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RESUMEN

El dengue es una de las enfermedades virales més frecuentes en Colombia, las Gltimas epidemias
ocurrieron en 2001-3, 2009-10 y 2013-4. Aunque los cuatro serotipos del virus han estado
circulando por afios, se desconoce la relacién entre dinamica evolutiva de cada unoy el ciclo
epidémico. El conocimiento es necesario para el entendimiento global de la trasmision del
dengue. En este trabajo se estudio la diversidad genética de una poblacion del serotipo 1 (DENV-
1) que circuld en el pais durante 19 afios (1998-2017). Se hicieron andlisis filogenéticos, de
polimorfismo y demogréafico comparando 246 secuencias del gen E (168 virus de Colombia) con
variados enfoques y herramientas de bioinformética. Los analisis revelaron un linaje del genotipo
V, filogenéticamente cercano a virus de Venezuela, Brasil y Argentina, el cual diverge en cinco
variantes genéticas (V1-V5). V1, incluye las cepas de la primera epidemia y otras de 1998-2004;
V2 y V4 incluyen cepas de la segunda epidemia que circularon por 13-15 afios (tMRCA alrededor
de 1997 y 2002); y V5 cepas de tercera epidemia y las mas recientes (2014-7) que han estado
presentes 13 afios (tMRCA alrededor de 2004). Cepas de afios inter-epidémicos fueron de todas
las variantes. No se observd estructura temporal indicando co-circulacién de variantes genéticas
del serotipo entre 1998-2017. La red de haplotipos revel6 cuatro haplogrupos (p<0.01, AMOVA;
Fst= 0.39548;p= 0.00) similares a las variantes. El anélisis evolutivo indico
seleccion purificadora (dN/dS<1, Tajima’s<l, D Fu’s FS<1) y diversificacion in situ como los
eventos mas probables que dirigieron la diversidad genética viral. Se detectaron siete sustituciones
de aminoécidos en la proteina de los virus de Colombia respecto al homologo del virus CYD-
TDV1 de la vacuna Dengvaxia, las cuales se localizan en epitopes para reconocimiento de
linfocitos B. El analisis demogréafico evidencio incremento constante y oscilante de la diversidad
genética (Ne) coincidiendo con co-circulacion de linajes, dos mayores incrementos precedieron
las epidemias de 2010 y 2013. Los datos confirmar la alta diversidad genética de DENV-1 como
factor que contribuye a su propagacion. Los hallazgos aclaran parte de la dinamica de DENV de
la regidn, conocimiento necesario para soportar el programa estatal para el control y prevencion
del dengue.

1 Trabajo de grado
2 Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Béasicas Biomédicas. Director Tesis RAQUEL E.
OCAZIONEZ PhD.
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SUMMARY

Dengue is one of the most frequent diseases in Colombia, the last epidemics occurred in 2001-3,
2009-10 and 2013-4. Although the four types of virus have been circulating for years, the
relationship between the evolutionary dynamics of each and the epidemic cycle is unknown.
Knowledge is necessary for the global knowledge of dengue transmission. In this work, the genetic
diversity of a population of serotype 1 (DENV-1) that circulated in the country during 19 years
(1998-2017) was studied. Phylogenetic, polymorphism and demographic analyzes were made
comparing 246 sequences of the E gene (168 Colombian viruses) with variants and bioinformatics
tools. The analyzes indicate a genotype V, a virus phylogenetically close to Venezuela, Brazil and
Argentina, which diverges in five genetic variants (V1-V5). V1, includes the strains of the first
epidemic and others from 1998-2004; V2 and V4 include strains of the second epidemic that
circulate for 13-15 years (tMRCA around 1997 and 2002); and V5 strains of the third and the most
recent epidemics (2014-7) that have been present for 13 years (tMRCA around 2004). Strains of
inter-epidemic years were of all variants. It has not been temporally structured indicating co-
circulation of the genetic variants of the serotype between 1998-2017. The haplotype network
revealed four haplogroups (p <0.01, AMOVA, Fst = 0.39548, p = 0.00) similar to the variants.
Evolutionary analysis received purified selection (dN / dS <1, Tajima's <1, D Fu's FS <1) and in
situ diversification as the most likely events that led to viral genetic diversity. Seven protein
substitutions of the Colombian viruses are detected next to the homolog of the CYD-TDV1 virus
of the Dengvaxia vaccine, which are located in the epitopes for the recognition of B lymphocytes.
The demographic analysis evidences the constant and oscillating increase of the genetic diversity
(Ne) coinciding with the circulation of liquids, two major increases preceded the epidemics of
2010 and 2013. The data confirm the high genetic diversity of DENV-1 as a factor that contributes
to its spread. The findings clarify the part of the DENV dynamics of the region, the knowledge
necessary to support the state program for the control and prevention of dengue.

3 Degree work

4 Facultad de Salud. Maestria en Ciencias Basicas Biomédicas. Director Tesis RAQUEL E.
OCAZIONEZ PhD
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Introduccion

El virus Dengue (DENV) existe con cuatro serotipos (DENV-1,-2,-3 y-4) filogenéticamente y
antigenicamente distintos (Chen & Vasilakis., 2011; Holmes., 2007). EI virion posee membrana
externa (envoltura) y la proteina E es el componente mayor. Por su localizacion, la proteina es
vital para la infeccidn de la célula hospedera y es el antigeno que induce una respuesta inmune de
defensa robusta (Modis et al.,2003). La proteina E se ha usado para desarrollar vacunas con
diversas tecnologias (Allison et al., 2001). EI genoma del virus es de RNA que acumula
mutaciones en cada ciclo de replicacién generando variantes genéticas. En consecuencia, cada

serotipo es altamente diverso desde el punto de vista genético (Waman et al., 2016).

En paises endémicos la vigilancia viroldgica de DENV esta orientada a monitorear las dindmicas
evolutivas y espaciales de cada serotipo y a identificar la manera como se conectan con el patrén
epidemioldgico (Afreen et al., 2016; Hapuarachchi et al., 2016). Existe suficiente evidencia
cientifica que demuestra que la diversidad genética fortalece la capacidad del virus para
transmitirse: se ha observado que ciertas variantes genéticas causan epidemias de mayor magnitud
(Abraham et al., 2016; Afreen et al., 2016; Moore et al., 2017) y/o poseen mayor habilidad para
replicarse en el mosquito (Helt & Harris, 2005). La filodindmica combina la genealogia del virus
y datos epidemioldgicos brindando informacion de patrones de transmision para mejor
comprension de transmision del dengue (Eybpoosh et al., 2017). La informacion generada en los
estudios de diversidad genética soporta el desarrollo de vacunas y el desarrollo de antivirales

(Afreen et al., 2016; Waman, et al., 2016).
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Evidencia reciente indica que la eficacia de una vacuna depende de la cepa del virus usada para
desarrollarla (Khan et al., 2017; Pollett et al., 2018). En el 2016 la OMS licencid la primera vacuna

conocida comercialmente como Dengvaxia.

La cual es un preparado que consiste en cuatro virus quimericos del virus 17D de la vacuna contra
fiebre amarilla, cada quimera expresa en su superficie las proteinas (E y M) de la envoltura de
DENV (Guy et al., 2011). En Colombia se llevaron a cabo parte de los estudios fase Il de
Dengvaxia (Rabaa et al., 2017; Villar et al., 2015). La vacuna mostr6 eficacia media protectora
aceptable (100-75%) contra DENV-4 y DENV-3 baja (50-56%) contra DENV-1 y no protege (9-
42%) contra DENV 2 (Aguiar et al., 2016; Hernandez & Santos., 2016; Villar et al., 2015), ademas
se encontrd que la eficacia de la vacuna para individuos seronegativos al inicio del estudio era
considerablemente menor que la eficacia para los individuos que eran seropositivos, al igual hubo
mayor incidencia de hospitalizacion en individuos menores de 9 afios (1.4%) con respecto al grupo

control (0.1%) (Aguiar et al., 2016).

El dengue es la enfermedad trasmitida por un mosquito mas frecuente en Colombia. En los tltimos
15 afios ocurrieron tres epidemias (Brathwaite et al., 2012; Padilla et al., 2012). en 2001-3 cuando
se notificaron 199,632 casos (tasa: 372 casos por 100.000 habitantes); en 2009-10 con 192,624
casos notificados (tasa: 577) de los cuales 16,866 fueron dengue grave; y en 2013-4 con 247,075
casos (tasa: 973.4) de los cuales 16.472 fueron graves. Santander ha ocupado por décadas primeros
lugares en el listado del nimero de casos por departamento (Castrillon et al., 2015; Padilla et al.,

2012) .
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Colombia es un pais endémico, se le otorga esta caracteristica debido a que varios serotipos han
estado presentes desde los afios 70 y desde 2001 co-circulan los cuatro en todo el territorio
(villabona et al. 2016; Villar et al. 2015; Ocazionez et al., 2006; Padilla et al., 2012). Colombia
adopto la Estrategia de Gestion Integrada para la Prevencion y Control del Dengue de la
Organizacién Mundial de la Salud (WHO, 2009) la vigilancia virolégica o monitoreo de DENV
es uno de sus componentes. Aunque en Colombia co-circulan los cuatro serotipos de DENV desde
hace varios afios, la vigilancia viroldgica oficial ha estado enfocada mayoritariamente a determinar
el serotipo predominante en la epidemia. Hoy dia se desconoce la relacién entre dinamica evolutiva

de cada serotipo y ciclo epidémico.

Para el presente trabajo se selecciond DENV-1, ya que es el serotipo que ha causado la mayoria
de casos severos y fatales (Villar et al., 2015) en el pais; en Santander ha sido el prevalente en los
altimos 10 afios correspondiendo al 50% de los aislados (Villabona et al., 2016) con respecto a los
otros tres serotipos, y adicionalmente DENV-1 resulté de baja eficacia 56% a la vacuna
Dengvaxia. Por otra parte al revisar secuencias del gen E-DENV disponibles en la base de datos
GenBank se encontr6 mayor numero de estas para el serotipo 1 proporcionando un escenario

apropiado para este estudio.

Las dindmicas espacial y evolutiva de DENV se ha estudiado comparando secuencias del genoma
viral (Pollett et al., 2018; Rasmussen et al, 2014). Los arboles filogenéticos que se generan proveen
informacion sobre: la fecha de origen de la poblacion viral (ancestro comin mas reciente),

diversidad genética y relaciones de parentesco entre cepas. Al igual que analisis demogréaficos
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informan sobre: la relacion entre relacion entre el tamafio efectivo de la poblacion viral (diversidad

genética), la incidencia de casos y el patron de predominancia del serotipo.

En el presente estudio se usaron diversos analisis de secuencias para estudiar la diversidad genética
de una poblacion de DENV-1 de Colombia que circulo en un periodo de 19 afios entre 1998 y

2017.
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1. Objetivos

1.1 Objetivo General

Evaluar la variabilidad genética del gen que codifica para la proteina E de DENV-1y las fuerzas

evolutivas que la dirigen en una poblacion viral de Colombia aislada durante 19 afios.

1.2 Objetivos Especificos

Determinar la diversidad genética de la poblacién viral con base en la filogenia y diversidad

haplotipica

e ldentificar las causas mas probables de la diversidad genética

e Establecer el tipo de relacion entre el patron temporal de la diversidad genética, predominancia
del serotipo e incidencia de casos de dengue

e Caracterizar la variabilidad del gen E de las cepas de Colombia respecto al homdélogo en el

virus CYD-TDV/1 de la vacuna Dengvaxia.

2. Cuerpo del Trabajo

2.1 Marco Referencial
2.1.2 Estructura viral. DENV es un arbovirus de la familia Flaviviridae y género
Flavivirus, el virion tiene un diametro de 40-60 nm, posee envoltura lipoprotéica, capside
icosaédrica y su genoma es ARN de cadena sencilla y polaridad positiva (Afreen et al., 2016;

Clyde et al.,2006). EI ARN, de 11.000 pares de bases (pb), posee un unico marco de lectura que
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traduce en una poliproteina la cual es fragmentada por enzimas virales y celulares en 10 proteinas
individuales en el siguiente orden: NH2-C-prM(M)-E-NS1-NS2A-NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-
COOH (Figural). Las tres primeras proteinas conforman la estructura del virion y las siete
restantes participan en su morfogénesis. Los extremos 5y 3" del ARN tienen forma de horquilla

y son indispensables para la replicacion del virus ( Zhang et al., 2004)

i 3 Marco de lectura abierto 8
RNAviral ¢ ’ 3-OH
Estructural No estructural
: R AR NS4A
Poliproteina El'pr E NST [Ns2A| ‘. NS3 | ||u| NS5 ]

{Sefial peptidasa  § Proteasa Golgi  y Proteasa viral NS3

\\'\

. (/ [[Ye X0 /S:Z\A- I‘NSZB N33A *NMB
Proteinas / )AL x
% M \ =
44 O
NSE = ,

Figura 1. Proteinas del virus Dengue derivadas del marco de lectura del RNA
https://viralzone.expasy.org/24?outline=all_by species

Las proteinas E y M son los componentes de la envoltura viral. El virus maduro tiene una superficie
lisa ensamblada a partir de 90 dimeros de proteina E organizados en un patrén caracteristico de
"espina de pescado™ con la proteina M debajo, ambas proteinas participan en los procesos que
internalizan el virus en su célula hospedera (Liao & Kielian, 2005; Y. Zhang et al., 2004). La

Figura 2 muestra la localizacion y organizacion de las proteinas en el virion maduro.


https://viralzone.expasy.org/24?outline=all_by_species
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DENV: superficie

Dimero gpE

DI - Dill

Bisagras en los dominios  pj. pj

Péptido de fusion

Figura 2. Componentes proteicos de la superficie de DENV. El dominio | en rojo, el dominio
I1 en amarillo y el dominio Il en azul. Modificado de Stiasny & Heinz (2006)

La proteina E es una glicoproteina de ~54 KDa (495 aminoéacidos), el mondmero posee tres
dominios conectados por enlaces flexibles que le permiten reorganizarse para el ensamblaje de la
particula viral, liberacion de la célula hospedera y entrada a otra (Nayak et al., 2009). EI dominio
| (D1) esta en la parte central, esta conformado de ocho cadenas B y dos a hélices que funcionan
como una bisagra la cual facilita la interaccion del viridn con la superficie de la célula (Nayak et
al., 2009). EI dominio Il (DII) posee dos protrusiones y el péptido hidrofébico requerido para la
fusion de las membranas viral y celular. EI dominio I11 (D111) posee conformacion semejante a una
inmunoglobulina y se cree que interactda con un receptor celular que ain no esta caracterizado
(Moi et al., 2016). El ectodominio de la proteina E esta conectado a un tallo que es una region
formada por hélices anfipaticas al y a2 que se anclan a la membrana lipidica del virus por dos

hélices o transmembrana (Liao & Kielian, 2005).
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El conocimiento a nivel estructural de la proteina E ha permitido el desarrollo de vacunas y el
descubrimiento de antivirales, debido a que porta los principales determinantes antigénicos y
participa en las etapas iniciales del ciclo de vida del virus (Allison et al., 2001; Kuhn et al., 2002).
El DIII es de gran interés, posee el sitio de union con los receptores celulares y se le reconoce
como el dominio diana de anticuerpos neutralizantes especificos de serotipo (Pitcher et al., 2015)

y epitopes que generan anticuerpos de reaccion cruzada con otros Flavivirus (Modis et al., 2003).

Determinantes antigenicos se han detectado también en la interfase (bucle de fusion y cadenas de
glucano) del dimero que es la region de unién con la proteina M. Estos determinantes generan
potentes anticuerpos neutralizantes comudn a los cuatro serotipos en individuos infectados
(Rouvinski et al., 2015). Varias partes de la proteina E se han tenido en cuenta para blanco de
farmacos, entre estas, el tallo, bolsillo hidrofobico y el sitio de union al receptor celular en el DIII.
El bloqueo de cualquiera de estas regiones de la proteina puede interferir con el proceso de entrada

del virus a la célula huésped (Alen & Schols, 2012).

La proteina M es una glicoproteina de ~18kDa (166 aminoacidos) posee un dominio a-helicoidal
N-terminal y dos dominios trans-membrana en la region C-terminal y puede formar dimeros como
la proteina E (Wong, et al., 2012; Zhang et al., 2003) La proteina M sirve como chaperona de la E
en los cambios conformacionales durante el ensamblaje, maduracion e infeccion del virus ( Zhang

etal., 2013)
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La proteina de la cépside (C) es de ~12kDa con afinidad por &cidos nucleicos y membranas
lipidicas genera lo que se conoce como la nucleocépside viral y actuando como chaperona del
ARN (Byk & Gamarnik, 2016). La mitad de los residuos basicos se localizan en el lado que
interactta con el ARN mientras que los hidrofébicos forman una superficie apolar extensa en el

lado opuesto del dimero que interactia con la membrana viral (Ma et al., 2004).

Las proteinas no estructurales (NS) tienen diferentes estructuras y funciones: NS1 es de 41 kDa se
encuentra intracelular, sobre la superficie de la célula y es secretada; la forma intracelular participa
en la replicacion del ARN viral (Clyde et al., 2006; Lindenbach & Rice, 1997), la forma secretada
interactla con células vecinas y se considera que tiene papel preponderante en la patogénesis del
virus (Alcon-Lepoder et al., 2005). NS3 (69 kDa) posee funcion de fosfatasa y helicasa durante la
sintesis de ARN viral y de serin-proteasa cuando la NS2B actuia como cofactor (Arias et al., 1993).
NS5 (105 kDa) es una ARN polimerasa dependiente de ARN con accion de metil-transferasa
(Sahili & Lescar, 2017) y se ha descrito como proteina que puede inducir la transcripcion y
traduccion de IL-8; una citoquina que activa monocitos y neutréfilos para la defensa contra la
invasion del virus (Medin et al., 2005). Las proteinas NS2A, NS4A y NS4B participan en la
localizacion adecuada de otras proteinas NS para sintesis de ARN y ensamblaje de nuevas
particulas (Lindenbach & Rice, 2007) al igual que tienen papel como reguladores de la respuesta

inmune mediada por el interferon (Mufioz-Jordan et al., 2003).
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212 Definicion de serotipos de DENV. Los cuatro serotipos de DENV se definen
segun reacciones cruzadas limitadas en pruebas seroldgicas. Inicialmente las caracterizaciones
genéticas de DENV en todos los serotipos se determinaban por " Topotipos " o variantes
geograficas por fingerprinting de T1 RNasa (Weaver & Vasilakis, 2013) Mas tarde, la
secuenciacion de acidos nucleicos confirmd la homologia de los cuatro serotipos como una
organizacion genética conservada, lo que permitio una clasificacion precisay amplia de DENV en
grupos o genotipos genéticamente distintos dentro de cada serotipo (Rico-Hesse, 1990). Rico-
Hesse definid los "genotipos™” de DENV como grupos de DENV con divergencia de secuencia no
mayor que 6% dentro de la region elegida del genoma (union E / NS1), en las cuales se baso la
agrupacion de cepas para las asociaciones que podrian inferirse por motivos epidemiologicos

(Rico-Hesse, 1990).

2.1.3 Eventos evolutivos ligados a diversidad genética de DENV. Varios estudios
sugieren que DENV endoepidémico evoluciond de progenitores selvaticos y que cada serotipo lo
hizo de manera independiente por una serie de eventos de divergencia. Estos eventos ocurrieron
después que se conformaron poblaciones humanas en areas urbanas suficientemente grandes para
mantener la transmisién del virus (Chen & Vasilakis, 2011). Esta divergencia genética también se
facilito por intercambio del mosquito vector de especies de Aedes arbéreas a peri-domesticas (Ae.

albopictus) y domésticas (Ae. aegypti).

No obstante la alta divergencia genética, 65-70% de aminoacidos son similares entre cepas del

mismo serotipo. Analisis de secuencias del gen E sugieren que los cambios evolutivos tienden a
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ser tipo reloj molecular aunque con baja frecuencia de tasas evolutivas distintas (Twiddy et al.,
2003). La tasa evolutiva de DENV se ha estimado en 7.5x10* sustituciones por sitio cada afio
(s/sly; IC: 6.6-8.7x10%) y los andlisis de secuencias gendmicas indican que los cuatro serotipos
estan evolucionando a tasas con incertidumbres superpuestas siendo mayor para DENV-3 (Pollett

etal., 2018).

La diversidad genética de DENV se atribuye mayoritariamente a eventos tales como:

214 Mutacion. Se estima que se produce aproximadamente una mutacion por ronda de
replicacion del genoma y esto se atribuye a que la RNA polimerasa viral carece de funcion
correctora (Sim & Hibberd, 2016; Weaver & Vasilakis, 2009). Las mutaciones resultan en una
acumulacion de genomas genéticamente diferentes dentro de un mismo hospedero (humano o
mosquito) originando poblaciones virales genéticamente distintas (Sim & Hibberd, 2016); aunque
solo algunas persisten debido a cuellos de botella y esto limita la transmision de variantes genéticas
entre los hospederos (Vasilakis et al., 2007). Las tasas evolutivas (sustituciones por sito cada afio),
basadas en el gen E, se han estimado desde 4.55 x10** para DENV-1 hasta 11.58x10* para DENV-

3. (Allicock et al., 2012).

La mayoria de las mutaciones en DENV son deletreas, sometidas a seleccion purificante (dN/dS
< 1), y son mayores cuanto mas el virus alterna entre el mosquito y humanos como ocurre durante
epidemias en localidades hiperendémicas (Weaver & Vasilakis, 2009). A la seleccion purificante

se le atribuye la extincion y reemplazo de variantes genéticas o linajes (reveladas en arboles
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filogenéticos) del genotipo de un serotipo, aunque aun persiste controversia debido a que no
siempre se ha podido demostrar (Hapuarachchi et al., 2016). Algunas mutaciones pueden
incrementar la eficacia bioldgica del virus en términos de mayor habilidad para ocupar y adaptarse
a nuevos nichos ecologicos (Allicock et al., 2012; Sim & Hibberd, 2016; Villabona-Arenas &
Zanotto, 2013) y evadir la respuesta inmune llevando a la generacion de mutantes de escape

(Bennett et al., 2010).

El papel de la seleccidn positiva (dN/dS > 1) o evolucion adaptativa en la generacion de diversidad
de DENV permanece sin clarificarse (Pollett et al., 2018)(Pollett et al., 2018). Este tipo de
seleccién por mutacion A811V en la proteina NS5 se ha asociado con generacion de linajes
epidémicos de DENV-2 genotipo A/A en Puerto Rico (Bennett et al., 2006) y Perd (Williams et

al., 2014).

Varios estudios indican que la carga inmune contra DENV de la poblacién humana, principalmente
en areas donde co-circulan multiples serotipos y genotipos, puede contribuir a la diversidad
genética viral (de Alwis et al., 2014; Rasmussen et al., 2014). La inmunidad ejerce presion de
seleccién favorecienciendo la generacion de mutantes que escapan a la accion de los anticuerpos
neutralizantes y que interaccionan mejor con anticuerpos de reactividad cruzada entre serotipos y

Flavivirus filogenéticamente cercanos (de Alwis et al., 2014).
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2.15 Recombinacion. La co-circulacion de distintos serotipos y genotipos en una misma
area geogréafica posibilita la co-infection de humanos y mosquitos con cepas genéticamente
distantes (Chen & Vasilakis, 2011). La recombinancion se ha reportado para DENV-1, DENV-2
y DENV-3 (Abreu et al., 2016; Afreen et al., 2015; Waman et al, 2016). Hasta la fecha no existe
evidencia de recombinacidn entre serotipos a pesar que las co-infecciones son eventos frecuentes
en areas hiperendémicas (Tazeen et al., 2017). Pese a lo anterior la expansion y persistencia de
viriones recombinantes no se ha evidenciado, al parecer poseen poca aptitud bioldgica y por lo
mismo tienen papel limitado en generacion de diversidad genética comparado con otros virus RNA

(De Graaf, Van Beek, & Koopmans, 2016; Simmonds & Welch, 2006).

2.1.6 Dispersion espacial del virus. La dispersion geogréafica del virus en un mundo
altamente globalizado lleva a introducciones repetidas de cepas virales de los cuatro serotipos
que ocupan nuevos nichos ecoldgicos donde han estado circulando cepas genéticamente distantes
(Aquino et al., 2008; Twiddy et al., 2003). Estas introducciones resultan en nuevos linajes que se
propagan compitiendo con los que han estado presentes llevando a co-circulacion de varios,
reemplazos y/o extinciones (Pollett et al., 2018). Esta alta carga viral favorece los cuellos de
botella y la diversidad genética viral favoreciendo la persistencia de un linaje con mayor aptitud

biol6gica (Afiez & Rios, 2013).
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2.1.7 Diversidad de DENV-1. El serotipo fue reportado por primera vez en la Polinesia
Francesa, Japdny Hawai entre 1943-1945 (Gubler, 1997). En América se reportd por primera
vez en 1977 en algunos pocos paises (Barbados, Cuba, Antillas Francesas, Granada, Paraguay y
Puerto Rico); el virus se dispersé a paises de la region entre 1980 y 1990 cuando se aislo por
primera vez en Costa Rica, Guyana Francesas, Paraguay, Perd y Venezuela; y para 2005-2006
todos los paises de Las Américas y El Caribe habian reportado la presencia del serotipo (Bhatt et

al., 2013).

Anadlisis filogenéticos del gen E apoyan la existencia de cinco genotipos de DENV-1 (Chen &
Vasilakis, 2011): (i) genotipo I, incluye cepas del sudeste de Asia, China y Africa oriental; (ii)
genotipo I, cepas de Tailandia de 1950 y 1960; (iii) genotipo 111, la cepas selvéticas de Malasia;
(iv) genotipo 1V, cepas de las islas del Pacifico Occidental y Australia; y (v) genotipo V, cepas de

Las Américas y El Caribe, Africa occidental y algunas de Asia.

Hasta la fecha, el genotipo V es el Gnico que ha sido detectado en paises de Las Américas y El
Caribe y ha estado presente por cerca de 40 afios (de Bruycker-Nogueira et al., 2015; Ramos-
Castafieda et al., 2017; Villabona-Arenas & Zanotto, 2013). Analisis filogeogréaficos basados en la
secuencia del gen E indican que han ocurrido dos introducciones independientes desde la India.
La primera hacia las Antillas Menores en el inicio de la década de los 70 de donde el virus se
dispersd a Centroamerica, Suramerica y El Caribe causando epidemias. La segunda introduccion
también hacia las Antillas Menores en los afios 80, el linaje permanecio casi indetectable por cerca
de 15 afios y luego aparecio en Brasil y de aqui se dispersd a otros paises de Suramérica y
Centroamerica. Desde entonces varios linajes de DENV-1 se originaron, propagaron Yy

extinguieron con dinamicas muy diferentes, el fendmeno del reemplazo del linaje en sucesivos
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brotes epidémicos ha sido una caracteristica comun del serotipo (de Bruycker-Nogueira et al.,

2016; Villabona-Arenas & Zanotto, 2013).

Un estudio en Singapur reporta relacion reciproca entre la dindmica evolutiva de DENV-1 y la
transmision de la enfermedad (Hapuarachchi et al., 2016). Se hizo analisis filogenético a micro-
escala encontrdndose generacion constante de variantes genéticas que correlacioné con la dindmica
de casos. La estrecha interaccién entre evolucién viral y la intensidad de la trasmision indicaron
que el seguimiento de la diversidad genética a través del tiempo es una herramienta Gtil para inferir
la dinamica de transmision del dengue, lo cual sirve para evaluar el riesgo de una epidemia desde

una perspectiva de control de la enfermedad.

La extincion y recambio de linajes de DENV-1 se ha relacionado con mutaciones del gen E (de
Bruycker-Nogueira et al., 2015), algunas de las cuales resultaron en sustituciones de aminoacidos
en la proteina. Estas sustituciones pueden modificar la antigenicidad de la proteina ya que reducen
la accesibilidad de epitopes para anticuerpos neutralizantes e incrementar la de epitopes para
anticuerpos no-neutralizantes (Dowd et al., 2015; Dowd & Pierson, 2011). Los anticuerpos no-
neutralizantes ligados al virion favorecen su entrada al citoplasma de la célula favoreciendo la

invasion viral en el infectado (Dejnirattisai et al., 2010).

Sobre la diversidad de DENV-1 de Colombia la informacion es muy limitada. Mendez et al (2010),
compararon una pequefia porcion del genoma (235 nt) de cepas aisladas en varios departamentos

entre 1978 y 2007. Encontraron que las cepas analizadas pertenecen al genotipo V, aunque
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detectaron una cepa del genotipo | que los autores consideran representa una introduccion que no
se propagé generando un linaje. El estudio identificé también dos linajes del serotipo que
evolucionaron independientemente aunque el nimero de sustituciones de aminoacidos fue bajo.
Ocazionez et al (2013) compararon la secuencia completa del gen E de 12 cepas aisladas en
Bucaramanga y Ocafia, encontraron que las cepas fueron genotipo V pero no se pudo concluir

sobre la diversidad genética debido al escaso nimero de cepas analizadas.

2.1.8 Utilidad del conocimiento de la diversidad genética de DENV

2.18.1 Vigilancia epidemiolégica. El estudio de la diversidad genética sirve para
fortalecer actividades del programa del control dengue y aminorar el efecto devastador de una
epidemia (de Souza et al., 2011; Mondini et al., 2009). EI monitoreo del ancestro comin més
reciente de la poblacidn viral que esta circulando informa la fecha probable de introduccion en la
localidad de un nuevo linaje del virus y el tiempo que ha estado circulando sin ser detectado por la
vigilancia virologica rutinaria. El estudio también permite concluir si estan ocurriendo maltiples
introducciones de cepas virales genéticamente distintas a las que se estan propagando, lo cual
favorece el mantenimiento y expansion del virus y en consecuencia incrementa el riesgo de
epidemia. Adicionalmente el uso de analisis bayesianos para calcular el tamafio efectivo de la
poblacion viral, que refleja su diversidad genética, puede servir como alarma de brote (Pollett et al.,
2018). Por ejemplo el estudio de Bennett et al (2003) de DENV-4 muestreado por 17 afios en Puerto

Rico, se demostro que incrementos del tamafio efectivo precedieron al incremento de casos.
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2.1.8.2 Desarrollo de vacunas. Un estudio reciente resalta que la inmunidad a DENV no
depende solamente del serotipo sino también de las cepas a las cuales el individuo se ha expuesto
(Katzelnick et al., 2015; Moi et al., 2017). Por lo tanto, la eleccion de la cepa para desarrollar una
vacuna puede tener papel determinante en el éxito de proporcionar inmunidad de larga duracion

para cualquier cepa de los cuatro serotipos (Pollett et al., 2018).

Sin embargo, la relacién entre distancia genética y distancia antigénica no se ha clarificado.
Adicionalmente los analisis filogenéticos de DENV pueden apoyar el desarrollo de vacunas y la
evaluacion de su eficacia, ya que se pueden identificar sitios que contienen epitopes de
reconocimiento por células B y T comunes a todas las cepas y esta informacion puede servir para
dirigir la sintesis de péptidos inmunogénicos. Los andlisis también pueden identificar mutaciones
de escape a los anticuerpos neutralizantes inducidos por la vacuna, lo cual sirve para complementar
el analisis de la eficacia en programas de inmunizacién masiva (Khan et al., 2017; Pollett et al.,

2018).

El descubrimiento de una vacuna para el dengue se viene intentando hace varias décadas y se han
desarrollado varios candidatos (Yauch & Shresta, 2014). Hasta la fecha la vacuna Dengvaxia es la
Unica con licencia para aplicacion masiva en areas endémicas de dengue en Asiay América (WHO,
2017). La vacuna contiene cuatro virus quiméricos, cada uno corresponde al virus atenuado de la
fiebre amarilla YF17D (vacuna) al cual le reemplazaron los genes de las proteinas E y M por sus
homologos de cada serotipo de DENV (Guy et al., 2011). Las cepas DENV usadas para la
construccion de la vacuna son: DENV-1, Thai PUO-359/TVP-1140 genotipo |; DENV-2,

Thaistrain PUO-218; DENV-3, Thai PaH881/88; DENV-4, Indonesia 1228 (TVP-980)
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Los resultados de estudios de eficacia de Dengvaxia indican que la vacuna protege (80-100%)
contra los cuatro serotipos a individuos que poseen inmunidad a DENV por una infeccion natural
previa. No obstante, la proteccion es parcial en individuos sin historia de infeccion en el pasado
con alto riesgo de desarrollar la enfermedad (Sridhar et al., 2018): protege contra DENV-4 y
DENV-3 pero no (50-9%) DENV-1y DENV-2 a pesar de la presencia de anticuerpos en el torrente
sanguineo (Aguiar et al., 2016; Hernandez-Avila & Santos-Preciado, 2016; Villar et al., 2015).
Recientemente se informé que nifios vacunados sin inmunidad previa desarrollaron dengue grave
cuando se infectaron naturalmente, sugiriendo que la proteccion parcial inducida por Dengvaxia
es un factor que favorece el desarrollo de la enfermedad (Halstead, 2017). En consecuencia, la
aplicacion de la vacuna se suspendid para individuos no-inmunes y esta en controversia la
aplicacion masiva (WHO 2017). Colombia fue uno de los paises donde se llevaron a cabo ensayos

clinicos fase 111 de Dengvaxia (Villar et al., 2015).

2.1.2.1 Diversidad genética y patogenicidad del virus. Estudios indican que cepas del
serotipo varian en patogenicidad. Con DENV-2, el genotipo Asiatico-Americano se ha asociado
con mayor frecuencia a enfermedad grave comparado con el genotipo Americano (R Rico-Hesse
et al., 1997; Watts et al., 1999) lo mismo con respecto a mayor replicacion en el mosquito Aedes
y células dendriticas humanas (Armstrong & Rico-Hesse, 2003; Cologna et al., 2005).
Hallazgos similares estan documentados para DENV-3 entre linajes del mismo genotipo (OhAinle

et al., 2011). Si bien tales discrepancias en la patogenicidad de las cepas se pueden atribuir a la



DIVERSIDAD GENETICA DE DENV-1 DE COLOMBIA 29

virulencia intrinseca diferencial, la patogenicidad puede estar determinada por factores

individuales y ambientales que favorecen la invasion viral (Pollett et al., 2018).

La diversidad genética de DENV en el individuo infectado se ha evidenciado analizando muestras
de sangre (Ke et al., 2013), aunque los datos actuales son insuficientes para concluir que es un
factor determinante de la severidad de la enfermedad. En otros virus de RNA la diversidad genética
dentro del hospedero se ha asociado con patogenicidad, pero para DENV se encontré que la
diversidad es significativamente menor en casos de enfermedad grave (Descloux, Cao-Lormeau,
Roche, & De Lamballerie, 2009). EI tema ha merecido atencion en los Gltimos afios ya que puede
tener implicaciones sobre la evaluacién de la inmunogenicidad de un preparado candidato a vacuna
y el diagnoéstico por laboratorio. Particularmente, la medicion de anticuerpos neutralizantes en
sangre mediante la prueba de neutralizacion por reduccion de placa (PRNT), considerada un
estandar de diagnostico seroldgico, puede verse significativamente influenciada por la proporcion

de viriones genéticamente distintos (Mukherjee et al., 2014).
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3. Materiales y métodos

4.1 Poblacion DENV-1 de Colombia. La poblacion estad conformada por 166 cepas virales
que circularon en un lapso de 19 afios consecutivos entre 1998 y 2017, en Santander (n=84),
Casanare (n=43), Norte de Santander (n=23), Meta (n=11), Cundinamarca (n=4) y otros lugares
sin dato (n=1). La Figura 3 presenta la distribucién temporal y geogréfica de la poblacion viral.

Adicionalmente, se incluyeron dos cepas antiguas 1985 y 1996 como referencia.
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Figura 3. Distribucién temporal y geografica de cepas denv-1 de Colombia usadas en el

estudio.

4.2 Amplificacion y secuenciacién de gen E. De las cepas de Santander que conforman la
poblacidn viral estudiada se incluyeron 26 en este estudio; estas cepas fueron colectadas durante
un periodo de 19 afios, en los casos de baja predominancia del serotipo todas las cepas aisladas por
afio fueron tenidas en cuenta, mientras que 3e periodos de alta predominancia del serotipo se
tomaron entre 6-12 cepas por afio, esto con el fin de que existiera homogeneidad en el nimero de
cepas representantes por afio. Las cepas se seleccionaron de la coleccion de DENV del Centro de

Investigaciones en Enfermedades Tropicales (CINTROP).
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Las cepas fueron aisladas en células de mosquitos Ae.albopictus (clon C6/36) de pacientes con
dengue incluidos en estudios previos del Grupo de Arbovirus del CINTROP (Gomez-Rangel et
al., 2008; Ocazionez-Jiménez et al., 2012; Ocazionez-Jiménez et al., 2006; Villabona-Arenas et
al., 2016) y un estudio que se llevo a cabo durante la ejeucion de este proyecto (Proyectoo No.
2013000100011, FCTel-SGR). Las cepas se replicaron en células C6/36 y se uso el pase 3 como

maximo.

El ARN viral se extrajo directamente de sobrenadantes de células C6/36 infectadas con virus
usando el mini kit QlAamp Viral RNA (Qiagen). EI ARN se transcribi6 a ADNc usando la
transcriptasa inversa RevertAid (Thermo Scientific, EE. UU.) y cebadores hexameros aleatorios
(Thermo Scientific). La secuencia completa del gen E (~1485 pb) se amplificO por PCR
convencional usando cebadores especificos del serotipo disefiados previamente en el CINTROP
(Tabla 1) y ADN polimerasa Taq (Thermo Scientific) de acuerdo con las instrucciones del
fabricante. Cada reaccion de amplificacion de ADN produjo amplicones superpuestos de 1086-
1336 nucledtidos de longitud. Los amplicones se secuenciaron utilizando un servicio comercial
(Macrogen DNA Sequencing Service, Seoul Korea) y las secuencias se depositaron en la base de

datos GenBank (http: // www. Ncbi.nIm.nih.gov).

Tabla 1. Oligémeros usados para amplificar el gen E-DENV-1 en el ensayo de la RT-PCR

Cebador Secuencia 5°-3° Producto (nucledtidos)
D1-Fwdl1-E CCAGATGACGTTGACTGCTGGTG

D1-Revl1-E CGCAGTGTGCATTGCTCCTTC 1080

D1-Fwd2-E GGAACAGACAAGATTTGCTGGT 1336

D1-Rev2-E GCTTTTCCCCAGCTTTTCCA
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4.3 Seleccion de secuencias del gen E. Se descargaron 976 secuencias E de GenBank de
DENV-1 de Las Américas y El Caribe y del Asia representantes de cada genotipo y del virus CYD-
TDV1 de la vacuna Dengvaxia. Las secuencias idénticas del mismo afio y pais se eliminaron
utilizando el algoritmo UCLUST en el paquete USEARCH v10.0.240 (Edgar, 2010). Los datos

filtrados correspondieron a 246 secuencias de las cuales 168 son de Colombia.

4.4 Analisis de secuencias. Los diversos analisis se realizaron con 246 secuencias de las cuales
168 son de virus de Colombia (69 de GenBank y 97 obtenidas en este y otros estudios del grupo
CINTROP). La presencia de secuencias recombinantes se evalué en el programa RDP4 (Martin et
al., 2015), el cual incluye varios métodos (RDP, GENCONV, BOOTSCAN, MAXCH,
CHIMERA, 3SEQ). Una secuencia se considera recombinate si en al menos dos de los métodos
mencionados existe recombinacién y esta fuera significativa con un valor de restringencia de

p=0.00001 (Waman et al., 2016).

Las secuencias de virus de Colombia se alinearon con tres secuencias representantes de cada uno
de los cinco genotipos del serotipo utilizando el programa MUSCLE v3.8.31. Se estim6 el modelo
de sustitucion nucleotidica para el conjunto de datos con el paquete APE (Paradis et al., 2004)
implementado en el programa R y se seleccion6 el modelo con menor valor del criterio de Akaike
(Posada & Thomas, 2004). ElI modelo GTR+G+1 o general tiempo reversible mas invariantes y
distribucion gamma fue el que mejor se ajustd a los datos. La reconstruccion filogenética se realizo

bajo el criterio de Maxima Verosimilitud empleando el programa PhyML 3.1 (Guindon & Gascuel,



DIVERSIDAD GENETICA DE DENV-1 DE COLOMBIA 33

2003) con bootstrap no paramétrico de 100 réplicas. La topologia del arbol filogenético se

visualizo y edit6 con el programa Figtree 1.4.2 (A. Rambaut, s.f.).

Las secuencias de Colombia se combinaron con secuencias de DENV-1 genotipo V de Las
Américas y El Caribe. El analisis con la herramienta Temp-Est V1.5 (Rambaut et al., 2016) indico
suficiente sefial temporal (Coeficiente de correlacion = 0.915) para implementar un analisis
filogenético con reloj molecular. EI mejor modelo de reloj molecular (estricto vs relajado) y
modelo demografico (tamafio constate, crecimiento exponencial, crecimiento en expansion,
skygrid, skyline) que se ajustaron a los datos se seleccionaron por los métodos PS (path sampling)
y SS (stepping-stone) usando 100 mil pasos con 100 millones de iteraciones en cada uno. Los
modelos de reloj molecular relajado no-correlacionado log-normal y skygrid mostraron el mayor
ajuste a los datos (Tabla 2). Todos los andlisis se implementaron en el programa BEAST v1.8.3
(Drummond et al., 2012). Las muestras se combinaron y se diagnosticaron mediante inspeccion
visual y se calcularon tamarfios de muestra efectivos con el programa Tracer v1.6 ( Rambaut &
Drummond, 2013). El tamafio de muestra efectivo (ESS) fue superior a 200 para todos los
parametros. Los arboles de credibilidad de clado maximo (MCC) se resumieron utilizando

TreeAnotator 1.8.1.

El analisis de evolucion se hizo con los programa DNAsp v.5 (Librado & Rozas, 2009) y Mega
7.0.9 (Kumar et al., 2016), se estimaron la diversidad haplotipica y nucleotidica y los valores de
las pruebas de neutralidad de Tajima y Fu. Se consideraron los sitios de la secuencia con
significancia estadistica (p<0.1) por los métodos SLAC (Single likelihood ancestro counting), FEL

(Fixed effects likehood) y MEME (Mixed Effect Model Evolution). El anlisis de codones se hizo
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utilizando el servidor Datamonkey (http://www.datamonkey.org). Se evalué evolucion adaptativa
usando el método aBSRELL (algoritmo adaptive branch-site random effects likelihood). Se
determinaron los haplotipos y su frecuencia en la muestra, al igual que se validd estructura
genéetica empleando un Analisis de Varianza Molecular (AMOVA) usando el programa
ARLEQUIN v.3.5 (Excoffier & Lischer, 2010) La red de haplotipos se construyo con el programa

Network V.4.6.1.2 bajo el modelo de MJN (Median-Joining Network).

Tabla 2.Valores del estimador de log Likelihood Marginal para diferentes combinaciones de
modelos en DENV-1

Reloj estricto Reloj log normal Reloj exponencial
Modelo

SS PS SS PS SS PS
Coalescent bayesian x - -
skvarid -10339,20 -10337,45 -10125,76 10123 58* -10451,50 10448.70
Coalescent -
exponential growth -19430,30 -10048,92  -10467,34 -10950,38  -10469,00 10466.40
Coalescent expasion -
Growth -18942,29 -19568,80  -10411,78 -10412,23  -10595,76 1057670
Coalescent Constate 1797054 1951141  -10295,80 -10396,71  -10580,00 ..
size 10590,03
Coalescent Bayesian -
skyline -17690,99 -10144,11  -10699,40 -10521,85  -10509,05 10574.01

SS: seleccién de modelo por Stepping-stone, PS: seleccion de modelo Path-sampling, * Mejor
valor de log Likelihood Marginal .

Las secuencias de aminoacidos de la proteina E se derivaron de las secuencias nucleotidicas con
el programa Mega 7.0.9 (Kumar et al., 2016) y las de Colombia se alinearon con la del virus
quimérico homologo de la vacuna Dengvaxia (GenBank= KX239894). La inferencia de epitopes

lineares de células B se hizo con el programa BepiPred (http://tools.iedb.org/bcell/ (Larsen et al.,
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2006), el método combina las predicciones del modelo de Hidden Markova y la escala de
propension de Parker (1986). Las estructuras 3D de las proteinas fueron obtenidas por
modelamiento de homologia (herramienta Expasy) usando la estructura 3J2P (cédigo PDB) como
referencia, las estructuras se visualizaron en Pymol Version 1.8 Schrodinger, LLC. Al igual que el

mapeo de las mutaciones de aminoacidos.

4, Resultados

4.1 Genotipificacion. El gen E completo se amplificd de 26 cepas de Santander de 2000, 2009,
2010, 2013, 2015, 2016 y 2017 (Figura 4) y se obtuvo la secuencia completa del gen E por servicio
comercial (Macrogem). Las secuencias de Colombia se combinaron con secuencias
representantes de cada genotipo de DENV-1. Se recuperaron los cinco genotipos, todas las cepas
de Colombia incluidas en el estudio se agruparon en el genotipo VV como virus de Las Américas

El Caribe (Figura 5).
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Figura 4. Amplificacion por RT-PCR del gen E de DENV-1. Fotografia del gel de agarosa mostrando
dos fragmentos del tamafio esperado: 1,143 pb (carriles 1-10) y 1,155 pb (carriles 14-23). Se muestran
controles: DENV-1 Hawaii (carriles 11 y 24); no-virus (carril 25).
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4.2 Diversidad genética. Secuencias DENV-1 de Colombia se combinaron con secuencias
homdlogas de virus de paises de América (Figura 6). El anélisis reveld un linaje (PP=0.99) de las
cepas locales con variantes genéticas. Las cepas méas antiguas (1985 y 1996) aparecen cercanas a
virus de El Caribe, algunas 1998-2002 a virus de Venezuela, la de 2013 a virus de Centroamérica
y Venezuela, y algunas del 2005-9 a virus de Suramérica (Venezuela, Brasil y Argentina). Las
relaciones filogenéticas reveladas sugieren trafico de virus de Colombia con otros paises de

América.

Las secuencias DENV-1 de Colombia se combinaron entre si y el analisis revel6 agrupacion en
cinco variantes genéticas (Figura 7). Una agrupacién se considerd grupo no-monifilético (V1
PP=0.50) y las otras tres monofiléticos (V2, V3, V4, y V5; PP=1.0) . V1 incluye las cepas mas
antiguas (1983 y afios 90; 2000-2) y una cepa de Casanare de 2013; V2 agrupa la mayoria de cepas
del periodo 2007-10 y unas mas antiguas (1998, 2004-6) y parece haber circulado 13 afios (tMRCA
alrededor de 1997); V3 agrupa cepas antiguas (2005-6) y recientes (2011-6) y parece haber estado
presente 15 afios (tMRCA alrededor de 2002); V4 incluye cepas antiguas (2006-10) y parece haber
iniciado su circulacion hace 15 afios (tMRCA alrededor de 2002); y V5 agrupa la mayoria de
cepas recientes (2012-7) y al parecer inicio su circulacion hace 13 afios (tMRCA alrededor de
2004). No se observé estructura temporal entendida como la agrupacion de secuencias de un
mismo afio en una misma variante, sin embargo si se evidencio co-circulacién de variantes

genéticas del serotipo entre 1998-2017.
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La red de haplotipos revel6 128 haplotipos conformando cuatro haplogrupos (H1-H4) de la
poblacion viral, ninguno haplotipo se presenta como nucleo central (Figura 8). H1, agrupa la
mayoria de cepas de 2007-10 y cepas antiguas (1998, 2004-6); H2, cepas antiguas (2002-6) y
algunas de las recientes (2012-6); H3, la mayoria de cepas recientes (2013-6) y algunas del 2010-
1; y H4, agrupa las cepas mas antiguas (1985 y afios 90; 2000-2) y la cepa del 2013 de Casanare.
Las pruebas de AMOVA (0.51; p<0.0001) y FST (Tabla 3) soportan la agrupacion en haplogrupos.
Se identificaron 11 mutaciones (posiciones 309, 399, 423, 543, 582, 706, 885, 1011, 1017, 1314,
y 1387) que podrian estar ligadas a la diversificacion en haplogrupos. Estas mutaciones resultaron
en sustitucion sindénima del aminoacido excepto en las posiciones 706: N-S y 1017: T-1. No se

observo temporalidad en la agrupacién en haplogrupos.
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Figura 5. Genotipificacion de los virus denv-1 incluidos en el estudio. Topologia construida bajo criterio
de maxima likelihood. En rojo genotipo v donde se encuentran incluidas las secuencias colombianas. Los
valores sobre los nodos indica un bootstrap no paramétrico >70.
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Figura 6. Relaciones filogenéticas de DENV-1 de Colombia. El drbol fue construido con 236 secuencias
del gen E de cepas de Las Américas (168 de Colombia) y El Caribe. Se muestra el linaje (PP=0.99) de
Colombia y cepas relacionadas con las otras.
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4.3 Andlisis evolutivo. La diversidad haplotipica se encontr6 como h=0,9930 + 0,0022 y la
diversidad nucleotidica como n= 0,01293 + 0,00043. Las secuencias DENV-1 de Colombia se
compararon con la secuencia de la cepa mas antigua del pais que se aisl6 en 1985
(AF425616_1985). Se evidenciaron 277 substituciones nucleotidicas de las cuales 54 resultaron
en sustitucion del aminoacido de las cuales 10 (posiciones 51, 222, 225, 230, 256, 271, 274, 383,

384 y 474) estan en epitopes que reconocen linfocitos B (tabla 4 y 5).

Las tasas evolutivas calculadas de las variantes genética V4 y V5 estan cercanas a las reportadas
por Costa et al (2012) para DENV-1 (7,5 x10*, HPD 95% =6.6x10"-8.4x10%), mientras que las

tasas de las V2 y V3 son mayores (Tabla 6).

Las pruebas de neutralidad (Tabla 7) indicaron que la seleccion purificante suprimié cambios
deletéreos en la poblacion total DENV-1 y en las variantes genéticas, un evento que favorece el
mantenimiento y expansion del virus (Lourenco & Recker, 2010). Es plausible gue esta expansion
se favorezca por la variabilidad genética observada. Los valores dn/ds por los métodos FEL y
SLAC para todos codones, excepto 248, oscilaron entre -0.0 y -0.1 (p<0.01) en 45 estimaciones
(Figura 9), indicando que la poblacién viral estuvo sometida a presion de seleccién negativa o
purificadora (Holmes, 2007). En cepas de V2, V4 y V5 del 2009, 2014, 2015, los valores dN/dS
para el codon 248 resultaron positivos por los tres métodos (FEL: 299.793, p= 0.0085; SLAC:
158.635, p=0.0595; MEME: 757.943, p=0.0047), con tres sustituciones Q248H, Q248R y Q248P.
Esta posicion no esta en epitopes para reconocimiento por células B. El analisis por el método

ABSREL no encontr6 evidencia de seleccion diversificante episddica, un total de 255 ramas fueron
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evaluadas, la significancia se evalu6 usando Likelihood Ratio de en un umbral de p < 0.05, lo
anterior indica que la evolucion adaptativa no parece haber dirigido la diversificacion genética

observada.

Tabla 3.Valores de diferenciacion genética (FST) entre haplogrupos
DENV-1 de Colombia

Haplogrupo H2 H3 H4

H1 0.48200 0.41073 0.37600
H2 - 0.39182 0.36006
H3 - - 0.29274

Valores cercanos a 1.0 indican alta diferenciacion genética.



V2
V3

42

2009
)9
009
2009
2009
009
2005

2009
2015

20(
2005

SAN _ 1998
KY818144 CO_2012

2011

CO_SAN
CO_SAN
CO SAN
CO_SAN
CO_SAN
CO_SAN
CO SAN

73486_CO_SAN

3478 CO_SAN

3455
348

7345

73456

17

KJ189302 CO
KJ189304 CO_SAN
KY818070_CO

GQ868562
KX901653

MF 1
MF 1
MF 1
MF 1
MF

LV121017

=

11997

z

DIVERSIDAD GENETICA DE DENV-1 DE COLOMBIA

tMRCA:2004
(2002-2006)

tMRCA:2002
(2000-2004)

(1997-1998)

tM RC A

te

7

Un mas recien

v

ey <<<r<ro<r
000 enenen—
—— o
2000 I
S B
M bbb

Nooo-amtwo
CoOrrrrrer®
coccococoocococool
NaNNNacnaaaN

NOWONO T~ NTWOO
oo oo0O0000o
o000 0o0o
T T ANNNNNN

pi=
<000000000

2007 2017

1997
tica de DENV-1 de Colombia — Analisis filogenético. El arbol fue

construido con 136 secuencias del gen E de cepas del 1998-2017 (95secuencias son de virus de los

7

e

1987
Santanderes). Se presentan las variantes genéticas (VI — V5) y el ancestro com

(tMRCA\) para cada grupo monofilético.

Figura 7. Diversidad gen

1977



DIVERSIDAD GENETICA DE DENV-1 DE COLOMBIA 43

Anos
@ 1985 2007
® 1996 2008
@® 1998 @ 2009
1999 2010
® 2000 @ 2011
@ 2001 @ 2012
@ 2002 2013
® 2004 @ 2014
@ 2005 @ 2015
2006 @ 2016

Figura 8. Diversidad genética de DENV-1 de Colombia - Red de haplotipos. La red fue
construida con 168 secuencias del periodo 1998-2016. Se revelan cuatro haplogrupos, H1 y H4
contienen la mayoria de cepas antiguas; H3 y H2 la mayoria de las recientes. Se muestran nueve

sustituciones sindbnimas.
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Tabla 4. Sustituciones no homdlogas de aminoéacidos en la proteina E de DENV-1 de

Colombia (1998-2017).

Posicion _ Posicion )
Gen Proteina Cambio  Cepas: # Gen Protsina Cambio  Cepas: #
151 51 T-A 1 768 256 Q-P 2
336 112 S-G 1 813 271 Q-R 1
384 128 K-E 1 822 274 G-E 1
396 132 Y-H 3 879 293 T-A 1
414 138 S-L 1 891 297 M-T 1
513 171 S-A 4 1014 338 S-L 10
666 222 S-P 2 1017 339 T-1 1
675 225 S-L 3 1092 364 P-S 1
690 230 T-P 1 1149 383 G-S 1
723 241 K-1 1 1152 384 E-G 2
726 242 T-A/S 2 1326 442 T-A 1
744 248 Q- 1362 454 T-1 30
H/R/P

747 249 E- G/V 3 1422 474 S-P 1
762 254 G-R 4

Sustituciones en 167 cepas respecto a la cepa de Colombia més antigua (1985).
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Tabla 5. Sustituciones homadlogas de aminoacidos en la proteina E de DENV-1 de Colombia

(1998-2017).

Posicion Posicion Cepas:
Cambio.  Cepas: # Cambio
Gen Proteina Gen Proteina #
16 6 V-1 171 1026 342 E-D 1
23 8 N-S 6 1095 365 V-I 1
100 34 M-I 1 1134 378 I-L 2
165 55 V-1 2 1140 380 V-L 1
279 96 F-L 5 1146 382 A-V 1
462 154 E-D 1 1161 387 L-W 1
696 232 N-S 1 1275 425 M-I 164
720 240 F-L 3 1290 430 T-S 4
729 243 A-V 1 1296 432 M-V 171
750 250 V-L/IM 4 1308 436 V-L 4
834 278 I-F 1 1329 443 A-V 4
867 289 M-I 1 1371 457 -V 21
1011 337 F-I 1 1446 482 V-I 1

Sustituciones en 167 cepas respecto a la cepa de Colombia més antigua (1985)
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Tabla 6. Parametros evolutivos y de diversidad de los linajes DENV-1 de Colombia
Haplotipos
Variante tMRCA (95% HPD) TE (95% HPD)
NuUmero H DS

V2 1997 (1997-1998) 1.66x107 (1.85x 10*- 3.83x 103) 21 0.986+0.018
V3 2002 (2000-2004) 2.86x102 (6.64x10%-5.91x107%) 35 0.994+0.009
V4 2002 (1999-2004)  9.07x10%* (1.95x10°-2.47x10?) 0.983+0.006
V5 2004 (2002-2006) 7.29x10* (5.79x10°-1.89x107%) 56 0.994+0.009

tMRCA:ancestro comun maés reciente. TE: tasa evolutiva promedio; HPD (highest probability

density): intervalo de credibilidad. h+DS: diversidad haplotipica - desviacion estandar.

Tabla 7. Pruebas de neutralidad estimadas para DENV-1 de Colombia.

Poblacién dN/dS p Tajima’sD p Fu’s FS p
Total -9.387 <0.001 -2.018 <0.05 -23.780 <0.001
V2 -5.464 <0.001 -1.594 <0.05 -2.895 <0.05
V3 -6.916 <0.001 -1.449 <0.05 -19.518 <0.001
V4 -2.375 <0.012 -1.129 <0.05 -1.721 <0.05
V5 -7.265 <0.001 -1.691 <0.01 -24.208 <0.001
Dominios proteina E
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Figura 9. Analisis de presion de seleccién en secuencias de la proteina E de DENV-1 de

Colombia. Dominio: DI (Amarillo), DIl (Rojo), DI (Azul). En verde coddn bajo presiéon de

seleccion positiva, en gris codones bajo presion de seleccion negativa (p<0.1).



DIVERSIDAD GENETICA DE DENV-1 DE COLOMBIA 47

4.4 Analisis demogréfico. La reconstruccion reveld incremento constante y de tipo oscilante
de la diversidad genética, expresada como el tamafio efectivo de la poblacion viral (Ne) (Figura
10). fue mayor a partir de 2009, antes de la epidemia de 2010, coincidiendo con co-circulacion de
cuatro variantes genéticas (V2, V3, V4 y V5); se redujo en 2011 cuando cepas de la variante V2
no se detectaron; un segundo incremento se reveld antes de la epidemia de 2013 coincidiendo con

co-circulacion de las variantes V3 y V5; y luego se redujo en 2015-7.
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Figura 10. Demografia de DENV-1 de Colombia e incidencia del dengue. Reconstruccion del tamafio
efectivo de la poblacion (Ne) usando inferencia bayesiana coalescente (Bayesian Skygride), incluye cepas
de 1998-2017 (n=168). Las barras horizontales representan las variantes genéticas (V1-V5) del serotipo.

E1-E3 son afios epidémicos.
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4.5 Secuencia de la proteina E-DENV-1 de Colombia versus virus CYD-TDV1. Se
encontraron 63 sustituciones de aminoacidos en cepas de Colombia de las cuales 12 fueron
comunes en todas (Figura 11). EI mayor nimero de sustituciones (28 de 63) se encontraron en el
dominio DIII, la mayoria (n=21) sinénimas. En los dominios DI y DIl se encontraron
respectivamente, 9 y 10 sustituciones no-sinénimas y son de baja frecuencia en la poblacién viral.
Del total de sustituciones, cuatro son no-sindnimas en el dominio 111 en las posiciones: 39 (Acido
aspartico-Asparagina), 161 (Adenina-treonina), 369 (Adenina-treonina) y 494 (Glutamina-
Glicina), la sustitucidn 369 se encontro en todas las cepas de Colombia. En un intento de evidenciar
si las sustituciones modifican la estructura 3D de la proteina, se hizo modelamiento por homologia
con la proteina 3J2p, sin embargo no se encontraron diferencias entre cepas locales y el virus de

la vacuna Dengvaxias (RMSD < 0.3A).
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Figura 11. Andlisis comparativo de la secuencia de aminoacidos de la proteina E de DENV-1 de Colombiay del virus CYD-TDV1. A, érbol
filogenético ML mostrando los virus de Colombia (azul, genotipo V) y el virus vacunal (*rosado, genotipo I). B, alineamiento de amino&cidos de
cada dominio (1, rojo; I, amarillo; 111, azul) de la proteina realizado con el programa Mega 7: los colores indican aminoéacidos disimiles y la carencia
de color aminoéacidos iguales.
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El analisis de prediccion de epitopes revelé un numero similar de regiones inmunogénicas en los
virus de Colombiay el CYD-TDV1: 16-18 versus 18 (Figura 12). Las sustituciones (n=6) comunes
en las cepas de Colombia estan en epitopes de reconocimiento por linfocitos B (Tabla 8, Figura
13). Los epitopes predichos fueron comparados con epitopes reportados en la base de datos
Immune Epitopo Database And Analysis Resource (Blast del 70%) y se encontraron varios
reportados para DENV-2. Se destacan los epitopes en las regiones 33-41, 144-176 y 218-233 para

interaccion con anticuerpos neutralizantes con sustituciones no-sinénimas.
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Figura 12. Analisis comparativo de las regiones inmunogénicas a lo largo de la proteina E de
DENV-1. Se incluyeron cepas locales representantes de cada subpoblacion viral. Regiones

predichas con base en el indice de propension en amarillo y regiones no inmunogénicas en verde.
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Tabla 8 Epitopes lineares en la proteina E-DENV-1 de reconocimiento por linfocitos B con
sustituciones de amino&cidos

Epitope Posicion  Virus CDY-TDV1 Virus de Colombia

A 33-41* TTMAKNKPTL TTMAKDKPTL

B 144-176* HTGDQHQVGNETTEHGTIA HTGDQHQVGNESTEHGTTATI
TITPQAPTSEIQLT TPQAPTSEIQLT

C 218-233  LPWTSGASTSQETWNR LPWTSGATTSQETWNR

D 326-352* YEGTDAPCKIPFSTQDEKG  YEGTDAPCKIPFSTQDEKGVT
VTONGRLI QNGRVIT

E 356-376  PIVTDKEKPVNIETEPPFGE
S PIVTDKEKPVNIEAEPPFGES

f 394-399  KGSSIG KGSTIG

*: Reportados por (Thirawuth et al., 1989) Sustituciones en rojo.

Figura 13. Estructura 3D de la proteina E de DENV-1 de Colombia. Se presentan sustituciones
de aminoacidos respecto al virus CYD-TDV1: D: acido aspartico; T: treonina; S: serina; V: valina,
A: alanina. El analisis se hizo usando Phymol
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5. Discusion. El patron epidemioldgico del dengue en Colombia se caracteriza por ciclos
epidémicos con oscilaciones del serotipo dominante (Villar et al. 2015; Padilla et al. 2010). En
Santander entre 1998-2017, DENV-1 tuvo un patron oscilante en predominancia hasta 2010: 54%,
5.1%; 50.0% Yy en los siguientes afios continué como el dominante (48.1%) hasta 2017. En los
periodos de dominancia ocurrieron epidemias. El presente trabajo documenta la diversidad
genetica de la poblacion de DENV-1, presente en el periodo 1998-2017, basada en el polimorfismo

del gen de la proteina de la envoltura viral.

DENV-1 es altamente diverso y una expresion es su agrupacién en cinco genotipos (Chen &
Vasilakis 2011). La poblacidn viral analizada en este estudio resulté genotipo V como el de otras
cepas aisladas en el pais (Mendez et al., 2010; Ocazionez et al., 2013). Varios anlisis filogenéticos
bien soportados demuestran que el genotipo V es el serotipo que se ha reportado en Las Ameéricas
y El Caribe (de Bruycker-Nogueira et al., 2016; Villabona et al. 2013; Allicock et al. 2012). No es
posible descartar que otro genotipo esté presente, esto podria explicarse debido a que los viajes
desde Colombia hacia paises asiaticos se han incrementado, proporcionando el escenario para
introducciones de cepas que no se han detectado por la vigilancia rutinaria, ya que esta solo reporta

el nimero de casos de DENV vy el serotipo mas frecuente.

Existe evidencia suficiente soportando el concepto de que la diversidad genética de DENV es
una caracteristica que configura su patron de propagacién (Costa et al.,2012; Hapuarachchi et
al., 2016; Lee et al., 2012). La diversidad genética le permite al virus responder y adaptarse a
cambios de los hospederos y del ambiente que pueden resultar en su extincién por lo general

genera un linaje de cepas con mayor aptitud bioldgica (Hapuarachchi et al., 2016. Pollett et al.,
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2018). En este estudio se evidencia la alta diversidad de DENV-1 de Colombia, el analisis
filogenético reveld cinco grupos genéticos distintos cuatro de los cuales se pueden considerar
linajes con base en la topologia del arbol y probabilidad posterior mayor a 0.9. Con los mismos
parametros usados en estudio, la presencia de varios linajes de DENV-1 se documentd en
Brasil (de Bruycker-Nogueira et al., 2015, 2016) y otros paises de América (Allicock et al.

2012).

Los linajes de DENV-1 de Colombia pueden ser producto de introducciones de cepas
genéticamente distintas que establecieron propagacion. El andlisis filogenético combinando
secuencias de Colombia y Ameérica sugiere introducciones: las cepas del V3 aparecen
agrupadas con cepas de Venezuela y Brasil, algunas cepas antiguas aparecen mezcladas con
cepas de otros paises. Esta distribucion sugiere trafico de virus entre varios paises y Colombia.
En un analisis filogeogréfico realizado en el laboratorio (Jiménez et al., 2017) se evidenciaron
tres introducciones, la mas reciente en 1993 que podria corresponder a cepas del V2 (tMRCA
alrededor de 1997) y del V1 (las mas antiguas) de este estudio. Este flujo viral de DENV-1
entre paises vecinos también ha sido documentado en otros estudios (de Bruycker-Nogueira et

al., 2016; Villabona-Arenas et 2013)

El analisis filogenético combinando secuencias de Colombia y América revel6 que los V3'y
V5 agrupan cepas exclusivas de Colombia. Los linajes podrian ser producto de otras dos
introducciones alrededor de 2002 (tMRCA 2001-4), algo que no fue posible evaluar debido a

la carencia de secuencias de otros paises de América (no disponibles en GenBank) del periodo
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2014-7. Otra posibilidad es que la poblacion diversifico in situ ya que los linajes agrupan cepas
recientes (2011-7) cuando el serotipo fue mas predominante y ocurrié una epidemia mayor.
Este evento esta documentado con poblaciones DENV-1 de otros paises (de Bruycker-
Nogueira et al., 2016; Hapuarachchi et al., 2016; Lee et al., 2012; Schmidt et al., 2011; Tang
etal., 2010; Villabona-Arenas et al., 2013). Existe evidencia suficiente soportando el concepto
que la diversificacion in situ es una caracteristica de DENV que le permite responder y
adaptarse a cambios del hospedero (hombre y mosquito) y del ambiente que pueden limitar su
propagacion y mantenimiento en la naturaleza (Costa et al.,2012; Hapuarachchi et al., 2016;
Lee et al., 2012). Otro hallazgo en este estudio es que las cepas de 1998-2002 (excepto una),
las dos mas antiguas (1985 y 1996) y una de 2013 conforman el grupo no-monofilético. Es
plausible que correspondan a introducciones esporadicas o que se propagaron por un limite de
tiempo. El analisis filogeografico del laboratorio que se menciond, revela dos introducciones

entre 1969 y 1973.

La tasa evolutiva refleja la magnitud de la diversidad genética de DENV y la poblacién de
Colombia (7.5 x10* s/n/y) analizada estéa en el rango de poblaciones de otros paises (Costa et
al., 2012; Allicock et al., 2012). No obstante, la tasa del V3 fue superior y una explicacién
posible es que agrupa cepas de varios paises lo cual lleva a mayor diversidad genética. Un
hallazgo similar documentado con DENV-1 de Brasil (de Bruycker-Nogueira et al., 2016). En
cuanto V4 y V5, donde se encuentran cepas que circularon entre los afios 2005 y 2010,
coincidiendo con la epidemia del 2009-2010, esto podria estar sugiriendo que DENV-1 en
estos periodos epidémicos evoluciona potencialmente mas rapido (Hapuarachchi et al., 2016).

El andlisis evolutivo de la poblacion DENV-1 del estudio usando aBSREL no reveld
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diversificacion episodica (seleccion adaptativa). La generacion de linajes se explican por
mutaciones mayormente silenciosas y quizas tengan valor adaptativo y pueden contribuir
potencialmente a la evolucidn del virus como se ha observado en otros virus ARN (Novella, et

al., 2004).

El anélisis demogréafico (Skygride) reveld incremento de la diversidad genética (Ne) de DENV-
1 coincidiendo con co-circulacion de dos o los tres linajes y precediendo las epidemias en 2010
y 2013. Esta coincidencia estd documentada para DENV-2, -3 y -4 de Puerto Rico (Bennett et
al., 2010; Santiago et al., 2012). En este estudio no se pudo conocer si esa coincidencia es
significante o no debido a que no se cuenta con datos oficiales del nimero de infecciones por
DENV-1 que ocurrieron en el periodo del estudio. Esto debido a que el sistema de vigilancia
actual se basa en informar el nimero de casos de DENV Yy el serotipo de los casos febriles
reportados después del quinto dia de inicio de sintomas, lo que reduce el muestreo solo a los
pacientes con sintomatologia que acuden al sistema de salud. Los periodos de reduccion de Ne
observados en el andlisis podrian explicarse por presién inmune del huésped, lo cual genera
cuellos de botella que puede llegar a generar perdida de la aptitud bioldgica. La proteina E es
el principal blanco de la respuesta inmune y puede estar sujeta a cambios adaptativos para

evadirla, favoreciendo la diversidad genética (Hapuarachchi et al., 2016; Clarke et al., 1993).

El analisis comparativo de secuencias E-DENV-1 de Colombia respecto al homdélogo en la
vacuna Dengvaxia revel6 7 sustituciones de aminoacidos comunes en todas las cepas, cuatro

cambios aminoacidicos homdlogos, dos cambios de un aminoacido hidréfobo a uno polar (161
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I-T, 369 T-A y un cambio de aminoé&cido polar por uno cargado negativamente (37 N-D). El
epitope TTMAKDKPTL (33-41) que se ubica en el DI de la proteina E es reconocido por el
mADbIF4 (Fibriansah et al., 2014; Rabaa et al., 2017), esta region inmunogénica con respecto a
la vacuna cambia en un aminoacido de diferente naturaleza (37N-D), se ha demostrado que
aminoacidos cargados son importantes ya que favorecen la interaccion de epitopos con los

anticuerpos (Strauss et al., 1991).

El Epitopo HTGDQHQVGNETTEHGITATITPQAPTSEIQLT (144-176) se ubica en la
region bisagra DI-DII de la proteina E, esta zona es uno de los principales epitopos de esta
proteina que provoca una respuesta de Ab neutralizantes tipo especifica (Fibriansah et al.,
2014), este Epitope es reconocido por los anticuerpos neutralizantes para DENV-1 mAb19¢10-
I, mAb19c10-11 y mAbIF4 (Rabaa et al., 2017), este epitopo con respecto a la poblacion de
virus de Colombia presenta dos cambios, uno homdlogo y otro donde hay un cambio de un
aminoacido hidr6fobo a uno polar, los aminoacidos polares tiene un papel importante en las

estructuras, ya que hacen parte de centros funcionales.

Hasta donde la autora ha revisado la literatura, este es el primer estudio en Colombia sobre
DENV-1 que usa el mayor nimero (n=168) de secuencias del gen E y del mayor periodo de
tiempo (19 afios; 1998-2017) que estan disponibles a la fecha. Sin embargo no existe un
muestreo homogéneo en el nimero de secuencias en todos los departamentos, como se pudo
observar el departamento de Santander es quien aporta mayor nimero de secuencias durante

la mayoria del periodo del estudio, al igual que la incapacidad de secuenciar todas las cepas



DIVERSIDAD GENETICA DENV-1 DE COLOMBIA 57

disponibles en el CINTROP y la utilizacion de genomas completos, ya que se esta obviando la
informacidn que otros genes, por otro lado la falta de secuencias de cepas virales que no se
captan con el monitoreo convencional del virus (PCR y aislamiento primario) limita las
conclusiones; esto debido a que pueden estar circulando otras variantes genéticas que aporten

datos que desvirtten las conclusiones de este estudio.

6. Conclusiones

La poblacién DENV-1 de Colombia del periodo 1998-2017 corresponde a cepas del genotipo
V, posee estructura genética conformada por cinco grupos co-temporales de los cuales cuatro
son linajes que evolucionaron de manera independiente a partir de ancestros comunes

alrededor de 1999, 2002 y 2004.

Los hallazgos del estudio sugieren que la propagacién de DENV-1 en Colombia es facilitada
por incremento de su diversidad genética, favorecida en mayor proporcion probablemente por
diversificacion in situ mas no por diversificacion adaptativa, esta diversidad genética parece

haber contribuido al mantenimiento y expansion del serotipo.

La poblacion DENV-1 analizada sigui6 el modelo evolutivo purificante con tasa de sustitucion
nucleotidica semejantes a las de poblaciones del mismo y otros serotipos de paises de América

y El Caribe.
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e No se pudo establecer el tipo de relacion entre el patron temporal de la diversidad genética, la

predominancia del serotipo e incidencia de casos.

e La proteina E de DENV-1 de Colombia difiere en aminoacidos de epitopes para linfocitos B
respecto al homologo de la vacuna Dengvaxia, o que podria cambiar la reactividad de los
anticuerpos inducidos por vacunacion. Para evaluar esto se requiere analisis usando varios

ensayos biologicos.

e Se requiere investigacion para precisar la contribucion de DENV-1 al mantenimiento de la

endemia y ocurrencia de epidemias de dengue en Colombia.
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