de los Flavivirus. Se esquematiza la organización genómica de los Flavivirus, 
indicándose la función de las proteínas virales. El genoma viral posee un único ORF que codifica para una 
poliproteína que es clivada en 3 proteínas estructurales (en verde) y 7 no estructurales (rojo). Se indican 
además las estructuras secundarias en los extremos 5’ y 3’ (FERNANDEZ-GARCIA et al. 2009). 
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Transmisión 

A pesar de la similitud en la organización genómica 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 mayoría de los Flavivirus son transmitidos horizontalmente 

entre artrópodos hematófagos 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 únicamente 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 únicamente 

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; BLITVICH and FIRTH 2015). 

La mayoría de los Flavivirus se restringen a ciclos de transmisión enzoóticos integrados por 

hospederos vertebrados amplificadores y vectores artrópodos hematófagos, 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 

transmisión secundario junto a otros vectores, como sucede con DENV, YFV y ZIKV (GUBLER 2006; 

ROGERS et al. 2006; NHAN and MUSSO 2015). La transmisión mediante un vector artrópodo implica 

que el virus provoque una alta viremia en el hospedero vertebrado y replique en los tejidos del 

artrópodo infectado (WEAVER and BARRETT 2004). Los artrópodos 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 glándulas salivales, por lo que el artrópodo 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 transmisión vertical o trans-ovarial de diversas especies de este género. Este 

mecanismo no sólo permite la propagación de Flavivirus de forma trans-generacional entre 

mosquitos, sino que juega un rol fundamental en el mantenimiento de diferentes especies entre 

períodos 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 

trasmisión es vía 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 transmisión incluyen comer, beber, 

estornudar, el canibalismo y agresiones que impliquen lastimaduras físicas (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 órganos (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 rápida y explosiva dispersión, con reportes de modos de transmisión 
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llamativos para los Flavivirus. En particular, la correlación entre la ubicación 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 confirmación 

de eventos de transmisión trans-placentaria (VENTURA et al. 2016; SCHULER-FACCINI et al. 2016). La 

evidencia acumulativa es cada vez más fuerte respecto a esta forma de transmisión e incluye la 

detección de ARN de ZIKV, partículas virales y/o antígenos virales en placenta, líquido amniótico 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 reportó la detección de anticuerpos IgM anti-ZIKV en el 

líquido cefalorraquídeo de 30 de 31 neonatos con microcefalia, evidenciando este modo de 

transmisión (CORDEIRO et al. 2016). Por otra parte, estudios recientes han demostrado que el 

genoma de ZIKV puede encontrarse en el semen por hasta 62 días (ATKINSON et al. 2016), y 

diversos casos de transmisión sexual de este agente viral han sido reportados, lo que indica que 

esta ruta de transmisión puede contribuir significativamente a su dispersión (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). 

 

Epidemiología 

La circulación de diversos Flavivirus está ampliamente reportada en la región sudamericana. DENV 

es el arbovirus más importante desde el punto de vista de la morbilidad y mortalidad, con más de 

la mitad de la población mundial viviendo en regiones con riesgo de contagio (BENNETT et al. 

2003a). Según estimaciones recientes de la OMS, el dengue es endémico en más de 120 países, 

con un número 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 aparición de las 

formas más graves de la enfermedad. El dengue es una de las principales causas de morbilidad en 

niños y adultos latinoamericanos y su distribución e incidencia han aumentado notoriamente en 

los últimos 30 años. La Organización Panamericana de la Salud (OPS) estima que el número de 

muertes sugiere una evolución clínica más severa que la anteriormente observada. Los casos de 

dengue se quintuplicaron en las Américas entre 2003 y 2013, registrándose en este último año 

más 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 países donde el dengue es endémico (GUY et al. 

2015), su efectividad ha sido cuestionada por gran parte de la comunidad científica (FERGUSON et 

al. 2016; HALSTEAD and RUSSELL 2016). Asimismo, no se dispone de drogas antivirales para DENV por 

lo que la única forma de prevenir epidemias de dengue y dengue severo es el control del Aedes 

aegypti (UMAREDDY et al. 2007).  

Luego de la exitosa campaña continental llevada a cabo en los 40 y 50 para erradicar este vector 

de las Américas (SOPER 1963), se produjo su re-introducción en Uruguay en 1997 (SALVATELLA 1997) 
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y rápidamente se dispersó por todo el territorio nacional (SALVATELLA and ROSA 2003). Debido a 

este hecho, así como a la ocurrencia de brotes epidémicos en la región, nuestro país 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, registrándose la ocurrencia de casos importados año tras año. Recientemente, en 

febrero de este año, se registraron los primeros casos de dengue autóctono luego de 100 años de 

su último reporte (SOSA 1916), a consecuencia de una epidemia que abarcó el cono Sur de América 

(GRATZ et al. 1996).  

La emergencia de DENV en nuestro país ocurre en un momento de gran alerta epidemiológica en 

la región dada la circulación del ZIKV por primera vez en las Américas. ZIKV es un virus emergente 

transmitido por mosquitos que se identificó por vez primera en Uganda en 1947, en monos Rhesus 

(Macaca mulatta), a través de una red de monitoreo de la fiebre amarilla selvática (HAYES 2009). 

Posteriormente, se identificó su circulación en humanos en Uganda y en la República Unida de 

Tanzania (DICK et al. 1952). Se han registrado brotes de enfermedad por este virus en África, Asia, 

el Pacífico y recientemente en las Américas (DUFFY et al. 2009; FAYE et al. 2014; ZANLUCA et al. 2015; 

CAMPOS et al. 2015). Este agente viral ingresó en Sudamérica en 2014-2015 y rápidamente se 

expandió por todo el continente, habiéndose reportado en abril de 2016 un caso importado en 

nuestro país. Debido a que el vector es el mismo mosquito transmisor del DENV, no es de extrañar 

que 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 clínicos que genera ZIKV suelen ser 

asintomáticos o muy leves, se ha reportado que puede ser capaz de ocasionar síntomas 

neurológicos, entre ellos el Síndrome de Guillain-Barré, así como neuropatías 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 circulación 

de WNV, SLEV y YFV en la región 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 esporádicos en diferentes regiones geográficas, 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 patrón sin precedentes de grandes epidemias anuales de enfermedad neuro-invasiva en 

humanos continúa en América del Norte, lo que resulta en un impacto considerable en salud 

pública (PETERSEN and HAYES 2008). Casos de WNV han sido reportados en aves y equinos de 

diversos países de América del Sur, incluidos Argentina (MORALES et al. 2006; ADRIÁN DIAZ et al. 

2008) y Brasil (MELANDRI et al. 2012; OMETTO et al. 2013; PAUVOLID-CORRÊA et al. 2014; VIEIRA et al. 

2015). En Uruguay, si bien se han realizado ensayos serológicos para evaluar seropositividad para 

WNV en equinos, no existen reportes de su circulación hasta el momento (BURGUEÑO et al. 2013).  
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SLEV está ampliamente distribuido en las Américas, desde Canadá 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 

clínicos varían desde casos asintomáticos hasta meningitis, encefalitis y otras afecciones al SNC 

(TRAVASSOS DA ROSA et al. 1998). La mayoría de las infecciones ocurren en Estados Unidos donde 

fue reportado por primera vez en 1933 (WEBSTER and FITE 1933). Sin embargo, en la región han 

ocurrido en los últimos años casos esporádicos 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, Córdoba y Entre Ríos 

(DIAZ et al. 2006; SPINSANTI et al. 2008; SEIJO et al. 2011; DÍAZ et al. 2012; BELTRÁN et al. 2014). En 

nuestro país hay trabajos de seroprevalencia realizados en las décadas del 60 y 70 indicando la 

existencia de seropositividad para SLEV en muestras sanguíneas humanas (SOMMA-MOREIRA et al. 

1970). Asimismo, se han realizado estudios moleculares para identificar estos agente virales en 

muestras clínicas (SALAMANO et al. 2009) y se han reportado casos clínicos esporádicos de infección 

por SLEV en humanos en los últimos años, así como su circulación en equinos (DELFRARO 2002; 

BURGUEÑO 2012; QUIAN et al. 2012; BURGUEÑO et al. 2013; LÓPEZ and PACIEL 2013).  

Por otra parte, existe una preocupación global por la posible re-emergencia de YFV en ciclos 

urbanos, más aún luego de la actual epidemia en desarrollo en el continente africano que dejó al 

menos 369 muertes en Angola, con un índice 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 

síntomas graves. En las Américas, YFV se mantiene en la naturaleza en ciclos selváticos, con 

esporádicas infecciones de individuos reportadas en la última década en Argentina, Bolivia, Brasil, 

Colombia, Ecuador, Paraguay, Perú y Venezuela. El hecho de que este virus se transmita en ciclos 

urbanos por medio de Aedes aegypti ha dado lugar a la declaración de una alerta epidemiológica 

por parte de la OPS debido al riesgo de su eventual re-emergencia en el continente (PAHO 2015). 

La co-circulación de estos arbovirus en la región sudamericana, así como la presencia en Uruguay 

de los mosquitos transmisores, ponen en potencial riesgo a nuestro país de la introducción de 

alguno de estos agentes virales y la subsecuente generación de brotes epidémicos. Una gran 

proporción de los MBFV que se asocian con enfermedades humanas o animales circulan en las 

regiones tropicales y subtropicales, debido a la amplia distribución de vectores competentes para 

su transmisión. Este patrón se expande cada vez a mayor cantidad de Flavivirus cuya circulación 

endémica ha estado usualmente restringida a regiones particulares del planeta. Los Flavivirus se 

adaptan rápidamente a nuevos vectores y hospederos susceptibles, incrementando su eficiencia 

de transmisión y dificultando el control de estas enfermedades emergentes. De esta forma, 

arbovirus que solían ser enzoóticos ciclando entre mosquitos y mamíferos/aves sin afectar 

prácticamente a los humanos, han colonizado otras regiones y se han convertido en zoonóticos. La 

dispersión y el aumento en la frecuencia de epidemias generadas por MBFV se atribuyen a 

numerosos factores, entre ellos el aumento en la población humana y en la densidad de 

mosquitos en las últimas décadas, dada la intensa urbanización no planificada, el aumento en el 

transporte humano, así como el cambio climático, que promueve la generación de ambientes 

ecológicos óptimos para la actividad vectorial.  
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Objetivo general 

Investigar diferentes aspectos de la epidemiología molecular de los Flavivirus, con especial 

énfasis en arbovirus emergentes en Uruguay y las Américas: DENV y ZIKV. 

 

Capítulo 1: Flavivirus 

Objetivo Específico I:  

Investigar las características epidemiológicas y relaciones filogenéticas de los Flavivirus. 

Objetivo Específico II:  

Optimización de los métodos de diagnóstico molecular de Flavivirus. 

 

Capítulo 2: Virus dengue 

Objetivo Específico III: 

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

 

Capítulo 3: Virus zika 

Objetivo Específico IV:  

Investigar los patrones evolutivos de ZIKV. 

Objetivo Específico V:  

Investigar los patrones de uso de codones de ZIKV. 

Objetivo Específico VI:  

Evaluar la posible presencia de miRNAs codificados por el genoma de ZIKV. 
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Capítulo 1: Flavivirus 

Objetivo Específico I: Investigar las características 

epidemiológicas y relaciones filogenéticas de los Flavivirus. 

 

Antecedentes y Fundamento teórico 

Los primeros indicios acerca de las relaciones taxonómicas entre los Flavivirus tuvieron como base 

estudios de reactividad cruzada antigénica en ensayos de neutralización, fijación del complemento 

e inhibición de la hemaglutinación (DE MADRID and PORTERFIELD 1974; CALISHER et al. 1989). Sin 

embargo, aunque mucha información obtenida por estos estudios resultó de gran utilidad para 

interpretar algunos aspectos evolutivos de estos agentes virales, no se logró con ellos categorizar 

con certeza muchos de sus miembros (GAUNT et al. 2001). Posteriormente, mediante la utilización 

de reconstrucciones filogenéticas a partir de secuencias nucleotídicas y aminoacídicas, se produjo 

un avance sustancial en el entendimiento de la diversidad, interrelación y dispersión de los 

Flavivirus (GOULD et al. 2003). Diferentes enfoques metodológicos fueron utilizados para analizar 

determinados genes (particularmente las regiones codificantes para las proteínas 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, así como otros 

aspectos epidemiológicos, ecológicos y geográficos. Sin embargo, la topología observada a partir 

del análisis de diferentes regiones codificantes da lugar a algunas incongruencias filogenéticas que 

no permiten terminar de resolver las relaciones taxonómicas de manera adecuada.  

En el presente estudio realizaremos una extensa revisión bibliográfica para explorar diferentes 

características epidemiológicas de los Flavivirus. Asimismo, pretendemos investigar las relaciones 

filogenéticas existentes entre los diferentes miembros de este género, utilizando diversas 

aproximaciones metodológicas que nos permitan la resolución 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 más diverso analizado hasta la fecha. 

  



 
13 

Materiales y métodos 

 

Construcción 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 utilizó 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 nucleótidos más 

frecuentes encontrados en cada posición del alineamiento) utilizando el software Entropy-One 

disponible en el sitio http://www.hiv.lanl.gov. A continuación, se utilizó el programa MEGA7 

(Molecular Evolutionary Genetics Analysis versión 7.0) (KUMAR et al. 2016) para recortar los 

extremos 5’ y 3’ NCR, obteniéndose únicamente la región codificante para la poliproteína viral de 

cada una de las especies.  

Asimismo, con el fin de obtener información respecto a cada una de estas especies de Flavivirus, 

se exploraron diferentes publicaciones presentes en la base de datos bibliográfica Pubmed 

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Se buscó la mayor información posible respecto al vector 

transmisor, rango de hospedero, afección causada en humanos (si hay reportes) y región 

geográfica de circulación (ver Tablas 1 y 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 

nucleotídicas, aminoacídicas y en codones. Asimismo, se evaluó 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 más y menos 

estrictas en la selección de los bloques.  

Análisis filogenéticos 

Dada la distancia genética existente entre las diferentes especies de Flavivirus, llevamos a cabo los 

análisis filogenéticos a partir del análisis de secuencias aminoacídicas, limitando los potenciales 

errores en la inferencia evolutiva que pueden obtenerse a partir del análisis de nucleótidos, en los 

que suelen haber múltiples sitios saturados (BREINHOLT and KAWAHARA 2013). Para cada 

alineamiento obtenido bajo las diferentes condiciones descritas, se analizó en primer lugar el 

modelo de sustitución aminoacídico que mejor ajustaba a cada conjunto de datos con el programa 

ProtTest 3 (DARRIBA et al. 2011). A continuación, utilizando este modelo evolutivo se construyeron 

árboles filogenéticos de máxima 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 árboles 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/
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Resultados y discusión 

 

Construcción 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 

(Barkedji 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 Paraíso Escondido virus); GGEV (Greek Goat 

Encephalitis virus); GGYV (Gadgets Gully virus); HANKV (Hanko virus); IGUV (Iguapé virus); ILHV 

(Ilheus virus); ILOV (Ilomantsi 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 1 y 2). 
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Tabla 1: Flavivirus pertenecientes a los grupos ISFV, TBFV y NKV. Se detalla la información taxonómica, epidemiológica y geográfica de cada una de las especies.

Acrónimo Especie Vector/Hospedero Vector (Género) Hospedero Enferm. en humanos Región Referencia 

AEFV Aedes Flavivirus 

Circulantes en 
mosquitos, sin 

hospedero 
vertebrado 

conocido (ISFV) 

  

Aedes No USA/Japón (HADDOW et al. 2013a) 

CFAV Cell Fusing Agent virus Aedes/Culex No Amplia (YAMANAKA et al. 2013) 

CxFV Culex Flavivirus Culex No Global (NEWMAN et al. 2011) 

CTFV Culex theileri Flavivirus Culex No Portugal (PARREIRA et al. 2012) 

HANKV Hanko virus Aedes/Ochlerotatus No Finlandia (HUHTAMO et al. 2012) 

KRV Kamiti River virus Aedes No Kenia (LUTOMIAH et al. 2009) 

MECDV Mercadeo virus Culex No Panamá (CARRERA et al. 2015) 

MOSQFV Mosquito Flavivirus Culex No China (ZUO et al. 2014) 

NAKV Naikiwogo virus Mansonia No Uganda (COOK et al. 2009) 

PaRV Parramatta River virus Aedes No Australia (MCLEAN et al. 2015) 

PCV Palm Creek virus Coquillettidia No Australia (HOBSON-PETERS et al. 2013) 

QBV Quang Binh virus Culex No Asia (ZUO et al. 2014) 

YDFV Yamadai Flavivirus Culex No Japón (KUWATA et al. 2015) 

AHFV Alkhurma Hemorrgic Fever virus 

Transmitidos por 
garrapatas a 
mamíferos 

Ixodes Camellos/Ovejas F. Hemorr./Encefalitis A. Saudita (CHARREL et al. 2004) 

DTV Deer Tick virus Ixodes Roedores Encefalitis USA (EL KHOURY et al. 2013) 

GGEV Greek Goat Encephalitis virus Ixodes Cabras No hay reportes Grecia (PAPA et al. 2008) 

GGYV Gadgets Gully virus Ixodes Aves marinas No hay reportes Australia/Antártida (GRARD et al. 2007) 

KADV Kadam virus Ixodes/Rhipicephalus Ganado/Camellos No hay reportes Uganda/A. Saudita 
(HENDERSON et al. 1970; WOOD 

et al. 1982) 

KFDV Kyasanur Forest Disease virus Haemaphysalis PNH/Murciélagos F. Hemorr. Sudeste Asiático (PATTNAIK; CALISHER et al. 2006) 

KSIV Karshi virus Ornithodoros Roedores Encefalitis Asia (TURELL et al. 2008) 

LGTV Langat virus Ixodes/Haemaphysalis Roedores/Humanos Encefalitis Sudeste Asiático (SMITH 1956; BANCROFT et al. 1976) 

LIV Louping Ill virus Ixodes Ovejas/Humanos Encefalitis Europa (CHARREL et al. 2004) 

NEGV Negishi virus Desconocido Desconocido Encefalitis Asia (VENUGOPAL et al. 1992) 

OHFV Omsk Hemorrhagic Fever virus Dermacentor Roedores/Humanos F. Hemorr./Encefalitis Rusia (KARAN et al. 2014) 

POWV Powassan virus Ixodes/Dermacentor Roedores/Humanos Encefalitis Rusia/N. América (NEITZEL et al. 2013) 

RFV Royal Farm virus Argas Desconocido No hay reportes Afganistán (WILLIAMS et al. 1972) 

SGEV Spanish Goat Encephalitis virus Ixodes Cabra No hay reportes España (MANSFIELD et al. 2015) 

SSEV Spanish Sheep Encephalitis virus Ixodes Ovejas No hay reportes España (MARIN et al. 1995a) 

TBEV Tick Borne Encephalitis virus Ixodes Roedores Encefalitis Amplia (BOGOVIC and STRLE 2015) 

TSEV Turkish Sheep Encephalitis virus Ixodes Ovejas No hay reportes Turquía (GAO et al. 1993) 

KAMV Kama vírus 

Transmitidos por 
garrapatas a aves 

Ixodes Aves marinas No hay reportes Rusia (L’VOV et al.) 

MEAV Meaban virus Ornithodoros Aves marinas No hay reportes Francia (CHASTEL et al. 1985) 

SREV Saumarez Reef virus Ornithodoros/Ixodes Aves marinas No hay reportes Australia (ST GEORGE et al. 1977) 

TYUV Tyuleniy virus Ixodes Aves marinas No hay reportes Rusia (L’VOV et al.) 

APOIV Apoi virus 

Vector desconocido 
(NKV) 

  

Roedores No hay reportes Japón (JUNGLEN et al. 2009) 

BCV Batu Cave virus Murciélagos No hay reportes Malasia (KUNO et al. 1998) 

JUTV Jutiapa virus Roedores No hay reportes Guatemala (VARELAS-WESLEY and CALISHER 1982) 

MMLV Montana Myotis Leuk. Virus Murciélagos No hay reportes USA (CHARLIER et al. 2002) 

MODV Modoc virus Roedores No hay reportes USA (ADAMS 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).  
     Acrónimo Especie Comp. antigénico Vector Hospedero Enf. en humanos Región Referencia 

AROAV Aroa virus 

Aroa 

Culex Roedores No hay reportes Venezuela (MOUREAU et al. 2015) 

BSQV Bussuquara virus Culex Roedores/PNH Fiebre Sudamérica (FIGUEIREDO 2000) 

IGUV Iguapé virus Culex Roedores No hay reportes Brasil (COIMBRA et al. 1993) 

NJLV Naranjal virus Culex Roedores No hay reportes Ecuador (CALISHER et al. 1983) 

DENV-1 Dengue virus 1 

Dengue 

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 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 Asintomático Africa (KUNO and CHANG 2005a) 

BAGV Bagaza virus 

Ntaya 

Culex/Aedes Aves Encefalitis Africa/Asia/Europa 
(BONDRE et al. 2009; LLORENTE 

et al. 2015) 

BYDV Baiyangdian virus Culex Aves No hay reportes China (ZHUOMING QIN 2013) 

DEDSV Duck Egg Drop Syndrome virus Culex Aves Asintomático Asia (LIU et al. 2013) 

DFV Duck Flavivirus Culex Aves No hay reportes China (MA et al. 2013a) 

ILHV Ilheus virus Psorophora/Aedes Aves Encefalitis Centro y Sudamérica 
(JOHNSON et al. 2007; 

PAUVOLID-CORRÊA et al. 2013) 

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 Asintomático China (TANG et al. 2015) 

BANV Banzi virus 

Fiebre Amarilla 

Culex Roedores Fiebre Africa (FULOP et al. 1995) 

BOUV Bouboui virus Aedes/Culex Roedores Asintomático Africa (DIGOUTTE et al. 1971) 

EHV Edge Hill virus Aedes/Culex Marsupiales Artralgia Australia (MACDONALD et al. 2010) 

JUGV Jugra virus Desconocido Murciélagos No hay reportes Asia (CALISHER et al. 2006) 

POTV Potiskum virus Desconocido Roedores No hay reportes Nigeria (OMILABU et al. 1989) 

SABV Saboya virus Phlebotomus/Anopheles Murciélagos No hay reportes Africa (FONTENILLE et al. 1994) 

SEPV Sepik virus Mansonia Animales domésticos Fiebre Oceanía (KUNO and CHANG 2006) 

UGSV Uganda S virus Aedes Aves/Murciélagos Asintomático Africa (BOORMAN 1958) 

WSLV Wesselsbron virus Aedes Rumiantes Fiebre África/Asia (WEYER et al. 2013) 

YFV Yellow Fever virus Aedes/Haemagogus PNH/Humanos F. Hemorr. Africa/Sudamérica (BARNETT 2007) 

ALFV Alfuy virus 

Encefalitis 
Japonesa 

Culex Aves Asintomático Australia (MAY et al. 2006) 

CPCV Cacipacore virus Desconocido Aves Encefalitis Brasil 
(BALEOTTI et al. 2003; BATISTA 

et al. 2011) 

JEV Japanese Encephalitis virus Culex Aves/Cerdos/Murciél. Encefalitis Asia 
(CALISHER et al. 2006; LORD et 

al. 2015) 

KOUV Koutango virus Aedes Roedores Fiebre África (PROW et al. 2014) 

KUNV Kunjin virus Culex Aves Asintomático Oceanía (PROW 2013) 

MVEV Murray Valley Enceph. Virus Culex Aves Encefalitis Oceanía (SELVEY et al. 2014) 

SLEV Saint Louis Encephalitis virus Culex Aves/Murciélagos Encefalitis América 
(CALISHER et al. 2006; 
REIMANN et al. 2008) 

USUV Usutu virus Culex/Aedes Aves Encefalitis Africa/Europa 
(NIKOLAY et al. 2011; ENGEL et 

al. 2016) 
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WNV West Nile virus Culex Aves/Mamíferos Encefalitis Amplia (COLPITTS et al. 2012) 

YAOV Yaounde virus Culex/Aedes Aves No hay reportes África (WILLIAMS et al. 2012) 

BAIV Bainyik virus 

Kokobera 

Culex Canguros/Caballos No hay reportes Oceanía (WARRILOW et al. 2014) 

KOKV Kokobera virus Culex Canguros/Caballos Artralgia Oceanía (NISBET et al. 2005) 

NMV New Mapoon virus Culex Canguros/Caballos No hay reportes Oceanía (NISBET et al. 2005) 

STRV Stratford virus Culex Canguros/Caballos Artralgia Oceanía (DOHERTY et al. 1963) 

TORV Torres virus Culex Canguros/Caballos No hay reportes Oceanía (WARRILOW et al. 2014) 

SPOV Spondweni virus 
Spondweni 

Aedes/Culex Desconocido Fiebre África/Oceanía (KUNO and CHANG 2005a) 

ZIKV Zika virus Aedes PNH/Humanos Fiebre África/Asia/América (FAYE et al. 2014) 

BARKV Barkedji virus 

Circulantes en 
mosquitos, sin 

hospedero 
vertebrado 

conocido (ISFV-2) 

Culex Desconocido No hay reportes Senegal (MOUREAU et al. 2015) 

CHAOV Chaoyang virus Aedes/Culex Desconocido No hay reportes Asia (LEE et al. 2013) 

DONV Donggang virus Aedes Desconocido No hay reportes China (LEE et al. 2013) 

ILOV Ilomantsi virus Ochlerotatus Desconocido No hay reportes Finlandia (HUHTAMO et al. 2014) 

LAMV Lammi virus Aedes Desconocido No hay reportes Finlandia (HUHTAMO et al. 2009) 

NHUV Nhumirim virus Culex Desconocido No hay reportes Brasil (KENNEY et al. 2014) 

NOUV Nounané virus Uranotaenia Desconocido No hay reportes Costa de Marfil (JUNGLEN et al. 2009) 

EPEV Ecuador Paraíso Escondido virus 
Aislado de 

flebótomos 
P. abonnenci (flebótomo) Desconocido No hay reportes Ecuador (ALKAN et al. 2015) 

ENTV Entebbe Bat virus 

Entebbe Bat 

Desconocido Murcélagos No hay reportes Uganda (KADING et al. 2015) 

SOKV Sokoluk virus Desconocido Murcélagos No hay reportes Asia (L’VOV et al.) 

YOKV Yokose virus Desconocido Murcélagos No hay reportes Japón (TAJIMA et al. 2005) 
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La información recabada de cada una de estas especies respecto a su dispersión geográfica, vector 

de transmisión, 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 transmisión es desconocido (NKV). Por otra 

parte, la Tabla 2 resume la información de los Flavivirus que se asocian evolutivamente con el 

grupo de las especies transmitidas por mosquitos (MBFV). Para estas especies se detalla además el 

complejo antigénico al que pertenece cada una de ellas.  

Alineamiento 

Se investigaron diferentes estrategias para la obtención 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 sí, por lo que hay que 

ser cauto a la hora de escoger las metodologías de análisis 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 nucleotídicas, ya que generan gaps de 1 y 2 

nucleótidos que no tienen ningún significado biológico cuando consideramos una región proteica. 

Es por ello que teniendo en cuenta que el genoma de los Flavivirus codifica para una poliproteína 

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 aminoacídicas. 

Asimismo, se obtuvieron mejores alineamientos por MUSCLE que por Clustal W, lo que fue 

reflejado posteriormente por valores de verosimilitud más 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 

selección, permitiendo la inclusión de gaps en los bloques finales. El alineamiento final tuvo una 

longitud de 2179 sitios. 

Análisis filogenéticos 

Se realizaron árboles de máxima verosimilitud mediante el programa PhyML v.3.0 (GUINDON et al. 

2010), basados en el modelo de sustitución aminoacídica WAG + F (WHELAN and GOLDMAN 2001). 

Se utilizó una distribución Gamma discreta para modelar las diferencias en la tasa evolutiva entre 

sitios, considerándose algunos sitios invariables (G + I). Asimismo, se utilizó el método de 

bootstrap (500 pseudo-replicas) como medida de robustez para cada nodo. Se editaron los árboles 

resultantes con el programa FigTree v.1.4.2, coloreándose las especies de acuerdo a su vector de 

transmisión o complejo antigénico. Los resultados se pueden apreciar en los árboles filogenéticos 

que a efectos de contribuir a su discusión, se muestran tanto en su forma estrellada como 

tradicional (Figuras 3A y 3B, respectivamente).    
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Figura 3 - Análisis filogenético de máxima verosimilitud del género Flavivirus. Se aprecian las relaciones filogenéticas inferidas a 
partir del análisis de las 98 especies de Flavivirus cuyo ORF completo está disponible, bajo el modelo de sustitución aminoacídica 
WAG + F + G + I. Se ubicó la raíz en el punto medio a efectos de facilitar la interpretación. Se aprecian las disposiciones estrellada (A) 
y tradicional (B). Se utilizó el método de bootstrap (500 pseudo-replicas) como medida de robustez para cada nodo. Los árboles 
resultantes se editaron con el programa FigTree v.1.4.2, utilizándose el siguiente código de color: ISFV (negro); NKV (gris); TBFV (rojo 
o rosado, de acuerdo a si infectan mamíferos o aves, respectivamente); ISFV-2 (marrón); 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 análisis 
filogenético más diverso hasta el momento (MOUREAU et al. 2015). 

B) 

ISFV 

TBFV 

NKV 

MBFV 

Ntaya 

Encefalitis 
Japonesa 

ISFV-2 

Kokobera 

Aroa 

Spondweni 

Dengue 

Fiebre 
Amarilla 

Entebbe Bat (NKV-2) 

Garrapata - Aves 

Garrapata - Mamíferos 

ISFV - Culex 

ISFV - Aedes 

MBFV-Aedes 

MBFV-Culex 

Murciélagos 

Aislado de Flebótomos 
Roedores 

F. hemorrágicas 

Encefalitis 



 
21 

Tal como se aprecia en la Figura 3, existe una fuerte correlación entre las relaciones filogenéticas 

inferidas entre los diferentes Flavivirus, y sus características ecológicas y epidemiológicas, como 

fue demostrado previamente (GAUNT et al. 2001). Las distintas especies se agrupan en clados 

individuales, todos con un fuerte soporte estadístico (valores de bootstrap > 0.8), de acuerdo al 

vector de transmisión u hospedero específico. Estos grupos, previamente definidos (MARIN et al. 

1995b; KUNO et al. 1998), integran separadamente a los ISFV, TBFV, NKV y MBFV, y se señalan en la 

Figura 3A en negro, rojo, gris y azul, respectivamente. Asimismo, en la Figura 3B se detallan 

distintas características particulares de cada grupo que se discutirán individualmente a 

continuación. 

ISFV   

Si bien hasta el momento los ISFV han sido aislados exclusivamente de mosquitos, algunos 

reportes sugieren su circulación en otros tipos de artrópodos (MOUREAU et al. 2010; SÁNCHEZ-SECO 

et al. 2010; COOK et al. 2013). La detección de distintos ISFV tanto en mosquitos hembras como 

machos, así como en diferentes estadios de su ciclo de vida, sugiere que la transmisión 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 líneas celulares de 

éstos, lo que sugiere que presentan un fenotipo de replicación no competente en vertebrados, 

hecho por el cual han sido históricamente el grupo de Flavivirus menos estudiado (BLITVICH and 

FIRTH 2015). Sin embargo, en los últimos años el interés por investigarlos ha aumentado 

significativamente debido a estudios que indican que la replicación de MBFV puede ser suprimida 

en mosquitos previamente infectados con ISFV. Esto se puede explicar por el proceso denominado 

interferencia homóloga o exclusión por súper-infección, por el cual una infección viral pre-

existente inhibe la infección por el mismo virus u otro estrechamente relacionado (BARBANTI-

BRODANO et al. 1970; FARFAN-ALE et al. 2009). Este fenómeno ha sido asociado a la inhibición de 

diferentes MBFV, como MVEV y WNV (HOBSON-PETERS et al. 2013). Por contraposición, se ha 

reportado la potenciación de la infección por WNV en mosquitos simultáneamente 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 país (BURGUEÑO 2012). Claramente resta mucho por conocer acerca de 

la posible interacción 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 información crucial para entender los factores que 

permiten que ciertas especies infecten vertebrados, mientras que otras no. 

Recientemente se ha publicado una extensa revisión de diferentes características epidemiológicas 

y genéticas de los diferentes ISFV conocidos, en donde también se realizan análisis filogenéticos 

basados en todas las especies cuyo genoma completo está disponible (BLITVICH and FIRTH 2015). En 

este estudio se sugiere la subdivisión 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 1 y Figura 3B, en negro).  
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Dentro del grupo de especies ISFV-Aedes encontramos a AEFV, CFAV, KRV, así como a HANKV. Esta 

última especie fue simultáneamente reportada por Huhtamo y colaboradores (2012), así como por 

otros dos grupos y denominada Ochlerotatus flavivirus (CALZOLARI et al. 2012) y Spanish 

Ochlerotatus flavivirus (VÁZQUEZ 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 estaría mayormente asociado al grupo 

ISFV-Aedes, en concordancia con otros análisis filogenéticos recientes también llevados a cabo con 

secuencias de ORF completos (MOUREAU et al. 2015). Asimismo, nuestro análisis 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 relación filogenética con HANKV, lo que reafirma 

nuestra observación anterior.  

Por su parte, dentro del clado ISFV-Culex se agrupan las especies CTFV, CxFV, MOSQFV, QBV, así 

como YDFV, recientemente aislada de mosquitos del género Culex en Japón (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, podría categorizarse como un subgrupo diferente. Por último, se incluyó 

MECDV, un novedoso ISFV aislado recientemente en Panamá de mosquitos del género Culex 

(CARRERA et al. 2015), que parece estar enraizando a todas las demás especies de ISFV analizadas. 

Este resultado se corresponde con la percepción 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 

está ampliamente subestimada. De hecho, la distancia genética existente entre los ISFV y los 

demás 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 

deberían categorizarse como un nuevo género (MOUREAU et al. 2015). No es de extrañar entonces 

que en vista del interés que ha suscitado el estudio de este grupo de Flavivirus, reflejado en el 

número creciente de especies documentadas en los últimos 10 años y su amplia distribución 

geográfica, nuevas especies sean reportadas en el corto plazo. Ello será muy importante para 

ayudar a interpretar la cada vez más 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 geográficas (BLITVICH and FIRTH 2015). Asimismo, no se han 

podido aislar de vertebrados ni en líneas celulares derivadas de éstos, por lo que se estima que 

presentan un fenotipo de replicación no competente en vertebrados y su circulación estaría 

estrictamente restringida a insectos (JUNGLEN et al. 2009; HUHTAMO et al. 2009).  

La secuencia correspondiente al ORF completo sólo está disponible para las 7 especies incluidas en 

este estudio (Tabla 1, Figura 3B, en marrón). El análisis 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. 
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2015). Esta topología sugiere que la emergencia de los ISFV-2 habría 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; BLITVICH and FIRTH 2015), estos eventos habrían 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 más amplia que la conocida hasta el momento, como lo sugiere la amplitud geográfica de 

aislamientos.  

NKV 

Este grupo integra especies que únicamente infectan vertebrados, para las que no se conoce un 

vector de transmisión, siendo la transmisión 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 análisis filogenéticos se corresponden con estudios previos que sugieren la 

subdivisión 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 únicamente 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), así como su asociación filogenética con los MBFV, apoya la 

hipótesis de que ENTV, SOKV y YOKV utilizan o utilizaron en el pasado vectores para su transmisión 

(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 epidemiológica que es responsable de al menos 10.000 casos de encefalitis por año 

alrededor del mundo, aunque se estima una incidencia mucho mayor (“WHO | Tick-borne 

encephalitis” 2013). Diversos estudios filogenéticos han demostrado la subdivisión de los TBFV en 

dos grupos evolutivamente distantes que integran diferencialmente las especies que infectan aves 

de las que circulan en mamíferos (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 topología 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 mamíferos (en rojo). Este 

último grupo está integrado por varias especies de gran importancia en la salud humana, 

causantes de encefalitis (DTV, KSIV, LGTV, LIV, POWV y TBEV), fiebres hemorrágicas (AHFV, KFDV, 

NEGV y OHFV), así como especies no patogénicas (GGEV, GGYV, KADV, RFV, SGEV y SSEV). La 
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topología general de este grupo de Flavivirus se corresponde con la observada en el análisis 

filogenético más completo hasta la fecha (MOUREAU et al. 2015), con la inclusión de tres especies 

(KAMV, NEGV y SGEV). 

Flavivirus aislados de flebótomos 

Recientemente se aisló en Ecuador una nueva especie de Flavivirus denominada Ecuador Paraiso 

Escondido Virus (EPEV) a partir de flebótomos Psathyromyia abonnenci (ALKAN et al. 2015). Los 

análisis 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 último grupo se encuentra SABV, el 

único Flavivirus transmitido por flebótomos 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 líneas celulares de 

vertebrados, sugiere que no infectaría vertebrados. Este descubrimiento abre la posibilidad de que 

existan más especies que circulen estrictamente en flebótomos. Hasta el momento, además de 

SABV y EPEV, sólo se ha reportado la detección de secuencias parciales de Flavivirus en 

flebótomos de Argelia y Portugal, pero serían especies que integrarían 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 

epidemiológicos diferentes: Las especies transmitidas por Culex spp. (MBFV-Culex), que suelen 

tener reservorios aviares y son potencialmente neurotrópicos 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 hemorrágicas (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 mamíferos, lo que queda reflejado en varias excepciones que encontramos 

en este grupo. Sin embargo, existe una asociación inequívoca entre los MBFV-Aedes y 

primates/mamíferos, a consecuencia del comportamiento mamalofílico 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 habrían evolucionado de especies ancestrales 

pertenecientes al grupo MBFV-Aedes (GRARD et al. 2010), lo que se puede observar a partir de la 

topología del árbol filogenético realizado en el presente estudio (Figura 3B), donde se aprecia la 

asociación 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).  
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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 selváticos enzoóticos con primates como principales 

hospederos, con alguna especie que excepcionalmente puede infectar aves como hospedero 

accidental. Asimismo, encontramos dentro de los MBFV-Aedes las únicas especies que no sólo 

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 patógenos humanos (SEPV, WSLV y YFV); mientras que el otro integra 7 virus con 

características particulares (EHV, BOUV, BANV, UGSV, JUGV, POTV and SABV). Estas especies 

carecen de dos cisteínas en su glicoproteína E, lo que suprime uno de los 6 puentes disulfuro 

característicos y sumamente conservados entre los Flavivirus. Esta modificación, sólo observada 

en algunos ISFV (HOSHINO et al. 2007), altera la estructura del dominio II de la E donde se 

encuentra el péptido de fusión, modificando el tropismo y las propiedades antigénicas de esta 

glicoproteína. Esto se traduce en una capacidad de infectar una gran variedad de especies de 

vertebrados (primates, roedores, marsupiales, murciélagos y aves), así como mosquitos del género 

Aedes, pero también Culex spp. (BANV), e incluso flebótomos (SABV) (ver Tabla 2). En 

consecuencia, se ha propuesto que estas 7 especies integren un grupo taxonómico diferente del 

grupo Fiebre Amarilla, que se designó “Edge Hill” (GRARD et al. 2010). 

El otro linaje de MBFV-Aedes incluye los cuatro serotipos de DENV en una posición basal al clado 

integrado por KEDV y las especies del serocomplejo Spondweni (SPOV y ZIKV) (Figura 3B, en verde 

claro y celeste, respectivamente). La asociación entre estas especies ha mostrado discrepancias 

entre diferentes estudios, principalmente debido a que KEDV presenta una posición filogenética 

ambigua. Estudios basados en secuencias de la NS5 ubican a KEDV en el serogrupo DENV (KUNO et 

al. 1998; GAUNT et al. 2001) o en una posición basal a SPOV (GOULD et al. 2001; KUNO and CHANG 

2005a), mientras que el análisis de la poliproteína completa indica una asociación más 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 pertenecería realmente al 

serogrupo Dengue, sino que integraría 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 asociación entre los 

complejos antigénicos Dengue y Spondweni. Nuestros resultados se ajustan con varios reportes 

que indican la asociación de los MBFV-Aedes en 2 grupos parafiléticos, lo que discrepa con otros 

estudios que sugieren su distribución en 3 clados parafiléticos. En particular, la filogenia más 

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 
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publicado meses después, utilizando aparentemente la misma metodología con la inclusión de una 

única especie (EPEV), sugiere la agrupación 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 

actúa de clado basal para los MBFV-Culex, que como se comentó anteriormente, se agrupan en un 

único clado monofilético. Más adelante se discutirán otros aspectos epidemiológicos de DENV y 

ZIKV en los Capítulos 2 y 3, respectivamente. 

MBFV-Culex 

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 duración exhibida (KUNO and CHANG 2005a). De todas formas, algunas 

especies incluyen mamíferos 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 

además otros virus circulantes en todos los continentes, excepto en la Antártida. JEV, MVEV, SLEV 

y WNV son sus especies más 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 únicamente circulantes en las 

Américas (SLEV y CPCV) las especies basales (Figura 3B, en azul). Asimismo, dos especies aisladas 

en África (YAOV y KOUV) representan linajes ancestrales de WNV y KUNV (subtipo de WNV 

endémico en Oceanía), lo que sugiere el origen africano de WNV (MAY et al. 2011; MOUREAU et al. 

2015). El clado hermano a este último integra dos virus circulantes en Australia (ALFV y MVEV) 

junto con JEV (principal agente causal de encefalitis en Asia) y USUV. Esta última especie ha 

causado una alarma regional en Europa donde ingresó en repetidas oportunidades desde África y 

se asoció 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 dispersión de diferentes 

especies MBFV-Culex, mediante la utilización de aves migratorias como vehículo 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 está 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 Israel) 

(BRAVERMAN et al. 2003), y otras 5 especies que infectan aves de corral en Asia (BYDV, DEDSV, DFV, 

STWV y TMUV) (LIU et al. 2012, 2013; MA et al. 2013a; ZHUOMING QIN 2013; TANG et al. 2015). 

Existe evidencia serológica que estas 5 especies pueden infectar a los humanos pero no hay 

reportes de enfermedades asociadas, y su estrecha relación filogenética, así como su similares 

características eco-epidemiológicas, sugieren que se trataría de la misma especie (TANG et al. 

2015). Las relaciones filogenéticas deducidas para este serogrupo se corresponden con reportes 

previos, aunque en el presente análisis se incluyeron dos nuevas especies (BYDV y DFV).   
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Por otra parte, las especies del serocomplejo Aroa (AROAV, BSQV, IGUV y NJLV), 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 única especie de este grupo 

que ha sido reportada en humanos en un único caso febril. Las relaciones filogenéticas deducidas 

en el presente estudio se ajustan a los diferentes reportes previos que sugieren su división en dos 

clados hermanos en los que se relacionan estrechamente AROAV con BSQV, y NJLV con IGUV, 

respectivamente (Figura 3B, en bordeaux) (MOUREAU et al. 2015). 

Por último, el complejo antigénico Kokobera incluye especies que han sido detectadas en Culex 

spp., caballos o canguros en Oceanía, con esporádicos 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 aquí incluidas (BAIV y TORV) (WARRILOW et al. 2014).  

Tomando en cuenta todo este análisis, 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 mamíferos); y transmitidas por mosquitos (asociadas principalmente a géneros Culex o Aedes). 
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Conclusiones 

Este estudio presenta información epidemiológica actualizada de los diferentes miembros del 

género Flavivirus, en base a una intensa exploración bibliográfica (se resume en las Tablas 1 y 2). 

Asimismo, se presenta el análisis filogenético del género Flavivirus más diverso hasta la fecha 

(Figura 3), con la inclusión de 10 especies más que el reporte filogenético previo más detallado 

(MOUREAU et al. 2015). El conjunto de datos final incluyó las regiones codificantes completas de 98 

especies de Flavivirus (reconocidas por el ICTV y tentativas) y nos permitió confirmar la asociación 

diferencial de los distintos Flavivirus en grupos evolutivamente distantes, de acuerdo al rango de 

hospedero/vector y otras características epidemiológicas. Además, se exploraron y resolvieron 

algunas discrepancias filogenéticas existentes entre reportes previos. Por consiguiente, este 

estudio nos permitió profundizar en el entendimiento de la diversidad, interrelación y dispersión 

geográfica de los Flavivirus. 
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Objetivo Específico II: Optimización de los métodos de 

diagnóstico molecular de Flavivirus. 

 

Antecedentes y Fundamento teórico 

Debido a la amplia gama de enfermedades causada por los Flavivirus, a los síntomas clínicos 

muchas veces indiferenciables entre sí y a la naturaleza emergente de los mismos, resulta de suma 

importancia contar con técnicas moleculares que nos permitan su diagnóstico. Sin embargo, las 

metodologías de diagnóstico actuales son un obstáculo para la detección e identificación 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 diagnóstico temprano es necesario debido al tiempo que insume. 

Por otra parte, los ensayos de serología suelen dar falsos positivos debido a la existencia de 

reactividad cruzada entre diferentes Flavivirus por la presencia de epítopos comunes en sus 

glicoproteínas de superficie. Por estas razones, el desarrollo de métodos moleculares sensibles y 

específicos 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 taxonómicas que nos permitan desarrollar 

herramientas moleculares posibilitando la detección, diagnóstico y vigilancia viral. Es por ello que 

partiendo del análisis desarrollado en el Objetivo Específico I, nos planteamos poner a punto 

metodologías de Real-time PCR adecuadas para la detección y discriminación de diferentes 

Flavivirus que puedan circular en la región y que hayan sido reportados como agentes causales de 

enfermedades en humanos. Este objetivo se desarrolló parcialmente en el marco de la tesis de 

Licenciatura en Bioquímica realizada por la Lic. Patricia Nuñez (NUÑEZ 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 diagnóstico diferencial de Flavivirus (SCARAMOZZINO et al. 2001; 

SÁNCHEZ-SECO et al. 2005; AYERS et al. 2006; MOUREAU et al. 2007; VÁZQUEZ et al. 2012). Se logró la 

puesta a punto de diferentes metodologías y se evaluó la señal filogenética que se obtiene a partir 

de ellas, considerando métodos desarrollados para la identificación de los miembros más 

importantes para la salud humana (DENV, JEV, SLEV, TBEV, WNV y YFV). La situación 

epidemiológica regional cambió en 2015 debido a la emergencia de ZIKV en las Américas, razón 

por la cual nos propusimos ajustar esta metodología para la detección de este y otros agentes 

virales potencialmente emergentes.    
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Materiales y métodos 

 

Optimización de la Real-time PCR para la detección de Flavivirus causantes 

de enfermedades en humanos 

Dada a la sorpresiva emergencia de ZIKV en las Américas, se consideró oportuno ajustar una 

metodología de Real-Time PCR previamente puesta a punto en nuestro laboratorio (NUÑEZ 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 metodología para la detección de diversos 

Flavivirus causantes de enfermedades en humanos que potencialmente puedan emerger. 

Utilizando la información epidemiológica recabada en el Objetivo Específico I, se consideraron 

además de las especies más 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, RBV, 

ROCV, SEPV, SPOV, STRV, TMUV, USUV y WSLV (ver Tablas 1 y 2).  

Se utilizó el dataset de genomas completos con el que se desarrollaron los análisis filogenéticos 

detallados en el Objetivo Específico I. Se recortó el alineamiento para visualizar el blanco de 

amplificación de esta metodología, cuyos primers reconocen las regiones entre los nucleótidos 

8927-8949 y 9167-9189 (relativos al genoma completo de la cepa de DENV-1 HNRG25001 - 

Número de acceso: KC692512). Se evaluó in silico la efectividad de los primers reportados para 

identificar a los distintos Flavivirus mencionados, modificándose la secuencia de los mismos 

mediante el agregado de nucleótidos degenerados para ajustarlos a las diferentes especies.  

Asimismo, se realizó un análisis filogenético de máxima verosimilitud considerando la secuencias 

aminoacídicas completas de las especies mencionadas. El árbol filogenético resultante (modelo 

WAG+F+Γ+I) fue editado mediante el programa FigTree v1.4.2 ( http://tree.bio.ed.ac.uk). 

  

http://tree.bio.ed.ac.uk/
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Resultados y discusión 

 

Debido a la emergencia de ZIKV en las Américas en 2015, resolvimos ajustar esta metodología para 

que pudiera utilizarse tanto para la detección de ZIKV, como también de otros Flavivirus causantes 

de enfermedades en humanos y potencialmente emergentes.  

Se realizó el alineamiento de los primers con especies de Flavivirus que se han reportado en 

infecciones en humanos (ver Tablas 1 y 2). Las secuencias de los primers directo (MAMDMod) y 

reverso (cFD2Mod) se indican en la Tabla 3 y son el resultado de la modificación de los primers 

originalmente descritos (MAMD y cFD2) (SCARAMOZZINO et al. 2001), con nucleótidos 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 realizó además un árbol filogenético de máxima verosimilitud (modelo WAG + F + Γ + I) y se 

editó conservando su topología. Este árbol fue adjuntado al alineamiento para ayudar a la 

interpretación de las modificaciones realizadas (Figura 4). 
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Figura 4. Alineamiento de primers modificados con las especies de Flavivirus reportadas en infecciones en 
humanos. Sobre la izquierda se muestra un árbol 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 nucleótidos conservados se indican con fondos coloreados. 

 

Estos primers fueron utilizados en el brote de dengue registrado en Uruguay en 2016. Más detalles 

se indicarán en el Capítulo 2. 
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Conclusiones 

Se logró adaptar una metodología de Real-Time PCR para la detección y discriminación de 

diferentes Flavivirus que hayan sido reportados como agentes causales de enfermedades en 

humanos. Cabe destacar que esta metodología, así como otras previamente puestas a punto en 

nuestro laboratorio fueron exitosamente transferidas al Laboratorio de Técnicas Especializadas de 

la Asociación Española (LTE-ASESP) en el marco del Proyecto Alianzas para la Innovación titulado 

“Diagnóstico molecular de virosis emergentes de gran impacto en salud pública”. Este proyecto 

vinculó a nuestro laboratorio con el Laboratorio de Virología Molecular del Centro Universitario 

Región Litoral Norte (Salto), y el LTE-ASESP, y fue co-financiado por la ASESP y la ANII. Utilizando 

estas estrategias moleculares, el LTE-ASESP colaboró con el Ministerio de Salud Pública (MSP) en el 

diagnóstico de casos sospechosos de Dengue y Zika registrados en Uruguay en el presente año. 
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Capítulo 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 aparición de las formas más graves de la enfermedad. El 

dengue es una de las principales causas de morbilidad en niños y adultos latinoamericanos y su 

distribución e incidencia han aumentado notoriamente en los últimos 30 años. Luego de 100 años 

de ausencia de reportes en el Uruguay, en 2016 volvió 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 

que en la presente tesis se investigaron las diferentes características genéticas y antigénicas de las 

distintas variantes de DENV que emergieron en nuestro país. 
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Introducción 

El virus dengue (DENV) pertenece al género Flavivirus dentro de la familia Flaviviridae. DENV es un 

arbovirus (virus transmitidos por vectores artrópodos hematófogos) 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 está compuesto por una cadena única, 

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 geográficas, 

especialmente en el Sudeste asiático (SENANAYAKE 2006).  

La infección por cualquiera de estos serotipos puede originar desde un cuadro subclínico, hasta 

síndromes severos con una elevada letalidad. Las manifestaciones usuales han sido históricamente 

denominadas como fiebre del dengue (DF) o dengue clásico, y fiebre hemorrágica del dengue 

(DHF) o dengue hemorrágico. Estos cuadros de mayor gravedad pueden evolucionar en ocasiones 

en el síndrome de choque por dengue (DSS), siendo la principal causa de hospitalización y muerte 

entre los niños en el Sudeste asiático (HENCHAL and PUTNAK 1990; CLYDE et al. 2006). Sin embargo, la 

clasificación 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 

prácticos, en adelante nos referiremos a las diferentes manifestaciones como dengue o dengue 

leve y dengue severo. 
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Figura 5. Clasificación de casos de dengue sugerida y niveles de gravedad. (WHO 2009). 

 

El DENV es uno de los virus emergentes más importantes y se plantea como amenaza para más de 

la mitad de la población mundial (BENNETT et al. 2003b; DONG et al. 2007). Algunas estimaciones 

indican una incidencia mundial por año 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 número de infectados anuales estaría en el rango de 70-500 millones de personas, 

incluyendo más de 2 millones de casos severos que originan 20.000 muertes.  

El dengue es endémico en más de 100 países de África, América, el Mediterráneo Oriental, Asia 

Sudoriental y el Pacífico Occidental, siendo estas últimas dos regiones las más gravemente 

afectadas. La OPS estima que el número de muertes sugiere una evolución clínica más severa de la 

usualmente observada (OPS 2008). Los casos de dengue se quintuplicaron en las Américas entre 

2003 y 2013, registrándose en este último año más 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 población, la 

urbanización no planificada y la falta de acceso a agua potable, favorecen la transmisión del DENV 

en las Américas, donde co-circulan los 4 serotipos.  
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Historia 

La primera epidemia descripta de una enfermedad clínicamente 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 espíritus. La enfermedad habría cruzado desde el este de África al Caribe 

en 1827, donde en Cuba se identificó 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 África, Mediterráneo Oriental, Asia y 

Australia, así como también en Islas de los Océanos Índico y Pacífico y del mar Caribe (WHO 2007).  

Como resultado de la Segunda Guerra Mundial, la rápida urbanización en el Sudeste asiático 

derivó en una pandemia de dengue, donde se registró la primera gran epidemia de dengue severo. 

En los últimos 25 años del siglo XX se produjo una dramática expansión a nivel global de epidemias 

de dengue y dengue severo, facilitada por la urbanización descontrolada en países tropicales 

subdesarrollados, la modernización del transporte, la globalización, la proliferación de criaderos 

de mosquitos y la falta de medidas efectivas para su control (GUBLER 2006; GURUGAMA et al. 2010).  

El más dramático aumento de dengue como un gran problema de salud pública ha ocurrido en 

América. En 1946, la OPS inició un programa de control del mosquito Aedes aegypti con el objetivo 

de eliminar los focos de fiebre amarilla que aún quedaban en diversos países de la región (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 erradicación del vector fue difícil de mantener 

y a finales de la década de 1960 y principios de la de 1970 se constató la re-invasión del mosquito 

vector. Una epidemia de gran envergadura ocurrió en Cuba en 1981 y otra de dengue severo en 

Venezuela en 1989-1990. Desde entonces, epidemias han ocurrido en la gran mayoría de los 

países de Centro y Sudamérica, y brotes, casos confirmados, o ambos han sido reportados de casi 

todos los países tropicales y subtropicales de las Américas (OPS 2014). 

  

Ciclo replicativo de DENV 

Unión y entrada  

Estudios in vitro han demostrado que el DENV es capaz de infectar un gran número de células 

humanas, entre ellas células dendríticas, monocitos, macrófagos, células B y T, células 

endoteliales, hepatocitos y células neuronales (ANDERSON 2003). Sin embargo, in vivo solo se ha 

encontrado a monocitos, macrófagos y células dendríticas como blancos primarios de las 

infecciones por DENV (JESSIE et al. 2004).  

El primer paso de la infección requiere la interacción entre la partícula viral y receptores presentes 

en la superficie de la célula blanco, que llevan a la entrada del virión a través de una endocitosis 



 
38 

mediada por receptores (Figura 6). La proteína viral responsable de esta unión es la glicoproteína 

E, mediante su dominio III 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 heparán sulfato (HS) está involucrado en la 

unión del DENV con células de mamíferos (CHEN et al. 1997; HILGARD and STOCKERT 2000; GERMI et 

al. 2002; HUNG et al. 2004). Dado que el HS está presente en una gran diversidad de células, su 

interacción con el virus permite la adsorción viral a la superficie de distintos tipos celulares, por lo 

que otros receptores más específicos son necesarios. En el caso específico de células dendríticas 

de Langerhans, que están 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 partículas de DENV en la superficie de la 

célula dendrítica. Para realizar la internalización son necesarios receptores de alta afinidad que 

aún 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 internalización del virión  también puede ocurrir por la formación de complejos con las IgG, las 

cuales se unen a las células susceptibles por sus receptores Fc (MYINT et al. 1991). Luego de la 

internalización de los viriones, se acidifica el endosoma por la fusión con lisosomas, produciendo 

cambios conformacionales en la glicoproteína E, que se trimeriza irreversiblemente (ver Figura 8). 
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Esto induce la fusión de las membranas celular y viral, con la consiguiente liberación de la 

nucleocápside al citoplasma, donde se decapsida liberando el genoma viral (CLYDE et al. 2006; 

BARTENSCHLAGER and MILLER 2008). 

Síntesis proteica 

Luego de que el genoma viral ya se encuentra en el citoplasma, comienza la traducción de una 

única poliproteína, por medio de un mecanismo dependiente su cap 5’ terminal. En este paso, el 

factor de iniciación eucariótico 4F (eIF4F) reconoce este cap del genoma viral (del mismo modo 

que ocurre con los mensajeros celulares), y solo así recluta al complejo ribosómico para iniciar la 

traducción (GINGRAS et al. 1999).  

También se ha reportado la existencia de un modelo de traducción independiente del cap, 

mediante un mecanismo que requiere la interacción de 5’ NCR y 3’ NCR del DENV, lo que refleja 

una adaptación a las respuestas antivirales celulares o a diferentes tipos celulares que contienen 

variados niveles de factores de traducción esenciales (EDGIL et al. 2006). 

La traducción de la poliproteína ocurre en el RE rugoso, lo cual facilita la localización de las 

proteínas virales dentro y alrededor de él para su posterior ensamblaje en viriones maduros (YU et 

al. 2006). El procesamiento proteolítico ocurre co y post-traduccionalmente por proteasas tanto 

celulares como virales (NS2B-NS3), dando lugar a 3 proteínas 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).  

Replicación 

Una vez sintetizadas las proteínas esenciales para la replicación, las diferentes proteínas NS, entre 

las que destacan NS3 y NS5, forman el complejo de replicación viral (CRV) (KLEMA et al. 2015). Éste 

reconoce los ARN virales por su estructura secundaria característica, ubicada en el extremo 5’, que 

es altamente conservada entre los Flavivirus (FILOMATORI et al. 2006).  

Ésta consiste de una horquilla estabilizante grande (SLA) seguida de una más pequeña (SLB), 

ubicadas justo antes del codón iniciador de la traducción AUG (Figura 7A). Sin embargo, para que 

ocurra la replicación 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). Éstas son 5’ UAR (región corriente 

arriba de AUG) y 3’ DAR (región corriente abajo de AUG), ubicadas en las NCR 5’ y 3’, 

respectivamente, y 5’ CS y 3’ CS (secuencia de ciclación), que se ubican en la secuencia codificante 

de la cápside, 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 7A y 7B). 
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Figura 7. Estructuras genómicas 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 proteínas. (B) La 
circularización de la cadena positiva de DENV promueve la síntesis de la hebra de ARN negativa. Los 
extremos 5’ y 3’ interaccionan por intermedio de la asociación de secuencias de ciclación (CS) y regiones 
UAR/DAR. La hibridación entre 5’ UAR y 3’ DAR causa una reorganización 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 próximo debido a la circularización, iniciando la síntesis de la hebra 
complementaria (SAEEDI and GEISS 2013). 

 

De esta forma el ARN genómico funciona como molde para la síntesis de cadenas de polaridad 

negativa, y éstas generarán copias de ARN de polaridad positiva que tendrán tres destinos 

posibles. Podrán servir nuevamente como plantillas transcripcionales, funcionar como mensajeros 

para la síntesis proteica, o ensamblarse dentro de la nucleocápside y transformarse en los ARN 

genómicos de nuevos viriones (DIAMOND 2003).  

Ensamblaje y Salida   

Inicialmente se forman unas partículas virales inmaduras no infecciosas a nivel del RE, formadas 

por las proteínas E y prM, además de la nucleocápside y lípidos de membrana. La ruptura 

proteolítica de prM ocurre en el aparato de Golgi, madurando de esta forma la partícula viral y 

haciéndola infecciosa (Figura 8). Este virus completo es liberado de la célula por exocitosis para así 

infectar nuevas células (DIAMOND 2003). 
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Figura 8. Esquema de las diferentes disposiciones de la proteína E en la partícula viral. Se observan las 
disposiciones de la E en su estado dimérico (extracelular), trimérico (endosomal) e inmaduro (intracelular). 
Modificado de (BARTENSCHLAGER and MILLER 2008). 

 

Patogénesis 

La primera infección con cualquiera de los cuatro serotipos se denomina infección 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-PÉREZ et al. 1998). En estos cuadros, los síntomas clásicos de dengue leve 

suelen agravarse luego de un descenso marcado de la temperatura, donde aparecen 

manifestaciones hemorrágicas 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 mayoría de los casos de dengue severo suceden como resultado de una infección secundaria 

(ZIVNY et al. 1999). Esto es explicado por un fenómeno denominado amplificación dependiente de 

anticuerpos (ADE) (MORENS 1994). Cuando un individuo es infectado con un serotipo de DENV, 

genera anticuerpos específicos contra él, capaces de protegerlo por largo tiempo contra la 

reinfección con ese serotipo, pero solo durante dos o tres meses contra los otros serotipos. La 

posterior infección con un virus heterólogo produce la formación de complejos virus-anticuerpos 

que penetran en las células del sistema fagocítico mononuclear (monocitos y macrófagos), gracias 

a la unión del fragmento constante de la inmunoglobulina G (IgG) a los receptores del tipo 

gamma. Como consecuencia se infecta un mayor número de células y se favorece la diseminación 
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viral. Además, la replicación del virus induce a estas células infectadas a liberar mediadores 

vasoactivos que producen permeabilidad vascular y manifestaciones hemorrágicas típicas de un 

dengue severo (MORENS and HALSTEAD 1990).  

Además, 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 específica frente al DENV se inicia con la activación de linfocitos 

T (LT) CD4+ durante la viremia y posteriormente con la activación 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+ citotóxicos (BERRIOS et al. 1996; ZIVNY et al. 1999), por lo que la 

activación de los  LT y también la producción de citocinas son factores importantes en la patogenia 

de dengue (HOBER et al. 1993). 

Además de la respuesta inmune celular en los casos de dengue severo, se exacerba la activación y 

liberación de citocinas, lo que se relaciona con la mayor gravedad del cuadro clínico. En cuadros 

graves también se ha demostrado la activación del sistema del complemento, pudiéndose 

detectar concentraciones elevadas de las proteínas C3 y C1q, planteándose como una explicación, 

que los complejos virus-anticuerpos circulantes serían los que activan la reacción en cascada del 

complemento (LEI et al. 2001).   

Igualmente, existe la posibilidad que se presenten reacciones autoinmunes, que pueden estar 

dadas por la presencia de anticuerpos contra las proteínas virales que presenten reactividad 

cruzada contra plaquetas y factores de coagulación (MARKOFF et al. 1991; LEI et al. 2001). Algunas 

proteínas no estructurales como NS1, NS2 y NS3 parecen tener cierta homología estructural con 

factores de coagulación, plaquetas, integrinas y adhesinas de células endoteliales humanas, 

permitiendo la activación de clonas LT autorreactivas que participan en la patología del Dengue 

(MARKOFF et al. 1991). 

Por otra parte, la activación de linfocitos de reactividad cruzada o serotipo-específicos pueden 

llevar a la consecuente formación de anticuerpos de reactividad cruzada, inespecíficos y 

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 infección 

secundaria, en algunos casos la propia virulencia del virus, sumada a las características del 

hospedero, llevan a la complicación de la enfermedad (BRAVO et al. 1987). Algunos genotipos están 

más relacionados con el desarrollo de epidemias de dengue leve o de mayor gravedad, como son 

las variantes genotípicas asiáticas del serotipo 2 y también la procedencia asiática 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 comparación con los casos de dengue leve (VAUGHN et al. 2000). 

También es de destacar que el retículo endoplasmático (RE) del hospedador está involucrado en la 

síntesis proteica, replicación genómica y ensamblaje de las partículas virales de Flavivirus. Por esta 
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razón, durante una infección con Flavivirus se suele sobrecargar la capacidad funcional del RE 

(MACKENZIE and WESTAWAY 2001). Como consecuencia, estos eventos llevan a la activación de 

respuestas al estrés del RE, modulándose diversas señales con la posible inducción de la muerte 

celular (UMAREDDY et al. 2007).  
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Objetivo Específico III: Caracterización genética y antigénica 

de cepas de DENV circulantes en Uruguay. 

 

Antecedentes y Fundamento teórico 

El Laboratorio de Virología 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 diagnóstico molecular rápido y análisis 

filogenéticos que nos permitieron observar la epidemiología y la evolución de las poblaciones 

virales de DENV en Ecuador (REGATO et al. 2008). Este estudio nos permitió observar por primera 

vez la variabilidad genética de DENV en Ecuador, evidenciando la co-circulación de los cuatro 

serotipos. 

Posteriormente, en el marco de mi Tesis de Maestría, nos enfocamos en el estudio del genotipo III 

de DENV-3 en las Américas. Numerosos reportes indican que la aparición de este genotipo en el 

continente no sólo reemplazó a otros serotipos, sino que también se relacionó con el aumento de 

brotes de dengue severo (MESSER et al. 2003b; SILVA et al. 2008). La primera gran epidemia de 

dengue grave ocurrió en Sri Lanka en 1989, y coincidió con la emergencia de una variante del 

genotipo III de DENV-3, que se expandió desde el subcontinente Indio hacia África 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 razón, nuestro grupo comenzó a realizar investigaciones en conjunto con el Instituto 

Nacional de Higiene y Medicina Tropical de Guayaquil, Ecuador, así como con el Laboratorio 

Biología de Virus del Centro de Microbiología y Biología Celular del Instituto Venezolano de 

Investigaciones Científicas (IVIC), Caracas, Venezuela. A partir de muestras de pacientes 

ecuatorianos y venezolanos infectados con DENV, obtuvimos secuencias nucleotídicas 

correspondientes a diferentes regiones del genoma de DENV. Esto nos permitió realizar estudios 

de variabilidad genética del DENV, así como también caracterizar las estirpes circulantes en la 

región, lo que ha contribuido a elucidar diferentes aspectos de las fuerzas evolutivas que subyacen 

en la evolución molecular del DENV. Además, mediante estudios bayesianos de coalescencia, 

analizamos las tasas evolutivas y las dinámicas de las poblaciones virales del DENV en las regiones 

sudamericanas estudiadas. Los principales resultados obtenidos son los siguientes: 

1) Estudio de las relaciones filogenéticas existentes entre variantes de DENV-3 
aisladas en Ecuador y Venezuela. 

Todas las cepas de DENV-3 que circulan en la región Latinoamericana que fueron incluidas en 

estos estudios, pertenecen al genotipo III (DE MORA et al. 2009; RAMÍREZ et al. 2010). Este genotipo 

particular ha sido asociado con grandes brotes de dengue severo. Además, se pudo evidenciar una 

gran diversificación de este genotipo en las Américas. Este hecho explica los resultados 
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epidemiológicos que señalan una mayor incidencia de este genotipo con estados más graves de la 

enfermedad. 

2) Estimación de las tasas evolutivas y dinámicas poblacionales de DENV-3 en 
Sudamérica. 

El genotipo III de DENV-3 se expandió en la región con tasas evolutivas que son comparativamente 

más altas que las reportadas para otros serotipos de DENV (FAJARDO et al. 2009; RAMÍREZ et al. 

2010). Esto concuerda con diferentes reportes y también se asocia con los datos epidemiológicos 

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 más alta sea esta tasa de sustituciones, 

mayor puede ser su diversidad genética. Esto tiene incidencia en las características fenotípicas 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 aminoacídicos 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 proteína E, especialmente en 

su dominio III, que está involucrado en el reconocimiento de los receptores celulares y posee 

múltiples epítopos neutralizantes específicos para cada serotipo. En este estudio se observaron 

diversas sustituciones de aminoácidos en regiones de la proteína E, particularmente en su dominio 

III o en residuos expuestos a la superficie (DE MORA et al. 2009; RAMÍREZ et al. 2010), que pueden 

conferirle a estas cepas ventajas evolutivas que les permitan escapar a la neutralización. 

Estos hechos en conjunto ayudan a explicar, al menos en parte, las características particulares del 

genotipo III de DENV-3 en las Américas, y su elevada asociación con progresiones hacia estados 

severos de la enfermedad.  

En cuanto al DENV en el Uruguay, su transmisión no se registraba desde 1916, cuando se 

notificaron los últimos casos en Salto (SOSA 1916), a consecuencia de una epidemia que abarcó el 

cono Sur de América (GRATZ et al. 1996). El principal vector, Aedes aegypti, fue erradicado de 

nuestro país en 1958 (SALVATELLA 1996), pero en 1997 se produjo su re-introducción (SALVATELLA 

1997) y rápidamente se dispersó por todo el territorio nacional (SALVATELLA and ROSA 2003). Este 

hecho, sumado a los constantes brotes epidémicos en la región, llevó 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 autóctono hizo activar el Plan Nacional de Contingencia, evaluándose 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 registrándose casos importados anualmente (MSP 2015). 
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Recientemente, en febrero de 2016, se reportaron los primeros casos de dengue autóctono luego 

de 100 años de su último reporte (WHO 2016). 

En el siguiente capítulo se describen las estrategias utilizadas para investigar las características 

genéticas y antigénicas de las cepas de DENV causantes de la epidemia de dengue registrada en 

Uruguay en 2016.   
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Materiales y métodos 

Muestras 

Las muestras de suero de pacientes uruguayos positivos para DENV fueron obtenidas en el 

Departamento de Laboratorios de Salud Pública, Ministerio de Salud Pública (DLSP-MSP) o en el 

Laboratorio de Técnicas Especializadas de la Asociación Española (LTE-ASESP). Dichas muestras 

fueron confirmadas positivas para DENV por métodos moleculares en el correspondiente servicio. 

Posteriormente, se envió una alícuota de los sueros positivos al LVM donde proseguimos con los 

análisis. Las muestras analizadas se detallan en la Tabla 4. 

Extracción de ARN 

Para la extracción de ARN se partió de muestras de 140 μl de suero de pacientes infectados con 

DENV. Se utilizó el kit de extracción QIAamp 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 circulación de DENV y otros Flavivirus en el Uruguay ha significado un obstáculo 

para poder contar con controles positivos. La imposibilidad de trabajar con sueros positivos o 

crecer estos virus en cultivos celulares, hace que únicamente 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), Río 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 (línea 

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 únicamente se trabajó a partir de ácidos nucleicos. Por consiguiente, 

estas muestras no representan ningún riesgo físico, químico o biológico. 

Transcripción Reversa 

Se realizó una retrotranscripción (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 realizó una mezcla de 

reacción utilizando los siguientes reactivos por cada muestra: 3 microlitros (µl) de agua Milli-Q, 1 

µl de desoxinucleótidos tri-fosfato (dNTP’s) a una concentración de 10 milimolar (mM), 3 µl de 

hexámeros aleatorios y 5 µl de ARN de cada muestra. Esta mezcla se incubó a 65ºC por 5 minutos 

(min) y posteriormente en hielo por 1 min. A continuación, se adicionaron a la mezcla 4 μl de 

Buffer 5X, 2 μl de DTT 100 mM, 1μl de ARNasa out y 1μl de la enzima ADN polimerasa ARN 

dependiente Superscript II (Invitrogen) en una concentración de 200 unidades de enzima (U)/µl, 

obteniendo un volumen final de 20 μl. Esta mezcla de reacción fue incubada 10 min a 25ºC, 60 min 

a 42ºC y 15 min a 70ºC en un termociclador Corbett PalmCycler CG-196.  
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Tabla 4: Muestras de pacientes uruguayos infectados con DENV. 

Cepa Procedencia Sexo País Barrio Diagnóstico Cuadro clínico 

M3 ASESP M Autóctono Pocitos Dengue leve Fiebre, exantema, mialgia. 

M6 MSP F Autóctono 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 Autóctono ND Dengue leve ND 

M19 MSP M Importado (Argentina) ND Dengue leve ND 

M20 MSP M Autóctono ND Dengue leve ND 

M21 MSP F Autóctono ND Dengue leve ND 

M22 MSP M Autóctono ND Dengue leve ND 

M23 MSP M Autóctono ND Dengue leve ND 

M24 MSP F Autóctono ND Dengue leve ND 

M25 MSP F Importado (Cuba) ND Dengue leve ND 

M26 ASESP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M38 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M39 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M40 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M41 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M42 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M43 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M44 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M45 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M46 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M47 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M48 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M49 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M50 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M51 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

M52 MSP ND Autóctono ND Dengue leve ND 

ND: Información no disponible 
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Real-time PCR 

Se utilizó la metodología de PCR a tiempo real para la detección de Flavivirus (detallada en el 

Objetivo Específico II del Capítulo 1) con el fin de confirmar las muestras positivas para DENV. Para 

ello se modificó brevemente la metodología descrita, considerándose la posibilidad de que otro 

Flavivirus fuera el agente causal de la enfermedad en algún paciente. Se realizó una mezcla de 

reacción conteniendo los siguientes reactivos para cada reacción: 10 µl de SYBR Green Master Mix; 

6 µl de agua Milli-Q; 1 µl de primer directo MAMDMod (5’- AAC ATG ATG GGN AAR MGW GAR AA 

-3’); 1 µl de primer reverso cFD2Mod (5’- GTG TCC CAD CCD GCD GTR TCR TC-3’); y 2 µl de ADN 

copia de cada muestra problema. Los 20 µl de reacción resultantes fueron incubados en un 

StepOnePlus™ Real-time PCR System de Applied Biosystems® a: 95ºC por 10 min; 40 ciclos de 30 

seg a 95ºC, 20 seg a 53ºC y 20 seg a 72ºC;  20 seg a 95ºC; 1 min a 60ºC y 20 seg a 95ºC. Se utilizó 

ADN copia de los 4 serotipos de DENV como controles positivos.  

Determinación de serotipo 

Para determinar el serotipo de DENV de cada una de las muestras mencionadas, se sometieron los 

ADNc generados a una Heminested PCR (LANCIOTTI et al. 1992) enfocada en la región 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 amplificación, se preparó la 

siguiente mezcla de reacción por muestra: 11.5 μl de agua Milli-Q; 5 μl de Buffer 5X (Phusion); 1 μl 

de dNTP’s 10 mM; 1 μl de los cebadores D1 y D2, cuyas secuencias nucleotídicas 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 concentración de 15 µM; y 0,5 μl de la enzima Phusion® High-Fidelity DNA 

Polymerase, en una concentración de 2000 U/ml. A esta mezcla se le agregaron 5 µl de ADNc y se 

incubaron los 25 µl resultantes a: 94ºC por 2 min; 35 ciclos de 94ºC por 30 seg, 55ºC por 1 min y 

72ºC por 2 min; y 10 min a 72ºC. El producto obtenido de 511 pb fue posteriormente sometido a 

una nueva ronda de amplificación, manteniendo el primer externo D1, e incluyendo esta vez los 

cebadores TS1, TS2, TS3 y D4, con las siguientes secuencias nucleotídicas: 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 tamaño (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 comparación de sus diferentes movilidades electroforéticas (Figura 9).  
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Figura 9. Visualización 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 
tamaño, indicándonos así el serotipo de la cepa de DENV analizada. Teniendo como referencia el Marcador 
de Serotipos (MS) en el carril 5, podemos comparar la migración 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). 

 

Amplificación de genes de proteínas estructurales 

Se procedió a la amplificación de los genes de las proteínas 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 nucleótidos del genoma de DENV-1, región que incluye todas las proteínas 

estructurales de este virus (Figura 7). Se utilizó la siguiente mezcla de reacción por muestra: 28,5 

μl de agua Milli-Q; 10 μl de Buffer 5X (Phusion); 2 μl de dNTP’s 10 mM; 2 μl de primers D1S1C-F1 y 

D1A17-F1 en una concentración de 10 µM; y 0,5 μl de la enzima Phusion® High-Fidelity DNA 

Polymerase, en una concentración de 2000 U/ml. A esta mezcla se le agregaron 5 µl de ADNc 

generados previamente con hexámeros aleatorios. Se incubaron los 50 µl resultantes a: 94ºC por 2 

min; 35 ciclos de 94ºC por 30 seg, 30 seg a 45ºC y 72ºC por 2 min; y 10 min a 72ºC. 

Electroforesis en gel de agarosa 

Con el fin de confirmar los tamaños de los diferentes amplicones obtenidos, se realizaron corridas 

electroforética en geles de agarosa al 1.5%, en buffer TAE 1X. La tinción del mismo se realizó con 

SYBR® Safe - DNA Gel Stain (Invitrogen). Los geles fueron observados en un transiluminador de luz 

ultravioleta y fotografiados en un procesador de imágenes UNIVERSAL HOOD II de BIO-RAD. 

Purificación de productos de PCR 

Los amplicones resultantes fueron purificados (desde el mismo tubo de amplificación o luego de 

recortarse de los geles de agarosa), mediante el kit PCR Purification Kit de Invitrogen, según las 

instrucciones suministradas por el fabricante. A efectos de contar con una mayor cobertura 
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nucleotídica, en el caso de la Heminested-PCR solo se enviaron los amplicones derivados del 1er 

round de amplificación (511 pb).  

Secuenciación 

La secuenciación de los amplicones purificados se realizó a través del servicio de secuenciación 

comercial Macrogen Inc, Seoul, Korea. Para ello se utilizaron los primers de amplificación, así 

como primers internos de secuenciación 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.  

Análisis filogenéticos 

Las secuencias obtenidas fueron editadas con el programa Seqman 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 nucleotídicas con secuencias comparables de 

diferentes regiones geográficas, mediante el programa CLUSTALW (THOMPSON et al. 1994) 

implementado en el programa MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis versión 7.0) 

(KUMAR et al. 2016). Se descargaron secuencias nucleotídicas 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 únicamente secuencias de DENV-1 de la región sudamericana aisladas en los 

últimos 10 años. Se generaron tres conjuntos de datos diferentes, que incluyeron secuencias 

correspondientes a la región 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 además evaluar la presencia de algún eventual evento de recombinación 

evidenciado por incongruencias entre las distintas filogenias. 

El programa jModelTest (POSADA 2008) se utilizó para identificar el modelo evolutivo que mejor 

representa la variabilidad de las secuencias analizadas. A través del criterio de información de 

Akaike (AIC) y de la prueba del cociente de verosimilitud (LRT) jerárquica, se determinó el modelo 

GTR + Γ + I como el modelo evolutivo óptimo para describir los diferentes conjuntos de datos. 

Utilizando este modelo se construyeron árboles filogenéticos de máxima 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 árboles obtenidos mediante el programa FigTree v1.4.2 

(disponible en http://tree.bio.ed.ac.uk). 

http://www.viprbrc.org/
http://tree.bio.ed.ac.uk/
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Amplificación de genomas completos 

Con el objetivo de profundizar en las características genéticas, así como investigar las propiedades 

antigénicas de estas cepas, se amplificaron los genomas completos de diferentes variantes 

uruguayas. Para ello, a partir de los análisis filogenéticos previamente realizados, se seleccionaron 

cepas representativas de los distintos sub-grupos genéticos circulantes en Uruguay. Se utilizó 

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 detección de las variantes circulantes en la región. Las modificaciones realizadas se 

resumen en la Tabla 5. Se amplificaron los diferentes fragmentos detallados utilizando la siguiente 

mezcla de reacción por muestra: 28,5 μl de agua Milli-Q; 10 μl de Buffer 5X (Phusion); 2 μl de 

dNTP’s 10 mM; 2 μl de primers de cada fragmento (ver Tabla 5) a una concentración de 10 µM; y 

0,5 μl de la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase, en una concentración de 2000 U/ml. A 

esta mezcla se le agregaron 5 µl de ADNc generados previamente con el primer reverso más 

externo del genoma (D1A4B-F5). Se incubaron los 50 µl resultantes a: 94ºC por 2 min; 35 ciclos de 

94ºC por 30 seg, 30 seg a 45-55ºC (para diferentes fragmentos se utilizaron distintas temperaturas 

de annealing) y 72ºC por 2 min; y 10 min a 72ºC. 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 únicas (protocolos detallados anteriormente). 

Secuenciación masiva de genomas completos 

Los amplicones resultantes fueron sometidos a una secuenciación masiva utilizando la plataforma 

Illumina Genome Analyzer IIX presente en el Laboratorio del Dr. Marco Vignuzzi, Unité de 

Populations Virales et Pathogenèse, Viral Populations and Pathogenesis Unit, Institut Pasteur de 

Paris, Francia. Para ello fue fundamental la contribución del Dr. Gonzalo Moratorio, así como el Dr. 

Fran Pérez Rodríguez, quienes procesaron los diferentes amplicones para realizar la construcción 

de las librerías genómicas. Asimismo, el posterior procesamiento de las secuencias nucleotídicas 

estuvo a cargo del Lic. Martín Sóñora en el marco de su Tesis Maestria en Bioinformática. El Lic. 

Sóñora se encargó de la generación de los genomas consenso de cada variante, las tablas de 

frecuencias nucleotídicas y la reconstrucción de haplotipos de variantes minoritarias, por lo que 

gran parte de este trabajo hubiera sido imposible sin su aporte. Las metodologías bioinformáticas 

utilizadas para estos fines se describen brevemente a continuación. 

Pre-procesamiento y alineamiento 

Se evaluó el estado de calidad de las secuencias obtenidas utilizando el programa FastQC versión 

0.11.5 (ANDREWS 2010). Este programa provee una descripción general sobre aspectos 

relacionados con los datos de secuencias, mostrando gráficos y tablas para rápidamente evaluar 

los mismos. De esta forma, se evaluó la calidad de las lecturas antes y después de cada paso del 

análisis. Los reads fueron recortados o “trimados” utilizando el programa Scythe versión 0.991 

(disponible en: https://github.com/vsbuffalo/scythe), lo que permitió la remoción de los 

adaptadores usados durante la construcción de las librerías. Scythe utiliza una aproximación 

https://github.com/vsbuffalo/scythe
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bayesiana para la clasificación de pequeños substrings encontrados en las lecturas. Asimismo, 

considera la información de calidad que lo hace más robusto en la eliminación del adaptador del 

extremo 3´, que usualmente presenta bases de baja calidad. En el trimado de los reads se 

consideró la calidad de las bases. Para ello se usó el programa Sickle versión 1.33 (JOSHI and FASS 

2011) con el parámetro de calidad -q igual a 33. Sickle se vale de ventanas deslizantes según 

umbrales de calidad y longitud para determinar cuándo la calidad es suficientemente baja y alta 

para “trimar” los extremos 3’ y 5’, respectivamente. Posteriormente, se utilizó el paquete 

bioinformático cutadapt versión 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 decidió ajustar la 

longitud de las secuencias a un mismo largo. Para esto se usó el programa fastx_trimmer del 

paquete bioinformático FASTX-Toolkit (disponible en: http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/) 

ajustando el parámetro -m en 110. FASTX-Toolkit es una herramienta de línea de comando que 

integra un conjunto de programas para el pre-procesamiento de los archivos de lecturas, tanto en 

formato FASTA como FASTQ. Además, brinda información sobre estadísticas 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, número de acceso KC692512), utilizando el programa 

Bowtie versión 1.1.2 (LANGMEAD et al. 2009). Durante el alineamiento se permitió un número 

máximo de 3 mismatches en la región semilla, lo que permitió 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), visualizándose con el programa Tablet 

versión 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 opción mpileup. El archivo resultante sirvió de 

entrada para el paquete computacional VarScan versión 2.3.7 (KOBOLDT et al. 2009), mediante el 

cual, utilizando la opción mpileup2snp, se identificaron los diferentes polimorfismos de nucleótido 

simple (SNPs). Se utilizó la opción “filter” del programa VarScan para realizar el filtrado de los SNPs 

por cobertura, frecuencia y p-value.  

Ensamblado de los Fragmentos: secuencias Consenso 

Además de alinear los reads contra el genoma de referencia, se realizó el ensamblado de los 

mismos para generar las secuencias consenso de los genomas completos de cada cepa analizada. 

Para ello se utilizó el programa Trinity versión 2.2.0 (GRABHERR et al. 2011) que permite la 

reconstrucción 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 volúmenes 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 parálogos. 

http://hannonlab.cshl.edu/fastx_toolkit/
http://github.com/samtools/samtools
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Caracterización antigénica 

Se procedió a investigar las características antigénicas de las diferentes cepas de DENV circulantes 

en Uruguay. Para ello se analizó la información nucleotídica de las regiones codificantes completas 

obtenidas por secuenciación masiva. Asimismo, para las demás muestras cuyos genomas 

completos no fueron amplificados, se utilizaron las secuencias del Fragmento 1 (Figura 15, Tabla 5) 

que incluye los genes de proteínas estructurales. Mediante esta aproximación se buscó 

profundizar en la interpretación de la diversidad genética y antigénica de estirpes uruguayas. Se 

realizó la traducción in silico de las secuencias nucleotídicas mediante el programa MEGA7 (KUMAR 

et al. 2016) para obtener las diferentes secuencias proteicas. La información respecto a las 

diferentes modificaciones aminoacídicas encontradas en los ORF completos se resumió en Tabla 

Suplementaria 1. Asimismo, algunas sustituciones aminoacídicas encontradas entre las diferentes 

secuencias de la glicoproteína E, fueron utilizadas para modelar por homología la estructura de 

esta proteína utilizando el programa Modeller (disponible en 

https://salilab.org/modeller/contact.html) (MARTÍ-RENOM et al. 2000; WEBB and SALI 2016). Para 

ello se utilizó la estructura tridimensional comparable con mejor resolución atómica, obtenida por 

crio-microscopía electrónica de una cepa de DENV-2 (PDB ID: 3J27) (ZHANG et al. 2013). Para la 

visualización y edición de la estructura se utilizó el programa VMD (HUMPHREY et al. 1996). Estos 

análisis fueron realizados por el Dr. Sergio Pantano en el Laboratorio de Simulaciones 

Biomoleculares del Instituto Pasteur de Montevideo. 

  

https://salilab.org/modeller/contact.html
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Resultados y discusión 

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 

metodologías de diagnóstico: una Real-time PCR y una Heminested PCR. Todas las muestras 

resultaron positivas para DENV por ambos métodos, a excepción de M16 (caso importado de 

Colombia) y M24 (caso autóctono), que arrojaron resultados negativos por ambas estrategias 

metodológicas. Esto nos posibilitó 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 autóctonos. 

Los amplicones obtenidos por ambas metodologías fueron purificados y enviados a secuenciar. Se 

procedió 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 edición y corrección, fueron analizadas mediante el algoritmo Nucleotide BLAST para 

corroborar su identidad. Este análisis evidenció que de las 30 variantes analizadas, 29 

corresponden a DENV-1 y 1 a DENV-4. Esta última cepa corresponde a un caso importado de 

Paraguay, por lo que se desprende que la totalidad de las muestras autóctonas 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 análisis filogenéticos. Para el diseño 

del conjunto de datos se utilizó 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 generó un dataset que incluye secuencias nucleotídicas de la región C-preM. En las 

Figuras 10 y 11 se aprecia el árbol filogenético generado con la región C-preM (nucleótidos 160 a 

613 del genoma de DENV-1, relativos a la cepa HNRG25001: número 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 últimos años y que corresponden a 

diferentes genotipos.  

El genotipo I circula predominantemente en Asia e incluye cepas de Arabia Saudita, China, India, 

Indonesia, Japón, Singapur, Sri Lanka, Tailandia y Taiwán, aisladas entre 2010 y 2014. Se incluyen 

además en este genotipo una variante de Angola de 2013, así como la cepa prototipo de DENV-1, 

Hawaii, que se utilizó como control positivo de este serotipo (Figuras 10 y 11, en verde). Con 

respecto al genotipo IV, 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 asiáticas y americanas (Figuras 10 y 11, en celeste y violeta, respectivamente). En este 

último clado se agrupan todas las variantes uruguayas reportadas en el presente trabajo (Figuras 

10 y 11, en rojo), así como las derivadas de casos importados (Figuras 10 y 11, en azul), a 

excepción de la cepa M15, correspondiente a DENV-4. 
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Figura 10. Filogenia de cepas de DENV-1 actuales. Árbol filogenético de máxima verosimilitud (y esquema del 
mismo) realizado a partir de secuencias de la región C-preM de variantes aisladas desde 2010. Se distinguen los 
diferentes genotipos de DENV-1 en verde (I), amarillo (IV), celeste (V Asiático) 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 autóctonos e importados, respectivamente. Se obtuvieron valores de soporte >90% en 
los nodos principales que no se indican para mejorar la visualización. 
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Figura 11. Filogenia de cepas de DENV-1 actuales. Árbol filogenético de máxima verosimilitud en su disposición 
estrellada, realizado a partir de secuencias de la región C-preM de variantes de DENV-1 aisladas desde 2010. Se 
distinguen los diferentes genotipos de DENV-1 en verde (I), amarillo (IV), celeste (V Asiático) y violeta (V 
Americano). Se incluyeron además cepas de DENV-2, DENV-3 y DENV-4 para evidenciar las distancias genéticas 
inter-serotípicas. En rojo y azul se incluyeron cepas uruguayas de casos autóctonos e importados, respectivamente. 
Se obtuvieron valores de soporte >90% en los nodos principales que no se indican para mejorar la visualización. 

 

A partir de estos análisis 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 procedió a descargar secuencias sudamericanas de DENV-1 circulantes en los 

últimos 10 años. Se realizó un análisis filogenético de máxima verosimilitud considerando la región 

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. Análisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el árbol filogenético de 
máxima verosimilitud (modelo de sustitución nucleotídica GTR + Г + I) obtenido a partir del análisis de una región 
parcial del gen NS5. Se incluyeron todas las cepas aisladas en Uruguay en 2016, así como secuencias comparables 
de cepas sudamericanas. Como grupo externo se utilizó 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 autóctonos e importados, respectivamente. Se obtuvieron valores de soporte 
>90% en los nodos principales que no se indican para mejorar la visualización. 
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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 hará 

referencia a ellos como linajes 1 y 2 (Figura 12, en amarillo y celeste, respectivamente). Si bien la 

señal filogenética de esta región ha sido valorada como idónea para discriminar entre diferentes 

especies de Flavivirus (NUÑEZ 2015), el análisis aquí realizado pretende investigar las relaciones 

filogenéticas a un nivel más profundo, considerando genotipos y linajes dentro de cada serotipo. 

Por consiguiente, esta región genética puede no ser lo suficientemente informativa para sacar 

conclusiones firmes.  

Es por ello que realizamos el mismo análisis contemplando las regiones amplificadas mediante la 

Heminested PCR. Los resultados pueden visualizarse en la Figura 13 y evidencian una topología 

muy similar a la obtenida mediante la región parcial del gen NS5. Si bien la resolución del árbol 

filogenético mejora, la distribución general de las variantes se mantiene, observándose los dos 

linajes previamente mencionados. De hecho, entre las cepas uruguayas, se aprecian 

prácticamente 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 autóctonos. 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 demás 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 ubicación de M41 discrepa entre ambas filogenias, con asociaciones más estrechas 

con cepas del clado C y D, a partir del análisis de las regiones C-preM y NS5, respectivamente. Esta 

es la única variante que muestra una leve discrepancia respecto a las distribuciones filogenéticas 

observadas mediante ambos abordajes, que puede tener su explicación en la menor resolución de 

la región 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, así como para confirmar las 

interrelaciones obtenidas por ambos enfoques, se procedió a amplificar la región codificante de 

todas las proteínas estructurales (2559 pb) de las cepas en estudio. No se pudo amplificar la 

totalidad de esta región para las cepas M3, M18, M23 y M42. La filogenia resultante de esta región 

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 metodologías. 
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Figura 13. Análisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el árbol filogenético de 
máxima verosimilitud (modelo de sustitución nucleotídica GTR + Г + I) obtenido a partir del análisis de la región C-
preM. Se incluyeron todas las cepas aisladas en Uruguay en 2016, así como secuencias comparables de cepas 
sudamericanas. Como grupo externo se utilizó 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 autóctonos 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. Análisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el árbol filogenético de 
máxima verosimilitud (modelo de sustitución nucleotídica GTR + Г + I) obtenido a partir del análisis de la 
región codificante para las proteínas estructurales (C-prM-M-E). Se incluyeron todas las cepas aisladas en 
Uruguay en 2016 (a excepción de M3, M18, M23 y M42), así como secuencias comparables de cepas 
sudamericanas. Como grupo externo se utilizó 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 autóctonos e importados, respectivamente. 

Linaje 2 

Linaje 1 A2 

B 

D 
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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 autóctonos pertenecen al genotipo V de DENV-1, se pudo evidenciar la 

co-circulación 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-circulación de 

variantes que se agrupan en al menos 4 sub-linajes distintos. De hecho, la filogenia obtenida a 

partir de los genes de proteínas estructurales nos confirma la asociación diferencial de la cepa 

M41 que tendría una historia evolutiva distinta de las demás variantes. Más aún, si observamos en 

detenimiento el clado más representativo (clado A), existe una identidad para estas regiones 

genómicas de 100% entre 8 variantes (M3, M6, M18, M20, M21, M38, M44 y M45), 

distinguiéndose de las demás cepas de este clado (M17, M42, M48, M50, M51 y M52). A efectos 

de interpretación de resultados diferenciaremos estos dos sub-grupos como clados A1 y A2, 

respectivamente. 

Estas observaciones evidencian claramente que los casos de dengue registrados en 2016 fueron 

consecuencia de múltiples brotes epidémicos simultáneos. En algunos casos se puede hipotetizar 

el origen de las variantes autóctonas de diferentes casos importados. Por ejemplo, el clado A2 

integra cepas con una estrecha relación 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 país. Sin embargo, es 

muy difícil conjeturar el origen de las demás cepas uruguayas. Las variantes del clado B 

posiblemente puedan provenir de Colombia, ya que como se comentó anteriormente, una 

muestra derivada de un caso importado de aquel país no pudo ser caracterizada. Además, los 

patrones filogenéticos de las variantes de este sub-grupo (M26, M39 y M40) muestran una clara 

asociación con cepas colombianas. Asimismo, el clado D incluye una única cepa autóctona (M47) 

junto a cepas importadas de Argentina y Paraguay. La amplitud de este clado, así como el origen 

de las demás cepas restan por resolverse debido a la limitada cantidad de cepas disponibles. De 

todas formas, en base a información del MSP, este año hubo 41 casos importados documentados, 

por lo que un análisis más exhaustivo de otras cepas no consideradas podría proveer información 

importante para resolver estas cuestiones. 

Desde su primer aislamiento en 1944 en Hawái, DENV-1 ha sido identificado como el agente causal 

de diversas epidemias en todo el mundo (GUBLER 1997). Debido a su alta tasa de mutación, 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 excepción de los genotipos II y III, reportados tiempo atrás en Sudeste 

asiático y actualmente extintos, los demás genotipos circulan en distintas regiones geográficas 

(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 (GUZMAN and KOURI 2003), 

DENV-1 ha circulado continuamente causando epidemias de dengue y dengue severo (SAN MARTÍN 

et al. 2010). El genotipo V ha sido el de mayor prevalencia en este continente, diversificándose en 
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diferentes linajes que han co-circulado en distintos países 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 (MENDEZ et al. 2010). Estudios 

filogeográficos recientes sugieren que las variantes de DENV-1 actualmente circulantes en las 

Américas provienen de India y habrían 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 diversificación de este genotipo en las Américas, 

distinguiéndose al menos dos linajes principales que co-circulan simultáneamente. 

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 características 

genéticas de estas variantes, se procedió a amplificar el genoma completo de diferentes cepas 

representativas de cada clado mencionado. 

Para ello, a partir de los análisis 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 A1); 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 Illumina Genome Analyzer IIX, en el Vignuzzi Lab (Unité de Populations Virales 

et Pathogenèse, Viral Populations and Pathogenesis Unit, Institut Pasteur Paris, Francia). La 

preparación de las librerías genómicas estuvo a cargo del Dr. Gonzalo Moratorio y del Dr. Fran 

Pérez Rodríguez. El procesamiento de los reads resultantes fue realizado por el Lic. Martín Sóñora 

en el marco de su Tesis Maestría en Bioinformática. De esta forma obtuvimos las secuencias 

consenso de los genomas completos de cada variante uruguaya analizada, así como las frecuencias 

de nucleótidos en cada sitio (estas últimas no serán consideradas en el presente estudio). Se 

consideró especialmente la información resultante de los fragmentos 1, debido a que esta región 

contiene todos los genes que dan lugar a las proteínas 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 amplificación y secuenciación utilizados se 
resumen en la Tabla 5. 
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Tabla 5: Se indican las secuencias de los primers reportadas (CHRISTENBURY et al. 2010) y las modificaciones 
realizadas en base a la comparación con cepas circulantes en la región sudamericana. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Primer Primer reportado Primer modificado Posición

d1s1C-F1 5'-GATGAGGGAAGATGGGG AGTTGTTAGTCTACGTGGAC-3' Sin modificaciones 0-20

d1a21 5'-CATYGCAATRAGRGTGCACAT-3' Sin modificaciones 533-553

d1s3 5'-AAACGTTCCGTSGCACTGGC-3' Sin modificaciones 704-723

d1a20 5'-CGTCTTCAAGAGTTCAATGTCC-3' 5'-CGTYTTYAAGAGTTCAATGTCC-3' 1057-1078

d1s4 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'-AAAGGYGGTTCHGYYTCAAT-3' 2033-2052

d1s6-F2 5′-GGYTCTATAGGAGGRGTGTTCAC-3′ 5′-GGYTCTATAGGAGGRGTGTTYAC-3′ 2201-2223

d1a17-F1 5′-CCAATGGCYGCTGAYAGTCT-3′ Sin modificaciones 2540-2559

d1s7 5'-GGCCCAAGGRAARAAAATG-3' Sin modificaciones 2710-2728

d1a16 5'-CARCTTCCARGTYTCGTTCTT-3' 5'-CARCTTCCAGGTYTCRTTCTT-3' 3035-3055

d1s8 5′-ACAAACAGCAGGGCCRTGGCA-3′ 5′-ACAAACRGCAGGGCCRTGGCA-3′ 3205-3225

d1a15 5'-GCATYTTTCTRCTCCATCTGGATC-3' Sin modificaciones 3546-3569

d1s9 5'-CCTAGCYYTGATGGCYACTTT-3' Sin modificaciones 3697-3717

d1a14 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

d1s11 5'-AAGAGRCTGGAACCRAGYTGGGC-3' Sin modificaciones 4706-4728

d1a12 5′-CCTCGTCCTCAATCTCTGGTAG-3′ Sin modificaciones 5045-5066

d1s12 5'-AAATGGCAGAGGCGCTCAAGGG-3' 5'-AAATGGCAGAGGCRCTCAAGGG-3' 5211-5232

d1a11 5'-CRTAGCCTGARTTCCATGATCT-3' Sin modificaciones 5546-5567

d1s13 5'-ACAAAAAAYAAYGACTGGGACTAT-3' 5'-ACAAAAAAYAAYGACTGGGAYTAY-3' 5711-5734

d1a10 5'-TCTCTCYGGCTCAAAGAGGG-3' 5'-TCTCTCYGGCTCAAARAGGG-3' 6042-6061

d1s14-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

d1a7 5'-CCTACCTCCTCCTARAGATTTCA-3' Sin modificaciones 7548-7570

d1s17 5'-GAAACRACYAAACAYGCAGTG-3' Sin modificaciones 7718-7738

d1a6 5'-AGRACACGTAACGTTCTWCCTTC-3' 5'-ARRACACGTARCGTTCTTCCTTC-3' 8045-8067

d1s18-F5 5′-CCACYCATGAAATGTAYTGGGT-3′ 5′-CYACYCATGAAATGTAYTGGGT-3′ 8211-8232

d1a5-F4 5'-GGRATRACATCCCATGGTTT-3' Sin modificaciones 8558-8577

d1s19 5'-GCCARGTGGTTATGGGGTTT-3' 5'-GCCARGTGGTTRTGGGGTTT-3' 8702-8721

d1a4 5'-CACTCCACTGAGTGAATTCTCTCT-3' Sin modificaciones 9068-9091

d1s20 5'-GGATGATCTTCAGAATGAGGC-3' 5'-GGATGAYCTYCAGAATGAGGC-3' 9202-9222

d1a3 5'-YACRCARTCATCTCCRCTGAT-3' 5'-YACRCARTCATCTCCRCTRAT-3' 9548-9568

d1s21 5'-TYATGAAGGATGGGAGGGA-3' 5'-TYATGAARGATGGRAGRGA-3' 9720-9738

d1a2 5'-DTCTTCCCAACTGGAYACATG-3' Sin modificaciones 10055-10075

d1s1 5'-TRGCTCCATCGTGGGGAT-3' Sin modificaciones 10439-10456

d1a5B-F5 5'-TTTGTCGGTCTGGGGGGGTAT AGAACCTGTTGATTCAACRGC-3' 5'-TTTGTCGGTCTGGGGGGGTAT AGAACCTGTTGATTCAACAGC-3' 10715-10736
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Con el fin de complementar la caracterización genética de las cepas de DENV-1 circulantes en 

Uruguay, se procedió a explorar las secuencias consenso de los genomas completos obtenidos. Se 

realizó un análisis filogenético utilizando el mismo conjunto de datos comparable que se utilizó en 

los abordajes previos. El árbol filogenético de máxima verosimilitud resultante se observa en la 

Figura 16. Los resultados obtenidos concuerdan con los análisis previamente discutidos, realizados 

con regiones genómicas parciales. Básicamente, se puede observar la discriminación 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 aquí denominados como clados A1, A2, B, C y D.  

Si bien mediante este análisis se obtiene una resolución filogenética mayor a la definición 

observada en los abordajes previos, la topología 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 metodologías como herramientas de diagnóstico 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 categorizarían dentro de un tercer linaje si nos 

basamos en algunas clasificaciones (CARNEIRO et al. 2012). Este grupo genético está compuesto 

mayoritariamente por cepas colombianas, y tal como discutimos previamente, se puede 

conjeturar que las cepas uruguayas de este clado provengan de aquel país. De todas formas, la 

ausencia de datos epidemiológicos relevantes limitó nuestra interpretación de los patrones de 

diseminación de las diferentes cepas de DENV en nuestro país. Por ejemplo, distintos datos 

respecto a la ubicación geográfica y fecha de aislamiento de cada cepa podrían proveernos de 

información clave para realizar análisis filogeográficos en busca de interpretar las diferentes rutas 

de transmisión. Recientemente se publicó 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 análisis no se incluyen cepas de Uruguay ni Paraguay, los datos 

obtenidos en el presente estudio podrían contribuir a complementar nuestro entendimiento de las 

dinámicas de dispersión de este genotipo en las Américas. Por otra parte, en base a información 

difundida por la prensa, habrían ocurrido brotes simultáneos de dengue en dos barrios de 

Montevideo (Pocitos y Malvín Norte), así como casos aislados en otros Departamentos. Para poder 

interpretar cuáles fueron las variantes causantes de cada brote requeriríamos contar con estos 

datos epidemiológicamente esenciales.  

Con el objetivo de caracterizar antigénicamente las cepas de DENV-1 uruguayas, investigamos las 

diferentes sustituciones aminoacídicas presentes en sus diferentes proteínas estructurales, en 

particular, en la glicoproteína de superficie (E). La Tabla 6 resume los diferentes sitios 

aminoacídicos donde se observan diferencias entre las variantes uruguayas. Como se puede 

apreciar, existen varios sitios en los que se aprecian modificaciones que están conservadas entre 

los distintos linajes. 
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Figura 16. Análisis filogenético de cepas de DENV-1 aisladas en Uruguay. Se observa el árbol filogenético de 
máxima verosimilitud (modelo de sustitución nucleotídica GTR + Г + I) obtenido a partir del análisis del ORF 
completo. Las cepas aisladas en Uruguay cuyos genomas completos fueron determinados se incluyen en 
rojo. Las demás 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 aminoacídicas presentes en las proteínas estructurales de cepas de uruguayas. 

 

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

 
Linaje/ 
Clado C90 C95 prM29 prM89 M31 M47 E222 E235 E325 E329 E338 E361 E394 E428 E436 

M6 1/A1 S M A E R L S D K T S K R V V 

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 T 
. . . . . . . . 

M51 1/A2 
. . . . . 

F T 
. . . . . . . . 

M26 1/B 
. . . 

D 
. . . . . 

A 
. . 

K 
. . 

M39 1/B 
. . . 

D 
. . . . . 

A 
. . 

K 
. . 

M40 1/B 
. . . 

D 
. . . . . 

A 
. . 

K 
. . 

M13 2/C 
. 

I V D K 
. . . . . 

L 
. 

K L I 

M25 2/C 
. 

I V D K 
. . . . . 

L 
. 

K L I 

M22 2/C 
. 

I V D K 
. . . . . 

L 
. 

K L I 

M23 2/C 
. 

I V - -
 . . . . . 

L 
. 

K L I 

M43 2/C 
. 

I V D K 
. . . . . 

L 
. 

K L I 

M46 2/C 
. 

I V D K 
. . . . . 

L 
. 

K L I 

M49 2/C 
. 

I V D K 
. . . . . 

L 
. 

K L I 

M41 2/C N I V D K 
. . . . . 

L 
. 

K L I 

M12 2/D 
. 

I V D K 
. . 

E R 
. 

L R K L I 

M14 2/D 
. 

I V D K 
. . 

E R 
. 

L R K L I 

M19 2/D 
. 

I V D K 
. . 

E R 
. 

L R K L I 

M47 2/D 
. 

I V D K 
. . 

E R 
. 

L R K L I 

Los números hacen referencia a la posición del aminoácido en la poliproteína y en las proteínas estructurales 
correspondientes. Se resaltan en celeste los sitios informativos que discriminan entre linajes 1 y 2. Los puntos marcan 
concordancia en el aminoácido y los guiones denotan ausencia de información 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 autóctonos e 
importados, respectivamente. A: Alanina; D: Ác. Aspártico; E: Ác. Glutámico; I: Isoleucina; K: Lisina; L: Leucina; M: 
Metionina; R: Arginina; S: Serina; T: Treonina; V: Valina. 
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Las secuencias aminoacídicas de las diferentes proteínas 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 Cápside (C95) 

observamos la sustitución M→I, en relación a los linajes 1 y 2, respectivamente. Asimismo, se 

aprecian cambos en la prM (A29V), M (R31K) y E (S338L; V428L y V436I). Estas modificaciónes se 

conservan entre todos los miembros analizados de cada linaje y reflejan una firma aminoacídica en 

cada grupo genético mencionado. Asimismo, a lo largo de todo el genoma, se aprecian 35 

sustituciones aminoacídicas que distinguen ambos linajes. Estas modificaciones ocurren en todos 

los genes de DENV-1 (Tabla Suplementaria 1). El análisis 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 región 

Stem (S) (Figura 17). Estas sustituciones (V428L y V436I) distinguen a los miembros de los linajes 1 

y 2. En base a la interpretación de la funcionalidad de H2, región donde ocurren ambas 

modificaciones, se puede conjeturar que ambas sustituciones podrían ser complementarias para 

mantener la estructura de la hélice α. De hecho, la comparación de variantes uruguayas, así como 

de otras representantes sudamericanas, indica que la presencia de una Valina en el sitio 428 se 

asocia con otra Valina en la posición 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 estabilización de 

esta hélice es fundamental para el proceso de fusión que media la internalización del virión a la 

célula del hospedero, como se resume en la Figura 17 (KLEIN et al. 2013). Ambas modificaciones 

suplantan un aminoácido hidrofóbico por otro de las mismas características fisicoquímicas pero 

con un grupo lateral de mayor tamaño (Figura 18). Se puede evidenciar que las modificaciones 

ocurren en la región de la α hélice que se ubica asociada a la membrana lipídica, por lo que se 

trata de aminoácidos clave en la asociación entre el ectodominio y la membrana lipídica viral.  

Por otra parte, observamos la sustitución R394K, que se ubica en el último sitio del dominio III 

(Figuras 17 y 18). A partir de allí se originan las dos hélices α correspondientes a la región S, que 

asocian el ectodominio al dominio carboxi-terminal transmembrana (TM) de anclaje (Figura 17). El 

hecho de que este aminoácido se ubique a la altura de la membrana lipídica viral (Figura 18) indica 

que esta modificación puede ser relevante en la estabilidad de la misma. De todas formas, se 

requerirá un análisis más profundo considerando estas tres sustituciones en el contexto diferentes 

disposiciones de la glicoproteína. Este análisis fue realizado con base en la disposición madura de 

la E, donde se asocia de forma homodimérica (Figura 19). Es entonces preciso investigar las 

interacciones de estos aminoácidos 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. 
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Figura 17. Envoltura (E) de DENV. (A) Representación lineal, mostrando la distribución de la cadena 
polipeptídica en sus tres dominios (I a III), que se indican en rojo, amarillo y azul, respectivamente. El 
dominio III conduce a dos hélices α (S de Stem, en verde) que asocian la región extracelular al dominio 
carboxi-terminal transmembrana (TM). (B) Superficie del virión maduro compuesto por 90 monómeros de E 
dispuestos en homodímeros. (C a F) Esquema del proceso de fusión. (C) El dímero se encuentra plano sobre 
la membrana viral en el estado de pre-fusión, con los bucles de fusión (asteriscos) enterrados entre los 
dímeros. Los dos tallos helicoidales (en verde) se encuentran contra la membrana. (D) El pH bajo hace que el 
dímero se disocie y los monómeros se proyecten hacia afuera, asociándose los bucles de fusión con la 
membrana celular. El dominio III se repliega y se asocia con del dominio I, estabilizando un trímero. Las 
flechas indican que los loops de fusión de del dominio II de 3 monómeros se unen en esa conformación 
trimérica. (E) La hélice 1 (H1) se asocia entre los dominios II mientras que la hélice 2 (H2)  se mantiene 
asociada a TM. (F) H1, H2 atraviesan a lo largo al dominio II, uniendo el anclaje TM y el loop de fusión, 
completando la fusión de membranas y la formación de poros. (G) Secuencia aminoacídica de H1 y H2 de 
variantes uruguayas de DENV-1. Se señalan en celeste las sustituciones aminoacídicas presentes en cada una 
de ellas, distinguiéndose los residuos característicos de los linajes 1 y 2 del genotipo V en H2. Figura 
modificada de (KLEIN et al. 2013). 
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Figura 18. Mapeo de las sustituciones aminoacídicas en los sitios 394, 428 y 436 de la glicoproteína E. Se 
utilizó como molde la estructura tridimensional comparable con mejor resolución atómica, perteneciente a 
una variante de DENV-2 (PDB ID: 3J27) determinada por crio-microscopía electrónica (ZHANG et al. 2013). Se 
utilizó el mismo código de colores de la Figura 17. En (A) y (B) se observan dos perspectivas diferentes, 
donde la región transmembrana (en naranja) se ubica a la altura de la membrana lipídica viral (ver Figura 
17). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 19. Modelado de la estructura de DENV. Se utilizó como molde para el modelado por homología la 
estructura comparable con mejor resolución atómica, perteneciente a una variante de DENV-2 (PDB ID: 
3J27) determinada por crio-microscopía electrónica (ZHANG et al. 2013). Los dominios I, II y III de la 
glicoproteína E se indican en rojo, amarillo y azul, respectivamente. 

 

 

428 

428 

436 
394 

394 

A B 

436 



 
71 

Como se aprecia en la Tabla 6, la mayoría de las sustituciones aminoacídicas ocurren en el dominio 

III de E. Se trata del principal blanco de anticuerpos neutralizantes contra los diferentes serotipos 

de DENV. Es por esta razón que presenta una gran variabilidad genética, por lo que la 

caracterización 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 características inmunogénicas y modificar su 

patogenicidad, así 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 1 y 2. Se 

trata de un cambio no conservativo en el sitio 338 que modifica un aa polar neutro (Serina) por 

uno hidrofóbico (Leucina). Esta sustitución ha sido previamente observada entre los linajes 1 y 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 regiónes 

expuestas del ectodominio en epitopes de neutralización. En particular observamos que todas las 

cepas del clado B presentan la sustitución T329A (Figura 20). Estudios recientes en modelos 

murinos evidenciaron la emergencia de variantes que escaparon a la neutralización por parte del 

anticuerpo DENV1-E106, que neutraliza los 5 genotipos de DENV-1. Estas cepas únicamente 

presentaron la modificación T329A, que les confirió resistencia a este anticuerpo (SHRESTHA et al. 

2012). Los otros aminoácidos 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 

características antigénicas. De todas formas, todas las modificaciones observadas serán sujetas a 

un análisis más exhaustivo posterior a esta tesis. 
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Figura 20. Mapeo de sustituciones aminoacídicas en el dominio III de la Envoltura de DENV. (A) 
Modificaciones observadas en el contexto de la estructura viral madura. (B) Enfoque en el homodímero de 
E. Se indican las sustituciones K325R, T329A y K361R. 
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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 resolución 

filogenética, todos ellos, así como los análisis de sustituciones aminoacídicas, concuerdan en la co-

circulación de diferentes linajes del genotipo V de DENV-1 en el país. Este hecho es notoriamente 

llamativo si consideramos que de los 26 casos autóctonos confirmados, nuestros análisis de 23 de 

ellos evidenciaron la introducción y posterior diseminación de al menos 5 clados genéticos de 

distintos linajes. Se puede deducir de estas observaciones que nuestro país es más permeable de 

lo pensado al ingreso de variantes de DENV, así como a la generación de ciclos de transmisión 

locales que promuevan la ocurrencia de brotes epidémicos.  Esto nos debe alertar sobre la posible 

emergencia de otros arbovirus circulantes en la región y transmitidos por el mismo vector, como 

ZIKV o CHIKV. La caracterización de una variante importada de DENV-4 evidencia aún más este 

punto. Asimismo, la identificación de variantes importadas de distintos países del continente 

demuestra la naturalidad de los procesos de dispersión de DENV, que son fundamentales para la 

introducción de nuevas variantes y la generación de epidemias. Estos estudios revelan la 

importancia de realizar una vigilancia molecular continua contra DENV, así como contra otros 

arbovirus potencialmente emergentes. 
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Capítulo 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 

permaneció oculto, confinado a ciclos de transmisión enzoótica en África 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 

Pacífico Sur y finalmente en las Américas. Esta última epidemia, con una incidencia sin 

precedentes, reveló la asociación de la infección por ZIKV con la ocurrencia de malformaciones 

congénitas severas y trastornos autoinmunes, lo que desencadenó una preocupación generalizada 

debido a su potencial como amenaza para la salud pública mundial. Diversos datos serológicos, 

entomológicos y epidemiológicos sugieren que la diversificación genética y geográfica de ZIKV 

puede estar significativamente subestimada. En el presente capítulo discutiremos diferentes 

mecanismos moleculares y procesos evolutivos que han promovido la emergencia y dispersión de 

ZIKV en las Américas. La sección introductoria tiene como base una revisión bibliográfica 

recientemente publicada (FAJARDO et al. 2016b), que se adjunta en el Anexo II. 

  



 
75 

Introducción 

El virus Zika (ZIKV) es un arbovirus perteneciente a la serocomplejo Spondweni del género 

Flavivirus (familia Flaviviridae). ZIKV está estrechamente relacionado con los DENV, YFV y WNV 

(KUNO et al. 1998). Aunque la actividad enzoótica de ZIKV ha sido observada en varias ocasiones en 

diferentes regiones de África 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, así como a su asociación con 

enfermedades neurológicas y malformaciones congénitas, ZIKV se ha convertido en uno de los 

mayores retos para la salud pública mundial. 

 

Epidemiología 

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 año más tarde fue 

aislado de un pool de mosquitos Aedes africanus (DICK et al. 1952). La primera enfermedad 

humana relacionada con ZIKV se informó en 1954 en Nigeria (MACNAMARA 1954). La actividad 

enzoótica de ZIKV fue observada posteriormente en diversas ocasiones en diferentes regiones de 

África y Asia, pero solo se reportaron 14 casos humanos hasta 2007 (FAYE et al. 2014), cuando se 

registró el primer brote importante de ZIKV en la Isla de Yap (Micronesia), que afectó al 73% de los 

residentes mayores de 3 años (DUFFY et al. 2009). Más tarde, en 2013, se desencadenó un gran 

epidemia en la Polinesia Francesa con alrededor de 30.000 casos sintomáticos que incluyeron 

fiebre baja, erupción maculopapular, artralgia y conjuntivitis (MUSSO et al. 2014). Este evento dio 

lugar a diversos brotes registrados en diferentes Islas del Pacífico como Nueva Caledonia, Islas 

Salomón, 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 reportó la circulación de 

ZIKV en Salvador, Brasil (ZANLUCA et al. 2015; CAMPOS et al. 2015), extendiéndose rápidamente a lo 

largo de las Américas con la ocurrencia de casos autóctonos en 40 países de este continente para 

el 7 de julio de 2016 (PAHO 2016). 

Las infecciones por ZIKV en humanos son principalmente asintomáticas, provocando en algunos 

pacientes una enfermedad febril leve, autolimitada, que puede acompañarse de otros síntomas 

clínicos, tales como erupciones cutáneas, artralgia o conjuntivitis (SIMPSON 1964). Este fue el 

cuadro clínico habitual hasta la epidemia de 2013 en la Polinesia Francesa, donde se asoció la 

infección por ZIKV con complicaciones neurológicas graves. Datos epidemiológicos de este brote 

indicaron un aumento del 2000% en la incidencia de casos con síndrome de Guillain-Barré (GBS) 

(OEHLER et al. 2014), así como reportes de meningoencefalitis (CARTEAUX et al. 2016) y mielitis 

aguda (MÉCHARLES et al. 2016). Casos de GBS también se asociaron con infecciones por ZIKV 

durante la actual epidemia en las Américas en al menos 12 países (DIRLIKOV et al. 2016; PAHO 

2016; ROZÉ et al. 2016; DOS SANTOS et al. 2016). Además, este brote coincidió tanto temporal como 



 
76 

geográficamente con un marcado aumento en el número de niños 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 síndrome congénito asociado a la infección por ZIKV fueron confirmados en Brasil, con 

casos reportados de este trastorno en Colombia, El Salvador, Guayana Francesa, Martinica, 

Panamá, 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 asociación entre la infección por ZIKV y la 

ocurrencia de defectos congénitos está fuertemente apoyada por evidencia acumulativa, que 

incluye la detección de ARN de ZIKV, partículas virales y/o antígenos virales en placenta, líquido 

amnióticos y tejidos fetales, siendo estos últimos 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 detectó la presencia de anticuerpos 

IgM anti-ZIKV en el líquido cefalorraquídeo de 30 de 31 recién nacidos con microcefalia, lo que 

sugiere fuertemente una infección congénita con ZIKV (CORDEIRO et al. 2016). Además, 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 discutió previamente, hasta el año 2007 nuestro conocimiento de ZIKV se restringía a 

limitados casos confirmados en África y Asia. Sin embargo, sobre la base de estudios 

entomológicos, epidemiológicos y de seroprevalencia, se puede deducir que la incidencia, 

prevalencia y dispersión de ZIKV han sido significativamente subestimadas (MUSSO and GUBLER 

2016). Estudios serológicos en humanos sugieren que ZIKV podría ser endémico en la mayor parte 

de África 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 señalar que la especificidad de 

las técnicas serológicas utilizadas es incierta debido a la significativa reactividad cruzada existente 

entre diferentes Flavivirus (LAZEAR and DIAMOND 2016). Esta circulación silenciosa puede deberse al 

hecho de que la mayoría de las infecciones por ZIKV son asintomáticas, y las manifestaciones 

clínicas son generalmente leves y pueden confundirse con otras infecciones por arbovirus, lo que 

da lugar a un importante sub-registro a causa de diagnósticos erróneos (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 

mayoría de las regiones tropicales y subtropicales donde otras enfermedades con síntomas no 

específicos como el dengue o el chikungunya son endémicas (NHAN and MUSSO 2015). Además, 

ZIKV no se considera usualmente en ensayos de diagnóstico de rutina, por lo que se asume que un 

número considerable de casos permanecen indetectados. Recientemente, en base a análisis 

retrospectivos, se reveló una amplia distribución de ZIKV en Tailandia (BUATHONG et al. 2015), 

como fue sugerido previamente por la confirmación de casos importados de viajeros que 

regresaron a distintos puntos desde aquel país (TAPPE et al. 2014; FONSECA et al. 2014). Asimismo, 
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se han reportado numerosos casos importados de turistas que visitaron diferentes Islas del 

Pacífico Sur y Asia, lo que revela que la circulación de ZIKV permanece silenciosa en diferentes 

países de esta región geográfica (KORHONEN et al. 2016; DENG et al. 2016; ZHANG et al. 2016). 

 

Transmisión 

La circulación de ZIKV ocurre principalmente en ciclos de transmisión enzoóticos, 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 selváticos en África y Asia, 

especialmente A. africanus (HADDOW et al. 1964; DIALLO et al. 2014; BERTHET et al. 2014), así 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, así como de Anopheles coustani, Mansonia uniformis, y Culex perfuscus (DIALLO et al. 

2014). En estos ciclos selváticos, los humanos y otros mamíferos 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 búfalos, elefantes, hipopótamos, 

impalas, leones, ovejas, cabras, roedores, ñus y cebras (DARWISH et al. 1983; HADDOW et al. 2012). 

Si bien la transmisión biológica 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 simultáneamente 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 transmisión, denominada transmisión no virémica, es más 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 epidemiología de ZIKV no puede despreciarse, ya que pueden jugar 

un papel importante en su mantenimiento y dispersión, independientemente de si están o no 

involucrados en su ciclo natural de transmisión (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 acción de 

vectores puente que vinculen estos dos ciclos de transmisión ecológicamente 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 África (DIALLO et al. 2014). Por otra parte, se reportó la implicancia de A. 

albopictus en la alternancia de ciclos de DENV en Asia (VASILAKIS et al. 2011; HANLEY et al. 2013), 
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por lo que es probable que pueda desempeñar el mismo papel con ZIKV. Esta hipótesis se apoya 

además en datos experimentales y epidemiológicos 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 observó en un brote ocurrido en Gabón en 2007 (GRARD et al. 2014). Sin embargo, el principal 

vector responsable de la transmisión de ZIKV en ciclos urbanos es A. aegypti, que ha tenido un 

papel protagónico 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 

antropofílicos 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. hensilli y 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. 

Aunque la principal ruta de transmisión de ZIKV es a través de mosquitos, los recientes brotes en 

el Pacífico Sur y las Américas dejaron al descubierto otros modos de transmisión biológica. 

Particularmente llamó la atención la elevada incidencia de casos de microcefalia en recién nacidos, 

lo que reveló la posibilidad de ocurrencia de transmisión materno-fetal durante el embarazo. 

Como se comentó anteriormente, existe fuerte evidencia acumulativa que apoya la transmisión 

trans-placentaria. Asimismo, la transmisión perinatal del ZIKV también ha sido reportada desde la 

epidemia de 2013 en la Polinesia Francesa (BESNARD et al. 2014). Además, estudios recientes han 

demostrado que el ARN de ZIKV puede encontrarse en el semen 62 y 93 días después de la 

aparición de los síntomas, aunque la infectividad del virus no fue comprobada en estos casos 

(ATKINSON et al. 2016; MANSUY et al. 2016). Esta observación se correlaciona con la cantidad de 

casos de transmisión 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 

transmisión sexual de mujer a hombre (DAVIDSON et al. 2016). A pesar de que estudios recientes 

sugieren que existe una baja probabilidad de que la transmisión sexual promueva epidemias de 

ZIKV (YAKOB et al. 2016), estos hallazgos indican que esta vía de transmisión puede contribuir a la 

dispersión de ZIKV en mayor medida que lo inicialmente imaginado. 

 

Variabilidad genética 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 único marco abierto de lectura que codifica 

para una poliproteína que es clivada por proteasas virales y celulares, generando tres proteínas 

estructurales (cápside (C), precursora de la membrana (M) y envoltura (E)) y siete proteínas no 
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estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (KUNO and CHANG 2007). La diversidad 

genética de ZIKV ha sido investigada mediante numerosos análisis filogenéticos en los que se 

analizaron tanto regiones genómicas 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; 

FAJARDO et al. 2016a; GONG et al. 2016). En base a análisis 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 Asiático-Americano (Figura 21) (HADDOW et al. 2012; ENFISSI et al. 2016; FARIA et al. 

2016).  
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Figura 21. Análisis filogenético de máxima verosimilitud de todas las secuencias disponibles del ORF 
completo de ZIKV. Se aprecian las relaciones filogenéticas inferidas a partir del análisis de todas las 
variantes de ZIKV cuyo ORF completo está disponible. Se utilizó el programa PhyML (GUINDON et al. 2005) 
bajo el modelo de sustitución nucleotídica GTR + Г + 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 visualización. El árbol resultante se editó con el programa FigTree v.1.4.2 (disponible 
en: http://tree.bio.ed.ac.uk). Las secuencias se indican por su número de acceso, año y país de aislamiento. 
Se señalan 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). 

Linaje 

Linaje  

http://tree.bio.ed.ac.uk/
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El linaje Africano comprende cepas aisladas en Burkina Faso, República Centroafricana, Costa de 

Marfil, Gabón, 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 filodinámicos, Faye y colaboradores estimaron que el ancestro común 

más reciente de todas las cepas de ZIKV reportadas circuló alrededor de 1920 en Uganda, desde 

donde se dispersó hacia África Occidental, y posteriormente hacia Malasia, dando origen al linaje 

Asiático (actualmente Asiático-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 están 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 única introducción 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 observación 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 Pacífico Sur son consecuencia de la circulación 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 circuló alrededor de Mayo del 2013 (FAJARDO et al. 2016a), concordando 

temporalmente con el período en el cual circuló 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 

contemporáneos que circulan respectivamente en las Américas y el Pacífico Sur, lo que sugiere 

que la diversificación genética y geográfica 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 Pacífico Sur, lo que limita nuestra interpretación 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 históricas para explorar 

en detalle las relaciones filogenéticas de las variantes de ZIKV y su distribución espacio-temporal. 

En este sentido, reportes recientes han sugerido que otro grupo genético (linaje Africano II), se 

evidencia al deducir las relaciones filogenéticas mediante el análisis 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 sería basal a los linajes Africano y Asiático-Americano, lo que sugiere una diversificación 

genética y geográfica de ZIKV aún mayor (SHEN et al. 2016). Esta hipótesis se apoya además en 

estudios realizados por Gong y colaboradores en los que se estimó una distancia genética de 0.212 
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s/s entre secuencias del gen E de dos aislados contemporáneos de Senegal, que pertenecen al 

linaje Africano y Africano II, respectivamente. De acuerdo a las tasas evolutivas del orden de 10-3 

s/s/a recientemente estimadas (FARIA et al. 2016; FAJARDO et al. 2016a), ZIKV habría estado 

circulando en África desde hace más de 100 años (GONG et al. 2016). Por consiguiente, la 

caracterización genética de variantes de este linaje proporcionaría información esencial para 

investigar el origen, la dispersión geográfica y la diversidad genética de ZIKV. 

 

 

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

 

Potencial de dispersión de ZIKV 

La emergencia y dispersión 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 África, y 

posteriormente se extendieron hacia Asia y América. Este patrón de migración se asocia con la 

capacidad de adaptabilidad de ZIKV a vectores urbanos, como A. aegypti, lo que permite su 

expansión hacia ambientes humanos. Una característica general que comparten diferentes 
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arbovirus es su alta tasa de mutación, que les proporciona la posibilidad de explorar diferentes 

cambios fenotípicos en su continuo proceso evolutivo para adaptarse a los diferentes vectores y 

hospedadores (KUNO and CHANG 2005b). Por ejemplo, un único cambio aminoacídico en su 

glicoproteína de superficie le permitió a CHIKV cambiar su vector competente a A. albopictus 

(TSETSARKIN et al. 2007). Por consiguiente, las modificaciones genéticas juegan un papel importante 

en la adaptación de los arbovirus a diferentes hospederos y vectores, como ha sido reportado 

además en DENV (MESSER et al. 2003a; BENNETT et al. 2010) y WNV (MALKINSON et al. 2002; MOUDY 

et al. 2007; BRAULT et al. 2007). 

Las recientes epidemias ocurridas en el Pacífico Sur y el continente americano revelaron la 

asociación sin precedentes de ZIKV con casos de SGB y microcefalia, lo que condujo al planteo de 

diferentes hipótesis para explicar esta emergencia. Es probable que como consecuencia de 

diferentes cambios genéticos, el linaje Asiático ancestral haya evolucionado en cepas epidémicas 

mejor adaptadas a los humanos, dando lugar a infecciones con niveles de viremia más altos, 

promoviendo la transmisión trans-placentaria y modulando cambios en el tropismo celular 

(WEAVER et al. 2016; MUSSO and GUBLER 2016). En este sentido, análisis 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 hipótesis está apoyada por la explosiva diversificación 

que se observa entre los aislados recientes (Figura 21), lo que revela la dispersión de ZIKV en una 

gran población inmunológicamente naïve (WEAVER et al. 2016). También se ha planteado la 

hipótesis de que las malformaciones congénitas y los trastornos inmunológicos 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 podrían potenciar la infección por ZIKV a 

través de un mecanismo de estimulación 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; DEJNIRATTISAI et al. 2016). Si esto se confirma tendría una enorme implicancia en la 

patogénesis de la enfermedad, teniendo en cuenta que las actuales epidemias están ocurriendo en 

regiones donde la mayoría de la población ya ha sido expuesta a DENV. Este mecanismo de 

potenciación de la infección, sumado a la capacidad de adaptabilidad de ZIKV a vectores/ 

hospederos, a la amplia distribución de mosquitos competentes y a las inusuales rutas de 

transmisión 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 

geográficas. 
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Objetivo Específico IV: Investigar los patrones evolutivos de 

ZIKV. 

 

Antecedentes y Fundamento teórico 

Desde su emergencia en Brasil, ZIKV disparó una epidemia con una amplitud sin precedentes, 

expandiéndose rápidamente por todo el continente americano. Estudios filogeográficos recientes 

estimaron que dicho brote se originó a partir de una única introducción de ZIKV en las Américas. 

La misma se habría producido entre mayo y diciembre de 2013, más de 12 meses antes de su 

primera detección en Brasil. Asimismo, se evidenció que este lapso temporal coincide con un 

aumento en la frecuencia de vuelos hacia Brasil, provenientes de diferentes Islas del Pacífico 

donde se registraban brotes de enfermedad causados por este agente viral (FARIA et al. 2016). La 

situación epidemiológica hizo que en mayo de 2016 la Organización Mundial de la Salud expresara 

su preocupación acerca de la posibilidad de que ZIKV se continuara propagando por el resto de las 

Américas, así como hacia otros continentes (GULLAND 2016). Estudios detallados del modo de 

evolución de ZIKV son de suma importancia para la comprensión de la emergencia y dispersión de 

sus poblaciones. Con el objetivo de investigar estas cuestiones, se realizaron análisis bayesianos de 

coalescencia utilizando Cadenas de Markov mediante la simulación Monte Carlo (MCMC). Se 

analizaron todas las variantes de ZIKV con genoma completo, incluyendo cepas aisladas de casos 

de microcefalia. La publicación derivada de este estudio se adjunta en el Anexo II (FAJARDO et al. 

2016a). 

 

Teoría de Coalescencia 

La teoría de la coalescencia establece que todos los genes o alelos en una población determinada 

son heredadas de un ancestro único y compartido por todos los miembros de la población, 

conocido como el ancestro común más reciente (MRCA) (KINGMAN 2000). Las relaciones de 

herencia entre alelos son generalmente representados como una genealogía de genes, de forma 

similar a un árbol filogenético. Esta genealogía genética es también conocida como el coalescente. 

La comprensión de las propiedades estadísticas de la coalescencia bajo diferentes supuestos es la 

base de la teoría de coalescencia. El coalescente ejecuta modelos de la deriva génica hacia atrás 

en el tiempo y permite reconstruir la historia evolutiva de una población viral (HARVEY 1996).  

La teoría básica de coalescencia asume que los genes no sufrieron procesos de recombinación y 

modela la deriva génica como un proceso estocástico conocido como un proceso de Markov 

(FELSENSTEIN 2006). Debido a que el proceso de fijación de genes debido a la deriva génica es un 

componente crucial de la teoría de coalescencia, es muy útil cuando el locus genético en estudio 

no está bajo selección natural. Esta teoría es una extensión natural del concepto clásico de 
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genética de poblaciones de la evolución neutral y es una aproximación al modelo de Fisher-Wright 

para grandes poblaciones. Se han realizado importantes contribuciones al desarrollo de la teoría 

de coalescencia, que permitieron la incorporación de variaciones en el tamaño de la población, 

recombinación y selección, así como también la inclusión de prácticamente cualquier modelo de 

evolución arbitrariamente complejo o modelos demográficos en el análisis de genética de 

poblaciones  (KAPLAN et al. 1988; HUDSON 1991; DONNELLY and TAVARÉ 1995; NEUHAUSER and KRONE 

1997; SLATKIN 2001).  
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Materiales y métodos 

Secuencias 

Todas los genomas completos disponibles de ZIKV fueron descargados de la base de datos 

nucleotídica 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 únicamente la secuencias codificantes de la poliproteína viral, de 10.269 nucleótidos. 

Los nombres de las cepas, sus números de acceso y lugar de aislamiento se indican en la Tabla 7.  

Evaluación de la señal temporal 

La hipótesis 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 común más reciente (ZUCKERKANDL 1987). Con el 

objetivo de investigar la señal temporal y qué tan bien se ajusta el conjunto de secuencias 

utilizado a la hipótesis del reloj molecular (clock-likeliness), se utilizó el programa TempEst v1.5 

(anteriormente denominado Path-O-Gen) (RAMBAUT et al.).  

Análisis de coalescencia 

Con el objetivo de investigar la tasa evolutiva y el modo de evolución de las cepas de ZIKV 

circulantes en las Américas, se utilizó una aproximación bayesiana utilizando Cadenas de Markov 

mediante la simulación Monte Carlo (MCMC), implementada en el paquete BEAST v.1.8.0 

(DRUMMOND and RAMBAUT 2007). Las cepas incluidas en estos análisis se detallan en la Tabla 7. En 

primer lugar, se identificó el modelo evolutivo óptimo para el conjunto de datos a analizar 

mediante el servidor Datamonkey (DELPORT et al. 2010), utilizando los criterios de información de 

Akaike y la prueba de la razón de verosimilitud jerárquica (AIC y HLRT). Utilizando este modelo 

evolutivo (GTR + Г) y 40 millones de generaciones de MCMC, se testearon diferentes modelos 

poblacionales: tamaño poblacional constante; crecimientos poblacionales exponencial, 

expansional y logístico; y Bayesian Skyline. La incertidumbre estadística de los datos se refleja por 

la densidad de probabilidad mayor a 95% y la convergencia fue evaluada por valores de ESS 

(tamaño 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 cálculo del factor de Bayes (DRUMMOND et al. 2006) (disponible en 

http://beast.bio.ed.ac.uk/Modelcomparison). Posteriormente se generó el árbol de máxima 

credibilidad de clados (MCC) utilizando el programa TreeAnnotator v1.8.0 (del paquete BEAST) y se 

editó 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/
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Tabla 7: Orígenes de las cepas analizadas. 

Nombre País Año Número 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 Haití 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 

Z1106033/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 

ZJ03/China/2016.1315 China 2016 KU820899 

SZ01/China/2016.1257 China 2016 KU866423 

Z16006/China/2016.1284 China 2016 KU955589 

Z16019/China/2016.1562 China 2016 KU955590 

SZ-WIV01/China/2016.1257 China 2016 KU963796 

PD1/Dominican Republic/2016.0877 República Dominicana 2016 KU853012 

PD2/Dominican Republic/2016.0877 República 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/INMI1/2016.1803 Italia 2016 KU991811 
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Resultados 

Evaluación de la señal temporal  

Con el objetivo de testear el ajuste de las secuencias nucleotídicas a la hipótesis del reloj 

molecular, se realizó un árbol de máxima verosimilitud (modelo evolutivo GTR + Г), comparándose 

secuencias completas del linaje Asiático-Americano de ZIKV, obtenidas desde 2007 en adelante 

(Tabla 7). Se agregó además la secuencia nucleotídica correspondiente a la única variante asiática 

con genoma completo que está ausente de este conjunto de datos (cepa ZIKV/Aedessp./MYS/P6-

740/1966, aislada en Malasia en 1966). En base a este árbol filogenético (Figura 23), se evaluó su 

señal temporal mediante el programa TempEst v1.5.  

 

Figura 23. Árbol de máxima verosimilitud generado con todas las cepas de ZIKV con genoma completo 
pertenecientes al linaje Asiático-Americano. Las diferentes variantes se indican por su nombre, país de 
aislamiento y año expresado en formato decimal. 
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Como se aprecia en la Figura 24, existe una fuerte correlación entre la fecha de muestreo de cada 

secuencia y la distancia genética desde la raíz del árbol filogenético (coeficiente de correlación 

0.9937). En consecuencia, podemos aseverar que las secuencias utilizadas se ajustan a la hipótesis 

del reloj molecular, por lo que el dataset es ideal para llevar a cabo análisis filodinámicos. 

 

 

Figura 24. Evaluación de la señal temporal. Se aprecia la regresión lineal entre la distancia genética 
existente entre las cepas de ZIKV analizadas y sus años de aislamiento. 

 

Análisis de coalescencia 

Los resultados del análisis 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 análisis 

de regiones codificantes completas de ZIKV a través de 40 millones de generaciones de MCMC, 

utilizando el modelo de sustitución nucleotídica GTR + Г, un reloj molecular estricto y el modelo 

poblacional Bayesian Skyline. 

La tasa evolutiva media se estimó en 1.20 x 10-3 sustituciones nucleotídicas por sitio por año 

(s/s/a) para las cepas de ZIKV pertenecientes al linaje Asiático-Americano. Sus relaciones 

filogenéticas inferidas con escala temporal son resumidas en un árbol 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 única 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 demás cepas americanas (Figura 25, en azul), revelando la co-circulación 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). 
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Tabla 8: Estimaciones de diferentes parámetros poblacionales a partir del análisis de secuencias 
codificantes completas de ZIKV. 

Grupoa Parametro Valorb HPDc ESSd 

Secuencia codificante 
complete de ZIKV 

Prior -2657 -2673 a -2640 2232 

 Posterior -22566 -22584 a -22548 3101 

 Log likelihood -19909 -19920 a -19899 6369 

 Tasa evolutivae 1.20 x 10-3 9.51 x 10-4 a 1.47 x 10-3 1967 

 
tMRCAf Clado 

Americano 
2.063 

11/02/2014 
2.4398-1.7244      

27/09/2013-15/06/2014 
1773 

 
tMRCAf Clado 

Americano-Chino 
2.774 

28/05/2013 
3.2125-2.4054      

19/12/2012-09/10/2013 
2663 

a 
Ver Tabla 7 por cepas incluidas en este análisis. 

b
Se indica el valor promedio. 

c
HPD: valores de alta densidad 

de probabilidad. 
d
ESS: tamaño efectivo de muestreo. 

e
Tasa evolutiva: Expresada en sustituciones/sitio/año. 

f 

tMRCA: tiempo del ancestro común más reciente. La fecha estimada se indica en negrita. 
 
  

 

Figura 25. Árbol de MCC de secuencias codificantes completas de ZIKV. Se obtuvo un árbol de máxima 

credibilidad de clados a partir del análisis con el modelo de sustitución nucleotídica GTR + Г, el modelo 

poblacional Bayesian Skyline y un reloj molecular estricto. El mismo está enraizado en el ancestro común 
más reciente de las cepas incluidas. Las diferentes variantes se indican por su nombre, ubicación geográfica 
y el año de aislamiento expresado en formato decimal. Las cepas de ZIKV aisladas en China que se agrupan 
con las latinoamericanas se señalan en rojo, mientras que el clado que incluye otras variantes de ZIKV 
aisladas en ese país 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 años. 
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Discusión 

La tasa de evolución estimada en el presente estudio para las cepas de ZIKV actualmente 

circulantes (1.20 x 10-3 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 10-3 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, así como variantes aisladas en 

otros continentes a partir de casos importados. Asimismo, el alto valor de esta estimación 

responde posiblemente a que las cepas analizadas fueron aisladas durante la fase expansiva del 

brote, período en el cual las tasas evolutivas tienden a ser más 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 

Asiático (CAMPOS et al. 2015; MUSSO 2015). En el presente trabajo, utilizando únicamente 

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 

asiáticas, así como entre diferentes estirpes del linaje Asiático-Americano. Esta observación puede 

correlacionarse con las características epidemiológicas de estas variantes de ZIKV, ya que las 

manifestaciones clínicas pasaron de ser leves a incluir graves neuropatías (WANG et al. 2016). La 

proteína prM tuvo el mayor porcentaje de variabilidad aminoacídica, dando lugar a notorios 

cambios estructurales entre las cepas africanas y asiáticas que podrían desempeñar un papel 

importante en la virulencia o en el fitness.  

En el presente análisis 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 árbol filogenético (Figura 25, en 

verde). Asimismo, se realizó un alineamiento entre las secuencias aminoacídicas de estas tres 

variantes con otras cepas del linaje Asiático-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 únicas de aminoácidos en relación 

con las demás cepas analizadas. Tres de ellas ocurren en la proteína NS1 (sustituciones K143E, 

T230A, y M346V) y la siguiente en la proteína NS5 (T3I). Con respecto a la cepa 

ZKV2015/Brazil/2015, aislada del líquido amniótico de un feto con microcefalia (CALVET et al. 

2016), presentó tres sustituciones de aminoácidos únicas: S287E (en la proteína 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 únicas: F147L (preM); V390I (E); G108A y K224Q (NS1); M38V 

(NS2B); T462A y M467L (NS3); y A171T y R538C (NS5). Como se puede observar (Figura 

Suplementaria 1), ninguna de estas sustituciones son compartidos entre los genomas de aislados 
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provenientes de casos de microcefalia, lo que sugiere otros factores independientes de las 

diferencias genéticas pueden estar desempeñando un papel en la patogénesis causada por la 

infección por ZIKV. 

Estudios filogenéticos previos indicaron la agrupación de las variantes de ZIKV en dos grandes 

grupos genéticos: linajes Africano y Asiático (actualmente denominado Asiático-Americano) 

(HADDOW et al. 2012; FAYE et al. 2014). Sin embargo, estudios recientes han sugerido que si se 

restringen los análisis filogenéticos a los genes E y NS5, se revela la existencia de otro linaje: 

Africano II (SHEN et al. 2016; GONG et al. 2016). Estos estudios también asignan importantes 

papeles filogeográficos a dos países africanos (Senegal y Costa de Marfil) en la evolución y 

divergencia de ZIKV, sugiriendo su migración desde Senegal hacia regiones de Asia y del Pacífico 

Sur (SHEN et al. 2016). Esto concuerda con los resultados del presente trabajo y de reportes previos 

que indican que la cepa evolutivamente más cercana a las variantes que emergieron en Brasil fue 

aislada en la Polinesia Francesa y pertenece al linaje Asiático-Americano (MUSSO 2015) (Figura 25). 

La circulación del ancestro común más reciente (tMRCA) de todas las cepas de ZIKV de América 

Latina se estimó 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 está en línea 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, apreciándose además 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, Italia, de origen brasilero. 

Sorpresivamente, este análisis evidenció la presencia de otro clado que está compuesto 

exclusivamente de cepas aisladas en China (Figura 25, en azul). Este sub-linaje comparte un 

ancestro común 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 circulación de la variante 

ancestral que originó 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 observación sugiere que el sub-linaje evidenciado en China evolucionó a partir de un ancestro 

que circuló en las Islas del Pacífico Sur en 2013. Dicha co-circulación temporal de linajes virales con 

diferentes historias evolutivas sugiere que la diversificación de ZIKV puede estar significativamente 

subestimada. Esto se debe en gran medida al hecho de que la mayoría de las infecciones por ZIKV 

suelen ser asintomáticas, y los casos sintomáticos son generalmente leves, con manifestaciones 

clínicas que pueden confundirse con otras infecciones arbovirales, lo que genera diagnósticos 

erróneos y el consecuente sub-registro (HADDOW et al. 2012). Este fue el caso del brote de ZIKV 

registrado en 2007 en Micronesia, donde el diagnóstico inicial sugirió que el agente causal de la 

epidemia era DENV (LANCIOTTI et al. 2008; DUFFY et al. 2009). Otro aspecto importante que apoya 

esta observación es que el ciclo de transmisión enzoótico de ZIKV involucra mosquitos del género 

Aedes y primates no humanos, mientras que los humanos y otros mamíferos pueden actuar como 
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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 

selvático, evidencias serológicas sugieren una alta incidencia de su circulación en humanos (DUFFY 

et al. 2009; FAYE et al. 2014). Estos aspectos, sumados a la extensión sin precedentes de la actual 

epidemia de ZIKV en las Américas, así como a la circulación de un sub-linaje genético 

contemporáneo (que probablemente habría pasado desapercibido en ausencia del brote 

americano), explican la emergencia de ZIKV y su potencial para extenderse hacia otras regiones 

geográficas. 
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Conclusiones 

Los resultados de los estudios realizados indican que las altas tasas evolutivas, así como el rápido 

crecimiento poblacional, han caracterizado la dinámica poblacional de las cepas de ZIKV que 

emergieron en la región latinoamericana. Las dificultades para diagnosticar las infecciones por 

ZIKV han históricamente conducido a un sub-reporte de casos y a la limitada disponibilidad de 

secuencias nucleotídicas, impidiendo investigar diferentes aspectos de la epidemiología molecular 

de este virus. Sin embargo, la co-circulación temporal de sub-linajes diferentes revelada por una 

mayor vigilancia de ZIKV, se alinea con la evidencia serológica y molecular sugiriendo la existencia 

de una significativa subestimación de la diversificación genética y geográfica. Estas observaciones 

también sugieren el potencial de ZIKV de emerger y diseminarse en otras regiones geográficas. Las 

cepas aisladas de casos microcefalia no comparten las sustituciones de aminoácidos, lo que 

sugiere que otros factores además de las diferencias genéticas pueden desempeñar un papel para 

la patogénesis causada por la infección ZIKV. 

La actual epidemia de ZIKV en el continente americano representa el ejemplo más reciente de la 

introducción de un virus transmitido por mosquitos en una región geográfica previamente 

inafectada con una población inmunológicamente naïve. Esta emergencia repentina sigue un 

patrón de difusión similar al anteriormente observado para DENV, WNV y CHIKV, lo que responde 

claramente a actividades humanas que promueven ambientes ecológicos óptimos para la 

actividad vectorial. Si bien ZIKV ha permanecido prácticamente ignorado durante medio siglo, 

estudios entomológicos, epidemiológicos y moleculares han sugerido que su incidencia, dispersión 

geográfica y diversidad genética han sido significativamente subestimadas. Su adaptabilidad a 

diferentes especies de mosquitos le ha permitido a ZIKV colonizar eficientemente ciclos de 

transmisión urbanos, aprovechando la amplia distribución geográfica de los mosquitos 

competentes. Por otra parte, las rutas de transmisión sin precedentes para los Flavivirus, 

incluyendo la transmisión materno-fetal y sexual, pueden contribuir a aumentar su potencial de 

propagación. 
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Objetivo Específico V: Investigar los patrones de uso de 

codones de ZIKV. 

 

Antecedentes y Fundamento teórico 

La redundancia del código genético ofrece a la evolución la oportunidad de ajustar la eficiencia y 

precisión en la producción de proteínas a varios niveles, sin modificar la secuencia de aminoácidos 

(STOLETZKI and EYRE-WALKER 2006). A través de cambios en su composición nucleotídica, 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 relación entre el uso de codones de diferentes especies virales y sus hospederos 

provee información importante para comprender aspectos evolutivos relativos a la supervivencia y 

fitness viral, así como a la evasión del sistema inmune (BURNS et al. 2006; MUELLER et al. 2006; 

COSTAFREDA et al. 2014). Los tripletes sinónimos no son generalmente utilizados al azar, habiendo 

diferentes fuerzas que impulsan hacia un sesgo de los mismos: la selección natural (que está 

principalmente relacionada con la eficiencia traduccional, tanto en velocidad como en precisión); y 

los sesgos mutacionales (SHARP et al. 2010). Por ende, el estudio de los patrones de uso de 

codones puede revelar información importante sobre la evolución viral, la regulación de la 

expresión génica y la síntesis de proteínas, contribuyendo potencialmente al diseño de vacunas 

(BUTT et al. 2014).  

En el presente estudio se realizó un análisis exhaustivo del uso de codones y la composición 

genética de diferentes cepas de ZIKV cuyo genoma completo está disponible, incluyendo variantes 

aisladas de casos de microcefalia. Mediante estos estudios se investigaron diferentes 

determinantes evolutivos clave para interpretar los posibles sesgos. La publicación derivada de 

este estudio se adjunta en el Anexo II (CRISTINA et al. 2016b).   
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Materiales y métodos 

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 información 

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. 

Análisis de datos 

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

calcular el uso de codones, la frecuencia de dinucleótidos, la composición de bases, el uso relativo 

de codones sinónimos (RSCU) (SHARP and LI 1986), el número efectivo de codones (ENC) (NOVEMBRE 

2002), el contenido G+C genómico, así como el contenido G+C en la primera, segunda y tercera 

posición del codón. El índice 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 relación al uso de codones en humanos, así como en los principales vectores de ciclos 

urbanos (A. aegypti y A. albopictus), utilizamos el Índice de Adaptación de Codones (CAI, o Codon 

Adaptation Index) (SHARP and LI 1987). El CAI fue calculado utilizando la aproximación descrita por 

PuigbÒ y colaboradores para células humanas, de A. aegypti y de A. albopictus (PUIGBÒ 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. aegypti y 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. aegypti y 15 de A. albopictus de la base de datos ARSA (disponible en: 

http://www.arsa.ddbj.nig.ac.jp). Se aplicó la prueba de Wilcoxon & Mann-Whitney (WESSA 2012) 

para evaluar diferencias estadísticamente significativas los valores de CAI. Para discernir si las 

diferencias estadísticamente significativas en los valores de CAI surgen de las preferencias en el 

uso de codones, se calculó el valor de CAI esperado (e-CAI) y su intervalo de confianza del 95%, lo 

que también fue evaluado a través de la prueba de Kolmogorov-Smirnov  (PUIGBÒ et al. 2008b). Los 

valores de RSCU de células humanas, de A. aegypti y 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/
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Tabla 9. Cepas de ZIKV utilizadas en el presente análisis.
a
 

Nombre País de aislamiento Fecha de aislamiento Número de Acceso 

H.sapiens-tc/KHM/2010/FSS13025 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 Haití 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 

GD01/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 

Z1106033/Suriname/2015 Surinam 2015 KU312312 

MR766-NIID Uganda 1947 LC002520 

MR_766 Uganda 1947 KU720415 
a Las cepas aisladas de casos de microcefalia se indican en negrita. 
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Análisis Multivariante 

La relación entre variables y muestras puede obtenerse mediante un análisis estadístico 

multivariante. El análisis de correspondencia (COA) es un tipo de análisis multivariante que 

permite una representación 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 dimensión corresponde al valor de RSCU de cada codón (todos los tripletes 

excluyendo AUG, UGG y los codones stop). Las principales tendencias dentro de un conjunto de 

datos pueden determinarse usando medidas de inercia relativa y genes ordenados según su 

posición 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 análisis de correlación se llevó a cabo utilizando el 

método de análisis de correlación de rango de Spearman (WESSA 2012) (disponible en: 

www.wessa.net). 

  

http://www.wessa.net/
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Resultados y discusión 

 

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 relación inversa entre el valor de ENC y la expresión génica. Es 

decir, un bajo valor de ENC sugiere un alto sesgo de uso de codones, lo que indica una expresión 

génica más alta, y viceversa (WRIGHT 1990). El valor medio de ENC obtenido (ENC> 40) es indicativo 

de una composición genómica 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), así 

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 explicación para este débil sesgo encontrado en 

diferentes virus de ARN es que podría proveerles ventajas para una eficiente replicación 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 podría imposibilitarles llevar a cabo el ciclo de transmisión. 

La relación entre ENC y GC3S (el contenido de G+C en la tercera posición de codón) se usa 

ampliamente para estudiar la variación 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 utilización al azar de codones. Por ende, el gráfico ENC-GC3S 

de genes cuya elección de codones se restringe solamente por el sesgo mutacional hacia G3+C3, 

ubicará los puntos sobre o justo por debajo de la curva continua dada por los valores de ENC 

esperados (TSAI et al. 2007). La Figura 26 muestra el gráfico 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 composición G+C podría desempeñar un rol en el uso de codones de 

ZIKV. Se desprende de estos resultados además que el uso de codones de ZIKV está regulado por 

el sesgo mutacional, siendo el control traduccional muy leve a nivel general. 
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Figura 26. Gráfico entre el número efectivo de codones (ENC) utilizados en por ZIKV y el contenido de G+C 
en la tercera posición de codón (GC3S). La curva indica la relación esperada en ausencia de selección. Los 
puntos azules muestran los resultados obtenidos para las cepas de ZIKV incluidas en este análisis. 

 

Análisis de correspondencia 

Se investigó la variabilidad del uso de codones entre los diferentes genomas ZIKV mediante la 

realización de un COA. Se utilizaron los valores de RSCU de cada genoma, examinándose la 

distribución de las cepas en el plano definido por los dos ejes principales del COA. El primer eje 

generado representa el 72,80% de la variación total, mientras que el segundo eje representa el 

7,55%. Los resultados de este estudio se grafican en la Figura 27. 

 

 

Figura 27. Filogenia de ZIKV y gráfico de los dos ejes principales del análisis de correspondencia (COA) de 
los valores del uso relativo de codones sinónimos (RSCU). El primer y el segundo eje representan el 72,80% 
y el 7,55% de la variación total, respectivamente. Las cepas pertenecientes a los sub-linajes del centro-este y 
oeste de África, y al linaje Asiático-Americano se muestran en negro, rojo y celeste, respectivamente. Las 
cepas aisladas de los casos de microcefalia se muestran en violeta. 
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Como se puede apreciar, las cepas de ZIKV se ubican graficadas en diferentes posiciones del plano 

(Figura 27, sobre la derecha). Esta distribución concuerda con la filogenia obtenida a partir de la 

comparación 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 África 

(aislados de Uganda, República 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 Asiático-Americano) se señalan en celeste (indicándose 

en violeta las variantes aisladas de casos de microcefalia).  

Los resultados de estos estudios sugieren que la emergencia de ZIKV fuera de África, en el Pacífico 

y las Américas, se asocia además 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 Asiático-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 relación a la de 

células humanas o de mosquitos. Comparando con células humanas, se encontraron frecuencias 

altamente sesgadas para UUG (Leu), AUA (Ile), UCA (Ser), CCA (Pro), ACA (Thr), CAA (Gln), 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 CAI 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 CAI oscilan entre 0 y 1, siendo 1 cuando la frecuencia de 

uso del codón 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 relación a humanos, A. aegypti y 

A. albopictus, respectivamente. Asimismo, se obtuvieron valores de CAI medios de 0,809, 0,799 y 

0,711 para los conjuntos de datos de genes humanos, A. aegypti y A. albopictus en relación con las 

mismas muestras de referencia (Tabla 11). Con el fin de evaluar si las diferencias son 

estadísticamente significativas, se realizó una prueba de Wilcoxon & Mann-Whitney. Los 

resultados revelaron que las diferencias en los valores de CAI son estadísticamente 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. aegypti y A. albopictus, respectivamente). 
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Tabla 10. Valores de RSCU
a
. 

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 

  UUC 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 0.30 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 2.40 2.28 2.72 1.81   CCG 0.44 1.32 1.44 0.45 

Ile AUU 1.08 1.00 0.74 0.86 Thr ACU 1.00 0.80 0.64 0.94 

  AUC 1.40 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 0.96 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 0.92 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 

TER UAA ** ** ** ** TER UGA ** ** ** ** 

  UAG ** ** ** ** 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 

Gln 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 0.94 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 1.41 1.14   AGG 1.26 0.54 0.83 1.69 

Asp  GAU 0.92 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 
a
RSCU, uso relativo de codones sinónimos; AA, aminoácido; Cod, codón; HC, Células Humanas; Aae, Aedes 

aegypti; Aal, Aedes albopictus. **, codones de terminación. Los codones con un incremento significativo con 
respecto a HC o células de mosquitos (∆≥0.30) de indican subrayados y/o en itálica, respectivamente. Los 
codones con una disminución significativa con respecto a células de mosquito se indican en negrita. 
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Tabla 11. CAI de ZIKV en relación al uso de codones de humanos, Aedes aegypti y 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 
a
CAI. Índice de adaptación de codones. CAI-HS, CAI-Aae y CAI-Aal, hacen referencia al CAI en relación a sets 

de usos de codones de H. sapiens, A. aegypti y A. albopictus, respectivamente. %GC, porcentaje de G+C 
genómico; %GC(1) a (3), porcentaje de G+C en las posiciones 1 a 3 del  codón, respectivamente. En todos los 
casos se indica el valor promedio ± el desvío estándar. NA, no disponible. 

 

Para determinar si las diferencias estadísticamente significativas en los valores de CAI son 

consecuencia de las preferencias de codones (PUIGBÒ et al. 2008a), se calcularon los valores de CAI 

esperados (e-CAI) para las secuencias de ZIKV en relación a los conjuntos de referencia de uso de 

codones de humanos, A. aegypti o A. albopictus. El algoritmo e-CAI (PUIGBÒ et al. 2008b) generó 

500 secuencias aleatorias con la misma composición de nucleótidos y aminoácidos que las 

secuencias de interés (en este caso secuencias de ZIKV). Luego, se calcularon los valores de CAI 

para todas ellas y se aplicó el test de Kolmogorov-Smirnov para los valores de e-CAI de estas 

secuencias aleatorias, con el fin de evaluar si las secuencias generadas siguen una distribución 

normal. Los resultados revelaron valores de e-CAI 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 reveló una 

distribución normal de las secuencias generadas en todos los casos (valores de 0,032, 0,035 y 

0,024, para las tres comparaciones, respectivamente, que están por debajo del valor crítico de 

0,061). Tomando todos estos resultados en conjunto, se evidenció que los valores de CAI para los 

genes de ZIKV son diferentes de los valores de CAI obtenidos para secuencias de humanos, A. 

aegypti y A. albopictus. Asimismo, se evidencia una mayor adaptación de ZIKV a humanos, seguida 

del principal vector, A. aegypti.  

Posteriormente, se analizaron las abundancias relativas de los 16 dinucleótidos en el ORF de ZIKV 

(Tabla 12). Como se puede observar, las frecuencias de dinucleótidos no son aleatorias y ningún 

dinucleótido se encuentra presente en la frecuencia esperada. Las abundancias relativas de CpG y 

UpA mostraron una fuerte desviación 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 están marcadamente sobre-utilizadas (1,44 ± 0,001, 1,33 ± 0,001, 

1,43 ± 0,001, 1,45 ± 0,001, respectivamente) (Tabla 12). 
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Tabla 12. Abundancia relativa de dinucleótidos en cepas de ZIKV y resumen de valores de COA. 

    UU UC UA UG CU CC CA CG 

Mean ± SDa   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 1b 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 ± SDa   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 1b 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 

a
Valores promedio de la frecuencia de dinucleótidos de cepas de ZIKV ± desvío estándar. 

b
Análisis de 

correlación entre el primer eje del COA y las frecuencias de los 16 dinucleótidos 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 patógenos (DORN and KIPPENBERGER 2008). Por 

otra parte, debido a que UpA está presente en dos de los tres codones stop, su sub-representación 

se ha sugerido como una estrategia para disminuir la probabilidad de mutaciones sin sentido (LOBO 

et al. 2009), que tendría profundas implicaciones biológicas en virus de ARN que codifican para 

una única poliproteína, como es el caso de ZIKV. Además, entre los 16 dinucleótidos, 10 están 

correlacionados con la posición de las secuencias a lo largo del primer eje en el COA (p-values 

<0,05, Tabla 12), lo que indica que la composición de los dinucleótidos también determina la 

variación en el uso de codones sinónimos 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, así 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 observó una preferencia diferencial de codones en los diferentes linajes, tal 

como apreciamos en la Figura 27. De hecho, análisis restringidos al gen de la proteína NS1 

arrojaron valores de CAI elevados en las cepas aisladas del brote americano. Esta observación 

evidencia una adaptación de las variantes epidémicas al uso de codones humano, lo que refleja la 

acción del control traduccional sobre esta región genómica. En otras palabras, estos resultados 

indican que las variantes epidémicas de ZIKV están 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 

CAI de variantes actuales que superan el umbral de significancia en todos los casos. 
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Figura 28. Valores de CAI 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 Asiático-Americano, respectivamente. Los 
aislados de mosquitos, monos y humanos se indican como triángulos, cuadrados y círculos, 
respectivamente. La línea punteada marca el umbral de significancia. Extraído de (FREIRE et al. 2015). 
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Conclusiones 

Los resultados del presente estudio indican que el uso de codones de ZIKV se encuentra 

ligeramente sesgado. El leve desvío en los valores observados de ENC, la predominancia de 

codones más frecuentes que terminan en Adenina, así como la composición de dinucleótidos, 

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 más adaptadas a humanos las cepas recientemente aisladas en las 

epidemias del Pacífico 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 

Asiático-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. 
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Objetivo Específico VI: Evaluar la posible presencia de 

miRNAs codificados por el genoma de ZIKV. 

 

Antecedentes y Fundamento teórico 

En 2015, ZIKV desencadenó una gran epidemia en Brasil y se extendió explosivamente por toda 

América Latina. En noviembre de ese año, el Ministerio de Salud de Brasil informó de un aumento 

de 20 veces en los casos de microcefalia neonatal, coincidiendo geográfica y temporalmente con el 

brote de zika. Asimismo, ZIKV fue detectado por microscopía electrónica y RT-qPCR en tejidos 

cerebrales y líquido amniótico de fetos microcefálicos, comprobando la asociación entre la 

infección por ZIKV y el aumento de la incidencia de casos de microcefalia (MLAKAR et al. 2016; 

CALVET et al. 2016). Además, 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 desregulación de las vías 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 patología subyacente de la infección por ZIKV (ROSSI and VASILAKIS 2016; 

HICKMAN and PIERSON 2016). El modelado de la infección por ZIKV en ratones reveló efectos 

directos de ZIKV en el desarrollo de células precursoras neurales, incluyendo proliferación, 

diferenciación y muerte celular (LI et al. 2016). Sin embargo, los mecanismos por los cuales ZIKV 

altera el desarrollo neurofisiológico permanecen desconocidos.  

Los microRNAs (miRNAs) son pequeños ARN no codificantes, de 19 a 24 nucleótidos de longitud, 

que regulan post-transcripcionalmente la expresión de un gen diana inhibiendo la traducción de 

mensajeros o promoviendo su clivaje (ALMEIDA et al. 2011). Muchos miRNAs han sido encontrados 

codificados por genomas virales (GRUNDHOFF and SULLIVAN 2011) y desempeñan un papel 

fundamental en diversos procesos biológicos, incluyendo el desarrollo, apoptosis, tumorigénesis, 

proliferación, entre otros (AMBROS 2001). Si bien los métodos tradicionales para detectarlos se 

basan en la clonación de células infectadas (PFEFFER 2004), las predicciones computacionales y los 

análisis de hibridación han sido de gran utilidad para lograr la identificación de diversos miRNAs 

virales (SULLIVAN and GANEM 2005; CUI 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 Síndrome 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 codificación 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 así como sus posibles blancos de acción. Utilizaremos 
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herramientas computacionales para predecir nuevos miRNAs de ZIKV y evaluaremos su efectividad 

de hibridación con transcriptos de genes humanos previamente reportados como involucrados en 

ocurrencia de casos de microcefalia. Este abordaje puede ayudar a interpretar mejor la interacción 

hospedero-patógeno, así como contribuir al desarrollo de nuevas estrategias antivirales contra la 

infección por ZIKV. La publicación derivada de este estudio se adjunta en el Anexo II (CRISTINA et al. 

2016a). 
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Materiales y métodos 

 

Predicción de pre-miRNAs mediante una abordaje ab initio 
Se utilizó la secuencia del genoma completo de la cepa de ZIKV Natal-RGN (Número de acceso de 

GenBank: KU527068), aislada en 2015 a partir del tejido cerebral de un feto diagnosticado con 

microcefalia (MLAKAR et al. 2016). Se analizó esta secuencia mediante el programa VMir 

(GRUNDHOFF 2011). VMir es un programa de predicción ab initio específicamente diseñado para 

identificar pre-miRNA en genomas virales. Utilizando este enfoque se buscaron posibles 

premiRNas (formadas por estructuras en horquilla, o hairpin structures), usando parámetros de 

filtrado altamente estrictos (tamaño de horquilla mínimo y máximo: 60  y 120 nucleótidos, 

respectivamente; puntuación mínima de horquilla de 160; número mínimo de ventanas de 25). Los 

puntajes de VMir fueron calculados de acuerdo a lo sugerido (GRUNDHOFF 2011). 

Confirmación de secuencias pre-miRNAs presuntas 
Para discriminar pre-miRNAs reales de otras estructuras en horquilla (pseudo horquillas) se utilizó 

la aproximación iMiRNA-SSF (CHEN et al. 2016). Este enfoque representa una mejora en el 

rendimiento para la identificación precisa de precursores de miRNAs mediante la combinación de 

conjuntos negativos con diferentes distribuciones (CHEN et al. 2016). 

Identificación de secuencias de miRNAs maduras 
Con el fin de extraer miRNAs maduros (derivados de pre-miRNAs), se utilizó la aproximación 

MiRduplexSVM, que utiliza una nueva metodología que tiene en cuenta varios aspectos de la 

biogénesis de miRNAs (KARATHANASIS et al. 2015). 

Conservación 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 específico 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/). 

Predicción de estructuras secundarias de precursores de miRNAs 
Se utilizó el servidor web RNAfold (GRUBER et al. 2008) para predecir la estructura secundaria de 

los pre-miRNAs, con los parámetros por defecto. 

Predicción de potenciales genes diana 
Con el fin de evaluar la complementariedad de los miRNAs sugeridos y sus presuntos genes 

blanco, se empleó el programa miRTar (HSU et al. 2011). Los parámetros asignados para las 

hibridaciones se fijaron con un valor de corte de -14 kcal/mol de energía libre mínima (MFE) y un 

puntaje de alineamiento ≥ 140. Se estudió la relación entre los miRNAs predichos y los transcritos 

de genes diana, considerándose genes humanos implicados en microcefalia. Los nombres, 

http://www.hiv.lanl.gov/
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números de acceso y funciones en el desarrollo del cerebro de los genes incluidos en estos análisis 

se indican en la Tabla 13. 

 

Tabla 13. Genes humanos asociados a microcefalia
a
. 

Gen N. acceso Descripción de la proteína Role en el desarrollo del cerebro 

MCPH1 AK022909 Microcefalina 1 Involucrada en la condensación cromosómica 

WDR62 BX647726 Repetido WD en proteína 62 
Desarrollo cortical cerebral, proliferación y migración 
de precursores neuronales 

CDK5RAP2 BK005504 
Proteína 2 reguladora asociada con la 
subunidad CDK5 (quinasa dependiente de 
ciclina 5) 

Regula la función de microtúbulos 

CASC5 AF173994 Candidato para la susceptibilidad al cáncer  Importante para el control del huso mitótico 

ASPM AY367065 
Microcefalia Asociada de Tipo Huso 
Anormal 

Involucrado en la orientación de los husos mitóticos 
durante la neurogénesis embrionaria 

CENPJ AF139625 Proteína J asociada al centrómero 
Controla la longitud del centriolo y la función de los 
microtúbulos 

STIL M74558 (SCL/TAL1 de locus de interrupción 
Regulador de la apoptosis y progresión del ciclo 
celular 

CEP135 AB014535 Proteína centrosomal 135 
Mantiene la organización y estructura del 
centrosoma 

CEP152 AB020719 Proteína centrosomal 152 
Duplicación y forma del centriolo, polaridad celular y 
motilidad 

ZNF335 AK026157 Protein dedo de cinc 335 División y diferenciación de células progenitoras 

PHC1 U89277 Regulador del desarrollo temprano 1 Involucrado en la regulación del ciclo celular 

CDK6 XM_006715835 Quinasa dependiente de ciclina 6 
Control del ciclo celular y organización de 

microtúbulos 

CENPF U30872 
Proteína centrómero F, 350/400ka 

(mitosina) 

Proteína del cinetocoro asociada con la neurogénesis 

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

 

 

Hibridación entre los miRNAs maduros de ZIKV y los transcriptos diana  
Con el objetivo de confirmar una hibridación eficaz entre los miRNAs predichos de ZIKV y los 

transcriptos blanco, se empleó el programa RNAhybrid (REHMSMEIER 2004). RNAhybrid es una 

herramienta para encontrar la energía libre mínima de hibridación entre ARNs cortos y largos y es 

ampliamente utilizado para la predicción de miRNAs diana. La energía libre mínima (MFE) indica la 

estabilidad de la hibridación. Se empleó una condición restrictiva, con un valor de corte de MFE 

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

Predicción de estructuras en stem-loop  de pre-miRNAs en el genoma ZIKV 
La predicción 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 analizó la secuencia completa de la 

cepa Natal-RGN (Número de acceso: KU527068). Se filtró el archivo de salida del VMir (GRUNDHOFF 

2011) utilizando ajustes personalizados estrictos.  

Los resultados de este análisis 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 filtró cuatro de 

las seis estructuras (MD1, MD13, MD17 y MD21) que fueron categorizadas como pre-miRNA 

reales. Estas estructuras están 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
a
. 

Horquilla Posición
a
  Región

b
 Score

c
 Clasificación

d
 MFE

e
 Brazo 5´maduro 

MD1 190- 275 Cápside 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 
a
Posiciones relativas al genoma de la cepa Natal-RGN (Número de acceso: KU527068). 

b
Región genómica. 

c
Valor de puntaje en VMir. 

d
Clasificación en pseudo pre-miRNA o pre-miRNA real, según la aproximación 

iMiRNA-SSF (CHEN et al. 2016). 
e
MFE, Energía libre mínima en kcal/mol. 

 

Conservación 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 10-3 y 1,20 x 10-3 s/s/y (FARIA et al. 2016; FAJARDO et al. 

2016a) (ver Objetivo Especifico IV). En consecuencia, como se comentó previamente, ZIKV se 

encuentra diversificado en dos o tres linajes principales (ver Figura 22). Por estas razones nos 

propusimos investigar el grado de conservación 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 

demás 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 resultó idéntico al obtenido de las demás variantes de 

ZIKV analizadas (Figura 29). Por consiguiente, los resultados de este análisis revelaron que tanto 
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los pre-miRNAs como los miRNAs maduros predichos están 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 señalan para MD1, MD13, MD17 y MD21, en A, B, C y D, respectivamente, con sus valores 
de energía libre mínima (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. 

 

Predicción de potenciales blancos asociados con microcefalia para los miRNAs 

de ZIKV predichos 

Con el fin de comprender la dinámica entre los miRNAs virales y sus dianas, es sumamente 

importante comprender la complejidad de la regulación biológica y la interacción virus/hospedero. 

Los análisis 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 

utilizó 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 análisis se resumen en la Tabla 15. 
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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 análisis in silico como blancos de 

miRNAs de ZIKV predichos. 

premiRNA miRNA predicho Gen blanco N. acceso Descripción de la proteína 

MD1 ZIKV-miRNA-MD1 MCPH1 AK022909 Microcefalina 1 

  
WDR62 BX647726 Repetido WD en proteína 62 

  
CDK5RAP2 BK005504 

Proteína 2 reguladora asociada con la subunidad 
CDK5 (quinasa dependiente de ciclina 5) 

  
ASPM AY367065 Microcefalia Asociada de Tipo Huso Anormal 

  
CEP152 AB020719 Proteína centrosomal 152 

  
ZNF335 AK026157 Protein dedo de cinc 335 

  
PHC1 U89277 Regulador del desarrollo temprano 1 

  
CENPF U30872 Proteína centrómero F, 350/400ka (mitosina) 

MD17 ZIKV-miRNA-MD17 CENPF U30872 Proteína centrómero F, 350/400ka (mitosina) 

 

 

Hibridación efectiva entre miRNAs predichos y transcriptos humanos 

Con el fin de evaluar el grado de hibridación entre miRNA-MD1 y miRNA-MD17 y sus transcriptos 

blancos identificados, observamos sus patrones de hibridación y calculamos la energía libre 

mínima en cada caso. Como se comentó previamente utilizamos condiciones muy estrictas, 

imponiendo un valor de corte para cada hibridación de -30 kcal/mol. Los resultados se detallan en 

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

a
Posición 5´ del blanco al que se hibrida el miRNA. 
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Discusión  

Los miRNAs juegan un papel fundamental en diversos procesos biológicos tales como crecimiento 

y proliferación celular, diferenciación de tejidos, desarrollo embrionario y apoptosis. Como 

consecuencia, su desregulación altera la expresión génica pudiendo tener consecuencias 

patológicas (FAHEEM et al. 2015). La microcefalia se caracteriza por una reducción de la 

circunferencia occipitofrontal (OFC) de la cabeza de al menos 4 desviaciones estándar (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; ROSSI and VASILAKIS 2016). 

Sin embargo, los mecanismos por los cuales ZIKV altera el desarrollo neurofisiológico 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 analizó 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 

genómicas, cuyas secuencias se encuentran altamente conservadas entre diferentes cepas de ZIKV 

(ver Tabla 14 y Figura 29). Además, se observó que dos de ellos (miRNA-MD1 y miRNA-MD17) 

hibridan con transcriptos de genes que previamente habían sido asociados con microcefalia (Tabla 

15). En particular, bajo condiciones muy rigurosas (MFE > 30,0 kcal/mol) se evidenció 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 infección por ZIKV, lo que condujo a la interrupción del desarrollo neuronal 

generando microcefalia (LI et al. 2016). 

Por otra parte, uno de los miRNAs predichos en este estudio (miRNA-MD21) se encontró ubicado 

en la región 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 región contiene 

varias estructuras en stem-loop y otras estructuras terciarias conservadas entre los diferentes 

miembros de este género (HAHN et al. 1987), impidiendo la degradación por RNasas (PIJLMAN et al. 

2008). Uno de estos stem-loops, el 3'SL, está situado en el extremo final de la 3'UTR y ha 

demostrado ser crucial para la replicación viral, interactuando con diferentes proteínas (YU et al. 

2008).  

Con el objetivo de investigar la ubicación y las posibles funciones de miRNA-MD21, se modeló la 

estructura secundaria de la 3'UTR de la secuencia consenso obtenida a partir de los genomas de 

ZIKV (Figura 30).  
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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 señala con una línea 
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 está conservada entre los diferentes 

miembros de este género (Figura 30). Estudios recientes revelaron la producción de un miRNA 

(KUN-miR-1) del 3’SL de la 3'UTR de WNV (HUSSAIN et al. 2012a; ROBY et al. 2014). Se demostró que 

la producción de este miRNA era necesaria para una replicación eficaz de WNV en células de 

mosquitos. Asimismo, se evidenció que KUN-miR-1 funciona a través de la regulación de la 

expresión del factor de transcripción GATA4, que a su vez es necesario para facilitar la replicación 

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 calculó su hibridación (Tabla 18). El resultado de este análisis 

reveló que miRNA-MD21 tiene la capacidad de hibridar con el factor de transcripción GATA4 de 

Aedes aegypti (Tabla 18). 

 

Tabla 18. Hibridación efectiva entre miRNA-MD21 y el transcripto del gen GATA4 de Aedes aegypti. 
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Asimismo, estudios recientes reportaron la producción 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 generación de estos miRNAs y sus 

potenciales funciones en la replicación viral en hospederos invertebrados requiere aún de una 

investigación más profunda (CLARKE et al. 2015). 

Los resultados del presente estudio sugieren el posible rol de miRNAs codificados por ZIKV en la 

modulación de la expresión de genes humanos asociados con la ocurrencia de casos de 

microcefalia. Se sugieren diferentes miRNAs candidatos que deben ser confirmados por análisis 

experimentales. 
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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 bioinformáticas, 

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 están 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 genómico como fuente 

de producción de miRNAs. Estos resultados sugieren un posible papel de miRNAs codificados por 

ZIKV en la modulación de la expresión de genes humanos asociados a casos de microcefalia, los 

que requerirán ser examinados y validados por métodos experimentales.  
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Tabla Suplementaria 1: Sustituciones aminoacídicas encontradas entre diferentes genomas completos de variantes uruguayas de DENV-1a. 
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M6 Clado A1 L N L I E V K T T I V L I Q A I V A S A V V R D V V T M Y A 

M48 Clado A2 . . . . . . . . . M . . . . . L M T . . A . K . . . . . . . 

M39 Clado B . . M . . . . . . M . . . . . . . T . S . . . . . . . . . T 

M22 Clado C F . . V D I R S M M A M V E T . . T T . . A . E . I M V H V 

M47 Clado D . D . V D I R S M M A I V E T . . T T . . . . E A I M . H V 
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3
1
6

8
 

3
2
8

2
 

                      

Gen 4B 4B 4B 4B NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NS5 NSR NS5            

M6 Clado A1 Q H A L T R H M R R T N L A E R A T A                       

M48 Clado A2 . . . . . . . . . K . . . . . . . . .                       

M39 Clado B . R . . I . Y . Q K . . . . . . V A T                       

M22 Clado C H R T V . K . T Q K A S S . K K V . T                       

M47 Clado D H R T . . K . T Q K A S S D K K V . T                       
a
Las posiciones indicadas corresponden a los sitios de la poliproteína completa. Se detalla en cada caso el gen en donde ocurre la sustitución. Las modificaciones capaces de 

segregar ambos linajes del genotipo V de DENV-1 se resaltan en celeste. 
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Figura Suplementaria 2.  Alineamiento de secuencias aminoacídicas de la región codificante completa de cepas de ZIKVa. 
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aAlineamiento de las secuencias aminoacídicas de diferentes cepas de ZIKV. Las secuencias se indican de acuerdo a su número de acceso (ver Tabla X) sobre la 
izquierda de la Figura. La identidad con la cepa NatalRGN/Brazil/2015 (número de acceso KU527068) se indica por un guion. Los números sobre el alineamiento 
indican la posición aminoacídica en la poliproteína. Cada secuencia proteica está 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 itálicas. Las sustituciones únicas 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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Anexo III: Otras publicaciones realizadas 

durante el desarrollo de esta tesis 
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