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1. Introduccidén

1.1 Epidemiologia

El dengue constituye una arbovirosis de relevancia global, causada por cuatro serotipos virales
(VDEN-1 a VDEN-4) pertenecientes al género Flavivirus. Transmitido principalmente por
mosquitos Aedes aegypti, segin modelos estadisticos este patogeno afecta anualmente a 390
millones de personas en regiones tropicales y subtropicales, con una expansion acelerada hacia
zonas templadas debido al cambio climatico y la urbanizacién descontrolada (WHO 2023; WHO
2025; Harapan et al. 2020). La coexistencia de multiples serotipos en un mismo territorio
(observada en nueve paises de las Américas en 2023) genera desafios epidemioldgicos,
particularmente por el fendmeno denominado Aumento Dependiente de Anticuerpos (ADE),
responsable de cuadros graves en infecciones secundarias (ver Introduccion 1.4).

Segun su severidad, el dengue se clasifica en fiebre del dengue (FD) -una enfermedad febril
autolimitada- y formas graves como la fiebre hemorragica del dengue (FHD) o el sindrome de
shock por dengue (SSD) (Garcia et al. 2011).

De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud, los casos reportados de dengue
aumentaron de 505.430 en el afio 2000 a 5.2 millones en 2019. En 2023, se registraron 6.5
millones de casos globales y un total de 7.300 muertes. Aun considerando esta realidad, en
muchos paises afectados los sistemas de vigilancia y deteccion son deficientes.

Aunque el incremento en las infecciones por dengue es un fenomeno global, la region de las
Américas y el Caribe ha experimentado el aumento mas pronunciado. Entre enero y noviembre
de 2024, se reportaron 13.8 millones de casos en la region, de los cuales 10 millones

corresponden a Brasil (ver Figura 1) (WHO 2025).



Luego de sucesivos brotes epidémicos de Dengue predominantemente causados por VDEN-2

y -3, VDEN-1 es ahora el principal serotipo circulante en Brasil y en la regién sudamericana
(Paiva-Drumond et al., 2012). La primera epidemia importante de VDEN-1 en las Américas
ocurri6 en Jamaica y Cuba en 1977 (Guzman and Kouri, 2003) y desde ese momento ha estado
circulando continuamente en el continente americano dando lugar a varios episodios de FD/FHD
(San Martin et al., 2010). Al menos cinco genotipos han sido reportados dentro de VDEN-1, en
estudios basados en el analisis del gen E (Goncalvez et al., 2001). La mayoria de las infecciones
causadas por VDEN-1 en la regién sudamericana son causadas por el genotipo V, probablemente
introducido desde el sudeste asiatico (Villabona-Arenas y Zanotto, 2013) o desde India (Walimbe
et al., 2014). Este genotipo se ha diversificado en diferentes linajes con diferentes dinamicas, con
reemplazo de linajes a lo largo del tiempo en sucesivos brotes epidémicos, siendo ésta una

caracteristica observada en la mayoria de los paises americanos (Bruycker-Nogueira et al., 2016).
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Figura 1. Mapa de los casos de virus Dengue en el mundo. En el mapa se muestran los casos

de Dengue por pais (WHO, 2025). Fuente: https://worldhealthorg.shinyapps.io/dengue_global/
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1.2 El virus

El VDEN pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae. Su genoma consiste en una
molécula de ARN de cadena positiva de aproximadamente 11 kilobases (Rice, 1996). Al igual
que otros flavivirus, el VDEN tiene una cépside con simetria icosaédrica que contiene su
genoma, el cual esta rodeado por una bicapa lipidica derivada de la célula hospedadora
(Norazharuddin & Lai 2018). Este ARN gendmico se traduce como una tnica poliproteina que
es procesada postraduccionalmente en 10 proteinas maduras, 3 proteinas estructurales (Capside
(C), Premembrana (prM), y Envoltura (E)) y 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B,
NS3, NS4A, NS4B, y NS5) vinculadas a replicacion viral y evasion inmune (Murugesan and
Manoharan 2020) (ver Figura 2). Las regiones no traducidas (UTR) en 5’ y 3' contienen
elementos reguladores criticos para la traduccion y replicacion. La UTR 3' presenta estructuras
secundarias tipo tallo-bucle que interactian con NS5 durante la sintesis de ARN.

Las tres proteinas estructurales localizadas en el extremo N-terminal forman el viridn, y las siete
no estructurales son responsables de funciones esenciales para la replicacion viral (Perera &
Kuhn 2008) (ver Figura 2).

La proteina C es el principal componente estructural responsable del ensamblaje de la
nucleocapside en los flavivirus (Sotcheff y Routh, 2020). Como elemento critico en el ciclo de
vida del VDEN, la proteina C es una proteina multifuncional participando en el
empaquetamiento del genoma, el ensamblaje viral y, potencialmente, en la modulacion de las

interacciones huésped-patogeno.
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Figura 2. Esquema del genoma del virus dengue y de la poliproteina. En (A) se muestran las
zonas estructurales y no estructurales del genoma. En (B) la topologia de membrana de la
poliproteina. En (C) el proteoma estructural del VDEN. Se muestran las estructuras por

resonancia magnética nuclear y rayos-x (Perera & Kuhn 2008).
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La proteina prM es una glicoproteina que desempefia un papel clave en la maduracion de VDEN
en la red trans-Golgi, induciendo un cambio morfoldgico de particulas inmaduras a particulas
maduras (Zhang et al., 2012; Zheng et al., 2010).

La proteina E se encuentra ubicada en la envoltura viral y esta compuesta por tres dominios
distintos: un dominio central (Dominio I), un dominio de bucle de fusién (Dominio IT) y un
dominio de unidn al receptor (Dominio III). Estos dominios estan organizados en dimeros en la
superficie viral, con un total de 180 proteinas E dispuestas en una red icosaédrica. Esta
disposicion estructural es fundamental para la estabilidad viral y la entrada en las células huésped
(Nayak et al., 2009)

La proteina NS1 es esencial para la replicacion del genoma y ademas esta implicada en la
evasion inmunologica, ya que su secrecion al torrente sanguineo actua como un sefiuelo para
anticuerpos neutralizantes (Perera et al., 2024). Ademas, su presencia en altas concentraciones
séricas estd correlacionada con la severidad de la enfermedad, siendo un biomarcador clinico
importante (Shu et al., 2022).

La proteina NS2A desempefia un papel fundamental en el ciclo de replicacion viral,
particularmente en el ensamblaje de nuevos viriones. Se ha sugerido que las mutaciones en
NS2A alteran este proceso, lo que conduce a una sintesis de ARN deficiente y un ensamblaje
defectuoso de particulas virales (Xie et al., 2019). Por otra parte, se ha observado que la proteina
NS2A estd implicada en la modulacion de la respuesta del sistema inmunitario interfiriendo con
la via de sefializacion del interferon, suprimiendo la produccion de interferones de tipo 'y
aumentando su potencial patogénico (Munoz-Jordan et al., 2003).

La proteina NS2B es un cofactor de gran importancia para la proteasa NS3, facilitando su

actividad enzimatica. NS2B y NS3 forman un heterodimero que es esencial para la escision de la



poliproteina viral, generando proteinas tanto estructurales como no estructurales (Arias et al.
1993; Chambers et al. 1993).

La proteina NS3 es fundamental en el procesamiento de la poliproteina viral y en la replicacion
del genoma del VDEN. NS3 junto a su cofactor procesa la poliproteina viral realizando cortes en
multiples sitios especificos. Este procesamiento genera las proteinas estructurales (C, prM, E) y
las no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS4A, NS4B, NS5). Por otra parte, la region
C-terminal de NS3 contiene actividades enzimaticas clave: una nucleosido trifosfatasa, una
ARN-trifosfatasa 5’ y una helicasa. Esta region, altamente conservada dentro de la familia
Flaviviridae, tiene un unico sitio activo responsable de las actividades de ATPasa/helicasay
NTPasa. Estas funciones son determinantes para corregir errores previo a la sintesis de nuevo
ARN como el melting de estructuras secundarias y errores posteriores a la sintesis de ARN por
ejemplo desenrollando formacién de doble hebras, removiendo proteinas que se hayan unido y
participando en el capeado del extremo 5 del ARN viral (Sampath & Padmanabhan 2009).

La proteina NS4A tiene un rol clave en la modulacién de los reordenamientos de membrana
necesarios para la replicacion viral interactuando con otras proteinas virales no estructurales para
formar el complejo de replicacion. Esto induce la formacion de vesiculas de doble membrana
dentro del reticulo endoplasmatico del huésped, siendo estas vesiculas microambientes
protectores para una sintesis eficiente del ARN viral (Miller et al., 2007; McLean et al. 2011). La
proteina NS4A de VDEN-1 presenta caracteristicas unicas, dado que también inhibe la inducciéon
de interferén B (IFN-B) dirigida por TBK1, algo que no se observa en VDEN-2 ni en VDEN-4.
La capacidad de la proteina NS4A del VDEN-1 para modular las respuestas de IFN puede
contribuir a la mayor incidencia de enfermedades graves, como FHD y el SDC, asociadas con

este serotipo. Las variaciones especificas de aminoacidos en la proteina NS4A del VDEN1
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probablemente estén relacionadas con su capacidad para suprimir la sefalizacion de IFN
(Dalrymple et al. 2015).

La proteina NS4B es un componente multifuncional del complejo de replicacion en flavivirus y
desempefia papeles criticos en la replicacion viral, la evasion inmunitaria y las interacciones
proteina-proteina. La interaccion entre NS4B y NS3 es necesaria para la funcionalidad del
complejo de replicacion, ya que la actividad de la helicasa de NS3 es modulada por NS4B para
mejorar la sintesis de ARN (Munoz-Jordan et al. 2005). NS4B junto a NS2A participan en la
supresion de la induccion de IFN-. Estas proteinas bloquean la via de senalizacion
RIG-I/MDAS/MAVS/TBK1 al impedir la activacion y fosforilacion de TBK1, pasos cruciales
para la induccion del IFN-B (Dalrymple et al. 2015).

La proteina NS5 estd conformada por dos dominios principales: una metiltransferasa en el
extremo N-terminal y una ARN polimerasa dependiente de ARN en el extremo C-terminal.

El dominio de metiltransferasa de NS5 es responsable de la adicion de una estructura cap en el
extremo 5' al ARN viral. Este cap protege al ARN viral de la degradacion por parte de las
exonucleasas celulares y asegura su reconocimiento por la maquinaria de traduccion del huésped.
Por otro lado, el dominio de ARN polimerasa dependiente de ARN cataliza la sintesis de nuevas
cadenas de ARN viral (Lim et al. 2015). NS5 también desempefia un papel destacado en la
modulacion de la respuesta inmune del huésped interactuando con diversas proteinas reguladoras
del huésped, incluyendo STAT2, promoviendo su degradacion y bloqueando asi la transcripcion

de genes inducibles por IFN (Ashour et al. 2009).
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1.3 El ciclo viral

El proceso de infeccion de VDEN comienza con la unién de la proteina E viral a receptores
especificos en la membrana celular, lo que facilita la endocitosis mediada por receptor (Aoki et
al., 2006). Las vesiculas cubiertas de clatrina sirven como sitios de internalizacion.
Posteriormente, la clatrina se disocia iniciando un proceso de formaciéon de endosoma. Cuando el
pH del endosoma alcanza un valor aproximado a 6.5 se produce la maduracion del endosoma,
causando también cambios conformacionales que permiten la fusion de las proteinas de
membrana virales y la membrana celular. El desensamblaje del virus lleva al genoma viral a
establecerse en el citoplasma, el cudl sirve como molde para la traduccion y replicacion en el
reticulo endoplasmico. Posteriormente, el genoma progenie y las proteinas traducidas se
ensamblan formando particulas virales inmaduras en el reticulo endoplasmico. Estas particulas
inmaduras sufren transformaciones en el complejo trans-golgi y las particulas maduras son
transportadas a la superficie celular donde sufren un proceso de exocitosis completando asi el

ciclo celular. Por detalles de la replicacion viral ver Figura 3.

1.4 Serotipos y genotipos de VDEN

VDEN circula en cuatro serotipos distintos (VDEN-1 a 4) con aproximadamente una divergencia
en nucleotidos entre ellos de un 30 % (Yan et al., 2025). Asimismo, VDEN posee una
significativa diversidad genética dentro de cada uno de los cuatro serotipos, diversificandose en
multiples genotipos (Velasco et al., 2024). Segtn la evidencia disponible, hasta el momento se
han identificado seis genotipos de DENV-1: Asia (1), Tailandia (II), Malasia (III), Pacifico Sur

(IV), Americano/Africano (V) y Selvatico (VI) (Pyke et al., 2016). Para DENV-2 se han descrito
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otros seis: Asiatico (I), Asiatico (II), Sudeste Asiatico (III), Cosmopolitan (IV), Americano (V) y
Selvatico (VI). En el caso de DENV-3 se reconocen cinco genotipos (I al V) y para DENV-4 se
han propuesto cuatro (I al IV), incluyendo un genotipo selvatico (Roy & Bhattacharjee, 2021).
Cabe destacar que estas clasificaciones se basan en estudios moleculares y filogenéticos
disponibles hasta la fecha, sin que se descarte la posible existencia de otras variantes genéticas
aun no identificadas, particularmente en ambientes selvaticos o regiones con escasa vigilancia

gendmica.
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Figura 3. Ciclo de replicacion de VDEN (Nanaware et al., 2021). En la parte superior de la figura

Ribosome

v

se muestran la unidn al receptor celular (1) y las rutas alternativas de entrada en la célula. En (2)
la endocitosis mediada por clatrina. En (3) la liberacion de clatrina y formacion del endosoma
(4). Luego de la maduracion del endosoma (5), éste se disocia (6) y se libera el genoma viral (7)
en el citoplasma. Este se transcribe y replica en el reticulo endoplasmico (8), donde se ensamblan
las particulas virales (9) inmaduras. Luego de la maduracion en el sistema Golgi (10), las

particulas maduras son liberadas de la célula huésped.
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Dentro de cada genotipo, se ha reportado la existencia de linajes con distintas relaciones
geograficas y temporales, y se ha observado que la rotacion y el reemplazo de linajes son
comunes (Drumond et al., 2012).

Estudios previos han demostrado que el genotipo V del VDENI1 ha sido el genotipo mas
prevalente en circulacion en Sudamérica en los ultimos afos (Ribeiro et al., 2021; de
Bruycker-Nogueira et al., 2016). Debido al alarmante panorama epidemioldgico, comprender el
grado de variabilidad genética del genotipo V del VDEN-1 es fundamental para anticipar
posibles impactos en la salud ptblica y contribuir al desarrollo de vacunas seguras y eficaces

contra VDEN (Martinez et al., 2020).

1.5 Respuesta inmunitaria contra VDEN

Cuando un mosquito vector infectado con VDEN pica a una persona para alimentarse inyecta
VDEN en el torrente sanguineo. El virus infecta queratinocitos de la piel, asi como células de
Langerhans. Estas tltimas detectan el patdgeno invasor y despliegan en su superficie antigenos
virales lo cual activa la respuesta inmunitaria innata a través de la activacion de monocitos y
macrofagos. Normalmente, estas células del sistema inmunitario ingeririan y destruirian el
patdgeno. Lamentablemente, en vez de destruirlo, ambos tipos celulares son blancos de la
infeccion viral. A medida que los monocitos y macrofagos viajan por el sistema linfatico, VDEN
se dispersa en todo el cuerpo, infectando mas células, incluyendo aquellas de los nodos linfaticos
y médula 6sea, asi como macrdofagos del bazo y el higado. Esto genera un alto nivel de
circulacion de particulas de VDEN en el torrente sanguineo, condicion conocida como viremia

(Diamond et al., 2003) (ver Figura 4).
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Las células infectadas producen interferones, los cuales tienen la habilidad de interferir con la
replicacion viral y activar las respuestas innatas y adaptativas del sistema inmunitario,
incluyendo la produccién de anticuerpos IgM y IgG especificos, asi como la activacion de
células T citotoxicas, a efectos de reconocer y eliminar células infectadas por VDEN. Asimismo,
la respuesta inmunitaria innata activa el sistema de complemento. Ambas respuestas del sistema
inmunitario neutralizan la infeccion viral (Guzman et al., 2010) (ver Figura 5).

Debido a que existen cuatro serotipos diferentes de VDEN circulando y a que las células
memoria del sistema inmunitario solo proveen inmunidad contra una reinfeccion por parte del
mismo serotipo que causo la primera infeccion, una segunda infeccidon por un serotipo distinto
puede dar lugar al fenomeno ADE (antibody-dependent enhancement) (Whitehead et al., 2007).
ADE ocurre cuando los anticuerpos de la primoinfeccion pueden ayudar a la dispersion de la
infeccion por VDEN y a un incremento de la viremia. Este fendmeno también puede ocurrir en
nifos que reciben anticuerpos de sus madres durante la gestacion. ADE ocurre debido a que, en
lugar de destruir el virus, los anticuerpos existentes pueden ayudar a infectar las células mas
eficientemente (ver Figura 6). La consecuencia es que la respuesta inmunitaria del huésped

puede eventualmente provocar un cuadro clinico mas severo.
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Figura 4. Infeccion por virus Dengue. En (a) la persona es infectada cuando el mosquito vector
pica en la piel de la persona. En (b) VDEN infecta células de Langerhans, un tipo de células
dendriticas de la piel. En (c) Las células de Langerhans infectadas producen interferén para
limitar la infeccion. Otras células de Langerhans viajan a los nodos linfaticos llevando virus que
infectan mas células. La infeccion viral entonces resulta en viremia, lo que conduce a un alto
nivel de virus circulante en el torrente sanguineo. En (d) para atacar la infeccion el sistema
inmunitario produce anticuerpos para neutralizar las particulas virales, y el sistema de
complemento es activado. La respuesta inmunitaria también incluye la participacion de linfocitos

T citotoxicos, los cuales reconocen y matan las células infectadas (Diamond et al., 2003).
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Figura 5. Respuesta inmunitaria contra VDEN.

La persona infectada experimenta sintomas agudos de VDEN cuando existen altos niveles de
virus en el torrente sanguineo. La respuesta inmunitaria incluye la produccion de anticuerpos
IgM e IgG en sangre y en el sistema linfatico, que reconocen y neutralizan el virus, asi como
proteinas virales tales como NS1. La respuesta inmunitaria elimina el virus llevando al paciente a

su recuperacion (Guzman et al., 2010).
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Figura 6. Antibody-dependent enhancement (ADE) en la infeccion por VDEN.
ADE ocurre cuando anticuerpos preexistentes de una primoinfeccion se unen a particulas de
VDEN de una subsecuente infeccion de un serotipo diferente. Los anticuerpos provenientes de la
primoinfeccion no pueden neutralizar el virus, por el contrario, el complejo virus-anticuerpo se
une a receptores Fey en monocitos circulantes y de esta manera contribuyen a infectar el
monocito mas eficientemente. El resultado es un incremento de la replicacion del virus y un

mayor riesgo de dengue severo. (Whitehead et al., 2007).
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La proteina E es el principal blanco de anticuerpos neutralizantes contra VDEN (Wahala et al.,
2011). La estructura del ectodominio de la proteina E de Flavivirus se compone de tres dominios
(EDI al -III), cada uno conteniendo epitopos reconocidos por anticuerpos neutralizantes
(VanBlargan et al., 2021) (ver Figura 7). Estudios previos también han revelado que anticuerpos
neutralizantes humanos contra multiples Flavivirus, incluido VDEN, virus de la Fiebre Amarilla
y virus Zika se unen a epitopos presentes solo en dimeros de la proteina E (Dejnirattisai et al.,
2015). Anticuerpos neutralizantes serotipo-especificos (SE) han sido aislados de humanos
después de una infeccion por VDEN (de Alwis et al., 2011). Aunque estos anticuerpos
representan una porcion minoritaria de la respuesta humoral a VDEN, estos anticuerpos SE
desarrollados luego de una infeccidon primaria son los responsables en gran medida de la
neutralizacion viral (Beltramello et al., 2010). Estudios previos realizados con anticuerpos
monoclonales murinos demostraron que la mayoria de los anticuerpos neutralizantes son SE y se
unen al domino EDIII (Shrestha et al., 2010). Sin embargo, un porcentaje importante de
anticuerpos neutralizantes humanos no parece unirse a EDIII, sino a particulas virales enteras,
sugiriendo que reconocen estructuras cuaternarias (Beltramello et al, 2010). Por consiguiente, el
campo de investigar los principales epitopos blanco de anticuerpos neutralizantes contra VDEN
continua abierto (Wahala et al., 2011).

Por otra parte, los anticuerpos contra la proteina NS1 han sido estudiados con particular atencion,
debido a que esta proteina no estructural es secretada de las células infectadas. En modelos de
raton, los anticuerpos contra NS1 fueron efectivos en proteger de la infeccion viral (Falgout et
al., 1990). Aunque se han encontrado anticuerpos contra NS3 y NS5 en personas infectadas,
estos anticuerpos no influenciarian la infeccion viral, dado que NS3 y NS5 trabajan en procesos

intracelulares (Wahala et al., 2011).
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Figura 7. Estructura de la proteina E de VDEN-1 (PDB:3gt7). La estructura de la proteina E es
un homodimero. Cada estructura contiene tres dominios (EDI al III) indicados en verde, amarillo
y cian, respectivamente, en una de las estructuras. El sitio de union al receptor y un sitio
antigénico conservado entre distintas estirpes de VDEN (Fibriansah et al., 2014) se muestran en

magenta y marron, respectivamente.
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1.6 Vacunas contra el VDEN

El desarrollo de vacunas eficaces contra el VDEN representa un desafio complejo en
inmunologia, con tres desarrollos principales de distintas vacunas, las cuales muestran distintos
grados de éxito y limitaciones.

CYD-TDV (Dengvaxia®), desarrollada por Sanofi Pasteur y aprobada en 2015, representa la
primera vacuna autorizada contra el VDEN. Esta vacuna tetravalente viva atenuada emplea un
enfoque innovador, utilizando la cepa vacunal del virus de la fiebre amarilla (YFV-17D) como
estructura principal, con genes prM/E de los cuatro serotipos del VDEN insertados para generar
inmunidad protectora (Pinheiro-Michelsen et al., 2020a) (ver Figura 8).

Las construcciones quiméricas incorporaron las siguientes cepas del VDEN:

ChimeriVax-D1: Cepa VDEN1 PUO359, aislada en Tailandia en 1980.

ChimeriVax-D2: Cepa VDEN2 PUO-218, aislada de un nifio durante la epidemia de Bangkok en
1980.

ChimeriVax-D3: Cepa VDEN3 PaH881/88, aislada en Tailandia en 1988.

ChimeriVax-D4: Cepa VDEN-4 1228, aislada en Indonesia en 1978.

Este disefio tuvo como objetivo proporcionar una inmunidad equilibrada contra los cuatro
serotipos del VDEN, aprovechando el perfil de seguridad establecido de la estructura de la cepa

vacunal de la vacuna contra el virus de la Fiebre Amarilla (YFV-17D).
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[ Dengvaxia ] DENVax || TV003/TV005
Backbone
Yellow Fever
Virus (17D)
> - )
Serotype-specific
efficacy
Overall | Data not
Efficacy (%) **30.2% - 60.8% 62% available
Efficacy (%) . " Data not
seropositive 74.3-83.7 % 52.3%-83.4% available
Efficacy (%) Data not
seronegative 35.5%-43.2% **%43.5%-91.9% available

Figura 8. Eficacia de los ensayos de vacunas contra VDEN en niflos de América Latina y Asia.
(Torres-Flores et al., 2022). * Actualmente en ensayos clinicos de fase III. ** Eficacia en ensayos

de fase Il en Tailandia. *** VDENax fue solamente eficaz contra VDEN-1 y VDEN-2 en

individuos seronegativos.



23

Un ensayo clinico de fase III de esta vacuna realizado en Australia evalud la consistencia entre
lotes de la vacuna contra el VDEN en adultos sanos. Los hallazgos revelaron que, si bien las
personas sin exposicion previa al dengue desarrollaron anticuerpos neutralizantes contra los
cuatro serotipos del VDEN tras una sola dosis de la vacuna, solo el VDEN-4 gener6 anticuerpos
neutralizantes especificos del serotipo. La neutralizacion de los VDEN 1-3 se produjo mediante
anticuerpos de reactividad cruzada, lo que demuestra la inmunodominancia del componente
VDEN-4 en la vacuna (Henein et al., 2017).

El estudio mas completo sobre la eficacia y seguridad de Dengvaxia® involucro
aproximadamente a 35.000 nifios de 2 a 16 afos. Los resultados demostraron una eficacia
dependiente de la edad: 65% en nifilos mayores de 9 afios frente al 45% en niflos de 9 afios o
menos (Hadinegoro et al., 2015a). Es preocupante que los nifios menores de 9 afios mostraran
una tendencia a desarrollar dengue grave tras la vacunacion y la posterior exposicion natural al
virus, un efecto particularmente pronunciado en nifios sin exposicion previa a VDEN (Sridhar et
al., 2018).

Ensayos de fase III a mayor escala, realizados en cinco paises latinoamericanos con circulacién
endémica del VDEN con 20.869 nifios sanos de 9 a 16 afnos, confirmaron una eficacia
dependiente del serotipo: mayor proteccion contra VDEN-3 (74,0%) y VDEN-4 (77,0%) que
contra VDEN-1 (50,3%) y VDEN-2 (42,3%). Este patron reforzé las observaciones de que la
eficacia de la vacuna varia segtn el serotipo y la edad (Villar et al., 2015).

Dengvaxia®, a pesar de ser uno de los desarrollos més avanzados en vacunas contra el VDEN,
plante6 serias preocupaciones de seguridad cuando los datos mostraron un mayor riesgo de
hospitalizacion en personas vacunadas sin infeccion previa cuando estuvieron expuestas a una

infeccion natural (Salmon et al., 2021).
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Actualmente, la vacuna se recomienda solo para aquellas personas con infeccion previa por
dengue confirmada por laboratorio debido al mayor riesgo de dengue grave en individuos
seronegativos, como se observo en ensayos clinicos donde los nifios seronegativos vacunados
mostraron tasas de hospitalizacion mas altas después de la vacunacion (Comité Consultivo

Mundial sobre Seguridad de las Vacunas de la Organizacion Mundial de la Salud).

TAK-003 (Qdenga®) (VDENax), desarrollada por el laboratorio Takeda y aprobada en 2022,
representa un enfoque en el cudl se utiliza la estructura principal de VDEN-2 PDK-53, pero
reemplaza los genes de la premembrana (prM) y la envoltura (E) de la cepa VDEN-2 PDK53-V
con los genes prM y E de VDEN pertenecientes a otros serotipos (Huang et al., 2003) (ver Figura
8). Actualmente se esté llevando a cabo un ensayo clinico de fase III a gran escala para evaluar la
eficacia de VDENax en una cohorte de 20.071 nifios sanos de 4 a 16 afios en paises endémicos
de dengue en Latinoamérica y Asia. Los resultados primarios a los 12 meses de la vacunacion
mostraron una eficacia variable segun el serotipo de VDEN: 97,7 % para VDEN-2, 73,7 % para
VDEN-1y 62,6 % contra VDEN-3, mientras que los resultados de eficacia para VDEN-4 no
fueron concluyentes. Cabe destacar que la eficacia general de la vacuna fue similar entre los
participantes seronegativos (74,9 %) y seropositivos (82,2 %), independientemente del rango de
edad. La eficacia general de esta vacuna contra VDEN que provocé hospitalizacion fue del 95,4
% entre los seronegativos y del 94,4 % entre los seropositivos (Biswal et al., 2019). Los datos del
mismo ensayo, 18 meses después de la vacunacion, revelaron una eficacia global de la vacuna
del 76,1 % en individuos seropositivos y del 66,2 % en individuos seronegativos, con una
eficacia global contra diferentes serotipos del virus del dengue que oscil6 entre el 95,1 % contra

VDEN-2 y el 48,9 % contra VDEN-3.
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Sin embargo, al estratificar por grupo de edad, la eficacia de la vacuna contra la hospitalizacion
fue significativamente menor en nifios previamente seronegativos de 4 a 5 afios (59,1 %),

mientras que la eficacia para prevenir la hospitalizacion en nifios seropositivos de la misma edad

fue del 51,6 % (Biswal et al., 2020).

Uso de TAK-003 (Qdenga®) en América del Sur: recomendaciones internacionales y
aprobaciones nacionales

El 10 de mayo de 2024, Qdenga fue incluido en la Lista de Vacunas Precalificadas de la OMS, lo
que indica que cumple con estandares internacionales de calidad, seguridad y eficacia, y la hace

elegible para adquisiciones por agencias de Naciones Unidas (WHO, 2024a).

El Grupo Estratégico Consultivo de Expertos en Inmunizacion (SAGE) de la OMS recomienda
su uso programatico en zonas con alta intensidad de transmision de dengue, especificamente en
personas de 6 a 16 anos, sin necesidad de prueba serologica previa. Sin embargo, SAGE no
recomienda su uso sistemdtico en menores de 6 afios debido a la menor eficacia observada en
este grupo etario y a las bajas tasas de seropositividad en nifios pequefios. Tampoco recomienda
su implementacion en areas de transmision baja o moderada hasta contar con mayor evidencia
sobre el perfil eficacia-riesgo frente a los serotipos DENV-3 y DENV-4 en individuos
seronegativos (WHO, 2024b). Asimismo, para personas con comorbilidades en paises
endémicos, la vacunacion puede considerarse entre los 6 y 60 afios, siempre que exista evidencia

local del alto riesgo de formas graves de la enfermedad en estos subgrupos (WHO, 2024b).



26

La Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) ha respaldado esta precalificacion e insta a los
paises de la region a desarrollar politicas de vacunacion contra el dengue en funcién de la
epidemiologia local, priorizando a los escolares como grupo de mayor carga de enfermedad y
promoviendo la integracion del uso de la vacuna dentro de estrategias amplias de control de
arbovirosis (PAHO, 2024).

Hasta mediados de 2025, TAK-003 ha sido formalmente aprobado en al menos tres paises de
América del Sur: Brasil, Argentina y Colombia.

Brasil

La vacuna fue aprobada por la Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) el 2 de
marzo de 2023, para su uso en personas de 4 a 60 anos (ANVISA, 2023). Brasil se convirtio asi
en el primer pais del mundo en incorporar Qdenga® dentro de su sistema publico de salud
(Ministério da Saude, 2023).

Argentina

En abril de 2023, la Administracion Nacional de Medicamentos, Alimentos y Tecnologia Médica
(ANMAT) aprobo Qdenga® para su uso en personas mayores de 4 afios, sin limite superior de
edad (ANMAT, 2023). La vacuna se encuentra disponible en todo el pais desde noviembre de
2023, principalmente en el ambito privado y en campafias provinciales focalizadas.

Colombia

En noviembre de 2023, el Instituto Nacional de Vigilancia de Medicamentos y Alimentos
(INVIMA) aprobo TAK-003 para su uso en personas de 4 a 60 afios (INVIMA, 2023). Aunque
su inclusion en el esquema nacional de vacunacion aun esta en evaluacion, esta autorizacion

permite su uso tanto privado como potencialmente institucional.
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Vacuna candidata TV003/TV005, actualmente en ensayos de fase III, emplea un enfoque
distinto al utilizar cepas vivas atenuadas de VDEN-1-4 con mutaciones especificas (ver Figura
8). La estrategia de atenuacion se centro en la eliminacion de 30 nucledtidos contiguos (172-143)
en la region 3'-UTR de VDEN-4 (Men et al., 1996). Tras confirmar que estos virus modificados
no causaban infeccidon en ratones ni en primates no humanos, los investigadores procedieron a
generar versiones quiméricas para los serotipos 1, 2 y 3 (Blaney et al., 2004, 2008; Whitehead et
al., 2003).

Tras estos estudios preliminares, se seleccionaron seis vacunas candidatas para una evaluacion
clinica adicional, formuladas como cinco mezclas tetravalentes (TV-001 a TV-005). Dos
candidatos (TV003 y TV005), ambos formulados con rDEN1D30, rDEN2/4D30, rDEN3D30/31
y tDEN4D30, pero con diferentes cantidades del componente rDEN2/4D30 (10° unidades
formadoras de placa (UFP)/ml en TV003 frente a 10* UFP/ml en TV005), fueron seleccionados
para una evaluacion clinica avanzada tras inducir las respuestas de anticuerpos neutralizantes
mas equilibradas contra los cuatro serotipos del VDEN (Kirkpatrick et al., 2015).

En estudios de fase III de esta vacuna, llevados a cabo por el Instituto Butantan (Brasil), la
eficacia general de la vacuna a los 2 afos de vacunacion fue del 79,6 %, con una eficacia del
73,6 % entre los participantes sin evidencia de exposicion previa al el VDEN y del 89,2 % entre
aquellos con antecedentes de exposicion. La eficacia contra VDEN-1 fue del 89,5 % y contra
VDEN-2 del 69,6 %. No se detectaron casos de VDEN-3 ni VDEN-4 en estos estudios, lo que
refleja los serotipos circulantes durante el periodo en el cual se desarrollo el estudio (Instituto

Butantan, 2024).
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2. Objetivo

Comprender el grado de variabilidad genética y evolucion molecular de VDEN es fundamental
para desarrollar estrategias efectivas para el control de este importante patogeno (Yu et al.,
2022), asi como comprender su emergencia y dispersion es esencial para contener futuras
epidemias (Harish et al., 2024). Asimismo, comprender el grado de variabilidad genética de
VDEN es extremadamente importante para el desarrollo de vacunas seguras y apropiadas. Dada
la dramaética reciente emergencia de VDEN-1 en la region sudamericana, los objetivos de este

trabajo son los siguientes:

2.1 Objetivo General

El objetivo general del presente proyecto es comprender el grado de variabilidad genética y el

modo de evolucion de VDEN-1 en la region sudamericana.

2.2 Objetivos especificos

Los objetivos especificos del presente proyecto son los siguientes:

a) Determinar el o los genotipos de VDEN-1 que circulan en la region sudamericana.

b) Evaluar la presencia de recombinantes en la poblacion viral de VDEN-1 circulantes en la
region sudamericana.

C) Establecer las relaciones filogenéticas y el grado de variabilidad genética entre las
estirpes de VDEN-1 que circulan en la region.

d) Establecer la historia evolutiva de la poblacion viral de VDEN-1 a lo largo del tiempo.
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e) Determinar las sustituciones de aminoacidos en la proteina E de VDEN-1 y su posible

relacion con las propiedades antigénicas de la proteina.

3. Materiales y Métodos

3.1 Secuencias

En estos estudios se utilizaron secuencias genomicas completas, disponibles y comparables, de
128 estirpes del genotipo V de VDENI aisladas en América del Sur desde el 22 de febrero de
2022 hasta el 5 de julio de 2024 (incluidos Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Pera, Paraguay
y Uruguay). Las secuencias que se incluyeron en el conjunto de datos se seleccionaron
cuidadosamente para tener un minimo de N en la secuencia gendmica completa. Las secuencias
fueron obtenidas de la base de datos GISAID (https://gisaid.org). Por nombre de las estirpes,
nimero de acceso, localidad geografica y fecha de aislamiento ver Tabla 1 del Material

Suplementario.

3.2 Alineacion de secuencias

Las secuencias se alinearon utilizando el programa MAFFT version 7 (Kato et al., 2019).

3.3 Asignacion de genotipo de VDEN-1

Para confirmar la correcta asignacion de todas las secuencias gendmicas incluidas en estos
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analisis a su respectivo genotipo de VDEN-1, empleamos el algoritmo DengueSurfer, disponible

en la base de datos GISAID.

3.4 Construccion de arboles filogenéticos de maxima verosimilitud

A efectos de observar la variabilidad genética de las estirpes de VDEN-1 genotipo V con
respecto a los linajes previamente descritos de este genotipo se construyeron arboles
filogenéticos de méaxima verosimilitud (maximum likelihood) utilizando el programa MEGA 11
program (Tamura et al., 2021). Como medida estadistica de fiabilidad de cada nodo, se utilizo el

método de bootstrap (1,000 pseudo-replicas).

3.5 Traduccidn in silico

Para observar las sustituciones de aminoacidos encontradas en la proteina E de las cepas
incluidas en estos analisis, las secuencias de nucledtidos se tradujeron in silico utilizando el

software del programa MEGA 11 (Tamura et al., 2021).

3.6 Analisis Bayesianos de cadenas de Markov Monte Carlo (MCMC)

Para investigar la evolucion a lo largo del tiempo de las variantes del genotipo V de VDEN-1
aisladas recientemente en la region de América del Sur, se utilizd un enfoque bayesiano de
cadenas de Markov Monte Carlo, implementado en el paquete informatico BEAST v2.5.2
(Bouckaert et al., 2019). El modelo evolutivo que mejor se ajustaba al conjunto de datos de
secuencias se determind utilizando el software del programa IQ-TREE (Trifinopoulos et al.,

2016). Utilizando el criterio de informacion bayesiano (BIC), el criterio de informacion de
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Akaike (AIC) y el logaritmo de la verosimilitud (LnL) se identific6 que el mejor modelo de la
variabilidad de nucleodtidos que describe el conjunto de datos es el GTR+y+1. Utilizando este
modelo y modelos de reloj molecular estrictos y relajados se probaron diferentes modelos
dinamicos (tamano de poblacion constante, crecimiento de poblacion exponencial, Skyline
bayesiano y Skyline de nacimiento-muerte serial). La incertidumbre estadistica en los datos se
reflejo en los valores de densidad de probabilidad mas alta (95 % high probability density,
HPD). Los resultados se examinaron utilizando el programa TRACER v1.7.2 (disponible en
http://beast.bio.ed.ac.uk/Tracer). La convergencia se evaludé mediante tamafios de muestra
efectivos (Effective Sample Size, ESS) superiores a 200. Los arboles de maxima credibilidad se
generaron mediante el uso del programa Tree Annotator del paquete BEAST. La visualizacion de
los arboles anotados se realizd mediante el programa FigTree v1.4.4 (disponible en:

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

3.6 Filogeografia

El analisis de la filogeografia se realiz6 utilizando el paquete BEAST v.2.5.2 (Bouckaert et al.,
2019). Las secuencias completas del genoma de las estirpes del genotipo V de VDEN-1 incluidas
en estos estudios, con sus respectivos metadatos (latitud, longitud y fecha de aislamiento), se
insertaron en el programa Beauti del paquete BEAST. La visualizacion de los datos

filogeograficos se realiz6 utilizando el programa SPREAD v1.0.7 (Bielejec et al, 2011).


http://tree.bio.ed.ac.uk
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3.7 Prediccion de sitios de glicosilacion en la proteina E de VDEN-1

Se predijeron sitios potenciales de glicosilacion en la proteina E de VDEN-1 utilizando el
servidor NetNGlyc 1.0 (Gupta y Brunak, 2002; Gupta y). El servidor NetNglyc predice sitios de
glicosilacion en proteinas utilizando redes neuronales artificiales que examinan el contexto de

secuencia Asn-Xaa-Ser/Thr.

3.8 Mapeo de sustituciones de aminoacidos en una estructura 3D de la

proteina E de VDEN-1

Las sustituciones de aminoacidos encontradas en la proteina E de cepas aisladas recientemente
en Sudamérica se mapearon en la estructura 3D de la proteina E de VDEN-1 (genotipo 1),
disponible en Protein Data Bank (PDB) (niimero de acceso: 7A3R, Sharma et al.,

2021). La visualizacion se realiz6 utilizando el software J-mol-14.0.4 (disponible en:

http://www.jmol.org/).
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4. Resultados

4.1 Variabilidad genética de estirpes de VDEN-1 genotipo V

recientemente aisladas en la region sudamericana

La evolucion de VDEN se ha caracterizado por el reemplazo de linajes a lo largo del tiempo, lo
cual, junto a factores ecoldgicos e inmunoldgicos, ha afectado la dindmica evolutiva y la
manifestacion de distintos fenotipos de VDEN (Thongsripong et al., 2023). A efectos de estudiar
el grado de variabilidad genética de las estirpes sudamericanas recientemente aisladas con los
linajes de VDEN-1 genotipo V previamente descritas, las secuencias completas de los genomas
de estas cepas fueron alineadas con estirpes de VDEN-1 genotipo V previamente descritas
pertenecientes a los linajes 1 al 6 (L1 al L6) (Dumond et al., 2012). A continuacion, se
construyeron arboles filogenéticos de méaxima verosimilitud y su significado estadistico se midi6
mediante el método de Bootstrap (1.000 pseudo-replicas). Los resultados de estos estudios se
muestran en el Figura 9. Las estirpes en el arbol filogenético estan asignadas de acuerdo a su
genotipo con un soporte estadistico de bootstrap muy significativo. Las estirpes sudamericanas
estan asignadas a dos clusters diferentes, mientras que las estirpes de referencia (L1 a L6) estdn
asignadas a otras lineas genéticas diferentes de las cepas sudamericanas (Fig. 9). Estos resultados
sugieren un reemplazo de linajes circulando durante 2023 y 2024 en la regién sudamericana (ver

Fig. 9).
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4.2 Analisis coalescente bayesiano de estirpes de VDEN-1 genotipo V

aisladas en la region sudamericana

A efectos de reconstruir la historia evolutiva de estirpes de VDEN-1 genotipo V que circulan en
Sudamérica, se realizo un analisis coalescente bayesiano a partir de 128 secuencias completas de
cepas de VDEN-1 genotipo V, aisladas entre febrero de 2022 y julio de 2024 en diversos paises
de Sudamérica (Bolivia, Brasil, Colombia, Ecuador, Pert, Paraguay y Uruguay) (Bouckaert et
al., 2019). Los detalles especificos de las cepas, incluyendo nombre, nimero de acceso,
ubicacion geografica y fecha de aislamiento, se encuentran en la Tabla S1 del Material
Suplementario. En la Tabla 1 se muestran los resultados obtenidos luego de 60 millones de
MCMC, utilizando el modelo de nucledtidos GTR-+y+1, un reloj molecular estricto y el modelo

poblacional Bayesian Skyline.

Estos resultados revelaron una tasa de evolucion de 7.50 x 10 substituciones por sitio por afio
(s/s/a) para las estirpes incluidas en estos estudios. Estos resultados estan de acuerdo con
estudios previos realizados en cepas de VDEN-1 circulantes en Sudamérica (8.58 x 10 s/s/a
(Mendez et al., 2010). Los resultados de estos estudios también sugieren que las variantes de
VDEN-1 genotipo V aisladas en la region sudamericana derivan de ancestros que circulaban en

la region alrededor del 23 de abril del 2001.

A efectos de reconstruir la historia demografica de las estirpes de VDEN-1 genotipo V incluidas
en estos estudios, se construyd un “Skyline plot”, el cudl es una representacion del tamafio
efectivo de la poblacion viral a lo largo del tiempo (Drummond et al., 2005). Los resultados de
estos estudios se muestran en la figura 10. Un aumento pronunciado del tamaio efectivo de la

poblacion viral fue observado a partir del 2020, el cudl contintia creciendo hasta 2024. Estos
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resultados estan de acuerdo con la epidemiologia observada en la region sudamericana (WHO,

2025).

A efectos de estudiar las relaciones filogenéticas de las estirpes de VDEN-1 genotipo V
circulantes en la region sudamericana, se construyo un arbol de méxima credibilidad a partir de
software del paquete BEAST (Rambaut et al., 2020). Los resultados de estos estudios se

muestran en la figura 11.
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Figura 9. Analisis filogenético mediante arboles de méxima verosimilitud de VDEN-1 genotipo V aisladas en Sudamérica en 2023 y 2024. Los
linajes compuestos por cepas aisladas en Sudamérica se muestran en negro y su localidad geografica de aislamiento se muestra al lado de su
respectivo linaje. Las estirpes previamente descritas como linaje 1 (BR/BID-V2401/2008, GeneBank:FJ850093), linaje 2 (NI/BID-V629/2005,
GeneBank:FJ024485), linaje 3 (BR/BID-V2378/2001, GeneBank:FJ850073), linaje 4 (US/BID-1742/1998, GeneBank: JF390380), linaje 5
(US/BID-V1743/1995, GeneBank:FJ205874) y linaje (BR/BID-V2389/2004, GeneBank:FJ850081) (according to Drumont et al. (2012) se muestran

L1 a L6 en rojo, respectivamente. Los numeros en las ramas del arbol indican valores de bootstrap.
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Tabla 1. Analisis Bayesiano coalescente de estirpes de VDEN-1 genotipo V aisladas en Sudamérica.

Grupo® Parametro Valor” HPD¢ ESS?
Genomas completos de VDEN-1 Posterior -37.350.30 -37392.98 to -37303.21 221.20
Likelihood -36675.97 -36721.75 to -36640.37 2113.90
Tasa de evolucion®  7.50 x 10 592x10%t09.07 x 10*  349.40
tACMR 23.20 18.69 to 28.69 353.90
23/4/2001

“Ver Material Suplementario Table 1 por estirpes incluidas en estos analisis. ® En todos los casos, se muestran los valores medios. “HPD, valores de
alta densidad de probabilidad (high probability density values). ¢ ESS, tamafio efectivo de la muestra (effective sample size). ¢ La tasa esta expresada
en substituciones por sitio por afio. / tACMR, el tiempo al ancestro comun mas reciente se muestra en afios. La fecha estimada para el tACMR se

muestra en negrita.
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Figura 10. “Skyline plot” bayesiano. En la figura se muestra la variacion del tamafio efectivo de la poblacion viral a lo largo del tiempo. La linea azul

solida muestra la mediana y el area celeste muestra el 95 % de los valores de alta densidad de probabilidad (95 % high probability density, HPD).
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Figura 11. Arbol de maxima credibilidad de estirpes de VDEN-1 genotipo V aisladas en la region sudamericana. La raiz del arbol es el
ancestro comun mas reciente (tACMR). El tiempo al ACMR se muestra en afios en la parte inferior de la figura. La barra muestra

tiempo en afnos. Los nodos en el arbol estan coloreados de acuerdo a la region geografica de su aislamiento e indicada a la derecha de

la figura.
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Las estirpes de VDEN-1 genotipo V aisladas en la region sudamericana fueron asignadas a dos
clados distintos (Fig. 11). Uno de estos clados estd compuesto mayoritariamente por estirpes
aisladas en la region norte de Sudamérica (Bolivia, Ecuador, Colombia, Pert y algunas estirpes
aisladas en Brasil), mientras el otro clado estd compuesto mayoritariamente por estirpes aisladas
en la region sur de Sudamérica (Brasil, Paraguay y Uruguay). Ambos clados co-circulan en
Brasil y Uruguay (ver Fig. 11). Por otra parte, existe un significativo grado de diversificacion

genética de las estirpes en distintas lineas aproximadamente a partir del afo 2020.

En orden a profundizar en la reconstruccion filogenética de las estirpes de VDEN-1 genotipo V
circulantes en la region sudamericana, se realizo una filogeografia de las estirpes incluidas en
estos estudios mediante el uso del programa Spread (Beileject et al., 2011). Este abordaje permite
mapear las filogenias encontradas con informacion espacial. El resultado de estos estudios se
muestra en la figura 12. A partir de un ancestro comun, probablemente originado en la regioén
amazonica central, el genotipo V se divide en dos grandes lineas. Ya en 2017 es posible observar
estos dos linajes migrando hacia la region norte y sur, respectivamente (ver Fig. 12). El linaje
que migra hacia al norte va a dar lugar a la diversificacion posterior en Ecuador, Perta y
Colombia, mientras que el linaje que migra hacia el sur, hacia regiones de los estados de Parana
y Sao Paulo en Brasil, se dividira a su vez en sub-linajes, uno migrando hacia los estados del

norte de Brasil y otro hacia el sur hacia Paraguay y Uruguay (ver Fig. 12).
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Figura 12. Filogeografia de VDEN-1 genotipo V de estirpes aisladas en la regiéon sudamericana. En el panel superior se muestra todas las ramas del
arbol filogenético en una difusion geografica continua y los contornos sombreados representan el contorno del 95 % de mayor densidad probabilistica
(95% HPD) de cada localidad de los nodos en el arbol filogenético. En el panel inferior se indica esquematicamente los resultados observados en el

panel superior.
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4.3 Sustituciones encontradas en la proteina E de VDEN-1 genotipo

V en estirpes aisladas en Sudamérica.

La proteina E de VDEN, la cual se une a los receptores celulares y desempefia un papel
crucial en el proceso de la entrada del virus a la célula es el mayor blanco de la respuesta
inmunitaria mediante anticuerpos neutralizantes (Roherig, 2003). Por consiguiente, una
detallada caracterizacion de esta proteina es sumamente importante para desarrollar
vacunas adecuadas y efectivas contra VDEN-1 genotipo V. En orden a comprender mejor el
grado de variabilidad existente entre las proteinas E aisladas de estirpes circulantes en la
region sudamericana y las correspondientes proteinas E de los componentes de VDEN-1
de las vacunas ensayadas hasta el momento, las secuencias de aminoacidos de las proteinas
E de las cepas de VDEN-1 genotipo V incluidas en estos estudios fueron alineadas con las
secuencias de las proteinas E de los componentes vacunales para VDEN-1. Una vez
alineadas, las sustituciones entre ambas fueron observadas. Ejemplos de los resultados

obtenidos de estos analisis se muestran en la Tabla 2.

Diversas sustituciones de aminoacidos fueron observadas entre las estirpes sudamericanas y
los componentes vacunales para VDEN-1, en particular entre dichas estirpes y los
componentes vacunales para VDEN-1 de las vacunas Denvaxia y TV-003 (ver Tabla 2). El
componente de VDEN-1 de la vacuna QDENGA (TAK-003) posee una mayor relacion
genética con las estirpes sudamericanas que con las dos vacunas mencionadas
anteriormente (ver Tabla 2). Sin embargo, es posible observar substituciones en la proteina

E con respecto a las tres vacunas en distintas estirpes incluidas en estos estudios. En
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particular, la sustitucion V551 en estirpes aisladas en Colombia y Brasil; la substitucion

S338L en estirpes aisladas en Ecuador; K394R en estirpes aisladas en Brasil y Uruguay;



Tabla 2. Substituciones de aminoacidos en la proteina E de DENV-1 genotipo V aislados en Sudameérica. @
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2 Substituciones de aminoacidos en relacion con el componente vacunal de DENV-1 Denvaxia-CYD-1 (hDEN1/Thailand/PU0359/1980, GeneBank KX239894) (Juranska et al 2018);TV-003
(TV-003-rDEN1delta30, GeneBank-AY145123) (Whiteheald et al., 2003); QDENGA-TAK-003 (hDEN1/Thailand/16007/1964; GISAID:EPI ILS_17575059) (Velasco et al., 2024). Identidad
con Denvaxia-CYD-1 se muestra mediante un asterisco. Las substituciones de aminodcidos se muestran resaltadas en amarillo. Los circulos rojos muestran subsituticiones no encontradas en
ninguna de los tres componentes vacunales de DENV-1.
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[457V en estirpes aisladas en Brasil, Colombia, Ecuador, Paraguay, Perti y Uruguay e

1480V en estirpes de Brasil, Paraguay y Uruguay (ver Tabla 2).

A fin de observar los dominios de la proteina E donde se encontraron substituciones en las
secuencias de las proteinas E de estirpes sudamericanas que no estaban presentes en los
componentes vacunales, las secuencias de las mismas y los componentes vacunales fueron
alineadas y las posiciones de las substituciones en los diferentes dominios fueron
establecidas. Ejemplos de estos estudios se muestran en la Figura 13. Una de las
substituciones (V55I) mapea en el dominio DI/, mientras que dos substituciones (S338L y
K394R) mapean en el dominio DI/ y otras dos en el dominio transmembrana de la proteina
(I457V e 1480V) (ver Fig. 13). No se observaron sustituciones en el péptido de fusion al
receptor celular, ni en el epitopo altamente conservado entre estirpes de VDEN en el
dominio DII (ver Fig. 13). Es de resaltar que se observaron dos substituciones en sitios de
union del anticuerpo 1F4, altamente neutralizante contra VDEN. Sin embargo, dichas
substituciones también se encuentran en el componente vacunal para VDEN-1 de la vacuna
QDENGA (substituciones S155T y T1611) (ver Fig. 13). A efectos de tener una mejor
comprension de estos resultados se establecio las posiciones de las distintas substituciones
encontradas en las estirpes de VDEN-1 genotipo V en la tnica estructura 3D de VDEN-1
determinada hasta el momento (PDB:7a3r, genotipo II) (Sharma et al., 2021). Los
resultados de estos estudios se muestran en la Figura 14. Tanto el dominio de fusion al
receptor celular, asi como el epitopo altamente conservado se muestran cercanos a la
substitucion en la posicion 394, a una distancia aproximada de 20,12 y 14.84 A

aproximadamente (ver Fig. 14).
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Figura 13. Alineamiento de secuencias de aminodicidos de la proteina E de virus Dengue tipo 1 genotipo V y estirpes vacunales. Identidad con respecto al componente DENV1 en CYD-
1 es indicada con un guion. Las estirpes aisladas en Sudamérica estan indicadas por su nombre. Los dominios I a IIT de la proteina estdn indicados en la parte superior del alineamiento (DI a
DIII) en amarillo, verde y cian, respectivamente. El dominio gtem esta indicado en gris y el dominio transmembrana (TM) estd subrayado. El dominio de fusion (FD) esta indicado subrayado
en fucsia. Las posiciones donde se encuentran sustituciones de aminoacidos estan indicadas sobre el alineamiento. Los sitios de N-glicosilacion estan indicados por un triangulo. El epitopo
altamente conservado entre cepas de virus Dengue en DII esta indicado en gris y subrayado (Verma et al., 2019; Yen et al., 2023). Los sitios de union del anticuerpo 1F4, altamente
neutralizante contra virus DENV-1 se muestran resaltadas en rojo (Andrade et al., 2019).



47

Figura 14. Sustituciones de aminoacidos en la estructura 3D de la proteina E de VDEN-1. En la figura se muestra la estructura 3D del
dimero de la proteina E de VDEN-1 (PDB:7a3r). Los dominios DI a DIII se indican en amarillo, verde y cian, respectivamente. El
dominio de fusién se indica en fucsia y el epitopo altamente conservado en marréon (Verma et al., 2019; Yen et al., 2023). Los sitios de
union del anticuerpo 1F4, altamente neutralizante contra virus VDEN-1 se muestran en rojo (Andrade et al., 2019). Las substituciones
encontradas solamente en las estirpes sudamericanas se muestran en blanco, las substituciones encontradas en las estirpes
sudamericanas y en el componente vacunal para VDEN-1 de QDENGA se muestran en colores de acuerdo al dominio de la proteina.
La sustitucion T272S, solo observada en TV-003 se muestra en naranja.
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5. Discusion

Las infecciones por VDEN constituyen hoy un grave problema de salud publica en todo el
mundo. La OMS estima que cerca de la mitad de la poblacién mundial estd ahora en riesgo
de dengue, con aproximadamente entre 100 y 400 millones de infecciones por afio (WHO,
2024c). En la region sudamericana, Brasil es en este momento el pais con mas
notificaciones de casos de VDEN en toda la region sudamericana (Allicock et al., 2012).
Estudios recientes han demostrado que el genotipo V de VDEN-1 es el mas prevalente en la
region sudamericana (Ribeiro et al., 2021). Estos resultados estan de acuerdo con los
estudios realizados en este trabajo, dado que todas las estirpes sudamericanas incluidas en
los mismos fueron clasificadas en el genotipo V de VDEN-1 (ver Materiales y Métodos).
Hasta mediados de 1980, la region del Caribe fue identificada como el mayor epicentro de
la dispersion del genotipo V en la region de las Américas. En los afios siguientes, hubo una
continua dispersion del mismo en la regién sudamericana, lo que resulté en la emergencia

de diferentes lineas de variantes locales (De Bruycker-Nogueira et al., 2016).

Los resultados obtenidos en estos estudios sugieren que las estirpes sudamericanas de
VDEN-1 genotipo V evolucionaron a partir de ancestros que circulaban alrededor de abril
de 2001 (ver Tabla 1). Estos resultados estan de acuerdo con estudios previos indicando que
los primeros casos de este genotipo en la region amazonica brasilefia de Amapa fueron
entre 1998 y 2001 (Salles et al., 2018) (previamente nombrados BR4 o Clade 1b (Ribeiro et
al., 2021; De Bruycker-Nogueira et al., 2016). Es de destacar el marcado aumento del
tamano efectivo de la poblacion viral a partir de principios de 2020 hasta la actualidad (ver

Fig. 10). Estos resultados estan de acuerdo con el aumento pronunciado de los casos de
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Dengue en la region de las Américas y el Caribe, en la cual en 2024 se han reportaron 13.8

millones de casos, de los cuales 10 millones corresponden a Brasil (WHO, 2025).

Dentro del genotipo V de VDEN-1 por lo menos seis diferentes linajes han sido descritos,
basados en el andlisis del gen E (Goncalvez et al., 2001). Estudios previos han demostrado
que los primeros aislados de Brasil y en la region de las Américas pertenecian al genotipo
V, linaje 1 (Neto et al., 2005). Sin embargo, estudios recientes han reportado la circulacion
de otros linajes en Brasil (dos Santos et al., 2011), asi como distintos linajes han circulado
en distintas regiones de Brasil y en diferentes periodos de tiempo (Drumond et al., 2012).
En orden a comprender el grado de variabilidad genética de las estirpes recientemente
aisladas en la region sudamericana con los linajes circulantes en la region previamente
descritos, se realiz6 un analisis filogenético de las mismas incluyendo estirpes
pertenecientes a los seis linajes previamente descritos (de acuerdo con Drummond et al.,
2012) (ver Fig. 9). Las estirpes sudamericanas fueron asignadas a clados distintos de las
estirpes de los linajes previamente descritos (Fig. 9). Estos resultados revelan que las
estirpes recientemente aisladas en la region poseen una relacion genética mas estrecha entre
si y una relacion genética mas distante con respecto a los linajes previamente descritos (Fig.
9). Los resultados de estos estudios sugieren el reemplazo de nuevos linajes con respecto a
linajes que han circulado previamente. El reemplazo de linajes ha sido observado
previamente, siendo ésta una caracteristica de la evolucion de VDEN (Siqueira et al.,
2005). Mas aun, estudios previos han demostrado que el reemplazamiento de linajes esta
generalmente correlacionado con un aumento en el nimero de casos y frecuentemente con
brotes significativos (Lee et al., 2011; dos Santos et al., 2011), en acuerdo con la

epidemiologia observada en la region en los ltimos afos.
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Cuando se analiz6 el grado de variabilidad de las cepas de VDEN genotipo V aisladas
recientemente en la region sudamericana e incluidas en estos estudios se observo
nuevamente que las mismas eran asignadas a dos linajes genéticos diferentes (Fig. 10). Uno
de estos linajes contiene todas las estirpes aisladas en Ecuador, Colombia y Pert, asi como
estirpes aisladas en Bolivia y en Brasil en los estados de Mato Grosso do Sul, Santa
Catrina, Sao Paulo y Parand. El otro linaje esta constituido por todas las estirpes aisladas en
Uruguay y Paraguay, asi como estirpes aisladas en los estados de Alagoas, Ceara,
Tocantins, Sergipe, Pernambuco, Bahia, Rio Grande do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro,
Santa Catarina y Sao Paulo (Fig. 10). Estos resultados sugieren que las estirpes de VDEN-1
genotipo V recientemente aisladas en la regién sudamericana se han diversificado en al
menos dos linajes que circulan en distintas localidades geograficas de la region. A efectos
de obtener una mejor comprension de la circulacion de estos linajes en la region se
procedio a estudiar la filogeografia de las estirpes recientemente aisladas en la region
sudamericana e incluidas en estos estudios (ver Fig. 11). Los resultados de estos estudios
revelan que, a partir de un origen probablemente amazoénico, dos lineas genéticas migran
hacia el norte y el sur de Sudamérica. Uno de ellos dara origen a las cepas recientemente
aisladas en el norte sudamericano (ejemplo, Ecuador, Colombia, Pert), mientras que el
otro, a través de un importante papel que juegan regiones de Brasil como los estados de
Parand y Sao Paulo, migrard hacia los estados del norte de Brasil, asi como hacia el sur a
Paraguay y Uruguay (ver Fig. 11). Estos resultados demuestran que diferentes regiones
geograficas pueden jugar un rol importante en el mantenimiento y diversificacion de
VDEN-1 genotipo V en Sudamérica, en acuerdo con estudios previos llevados a cabo en la
region sudamericana (Bruycker-Nogueira et al., 2016). Es de destacar el papel de los

estados brasilefios de Parand y Sao Paulo en la generacion de dos rutas migratorias hacia el
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norte y sur de Brasil (Fig. 11). En este sentido, estos resultados sugieren la importancia del
control de VDEN en esta region de Brasil, siendo un importante nodo de comunicacion

intrarregional (ver Fig. 11).

La respuesta inmunitaria de VDEN es compleja debido a la presencia de cuatro serotipos.
Esto genera problemas importantes dado que tanto la respuesta celular como humoral luego
de una primoinfeccién por VDEN pueden ser protectoras contra el mismo, pero también
puede causar ADE en una infeccioén secundaria con un serotipo diferente. De esta forma se
han generado desafios en el desarrollo de vacunas adecuadas y efectivas contra VDEN
(Coloma y Harris, 2015). La proteina E de VDEN es el mayor blanco de la respuesta
inmunitaria contra VDEN (Lay et al., 2025). Los anticuerpos contra esta proteina estan
dirigidos contra los tres dominios (DI a DIII) en el ecto-dominio de la misma (VanBlargan
et al., 2021) (ver Figura 7). Estudios recientes sugieren que substituciones de aminoacidos
en la proteina E de VDEN-1, que el virus ha adquirido a través de su evolucion, podrian
permitir al mismo una mejor adaptacion y una mayor virulencia (Jiang et al., 2024). A
modo de ejemplo, substituciones observadas en el dominio DIII de la proteina E de
VDEN-1 genotipo I (V3241, V351L y V380I), las cuales emergieron en la década del *70 al
’90 del siglo pasado fueron conservadas y expandidas en estirpes aisladas después del afio
2000. Estos trabajos sugieren que estas substituciones han promovido la infectividad y la
evasion de la respuesta inmunitaria, lo que facilita su transmision (Jiang et al., 2024). Por
consiguiente, es sumamente importante conocer los cambios en la proteina E de las estirpes
de VDEN-1 genotipo V recientemente aisladas en la region sudamericana, en orden a

contribuir a desarrollar vacunas apropiadas y eficaces para la region sudamericana.
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A efectos de una mejor comprension de las relaciones genéticas entre las estirpes de
VDEN-1 genotipo V recientemente aisladas en la region y los componentes vacunales para
VDEN-1 de las tres principales vacunas desarrolladas hasta el momento, las secuencias de
la proteina E de las mismas fueron alineadas con todas las estirpes sudamericanas incluidas
en estos estudios. Los resultados de estos estudios muestran que diversas substituciones
fueron encontradas a lo largo de los tres dominios de la proteina E (Tabla 2). Las estirpes
sudamericanas incluidas en estos estudios comparten un porcentaje significativo de
substituciones con el componente vacunal QDENGA para VDEN-1, revelando una relacion
genética mas estrecha entre este componente vacunal en relacion con los componentes de
las vacunas Denvaxia y TV-003 (ver Tabla 2). Sin embargo, varias substituciones
observadas en las estirpes sudamericanas no se encuentran en ninguno de los tres
componentes vacunales (V551 en DII, S338L, K394R en DIl y 1457V y 1480V en TM)
(Tabla 2 y Fig. 13). No se encontraron sustituciones en el dominio de fusion (FL) ni en el
epitopo altamente conservado entre estirpes de VDEN en DI/ (Verma et al., 2019).
Asimismo, no se detectaron substituciones en los sitios de glicosilacion previamente
descritos en VDEN (Modis et al., 2003). De las substituciones previamente descritas por
Jiang et al. (2024) solo la substitucion V351L fue observada, tanto en las estirpes
sudamericanas como en los componentes vacunales QDENGA y TV-003 (ver Fig. 13). La
substitucion S338L o la substitucion K394R han sido descritas independientemente en
distintas estirpes circulantes en Brasil entre 2009 y 2011 (Bruycker-Nogueira et al., 2015).
Debido a que determinadas regiones de DIII son blanco de anticuerpos neutralizantes
humanos, substituciones en esta region pueden tener importantes consecuencias (Thai et al.,
2012). Mas estudios seran necesarios para observar el fenotipo de estas estirpes con

respecto a las manifestaciones de la enfermedad causada por VDEN. Aunque la
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substitucion K394R fue observada en distintos linajes circulantes en la region
sudamericana, la distancia observada entre esta posicion y el epitopo altamente conservado
entre estirpes de VDEN fue superior a 14 A, lo cual indicaria una baja probabilidad que

esta substitucion interaccionara con dicho epitopo (Fig. 14).

El aislamiento de anticuerpos monoclonales humanos (hmABs), derivados de pacientes con
historia de infeccién por VDEN, ha resultado fundamental para elucidar la especificidad de
los mecanismos de neutralizacion en respuesta a la infeccion por VDEN. Un hallazgo
importante ha sido que potentes hmABs se unen a epitopos conformacionales que requieren
la proteina E intacta (de Alwis et al., 2012). Uno de estos potentes anticuerpos
neutralizantes, especifico para VDEN-1, es 1F4 (Fibriansah et al., 2014; Andrade et al.,
2019). Sustituciones en el epitopo conformacional de 1F4 fueron observadas en la proteina
E de estirpes recientemente aisladas en la region sudamericana (S155T y T1611) (ver Fig.
13 y 14). La substituciéon T1611 ha sido observada previamente en estirpes de VDEN-1
genotipo V aislados en Nicaragua (Andrade et al., 2019). Estos resultados sugieren que
estas sustituciones en el epitopo 1F4 pueden eventualmente tener un efecto en la
neutralizacion de VDEN-1 y epitopos adicionales podrian ser necesarios para contribuir a la
neutralizacion del virus, en acuerdo con hallazgos anteriores (Andrade et al., 2019). Mas

estudios serdn necesarios para profundizar en este importante tema.
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6. Conclusiones

El andlisis de las 128 cepas del genotipo V de VDEN-1, la mayoria aisladas en Sudamérica
entre 2022 y 2024, muestra una dindmica evolutiva compleja. Los resultados de estos
estudios indican la presencia de dos clados filogenéticos principales claramente
diferenciados y contemporaneos que se muestran distantes de los seis linajes (L1 a L6) que
caracterizaron la circulacion del genotipo V en décadas anteriores en el continente. Este
patrdn es un indicativo fuerte de un fendmeno de reemplazo de linajes, un proceso
evolutivo que ya se evidencio6 antes para VDEN en distintas regiones donde variantes
virales posiblemente mejor adaptadas desplazan a las preexistentes. Este reemplazo en el
contexto sudamericano podria estar impulsado por multiples factores, incluyendo la presion
selectiva ejercida por la inmunidad poblacional, la competencia entre variantes virales con
diferentes capacidades de transmision, ventajas selectivas conferidas por mutaciones
especificas que afecten la eficiencia de replicacion o la transmision por el vector Aedes

aegypti, y las condiciones ecoldgicas que favorecen su proliferacion.

El analisis estadistico bayesiano MCMC proporcion6 estimaciones de la tasa evolutiva
(7.50 x 107 s/s/a; 95% HPD: 5.92-9.07 x 10™), un valor que se encuentra dentro del rango
tipico reportado para flavivirus, reflejando la notable plasticidad evolutiva del virus. La
datacion del ancestro comtn mas reciente (tMRCA) para las cepas analizadas se situ6
alrededor del 23 de abril de 2001 (95% HPD: abril de 1996 - octubre de 2006). Estos datos,
cuya fiabilidad se ve respaldada por adecuados valores de ESS (>200), indican que las

cepas actuales derivan de un ancestro comun que circulaba en la regién hace mas de dos
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décadas, consolidando patrones de introduccion temprana y posterior diversificacion y

dispersion sostenida dentro del continente.

De forma complementaria, el analisis de la historia demografica mediante Bayesian Skyline
Plot detect6 un incremento pronunciado y sostenido del tamafio efectivo de la poblacion
viral (N.) a partir de finales de 2021, alcanzando su punto maximo a principios de 2022 y
continuando elevado hasta mediados de 2024 (dato de ultima secuencia analizada). Este
periodo de rapida expansion viral precede directamente al aumento masivo de casos de

dengue reportados en Sudamérica durante 2023 y 2024.

Esta correlacion temporal sugiere fuertemente que el crecimiento poblacional del virus y la
expansion de diversidad a nivel genémico fue un precursor y probablemente un factor clave
del subsiguiente incremento epidémico, al aumentar la prevalencia viral y las cadenas de
transmision. Una mayor poblacion viral, en linea con la teoria de cuasiespecies (Sardanyés
et al., 2024; Bifani et al. 2022), amplia la base genética para la seleccion de variantes
potencialmente mds transmisibles o patogénicas. También el vector se vio favorecido por
factores ecoldgicos (urbanizacion, condiciones climaticas) y demograficos (movilidad

humana).

La aparente rapidez con la que ocurrid este reemplazo sugiere que las nuevas variantes
podrian poseer ventajas adaptativas significativas, lo que podria traducirse en un aumento

de la incidencia y severidad de los brotes.

Finalmente, la deteccion de sustituciones en aminoacidos de la proteina E, ausentes en los
componentes de las vacunas mas utilizadas, subraya una divergencia antigénica que podria

comprometer la eficacia vacunal y aumentar el riesgo de fendmenos como ADE. Mas
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estudios serdn necesarios para establecer este importante tema. Las estirpes de genotipo V
recientemente aisladas e incluidas en estos estudios poseen una relacion genética mas
cercana con el componente vacunal para VDEN-1 de la vacuna QDENGA. Sin embargo, se
encontraron sustituciones en las estirpes sudamericanas que no se encuentran en los

componentes vacunales de VDEN-1 de ninguna de las tres vacunas.

Algunas de las mutaciones encontradas en la proteina E se encuentran en epitopos de
anticuerpos humanos altamente neutralizantes contra VDEN-1. Mds estudios serdn
necesarios para observar el posible efecto de estas sustituciones en la neutralizacion del

virus por parte de estos anticuerpos.

En conclusiodn, el genotipo V de VDEN-1 continua siendo el genotipo mas prevalente en la
region sudamericana. La integracion de los hallazgos de este estudio revela una evolucion
viral activa y compleja del VDEN-1 genotipo V en Sudamérica, caracterizada por
reemplazo de linajes, expansion demografica correlacionada con epidemias, dispersion
geografica estructurada y divergencia genética respecto a las cepas vacunales. Esto refuerza
la importancia de integrar la vigilancia genémica en tiempo real con la evaluacion continua
de la cobertura inmunolégica de las vacunas, asi como de considerar la heterogeneidad
genética regional al disefiar nuevas estrategias de control, definicion de tratamientos

antivirales y formulaciones vacunales de las siguientes generaciones.
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7. Limitaciones y perspectivas

Este estudio se enfocé en estudiar las estirpes de VDEN-1 recientemente aisladas en la
region sudamericana. Existen otros serotipos y genotipos circulando en esta region, por lo
cual seria necesario estudiar el grado de variabilidad genética de los mismos y su evolucion
a efectos de obtener un panorama global de la situacion de VDEN en la region
sudamericana.

Asimismo en este trabajo nos concentramos especificamente en la region de la proteina E
para las cepas estudiadas por su relevancia inmunoldgica. Expandir estos estudios al
genoma completo permitiria ampliar la comprension del virus y su estado actual, asi como
evaluar mutaciones en otras proteinas (estructurales y no estructurales) que podrian influir

en la aptitud viral, patogénesis o respuesta inmune.

Asimismo, si bien los estudios realizados sobre la proteina E de VDEN-1 genotipo V
contribuyen a la comprension de la respuesta inmunitaria de VDEN, la variabilidad
genética de VDEN sigue constituyendo una gran dificultad para el desarrollo de vacunas
efectivas contra las variantes circulantes actuales y sobre todo mantener esta efectividad
frente a los cambios que puedan surgir en futuras cepas circulantes. Las tres vacunas
licenciadas hasta el momento poseen sus limitaciones y mas estudios serian necesarios para

conocer su desempeiio contra los cuatro serotipos presentes en la region sudamericana.

De cara al futuro, resulta imprescindible profundizar en estudios funcionales que evalten el
impacto de las mutaciones de la proteina E sobre la infectividad, la capacidad de fusion y la
neutralizacion por anticuerpos, tanto en modelos celulares como en animales. La

implementacion de redes de secuenciacion en tiempo real en paises como Brasil, Colombia,
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Pert, Paraguay y Uruguay facilitara la deteccion temprana de variantes emergentes.
Paralelamente, la integracion de datos de movilidad humana, clima y densidad vectorial con
analisis filogeograficos podria generar modelos predictivos de brotes, optimizando la
asignacion de recursos y las intervenciones de control vectorial. Dado el potencial rol de la
mejora dependiente de anticuerpos (ADE), es también necesario investigar si las

mutaciones identificadas modulan este fendmeno.
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