UNIVERSIDAD NACINAL DE COLOMBIA

ANALISIS DE DETERMINANTES GENETICOS
DE VIRULENCIA EN CEPAS DEL VIRUS
DENGUE TIPO 2

Katherine Dayanna Laiton Donato

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Posgrado Interfacultades en Microbiologia
Bogota, D. C.
Noviembre de 2015



UNIVERSIDAD NACINAL DE COLOMBIA

ANALISIS DE DETERMINANTES GENETICOS
DE VIRULENCIA EN CEPAS DEL VIRUS
DENGUE TIPO 2

Katherine Dayanna Laiton Donato

Trabajo de grado para optar al titulo de:

Magister en Ciencias - Microbiologia

Director:
José Aldemar Usme Ciro. BSc., MSc., PhD.

Investigador Asociado. Laboratorio de Virologia. Instituto Nacional de Salud - INS

Codirector:
Clara Isabel Bermidez Santana. BSc., MSc., PhD.

Profesora Asociada, Departamento de Biologia. Universidad Nacional de Colombia sede
Bogota

Universidad Nacional de Colombia
Facultad de Ciencias
Posgrado Interfacultades en Microbiologia
Bogota, D. C.
Noviembre de 2015



Al Seror amor /@ﬁfw L, por sonarme y pernitirme Ser quen Sog,

A ni Mamid 4 %fa guienes son amor, g/e/f(/ﬁ/a y molivacion,



AGRADECIMIENTOS

Al Doctor José Usme, quien como docente y director me brindé su confianza
absoluta y me permitié tener autonomia en el proceso de formacion académica.
Porque es verdaderamente satisfactorio ser integrante en su equipo de

investigacion y es el reflejo del profesional idoneo que debo ser.

A la Docente Clara Bermudez, quien me acogid en su grupo de investigacion y me

orient6 de la mejor manera durante el desarrollo de mi proyecto de grado.

A Daniela y Diego, los mejores compafieros y amigos del laboratorio, por ser mi
soporte en los éxitos y fracasos durante las arduas pero agradables labores
diarias y porque me apoyaron completamente en momentos importantes de mi

proyecto de grado.

Al Grupo de Virologia del Instituto Nacional de Salud, por permitirme

desempefiarme a nivel profesional en algo que me apasiona en la vida.

A la Docente Martha Fontanilla, quien me permiti6 aprender a valorar lo

gratificante que puede ser la labor docente.

A Soco, por brindarme su amistad y consejos Unicos en los contratiempos y

decisiones dificiles durante mi permanencia en la maestria.
A Saray y Francy, por su amistad incondicional, consejos y risas.

A todos los integrantes de mi Familia, en quienes siempre encuentro el sentido y el

aliento para afrontar el camino.

A las demas personas que no alcance a nombrar, pero que son igualmente

valiosas, por su amistad y consejos.

A COLCIENCIAS, por la financiacion del proyecto “Busqueda de determinantes de
virulencia en el genoma del virus dengue y su potencial contribucion a la
patogénesis del dengue grave durante las dos ultimas epidemias en Colombia” del

cual se enmarca el presente proyecto.



TABLA DE CONTENIDO

ABREVIATURAS .ttt ettt s et s e nnn e e s e e e nnn e e nnneeennne s 10
L. RESUMEN. ...ttt ettt h e bt b et e s a bt e e e bb e e shbe e et b e e embeeanbe e e sbbeeanbeaennneas 11
L AB ST RACT otttk E e s 12
2. INTRODUGCCION ..ottt ettt s e se st b s e st bene s s s enens 13
2.1 Epidemiologia del deNQUE.......cc.uiiiiiiie e e e e e e 13
2.2 ESTIUCTUIA GBNELICA .....uutiiiiii et e e e e e e st e e e e e s e s nantraa e e e e e e e e e sanrannees 14
2.3 CiIClO FEPIICALIVO ..uuutiiiiiiiiiiiiiiiiiii s s 15
2. 4 Clasificacion genética de DENV ...ttt 17
2.5 Factores del hospedero involucrados en la patogeénesis .......occueveiviieeiniiiee e 18
2.6 Determinantes genéticos de VIFUIENCIA .....cuueviiiiiiiiiiiiiie e 19
B ANTECEDENTES ... s 24
A, PROB LEM A L 28
5. OBUIETIVOS ...ttt ettt h e h e s bt s h bttt e b et st et e nan e nnb e nb e nnne e ennes 30
5.1 ODjJELIVO GENETAI ....uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiii s 30
5.2 ODjJEtiVOS ESPECITICOS .uutiiiiiiiiiiiiieie et e e e e e e e s e re e e e e e e e enrarnees 30
6. METODOLOGIA ..ottt ettt ettt s et s e s s 31
6.1 CUILIVO A€ CAIUIAS ...ttt ettt ettt nbn e sabe e 31
6.2 SElECCION A€ 1S MUESTIIAS ...oiiieeiieiiee et er e e e e e s e e e e e e s s s nnnr e e e e e e e e e nnnreeneees 31
LRSI NS - Ta V=T 0 o BT - O 31
L g = Lo o3 Lo o K=Y SO 32
6.5 STNTESIS U8 CDNA ... . e r e e s e s e e e e e e e s s n st e e e e e e s s annstaaaneeaeeeesnnnnannnees 32
6.7 Amplificacion del gen de la envoltura viral ..o 33
6.8 Amplificacion de la region 5’ UTR ... 33
6.9 Purificacion de productos de PCR .........ciiiiiiiiiiiice e 35



6.10 Secuenciacion automatica usando nucle6étidos terminadores .......ccceeveevvvvevvvceeeeeeeeens 35

6.11 ANALISIS fIIOGENELICO ettt b e sae e st e e nbe e e sabeeenees 36
6.12 Analisis de determinantes genéticos de VIirulencia........ccccooeeriieeiiiieniie e 37
6.13 Prediccion in silico de estructuras secundarias de ARN ........ccccooviiiiiniieiiiee e 37
6.14 Titulacion mediante ensayo de PlaCa......cccueeieeeiiiiiiiiiiiie e 38
6.15 Curvas de Crecimiento d€ UN PAS0O......ccccuiiiiieeeeiiiiiiieie e e e e s st e e e e e e s s snntrrae e e e e e e s s nnrannees 39
6.16 ANAIISIS ESTATISTICO ..eiiiiiiiiie it 39
7. RESULTADOS . ..ottt s 40
7.1 Seleccion de MUESEras CHINICAS .....eeiviiiiiie e 40

7.2. Caracterizacion molecular del gen de la envoltura de cepas de DENV-2 presentes en
(070110 Y 111 o1 = 1SS 42

7.3 Presencia en Colombia de diferentes linajes del genotipo Asiatico/Americano de
DEIN V-2, ittt e e e e et e e e e et et t e eeeeeee—a e e eeeeaa— i aaaaetaeraaaaans 43

7.4. Evidencia de seleccién purificadora a nivel de codones en el gen de la envoltura de
DENV -2, ittt ettt bbbt bR bt b e ekt eh e SRt R e e oAbt e Rt e be e nbeeehe e ebaeenbeenbeenre e 50

7.5. Amplificacién y secuenciacion de la region 5’UTR de DENV-2.............ccccccceiiiiiiinneen. 52

7.6 Las estructuras secundarias de la regiéon 5’UTR y del gen E de DENV-2 no se
relacionan con la severidad de la enfermedad. ..........cccocviriiiiiiie i 53

7.7 Las caracteristicas fenotipicas in vitro de las cepas de DENV-2 no indican cambios

asociados con la severidad de la enfermedad. ........ccocooeiiieeeiiii e 59
8. DISCUSION. ...ttt ettt e e 64
8. 1 Contribucién del genotipo viral ala patogénesis ......ccceeviiiieiiiiiie i 66

8.2 Evidencia de seleccién purificadora y de sustituciones compensatorias putativas en
regiones gendmicas codificantes y N0 cOdifiCantes. ...cccuvvvveeii i 67

8.3 Caracterizacion fenotipica in vitro y su relacion con los determinantes genéticos de

A AL RU1 =] o = OO TP PP PO PP PUPRPPPRPRPP 70
8. CONCLUSIONES ...ttt ettt st she e a e ettt et e e sb e e et et es e e enteebeesneesreeeneeanee 72
0. PERSPECTIVAS ... ettt ettt sttt sttt bttt et e et e e e ae e e st e e be e sbeesaeesaeeanbe e beenbeenaeenenas 73
10. REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS ......ocviuiiiieieieicietee ettt 74



LISTA DE TABLAS

Pag.
Tabla 1. Determinantes genéticos de virulencia en DENV-2 22

Tabla 2. Incidencia de dengue, dengue grave y mortalidad por dengue 29
en Colombia durante el periodo 2007-2015.

Tabla 3. Listado de cepas de DENV-2 incluidas en el estudio y 41
caracteristicas clinicas asociadas.

Tabla 4. Listado de codones seleccionados negativamente. 49

Tabla 5. Estabilidad termodinamica de los elementos estructurales 54
presentes en el 5UTR de DENV-2

Tabla 6. Estabilidad termodinamica de los elementos estructurales 56
presentes en el gen de la envoltura de DENV-2.

Tabla 7. Validacion de SLA en Rfam 57

Tabla 8. Correlacidén entre sustituciones compensatorias putativas o 57
apareamientos no canonicos y codones seleccionados
negativamente.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1. Ciclo intrinseco de replicacion de DENV. Pfﬁg'
Figura 2. Inmunopotenciacién dependiente de anticuerpos (ADE). 19
Figura 3. Determinantes genéticos de virulencia en el genoma viral. 19
Figura 4. Proteina de la envoltura. 21
Figura 5. Disefio del ensayo de placa para titulacion de DENV-2 38
Figura 6. Imagenes representativas del efecto citopatico generado por la 40
infeccién con DENV-2 en células C6/36.

Figura 7. Amplificaciéon del gen E mediante RT-PCR. 42
Figura 8. Ensamblaje parcial del gen E. Imagen representativa de la calidad de 43
los electroferogramas y la profundidad de la secuenciacion.

Figura 9. Variabilidad genética en el gen E de cepas colombianas de DENV-2. 44

Figura 10. Variabilidad en los aminoacidos de la proteina de envoltura de cepas 45
colombianas de DENV-2.

Figura 11. Reconstruccion filogenética del gen E de DENV-2, mediante 47
Inferencia Bayesiana.

Figura 12. Reconstruccion filogenética del gen E de DENV-2, mediante el 48
método de distancia NJ.

Figura 13. Amplificacion de la regién 5 UTR. 51
Figura 14. Electroferogramas representativos de la region 5 UTR. 52
Figura 15. Alineamiento y estructuras secundarias de la regién 5 UTR. 53
Figura 16. Alineamiento en el gen E. 54
Figura 17. Estructuras secundarias en el gen E. 55
Figura 18. Ubicacion de las cuatro estructuras secundarias en el gen de la 56
envoltura.

Figura 19. Titulacion mediante ensayo de placa a las 6 hpi 58
Figura 20. Titulacion mediante ensayo de placa a las 12 hpi 59
Figura 21. Titulacion mediante ensayo de placas a las 24 hpi 59



Figura 22. Titulacion mediante ensayo de placa a las 36 hpi
Figura 23. Titulacion mediante ensayo de placa a las 48 hpi
Figura 24. Curvas de crecimiento en cepas asociadas a dengue grave.

Figura 25. Curvas de crecimiento en cepas asociadas a dengue sin signos de
alarma.

Figura 26. Comparacion curvas de crecimiento segun clasificacion clinica

Figura 27. Determinantes genéticos de virulencia y caracteristicas fenotipicas

in vitro.

60

60

61

62

63

64



ABREVIATURAS

ADE
ARN
DENV
DENV-2
hpi

mi

I

OMS

PCR

RARP

UTR

Inmunopotenciacion dependiente de anticuerpos.

Acido ribonucleico.
Virus dengue.

Virus dengue tipo 2.
Horas post infeccion
Mililitros.

Microlitros.

Organizacion Mundial de la Salud.

Reaccion en cadena de la polimerasa.

Pares de bases.
ARN polimerasa dependiente ARN

Region no traducida.

10



1. RESUMEN

El virus dengue (DENV) es el agente etioldgico del dengue, una de las enfermedades
mas importantes transmitidas por vector y es segun la Organizacién Mundial de la
Salud (OMS). Anualmente DENYV afecta 50 - 200 millones de personas en el mundo y
en Colombia se estima que casi 24 millones son susceptibles a la infeccion con el
virus. Durante el periodo 2013 — 2015 se notificaron 669,631 casos de dengue en el
pais.

Clinicamente, la enfermedad se clasifica como dengue (con y sin signos de alarma) y
dengue grave el cual puede ser fatal. Aunque el principal factor asociado a la
severidad es la ocurrencia de infecciones secundarias por serotipos heterélogos
llevando a una potenciacion mediada por anticuerpos, un numero creciente de
estudios sugiere la existencia de determinantes genéticos de virulencia en diferentes
regiones del genoma viral y asociados a la severidad de la enfermedad.

El objetivo fue identificar potenciales determinantes genéticos de virulencia asociados
en cambios fenotipicos in vitro en cepas de DENV-2 y en el desarrollo de los
diferentes cuadros clinicos de la enfermedad.

La estrategia metodolégica desarrollada en esta investigacion incluyd seleccién de
muestras de suero serotipificadas como DENV-2 y de pacientes con dengue y dengue
grave. Posteriormente, se realizo aislamiento viral, amplificacion y secuenciacion del
gen de la envoltura y de la region 5 UTR. Por medio de alineamiento de secuencias y
andlisis filogenético se determinG el genotipo viral y las relaciones evolutivas entre
cepas. Se identificaron estructuras secundarias conservadas de ARN mediante el
andlisis in silico. Finalmente fueron observadas infecciones in vitro por medio de
curvas de crecimiento a diferentes tiempos post-infeccion y tituladas mediante ensayos
de placa.

Todas las cepas analizadas pertenecen al genotipo Asiatico/Americano y se ubicaron
en dos linajes genéticos. Las mismas estructuras secundarias conservadas estuvieron
presentes en todas las cepas. En las regiones gendmicas analizadas no se
identificaron potenciales determinantes genéticos de virulencia y la caracterizacion in
vitro no revela que existan diferencias significativas entre las cepas asociadas a los
diferentes cuadros clinicos.

Se concluye que no es posible establecer ninguna asociacién entre determinantes
genéticos de virulencia con las caracteristicas in vitro de las cepas, ni con los distintos
cuadros clinicos de la enfermedad, aunque se identifican posibles estructuras
secundarias con algun tipo de funcionalidad potencial no conocido hasta el momento.

Palabras clave: virus dengue, virulencia, patogénesis, dengue grave, técnicas in vitro.
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1. ABSTRACT

The Dengue Virus (DENV) is the Etiologic Agent of dengue, one of the most important
vector-borne diseases, according to the World Health Organization (OMS). Annually
the virus affects around 50-200 million people in the world and in Colombia it is
estimated that nearly 24 million are susceptible to infection with the virus. During the
period 2013 - 2015 669,631 cases of dengue fever were reported in the country.

Clinically, the disease can be classified as dengue (with and without warning signs)
and severe dengue which can be fatal. Although the main factor associated with the
severity is the occurrence of secondary infections by heterologous serotypes leading to
antibody-mediated enhancement (ADE), a growing number of studies suggest the
existence of genetic determinants of virulence in different regions of the viral genome
of DENV, possibly associated with the development of different clinical presentation.

The objective of the research was to identify potential determinants of genetic virulence
associated with phenotypic changes in vitro in strains of DENV-2 and the development
of different clinical presentation of the disease.

The methodological strategy developed in this research includes selection of serum
samples serotyped as DENV-2 and patients with dengue and severe dengue.
Subsequently, viral isolation, amplification and sequencing of the 5'UTR and envelope
gene was performed. Through sequence alignment and phylogenetic analysis on viral
genotype and the evolutionary relationships among strains it was determined.
Conserved RNA secondary structures using in silico analysis identified. We were finally
observed in vitro infections through growth curves at different times post-infection and
titrated by plague assays.

All the strains tested belong to the Asian/American genotype and were placed into two
genetic lineages. The same conserved secondary structures were present in all strains.
In the genomic regions analyzed potential genetic determinants of virulence were not
identified and in vitro characterization does not reveal any significant differences
between strains associated with different clinical presentations.

In conclusion, is not possible to establish any association between genetic
determinants of virulence with the phenotypic characteristics of the strains, with
different clinical presentations of the disease, even though possible secondary
structures are identified with some kind of potential functionality not known until now.

Keywords: dengue virus, virulence, pathogenesis, severe dengue, In Vitro
Techniques.
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2. INTRODUCCION

2.1 Epidemiologia del dengue

El virus del dengue (DENV) es el agente etioldgico de la enfermedad conocida
como dengue; en el afio 2012, la Organizacion Mundial de la Salud (OMS)
determind que el dengue, es una de las enfermedades mas importantes
transmitidas por vectores (1, 2). En las regiones de clima tropical y subtropical
donde habita el vector, residen alrededor de 3600 millones de personas
susceptibles de infectarse con el DENV. Anualmente, entre 50 y 200 millones
de personas sufren la infeccion a nivel mundial, de las cuales 500,000
progresan a dengue grave y mas de 20,000 casos llegan a ser fatales (2, 3). A
nivel epidemiolégico, la enfermedad en Las Américas se caracteriza por un
patrén ciclico, con picos epidémicos cada tres a cinco afos (4). Durante la
altima década, Colombia ha estado entre los 10 paises que reportan el mayor
namero de casos de dengue a nivel mundial y en la region de Las Américas y
el Caribe ha ocupado el tercer lugar (1). Debido a la circulacion endémica del
vector Aedes aegypti en el 75% del territorio nacional, se estima que alrededor
de 24 millones de personas se encuentran en riesgo de infeccion por DENV (5).
Segun la Organizacién Panamericana de la Salud (OPS/PAHO), durante el
periodo comprendido entre 2007 y 2015, en Colombia se notificaron 669.631

casos de dengue, 35.804 casos de dengue grave y 814 muertes (6-8).

En el aflo 2009, la OMS, establecié un sistema de clasificacion del dengue
basado en el grado de severidad de la enfermedad; cuyas categorias son el
dengue (con y sin signos de alarma) y el dengue grave. El dengue sin signos
de alarma se caracteriza por una enfermedad febril aguda en la que se
presentan dos o mas de los siguientes signos y sintomas: nauseas, emesis,
erupcion cutanea, mialgia, artralgia, leucopenia y prueba torniquete positiva; el
dengue con signos de alarma se caracteriza por la presencia de dolor
abdominal intenso, emesis persistente, sangrado de mucosas, letargo,

hepatomegalia, trombocitopenia y aumento del hematocrito; finalmente, el
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dengue grave se presenta a partir del cuarto o quinto dia de la enfermedad y se
caracteriza por la extravasacion de plasma, lo cual puede ocasionar choque
hipovolémico por fuga de liquidos al espacio intersticial, insuficiencia

respiratoria, sangrado grave y/o deterioro de 6rganos (9).

2.2 Estructura genética

El (DENV) pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae; con un
diametro de 40-50 nm, la membrana lipidica envuelve la capside icosaédrica y
su genoma es una hebra de ARN de polaridad positiva con una longitud
aproximada de 11 kb; el cual posee regiones no traducidas en los extremos 5’ y
3 (’UTR y 3'UTR, respectivamente) y un marco de lectura abierto que codifica
para una poliproteina de aproximadamente 3400 aminoacidos (10), la cual es
posteriormente procesada por proteasas celulares para dar origen a las
proteinas estructurales [Capside (C), pre-Membrana/Membrana (prM/M) vy
Envoltura (E)] y no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)
(11, 12).

El genoma ARN del DENV, principalmente en las regiones 5’ y 3’'UTR, posee
estructuras secundarias conservadas, las cuales han sido bien caracterizadas
en relacién con su presencia y funcion (13). La regién 5’UTR tiene una longitud
entre 94 y 101 nucledtidos, y presenta dos elementos estructurales
conservados en la familia Flaviviridae, denominados Stem-Loop A (SLA) y
Stem-Loop B (SLB), separados por una secuencia homopolimérica de uracilo
(14, 15). Se ha demostrado un papel critico del elemento SLA en la traduccién
y en la sintesis del ARN viral mediante su interaccion con factores celulares
(proteina La) y virales (ARN Polimerasa dependiente de ARN (RdRP)) (16, 17).
Por otro lado, mas alld de su estructura primaria, se ha demostrado la
importancia del elemento SLB en la sintesis del ARN y produccién viral en

células del insecto vector (18) .

La regién 3’ UTR tiene una longitud aproximada de 450 nucledtidos y presenta

tres dominios principales: el dominio | o region variable (VR), con un tamafio
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de 50 — 120 nucleétidos y conformado por las estructuras SLB1, SLB2, SLBS3,
SLB4 y SLB5; el dominio Il contiene las estructuras conservadas DB1 y DB2,
importantes potenciadores de la traduccion al contienen varios nucleotidos de
adenina que reclutan proteinas de unién a poli-A. ElI dominio 1ll, es el mas
conservado y contiene los elementos denominados 3’'CS, 3’UAR y 3’SL (14).
Los elementos 3’'CS y 3'UAR son criticos para la circularizacion del genoma por
su complementariedad con los elementos 5'CS y 5’UAR, ubicados en la regién
5 del genoma viral (19, 20). El elemento estructural 3'SL compuesto por una
estructura de 79 nucleédtidos, es altamente conservado entre los flavivirus y
esta involucrado tanto en la traduccion, como en la sintesis del ARN viral (21,
22).

En la regidén codificante del genoma viral, estructuras secundarias han sido
identificadas exclusivamente para el gen de la Capside; alli se encuentran
algunos elementos estructurales como cHP y CCR1, importantes en el
reconocimiento del codén de inicio y el ensamblaje viral (23, 24), asi como las
secuencias S’UAR, 5CS y 5DAR, importantes para la circularizacion y

estabilizacion del genoma durante la replicacion viral (14) .

2.3 Ciclo replicativo

El ciclo de vida extrinseco del DENV, comienza cuando el mosquito hembra del
género Aedes (en América, Aedes aegypti), ingiere la sangre de un individuo
infectado; el virus se replica en las células epiteliales de su intestino medio y
luego las particulas virales son liberadas al hemocele y a las glandulas
salivares; finalmente, el mosquito infectado, pica a otro individuo inoculandole
el virus (25). En el ciclo de vida intrinseco (Figura 1) se plantea que el virus
tiene tropismo por células del linaje monocito - macréfago, células dendriticas,
hepatocitos, linfocitos y células endoteliales (26). La etapa de adsorcién y
entrada se instaura por la interaccion del dominio Ill la proteina E con los
receptores celulares parcialmente caracterizados, tales como heparan sulfato,
el receptor CD14, manosa, el receptor de la laminina de alta afinidad y DC-

SIGN (27). Estos receptores promueven la endocitosis en vesiculas recubiertas
15



con clatrina, que se transforman en endosoma temprano, seguido del
endosoma tardio que al estar fusionado con un lisosoma favorece la
disminuciéon del pH que lleva a la formacién de homotrimeros de proteina E.
estos cambios conformacionales permiten la fusion de la envoltura viral con el
endosoma, para liberar la nucleocépside al citoplasma donde es degradada por
proteasas celulares exponiendo el genoma viral (28).

(1) Endocitosis

Viri()n@ @ {'X
Endosoma

= %)
+ + . .z
+® (2) Fusién @ (7) Liberacién

< ; > (5) Traduccién \
(4) Replicacion
;-\\:\\’\’\ Ruta secretora

(3) Desnudamiento

(6) Ensamblaje

Figura 1. Ciclo intrinseco de replicacion de DENV. El proceso general de replicacién
incluye: 1) adsorcién y endocitosis del virion en la célula, 2) fusion de la envoltura viral
- endosoma, 3) desnudamiento o eliminacion de la cubierta proteica, 4) replicacion del
genoma viral, 5) traduccion y sintesis de proteinas, 6) ensamblaje y maduracion de

viriones en la ruta secretora y 7) liberacion de viriones al espacio extracelular.
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Durante el proceso de replicacion debe asegurarse la estabilidad del ARN, las
hebras de polaridad positiva del genoma se circularizan e interactian en las
regiones 5 y 3 UTR mediante la unidn de secuencias complementarias
denominadas 5 UAR, CS y 3’ UAR; lo anterior permite que la estructura tallo-
bucle A (SLA) presente en los primeros 70 nucleotidos del extremo 5" UTR sea
reconocida por la ARN polimerasa dependiente de ARN y se realice la sintesis
de cadenas de ARN de polaridad negativa (29); a su vez estas cadenas sirven
como moldes para la sintesis de nuevas cadenas de ARN de polaridad positiva,
para ser traducidas en los ribosomas asociados al reticulo endoplasmatico
rugoso son traducidas dando lugar a la formacién de la poliproteina, la cual es
procesada por proteasas celulares y virales para originar las proteinas virales
(29). Durante el ensamblaje viral, el ARN gendmico junto con la proteina C,
forman la nucleocéapside, luego la particula viral sigue la ruta secretora; en el
reticulo endoplasmatico rugoso la proteina prM/M, se une con el domino Il de la
proteina de envoltura formando heterodimeros, luego en el aparato de Golgi, la
proteina de envoltura cambia conformacionalmente formando homodimeros y
se fusiona con la membrana celular, liberando el viribn mediante exocitosis al
espacio extracelular, la proteasa celular furina escinde el péptido pr de la
proteina M (29).

2. 4 Clasificacion genética de DENV

El DENV ha sido clasificado en 4 serotipos (DENV-1 a DENV-4) segun sus
propiedades antigénicas (30); ademas existe una amplia diversidad genética
intra-serotipo, que mediante analisis filogenéticos ha permitido evidenciar
grupos monofiléticos denominados genotipos (31, 32). A su vez, la variabilidad
al interior de cada genotipo ha permitido la identificacion de linajes genéticos o
clados (33). Hasta la fecha, se han definido 5, 6, 5 y 4 genotipos para DENV-1
a DENV-4 respectivamente (34-38). Especificamente para DENV-2, los
genotipos establecidos son: | (Asiatico 1), |II, llla (Asiatico 1), b
(Americano/Asiatico), IV (Cosmopolita), V (Americano) y genotipo selvatico (31,
35) . Aunque es comun que en una region geografica determinada solo circule

un genotipo de DENV, se ha evidenciado que la introduccion de un nuevo
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genotipo puede llevar a la extincion del genotipo local y a cambios drasticos en
la epidemiologia de la enfermedad (39).

2.5 Factores del hospedero involucrados en la patogénesis

En la actualidad no se ha esclarecido completamente el mecanismo que causa
el desarrollo de dengue grave. El principal factor asociado a la severidad de la
enfermedad es la respuesta inmune en infecciones secundarias que resulta en
inmunopotenciacion dependiente de anticuerpos (ADE) (Figura 2). Durante una
primera infeccibn se generan anticuerpos homotipicos tipo IgG contra el
serotipo infectante y anticuerpos heterotipicos no neutralizantes; en una
segunda infeccion con otro serotipo, los anticuerpos heterotipicos forman
complejos inmunolégicos con los antigenos virales (reaccién cruzada) y
facilitan la internalizacidn del virus, a través de receptores Fc-y presentes en la
membrana de las células mononucleares — fagociticas, lo que facilita la
replicacion viral (40). Otros factores relacionados con el hospedero humano,
gue podrian determinar la severidad de la enfermedad incluyen la edad (siendo
los nifios mas propensos a desarrollar dengue grave, por una mayor
permeabilidad vascular) (41); la raza negra es menos propensa a desarrollar
dengue grave (42), la presencia de determinados alelos del antigeno
leucocitario humano (HLA) HLA B*52, A*0207 y A*31 (43) y la presencia de
enfermedades cronicas de base como hipertension y diabetes (44).
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Figura 2. Inmunopotenciacién dependiente de anticuerpos (ADE) Los anticuerpos

heterotipicos permiten la endocitosis del virién el cual se replica en la célula.
2.6 Determinantes genéticos de virulencia

El desarrollo de dengue grave también ha sido asociado a la virulencia del
agente infeccioso, mediada por sus caracteristicas genéticas, bioldgicas,
quimicas y estructurales (45). En la secuencia genémica de DENV algunas
sustituciones nucleotidicas en regiones codificantes y no codificantes, se
consideran determinantes genéticos de virulencia, pues se han asociado a
cambios fenotipicos tales como el aumento en la capacidad replicativa y

produccion viral (46) (Figura 3).

] W ¥

Figura 3. Determinantes genéticos de virulencia en el genoma viral. En la totalidad del
genoma puede haber la presencia de determinantes genéticos de virulencia

representados por asteriscos naranjas.
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Asimismo, se ha encontrado que algunos genotipos de DENV presentan mayor
virulencia y consecuentemente exhiben diferentes caracteristicas fenotipicas;
unos presentan mayor tasa de transmision por lo que su circulaciéon es elevada
en ciertas regiones geograficas y otros se han asociado con el desarrollo de
dengue grave (47).

La identificacion de determinantes genéticos de virulencia, se puede realizar
desde la perspectiva computacional mediante el analisis de secuencias
completas o parciales del genoma viral y localizacion de secuencias con
presencia de sustituciones de nucleétidos para posteriores ensayos de
mutacion sitio-dirigida. Las mutaciones son frecuentes en virus con genomas
de ARN porque la ARN polimerasa no posee actividad correctora, lo que
conlleva a defectos gendmicos que afectan la viabilidad o aumentan la
virulencia de las cepas virales (48). En la evaluacion de evolucion molecular
realizados en DENV-2, se estima una tasa de sustitucién promedio de 6x10™ la
cual se correlaciona con las tasas de sustitucion de los deméas genotipos de
DENV; sin embargo el genotipo Asiatico/Americano presenta mayores tasas de
sustitucion, argumentadas por una alta transmisién viral, luego de la

introduccidn de cepas del Sureste Asiatico a la region de las Américas (49).

Por otro lado, uno de los genes mas estudiados es el gen de la envoltura, pues
muestra mayor diversidad en la secuencia, esta variabilidad en la secuencia se
asocia con seleccion positiva para cepas pertenecientes al genotipo
Cosmopolita y Asiatico Il, sin embargo las bajas tasas de sustituciones no
sindbnimas indican que el virus presenta una mayor presion purificadora (35).
Ademas las sustituciones no sinénimas en el gen de la envoltura asociadas con
virulencia no siempre estan presentes en las cepas (50) y se ha encontrado

poca variabilidad en la secuencia completa del genoma viral (51).

Este gen codifica para la proteina de envoltura de aproximadamente 53 kDa
(Figura 4), su organizacién estructural forma homodimeros compuestos por 3
dimeros que se anclan a la proteina de membrana para formar la envoltura
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viral. La proteina presenta un ectodominio soluble conformado por los
aminoacidos 1 - 394 y un dominio insoluble anclado a la membrana
conformado por los aminoacidos 395 — 495; a su vez esta subdividido en 5
dominios principales: el dominio | es estructural, el dominio Il es fundamental
durante la dimerizacion de la proteina en la ruta secretora el dominio Ill, que se
divide en un subdominio juxtamembrana y otro transmembrana (52, 53), se
encuentra involucrado en la union a diferentes receptores celulares (54) y es un
importante blanco de anticuerpos neutralizantes del sistema inmune del
hospedero (55, 56).

1 52 131 192 271 209 495

Dominiol = b
Dominioll =

Dominiolll = I

PROTEINA DE ENVOLTURA

Figura 4. Proteina de la envoltura. Posiciones aminoacidicas de los dominios

estructurales.

En los genes de DENV-2 se han encontrado sustituciones no sinénimas que se

consideran determinantes genéticos de virulencia (Tabla 1) (57-61).
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Tabla 1 .Determinantes genéticos de virulencia en DENV-2

Gen Sustitucion no
sinébnima

pr/M llel6Arg
Glu28Lys
Thr81Ala

E Glu71Asp

Asp390Asn
Asp390His
Glul26Lys
Lys128Glu

NS1 Asp278Gly

NS2A lle136Met
Asn139Asp

NS3 Met13lle
Alal18Thr

NS4B Serl7His

NS5 Thr337Met
Asn645As

Ser676Arg
Lys800Ser

Adicionalmente, se considera que las cepas mas virulentas son aquellas con
mayor capacidad replicativa (62, 63) ; es por ello que la evaluacién de la
capacidad replicativa del DENV se realiza mediante la infeccion en modelos in

vitro e in vivo. Con estos analisis, es posible inferir acerca de las estrategia de

22



“fitness viral” (capacidad replicativa del virus en condiciones ambientales

especificas) que desarrolla DENV durante la infeccién (48) .

Las lineas celulares permiten valorar in vitro el efecto citopético y los niveles de
replicacion viral (32, 46, 62) . Usualmente se realizan ensayos de plaqueo en
los cuales se infectan monocapas celulares de mamifero con cepas de DENV y
se observa la formacion de placas (zonas de lisis celular); la lineas celulares
Vero (derivadas de rifion de mono verde africano Cercopithecus aethiops),
BHK-21 y LLC-MK2 son las mas utilizadas. En este tipo de ensayo las cepas
del DENV no presentan la misma eficiencia replicativa debido a que deben
adaptarse a las caracteristicas de cada linea celular (47). También se emplean
lineas celulares de origen humano pertenecientes al sistema fagocitico
mononuclear porque simulan la infeccion natural, el inconveniente al usar estas
lineas celulares surge por la necesidad de garantizar que provengan de
individuos sin infecciones previas por DENV (62). Para evitar las dificultades
mencionadas, se recomienda la implementacion de las técnicas de citometria
de flujo para determinar las poblaciones celulares infectadas y de PCR con
transcripcion reversa en tiempo real (RT-gPCR) que determina el nimero de

genomas virales presentes en la muestra (46, 47).

También es posible realizar infecciones in vivo de mosquitos hembras Aedes
aegypti con DENV, esta se realiza mediante inoculacién intratoraxica y a
través de su alimentaciéon con sangre infectada, luego se determina la carga
viral en los diferentes tejidos y el tiempo de diseminacion del virus hacia las
glandulas salivares y las cepas de DENV gue se disemina en menos de 7 dias
se consideran mas virulentas (64). En modelos animales es complicado evaluar
la virulencia, ya que en mamiferos no se presentan manifestaciones clinicas, ni
tampoco producen anticuerpos especificos contra los diversos serotipos de
DENV. El modelo animal usado comunmente es el murino en el cual se puede
evaluar neurovirulencia con cepas neuroadaptadas y mediante murinos NOD-
scid IL2ry modificados genéticamente con células hematopoyéticas humanas,
se evidencia el desarrollo de la sintomatologia caracteristica en humanos, lo
cual permite evaluar la virulencia de las cepas de DENV (62, 65).
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3. ANTECEDENTES

Se ha descrito que el DENV-2 en una primoinfeccidbn puede ocasionar la
muerte 'y que la infeccibn por los serotipos DENV-2 y DENV-3 puede
desencadenar en dengue grave con mayor probabilidad (66). Para
contextualizar la razon por la cual se ha catalogado el DENV-2 como un
serotipo virulento, se debe hacer un recuento historico; comenzando con la
epidemia de dengue que se produjo en la regién del Pacifico Sur en 1972, la
cual se caracteriz6 por dengue grave y se determiné que fue causada
exclusivamente por DENV-2 (67, 68). En 1974, en la isla del Reino de Tonga,
se evidenci6 que mediante la primoinfeccion con DENV-2 no se presentd
dengue grave en los afectados; pero un afio después ocurrio un brote por
DENV-1, el cual se asocié con dengue grave, por lo tanto se propuso que la
cepa de DENV-1 fue mas virulenta que la cepa de DENV-2 . En Tailandia se
comprobé que DENV-1 y DENV-3 pueden ocasionar dengue grave tanto en
infecciébn primaria como en secundaria, mientras que DENV-2 y DENV-4
ocasionan en su mayoria dengue grave durante infecciones secundarias (69).
En América, la primera epidemia en que se observaron manifestaciones
clinicas de dengue grave ocurrié en 1981 en Cuba, ocasionada por un genotipo
de DENV-2 procedente del sudeste Asiatico que al ser mas virulento desplazé
al genotipo Americano, el cual se caracterizaba por producir manifestaciones

clinicas leves (39).

Rico-Hesse, et al.,, generaron cepas recombinantes al insertar diferentes
sustituciones en la posicion 390 en una cepa de DENV-2 proveniente del
Sudeste Asiatico, que fueron cultivadas en monocitos humanos. Los resultados
demostraron que la sustitucion Asp390Asn en la proteina de envoltura se
relaciona con la disminucién en la capacidad de replicacion del virus, situacion
directamente implicada en manifestaciones leves de la enfermedad, que es una
caracteristica atribuida al genotipo Americano (70). Adicionalmente, Leitmeyer,

et al., sugirieron la existencia de otros posibles determinantes de virulencia en
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la region 5’'UTR (nucledtidos 68-80) y en la regién 3’'UTR (primeros 300
nucledtidos) (58).

En 2003, Bray, et al., generaron virus quiméricos de DENV-2 mediante la
modificacion de la cepa 16681 proveniente del Sureste Asiatico por insercion
de secuencias de la cepa KO008 del Sureste Asiético y secuencias de la cepa
IQT2913 genotipo Americano; se incluyd la sustitucion en la posicion E390 y
sustituciones en las region 5’ UTR. Se determin6 que los virus quiméricos con
una mutacion se replican a tasas similares, en monocitos y células dendriticas
de origen humano, segun lo estimado mediante ensayos de placa y de RT-
gPCR; sin embargo, al presentar mutaciones en las tres regiones, se reduce la
replicacion, lo que constata menor virulencia del genotipo Americano (71). Asi
mismo la presencia de sustituciones en la proteina de envoltura en cepas de
DENV-2 puede desencadenar mayor gravedad en la enfermedad, tal como
ocurre con las sustituciones Glu71Asp y Glul26Lys implicadas en la

neurovirulencia de murinos (59).

En el afio 2010 Salazar, et al.,, evaluaron la capacidad de los genotipos
Americano y Asiatico/Americano para causar infeccién en el mosquito Aedes
aegypti; encontrandose que el genotipo Americano/Asiatico fue mucho mas
eficiente en la infeccion del vector. Posteriormente se compararon las
secuencias del gen de la envoltura y de la region de ambos genotipos. En la
proteina de envoltura se encontraron 14 sustituciones de las cuales 4 fueron no
sinbnimas; las sustituciones observadas mas relevantes fueron la sustitucion
Asn390Asp v la sustitucion Glu71Asp (72) la cual previamente se ha asociado

con mutantes de escape en la neutralizacion por anticuerpos (73).

En la valoracion de caracteristicas fenotipicas in vitro, Srikiatkhachorn, et al.,
realizaron la deteccion de ARN de DENV durante el periodo febril en muestras
de sangre periférica, especificamente en plasma, monocitos, linfocitos T y
linfocitos B. Se encontré6 mayores niveles de ARN viral en plasma y a nivel
celular en linfocitos B; asi mismo se hall6 niveles superiores de ARN viral
durante la infeccion secundaria en los monocitos y también los niveles de ARN
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viral fueron mayores en plasma y monocitos provenientes de pacientes que
presentaron dengue grave, al compararlos con pacientes los niveles de ARN

viral en pacientes con dengue (74).

Wang, et al., en 2003 y 2006, realizaron dos estudios, cuyo objetivo fue
determinar los niveles de ARN viral mediante RT- gPCR en sueros de
pacientes con diferentes cuadros de gravedad de la enfermedad. En el primero
se determinaron los niveles de ARN viral de DENV-3 en pacientes que
presentaron dengue y dengue grave; los resultados mostraron que después del
periodo febril los pacientes con dengue grave contindan teniendo niveles altos
de ARN viral, mientras que los niveles de ARN viral eran casi indetectables en
los pacientes con dengue sin signos de alarma (75). En el segundo estudio se
determinaron los niveles de ARN viral de DENV-2, en sueros de pacientes; los
resultados fueron concordantes con el estudio previo, ya que existian niveles
superiores de ARN viral en pacientes que presentaron dengue grave durante el
periodo de desaparicion de la fiebre; los anteriores hallazgos indican una

relacion directa entre la carga viral y la gravedad de la enfermedad (76).

A través de ensayos de placa y citometria de flujo, Camacho Garcia , et al.,
evaluaron la cinética replicativa de cinco cepas de DENV-2 causantes de
dengue y dengue grave, la cepa 16681 que ocasiond dengue grave, mostrd
mayores titulos virales y mayor porcentaje de células fluorescentes con
respecto a las demas cepas. Por otro lado se evalu6 el tamafio de la placa
encontrandose en la mayoria de las cepas un fenotipo de placas pequefas,
sugiriendo atenuaciéon de las cepas, la cual es condicionada por el nimero de
pases previos en diferentes sistemas celulares de aislamiento. En general las
caracteristicas fenotipicas in vitro de las cepas no se correlacionaron con la
gravedad de la enfermedad, consecuentemente se planteé la necesidad de
analizar las cepas en lineas celulares humanas junto con analisis de

variabilidad genética (77).
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Por ultimo, Goméz Rangel, et al., plantean una correlacion entre el nivel de
proteinas virales en suero con el desarrollo de un cuadro clinico méas severo;
por ello se analiz6 la produccion de la proteina NS1 como determinante de
virulencia en cepas de DENV-2 y DENV-3 aisladas de pacientes con dengue y
dengue grave. Para DENV-3, el nivel de la proteina NS1 fue mayor en
pacientes con dengue. En DENV-2, el nivel de la proteina NS1 fue mayor en
los casos de dengue grave, pero sin ser estos ultimos valores estadisticamente

significativos (78).

27



4. PROBLEMA

El dengue constituye es un problema de salud publica que afecta las regiones
tropicales y subtropicales a nivel mundial. El espectro de la enfermedad incluye
manifestaciones clinicas que se clasifican como dengue (con signos de alarma,
sin signos de alarma) y dengue grave. En Colombia entre 2007 y 2015 se
notificaron 669.631 casos de dengue (79); durante el afio 2013 el dengue
alcanz6 en el nivel de hiperendemia al superar en un 147% los casos

reportados durante el mismo periodo el afio anterior (80).

Aunque todos los serotipos de DENV han sido asociados al desarrollo de
dengue grave, el DENV-2 es descrito como el serotipo con la mayor capacidad
de virulencia con respecto a los demas serotipos virales, por lo que se ha
relacionado este serotipo con la mayoria de casos de dengue grave (67, 68,
81). En la mayoria de los casos durante una infeccion secundaria por DENV-2

se presentan cuadros clinicos de dengue grave (63, 76, 82, 83).

El genotipo Asiatico/Americano circula en el Colombia desde 1988 lo que
coincidié con la aparicion de dengue grave (84) y se observa un marcado

incremento en la letalidad de los casos (Tabla 2) (79).

A la fecha un numero creciente de estudios sugieren la existencia de
determinantes genéticos de virulencia en diferentes regiones del genoma viral,
Rico-Hesse et al. identificaron en el gen de la envoltura la sustitucion
Asp390Asn en cepas procedentes del Sureste Asiatico las cuales mostraron
mayor virulencia al ocasionar dengue grave durante su introduccion a las
Américas (39). Ensayos in vitro e in vivo han permitido demostrar una mayor
capacidad para replicarse del genotipo Asiatico/Americano (70, 71, 85). A su
vez, la mayor capacidad replicativa podria correlacionarse con niveles mayores
de ARN genomico en pacientes con dengue grave después del periodo febril
(75, 76).
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Tabla 2. Incidencia de dengue, dengue grave y mortalidad por dengue en Colombia

durante el periodo 2007-2015.

Dengue Letalidad por
Aino | Dengue Grave Muertes | Dengue Grave
2007 | 38562 4665 20 0,43
2008 | 32797 4348 23 0,53
2009 | 44412 7131 44 0,62
2010 | 147426 9776 221 2,26
2011 29391 1303 43 3,3
2012 52467 1412 88 6,23
2013 | 126425 3228 140 4,34
2014 | 105356 2619 166 6,33
2015 92795 1322 69 5,22

En la actualidad, pocos estudios han permitido la identificacion de

determinantes genéticos de virulencia mediante la caracterizacion fenotipica in

vitro y molecular para su correlacion con la severidad de la enfermedad. Por
tanto el presente estudio se plantea como una oportunidad para esclarecer la

variabilidad genética de DENV-2, su fitness viral, dinamica epidemiol6gica y

virulencia.
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5. OBJETIVOS

5.1 Objetivo general

Identificar potenciales determinantes genéticos de virulencia asociados en
cambios fenotipicos in vitro en cepas de DENV-2 y en el desarrollo de los

diferentes cuadros clinicos de la enfermedad.

5.2 Objetivos especificos

1. Caracterizar la cinética de replicacion de las cepas de DENV-2
aisladas de sueros de pacientes con diagndstico de dengue y

dengue grave.

2. Asociar la presencia de potenciales determinantes genéticos de
virulencia con las diferencias fenotipicas obtenidas in vitro en las

cepas de DENV-2 incluidas en el estudio.

3. Correlacionar la presencia de potenciales determinantes
genéticos de virulencia en las cepas analizadas de DENV-2 con

los distintos cuadros clinicos de la enfermedad.
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6. METODOLOGIA

6.1 Cultivo de células

Las células C6/36, son derivadas de larvas de mosquito Aedes albopictus,
fueron utilizadas en los intentos de aislamiento y obtencion del stock viral
necesario para la caracterizacién in vitro, se cultivaron en medio esencial
minimo de Eagle (MEM) suplementado con triptosa fosfato al 5% y suero fetal
bovino (FBS) al 10%, e incubadas a 28°C en atmésfera al 95% de humedad
relativa y 5% de CO,. La linea celular BHK-21, derivada de riidbn de hamster
neonato Mesocricetus auratus, utlizada en la obtencion de curvas de
crecimiento y en la titulacion del DENV mediante ensayo de placa, fue
mantenida y propagada en MEM suplementado con FBS al 2% y 8%,
respectivamente. Estas células fueron incubadas a 37°C en atmdsfera al 95%
de humedad relativa y 5% de CO..

6.2 Seleccion de las muestras

Se seleccionaron 12 muestras de suero remitidas al Instituto Nacional de Salud
como parte del Programa de Vigilancia Virologica del Dengue a nivel nacional,
provenientes de pacientes con dengue y dengue grave segun la ficha de
notificacion obligatoria y clasificacion final ajustada del SIVIGILA. Las muestras
fueron previamente serotipificadas mediante la técnica de inmunofluorescencia
indirecta utilizando anticuerpos monoclonales amablemente donados por la
Dra. Elizabeth Hunsperger (Centers for Disease Control and Prevention - CDC,

Puerto Rico).

6.3 Aislamiento viral

Los sueros fueron diluidos en MEM en proporcion 1/20 y una alicuota de 200 ul
utilizada para la inoculacion de cultivos de células C6/36. La fase de adhesion

se llevo a cabo a 28°C durante 1 hora, posteriormente se adicionaron 800 ul de
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MEM suplementado con 2% de FBS. Los cultivos se incubaron a 28°C. Los
sobrenadantes de los aislamientos fueron colectados después de 9 dias de
infeccion o al evidenciar efecto citopatico, centrifugados a 5000 rpm por 5 min
con el fin de eliminar detritus celulares y almacenados a -70°C. Todos aquellos
sobrenadantes de los intentos de aislamiento viral que no presentaron efecto

citopético fueron sometidos a un segundo pasaje en células C6/36.

6.4 Extraccion de ARN

Se realizd extraccién del ARN viral a partir de los sobrenadantes de cultivo
correspondientes al pasaje 1 o pasaje 2, para posteriormente llevar a cabo la
amplificacion y posterior secuenciacién del gen de la envoltura y del extremo 5
UTR. Se utiliz6 el estuche comercial QlAamp Viral RNA Mini Kit (Qiagen Inc.,
Chatsworth, CA, EEUU), siguiendo las recomendaciones del fabricante.
Brevemente, se mezclaron 140 ul de cada muestra de suero o sobrenadante de
cultivo (aislamiento viral) con 560 ul de buffer AVL y “RNA carrier”. Luego se
adicionaron 500 ul de etanol absoluto y el volumen total se transfirio6 a una
columna basada en silica-gel mediante centrifugacion a 8000 rpm.
Posteriormente, se realizaron lavados con 500 pl de buffer AW1 y 500 ul de
AW?2 para eliminar contaminantes residuales mediante centrifugacién a 8000 y
13000 rpm, respectivamente. Finalmente, se realizd la elucibn mediante la
adicion de 60 uL de buffer AVE a la columna, incubacion durante 1 min a
temperatura ambiente y centrifugacién a 8000 rpm (86). EI ARN purificado fue

almacenado a -70°C hasta su utilizacién en ensayos posteriores.

6.5 Sintesis de cDNA

Para la sintesis de cDNA, se utilizo el estuche High Capacity cDNA Reverse
Transcription Kit (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EEUU), siguiendo las
recomendaciones del fabricante. La mezcla de reaccion incluyo entre 100 ng y

1 ug del extracto de ARN, 2 ng de hexameros aleatorios, 0,4 mM de cada
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dNTP, 2 uL de 10X RT buffer, 2 U de la transcriptasa reversa MultiScribe™ y
agua libre de nucleasas para un volumen final de 20 pl. Las mezclas de
reaccion fueron incubadas a 25°C por 10 min; 37°C por 120 min y 85°C por 5

min y almacenadas a -20°C hasta su utilizacion en ensayos posteriores.

6.7 Amplificacion del gen de la envoltura viral

Para la amplificacion del gen E se utilizaron los oligonucleotidos descritos por
Domingo y colaboradores (87) los cuales amplifican un fragmento de 1797 pb.
Las reacciones se llevaron a cabo en un volumen final de 25 ul. La mezcla de
reaccion incluyé 5 ul del cDNA previamente obtenido, 0,4 pmoles de cada
oligonucledtido, 1,25 U de Tagq DNA polimerasa (Life Technologies Corp.,
Carlsbad, CA, EEUU), 0,4 mM de cada dNTP, 2 mM de MgCl, 10 ul de buffer
sin Mg y agua libre de nucleasas para un volumen final de 25 yL. El perfil
térmico consisti6 en un paso de desnaturalizacion inicial a 94°C durante 5
minutos, 40 ciclos de 94°C durante 15 segundos para desnaturalizacién, 54°C
durante 30 segundos para la hibridacion de oligonucleétidos y 72°C durante 2
minutos para la extension), seguido de una extension final a 72°C durante 5

min.

6.8 Amplificacion de la regién 5’ UTR

Se realiz6 la amplificaciéon de la region 5° UTR empleando el estuche 53
RACE (Rapid amplification of Cdna ends) de segunda generacion (Roche
Diagnostics GmbH, Mannheim, Alemania), siguiendo las recomendaciones del
fabricante. Mediante el modulo PrimerSelect de la suite Lasergene v8.1
(DNASTAR Inc, Madison, WI, USA), se disefiaron los oligonucleétidos para la
sintesis de cDNA vy amplificacion por PCR, La variabilidad de los
oligonucledtidos candidatos fue posteriormente analizada mediante el
alineamiento de genomas de DENV-2 representativos del pais, de la region de
Las Américas y del mundo, a través del software ClustalW (88). Para la sintesis
de cDNA se disefidé y utiliz6 un primer oligonucleétido reverso especifico
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denominado SP1_DENV2 (5°- CCTTTCTCCTGCCTACCAACGAT-3), el cual
se encuentra ubicado en la region codificante de la proteina de la capside. Una
cola de adeninas se adicion6 al cDNA purificado, mediante el uso de la enzima
Transferasa Terminal en presencia de dATP e incubacién a 37°C durante 20
minutos. Luego, mediante el uso del oligonucledtido denominado Oligod(T)-
Anchor Primer (5-GACCACGCGTATCGATGTCGACTTTTTTTTTTTTTITTTV-
3) y con un nuevo oligonucleétido reverso SP2_DENV2(5'-
TGTTCAGCATCCTTCCAATCTC-3’), ubicado corriente arriba de SP1, se llevd

a cabo la amplificacion de un fragmento de 380 pb que incluye la regién y una

region parcial del gen C. Se realiz6 una mezcla que incluy6 5 pL de la reaccion
de poliadenilacion del cDNA, y una concentracion final de 0,25 uM del
oligonucledtido SP2 y 0,25 pM del oligonucleétido PCR Anchor primer
(5"-GACCACGCGTATCGATGTCGAC-3’), 1,25 U de Taq DNA polimerasa (Life
Technologies Corp., Carlsbad, CA, EEUU) 0,4 mM de cada dNTP, 2 mM de
MgCl,, 5 ul de buffer sin Mg** y agua libre de nucleasas para un volumen final
de 50 ul. El perfil térmico consistio en un paso de desnaturalizacion a 94°C
durante 5 minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C durante 15 segundos para
desnaturalizacion, 50°C durante 30 segundos para la hibridacion de
oligonucledtidos, 72°C durante 30 segundos para la extension y 5 minutos de
extension final. Finalmente, se realiz6 una PCR anidada mediante el uso del
PCR Anchor primer 'y con un nuevo primer reverso SP3_DENV2 5'-
TCGTTCCCCATCTTTTYAGTATCC-3’ ubicado corriente arriba de SP2 se llevd
a cabo la amplificacion de un fragmento de 300 pb. Se realizé una mezcla que
incluyé 0.5 pl del producto amplificado con SP2 y una concentracion final de
0,25 mM de SP3, 0,25 mM de 1,25 U de DNA polimerasa, 0,4 mM de cada
dNTP y 2 mM de MgCl,y 5 pl de buffer sin Mg** para un volumen final de 50 .
El perfil térmico consistid en un paso de desnaturalizacion a 94°C por 5
minutos, seguido de 40 ciclos de 94°C durante 15 segundos para
desnaturalizaciéon, 50°C durante 30 segundos para la hibridacion de
oligonucledtidos, 72°C durante 30 segundos para la extension y 5 minutos de

extension final.
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6.9 Purificacion de productos de PCR

La purificacion de amplicones a partir de reacciones de PCR carentes de
productos inespecificos, se realizé por medio del estuche comercial QIAquick
PCR purification kit (Qiagen Inc., Chatsworth, CA, EEUU) siguiendo las
recomendaciones del fabricante. Brevemente, se agregaron 5 volimenes de
buffer PB al producto de PCR y la mezcla se transfiri6 a una columna basada
en silica-gel mediante centrifugacion a 13000 rpm. Posteriormente, se
agregaron 750 pl de buffer PE para eliminar contaminantes residuales
mediante centrifugacion a 13000 rpm. Finalmente, se realizé la elucién
mediante la adicion de 50 ul de buffer EB a la columna, incubacion durante 1
min a temperatura ambiente y centrifugacion a 8000 rpm. Los productos
purificados fueron almacenados a -20°C hasta su utilizacion en la

secuenciacion.

6.10 Secuenciacion automatica usando nucledétidos

terminadores

Para la secuenciacién de la region 5 UTR y el gen de la envoltura, se
prepararon mezclas de reaccion que incluyeron 10 ng de cada producto de
PCR, 2 ul de BigDye Terminator Cycle Sequencing v 3.1 (Applied Biosystems,
Carlsbad, CA, EEUU), 3.2 pmol de ocho oligonucleétidos descritos por
Domingo y colaboradores (87) y 1.0 ul de 5X Sequencing buffer, en un volumen
final de 10 pl. El perfil térmico consistid en una desnaturalizacién inicial a 96°C
durante 1 min, seguido por 25 ciclos de desnaturalizacién a 96°C durante 10
seg, hibridacién a 50°C durante 5 seg y extension a 60°C durante 4 min. Los
productos de las reacciones de secuenciacion se purificaron mediante el
estuche de purificacion BigDye XTerminator (Applied Biosystems, Carlsbad,
CA, EEUU) y posteriormente se procesaron mediante el Analizador Genético
ABI3130 (Applied Biosystems, Carlsbad, CA, EEUU). Las secuencias fueron
editadas y ensambladas a través del médulo SegMan de la suite LaserGene
v8.1 (DNASTAR Inc. Madison, WI, USA).
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6.11 Andlisis filogenético

Con el fin de establecer la relacion filogenética entre las cepas de DENV-2
colombianas y cepas que han circulado a nivel mundial, se generé una matriz
con las secuencias del gen de la envoltura de longitud completa, que consisten
en un fragmento de un tamafio de 1485 nucledtidos. Se incluyeron 8
secuencias de cepas aisladas de pacientes con dengue y 4 cepas aisladas de
pacientes con dengue grave; ademas se incluyeron 61 secuencias disponibles
en el GenBank, pertenecientes a los diferentes genotipos descritos para DENV-
2, que incluyen principalmente cepas aisladas en paises de Sudamérica. Las
cepas correspondientes al genotipo selvéatico fueron utilizadas como grupo
externo, teniendo en cuenta su mayor divergencia y estudios previos en los
cuales se demuestra su ubicacion basal en los arboles filogenéticos. Las
secuencias fueron alineadas mediante el software ClustalW (88), no
presentaron indels, por lo tanto, no se realiz tratamiento de gap. El modelo de
sustitucién nucleotidica que mejor se ajustara a las secuencias analizadas, fue
estimado mediante jModelTest (89) y posteriormente utilizado en la inferencia
filogenética por el método de distancia Neighbor Joining (NJ), usando el
software Mega 6 (90). Con el fin de acceder al soporte de la topologia del arbol
filogenético, se realizO un remuestreo correspondiente a 1000 réplicas
Bootstrap (91). Adicionalmente se realiz6 inferencia bayesiana mediante el
software MrBayes (92), un total de cuatro MCMC (tres frias, una caliente)
fueron evaluadas en 1000000 de generaciones con frecuencia de muestreo
cada 100 generaciones para un total de 10000 arboles. La convergencia de los
pardmetros estadisticos fue determinada usando Tracer 1.6 (Rambaut A,
Suchard MA, Xie D & Drummond AJ 2014). Se descartaron 2000 generaciones.
Los arboles consenso se visualizaron mediante FigTree v1.4.2 (Drummond AJ,
Rambaut A. 2013) y se editaron en el software MEGA 6.0 (90).
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6.12 Andlisis de determinantes genéticos de virulencia

Para determinar los codones especificos de la secuencia que podrian estar
sujetos a seleccion adaptativa e indicadores de determinantes genéticos de
virulencia, se analiz6 la matriz por medio del servidor web Datamonkey

(http://www.datamonkey.org) (93). Se determiné la razén del nimero de

sustituciones no sindénimas por sitio no sindnimo sobre el numero de
sustituciones sindénimas por sitio sindnimo (dN/dS). En todos los analisis fue
usado el modelo de sustituciéon REV y un nivel de significancia de p<0,05. Se
seleccionaron los sitios que presentaron significancia estadistica de forma
simultdnea por los métodos de maxima verosimilitud FEL (Fixed Effects
Likelihood), IFEL (Internal FEL) y SLAC (Single Likelihood Ancestor Counting).

6.13 Prediccioén in silico de estructuras secundarias de ARN

Se analizo el gen de la envoltura y la regién 5 UTR con el software RNAz (94)

(https://www.tbi.univie.ac.at/~wash/RNAz/) para detectar estructuras

secundarias termodinamicamente estables de ARN conservadas para las
regiones 5’UTR y para el gen de la envoltura independientemente. Para ésto,
se construyeron alineamientos de las secuencias obtenidas anteriormente para
las regiones mencionadas mediante la aplicacion Clustal W (88). Las
secuencias fueron clasificadas en subgrupos segun la procedencia de los
aislados conformando finalmente cuatro matrices nucleotidicas, asi: para las
secuencias del gen de la envoltura la primera matriz fue conformada por 9
secuencias de cepas aisladas de pacientes con dengue y la segunda matriz por
4 cepas aisladas de pacientes con dengue grave. Para las secuencias de la
region 5 UTR que consiste en un fragmento de 95 nucleoétidos se crearon dos
matrices con las mismas caracteristicas de las dos matrices anteriormente

descritas.

Teniendo en cuenta el tamafio minimo de extension de las regiones a evaluar y

el tamafo de las secuencias para cada regidn se escogieron los siguientes
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parametros en el software RNAz para la identificacion de regiones
estructuradas candidatas: el tamafio de ventana de analisis de 120 nucledtidos
y un tamano de paso de la ventana cuando se desliza de 20 nucleotidos, la
identidad minima tolerable para aceptar alineamientos pareados comparados
fue superior al 80%. La direccién de la hebra fue definida en direccién 5’ -3,y
los demas parametros fueron usados por defecto. Posteriormente, se realizo la
validacion funcional de las estructuras secundarias identificadas anteriormente
mediante la comparacién de las familias de ARNs de la base de datos de
familias de ARN no codificante que comparten un ancestro comun RFAM

directamente en la interface web (95).

6.14 Titulacién mediante ensayo de placa

Células BHK-21 fueron sembradas en platos de 24 pocillos a razén de 250,000
células/pocillo. Al dia siguiente, el sobrenadante de dichos cultivos fue retirado
y 200 pl de diluciones seriadas de los sobrenadantes en pase numero 2 fueron

inoculados por triplicado (Figura 5).
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Figura 5. Disefio del ensayo de placa para titulacion de DENV-2. Se realizaron
diluciones seriadas 1/10 de los sobrenadantes de cultivo desde la dilucion 10™ hasta la
dilucion 107, cada una de ellas representada con tres réplicas y células sin inocular

(Mock) fueron utilizadas como control negativo.

Los platos fueron incubados a 37°C durante 1 hora con agitacion cada 15

minutos para garantizar la adhesion de los virus a las células, luego, a cada
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pocillo se adicionaron 800 pl del overlay consistiendo en una mezcla de MEM
1X, FBS al 1% y carboximetilcelulosa de viscosidad media al 1,5%. Los cultivos
fueron incubados a 37°C durante 6 dias, en una atmosfera con 5% de CO.,.
Posteriormente, el medio de cultivo fue retirado por inversion y las monocapas
de células fueron fijadas y tefiidas mediante la adicién de 500 ul a cada pocillo
de una mezcla de paraformaldehido al 3,7% y cristal violeta al 0.2% diluido en
etanol al 70%. El titulo viral, expresado como Unidades Formadoras de Placa
(PFU, del inglés Plague Forming Units)/ml, fue calculado mediante la siguiente
férmula: promedio del nimero de placas en la dilucién X inverso de la dilucion /
volumen del inoculo inicial. El titulo viral obtenido mediante ensayo de placa
(PFU/mI), fue utilizado como punto de partida para la estimacién del volumen
necesario para lograr la multiplicidad de infeccion deseada, previo a la
obtencién de las curvas de crecimiento, asi como para la cuantificacion de cada

punto experimental obtenido de las curvas de crecimiento.

6.15 Curvas de crecimiento de un paso

A partir de los sobrenadantes del aislamiento viral se realizaron lotes de 5 ml
(pase numero 3), cada cepa fue inoculada en cultivos de células BHK-21 a una
multiplicidad de infeccion de 4 PFU/célula, en placas de 24 pocillos durante 1
hora a 37°C. Posteriormente los cultivos fueron incubados en condiciones
estandar descritas anteriormente. Se colectaron sobrenadantes de dichos
cultivos a las 12, 24, 36 y 48 horas post-infeccion, los cuales fueron evaluados

mediante ensayo de placa.

6.16 Analisis estadistico

Mediante el software estadistico Graphpad prism 6 (GraphPad Software. La
Jolla, CA, USA) se realiz6 un test de ANOVA de dos pardmetros con
correccion Bonferroni para comparar las diferentes horas post — infeccion de
las cepas que causaron dengue sin signos de alarma con respecto a las cepas
que causaron dengue grave. Los resultados fueron estadisticamente

significativos cuando p < 0,005.
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7. RESULTADOS

7.1 Seleccion de muestras clinicas

A partir de la base de datos del laboratorio de Arbovirus, correspondiente a las
muestras de suero remitidas al Instituto Nacional de Salud como parte del
Programa de Vigilancia Virologica del Dengue a nivel nacional, se
seleccionaron aquellos registros de muestras de serotipo 2 (DENV-2). Los
datos consignados en las fichas de notificacion obligatoria fueron ajustados
teniendo en cuenta la clasificacién final en el Sivigila (dengue, dengue grave y
mortalidad por dengue). En total, 175 sueros fueron seleccionados vy

procesados mediante intento de aislamiento viral en células C6/36. Los cultivos

inoculados con 12 de los sueros presentaron efecto citopético (Figura 6).

Figura 6. Imagenes representativas del efecto citopatico generado por la infeccion con
DENV-2 en células C6/36. Efectos citopaticos caracterizados por la formacion de
sincitios, 5-9 dias post-infeccion con las cepas 422031, 422275 y 425817. Mock:

Control de células C6/36 sin infeccién. Magnificacion: 400X.
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Las cepas virales derivadas de dichos sueros fueron clasificadas segun el

desenlace clinico de la enfermedad que ocasionaron y el departamento de

residencia del paciente (Tabla 3). En total ocho cepas fueron aisladas de

sueros de pacientes con dengue sin signos de alarma, cuatro de dengue grave,

entre ellas la cepa 18 (cddigo 422091) asociada a un caso de mortalidad por

DENV-2. Los sobrenadantes de los cultivos que no presentaron efecto

citopatico en el segundo pase, fueron analizados al azar mediante RT-PCR y

resultaron negativos para DENV-2 (datos no mostrados).

Tabla 3. Listado de cepas de DENV-2 incluidas en el estudio y caracteristicas clinicas

asociadas.
Cddigo | Cepa | Aio | Departa- | Presentacion clinica | Edad | Estado
mento
422041 3 2013 | Boyaca Dengue grave 54 Vivo
afios
422275 8 2013 Meta Dengue sin signos de 60 Vivo
alarma afnos
423887 12 2013 | Putumayo | Dengue sin signos de 14 Vivo
alarma afnos
424029 13 2013 Arauca Dengue sin signos de 12 Vivo
alarma afnos
422091 18 2013 Meta Dengue Grave 5 Fallecido
afios
422641 19 2013 Cauca Dengue Grave 28 Vivo
afios
427516 28 2013 Caldas Dengue sin signos de 11 Vivo
alarma afnos
425334 41 2013 | Putumayo | Dengue sin signos de 22 Vivo
alarma afnos
425817 44 2013 Tolima Dengue sin signos de 1 Vivo
alarma afio
425819 46 2013 Tolima Dengue sin signos de 7 Vivo
alarma afios
428702 56 2014 Tolima Dengue sin signos de 5 Vivo
alarma mese
S
434321 156 | 2014 Meta Dengue grave 21 Vivo
afios
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7.2. Caracterizacién molecular del gen de la envoltura de cepas

de DENV-2 presentes en Colombia

Luego de la optimizacion de las condiciones de RT-PCR, la amplificacion del
gen de la envoltura (E) usando los oligonucleotidos descritos por Domingo y
cols (87), permitio la obtencion de fragmentos Unicos de 1797pb (Figura 7).
Dichos fragmentos, purificados a partir de la reaccion de RT-PCR, permitieron
la obtencion de electroferogramas y el ensamblaje de secuencias del gen de la
envoltura de longitud completa (Figura 8). La utilizacién de 4 oligonucled6tidos
sentido y 4 oligonucledtidos antisentido, para la secuenciacion de ambas
hebras del amplicon (87), permitié6 garantizar una profundidad minima de 2x

(equivalente a dos lecturas por cada nucle6tido) a lo largo de toda la secuencia.

Cepas
N \e) ) \«0\ xéo\ ()
W W N W W Qo" Qe%

& . ¥ e -
v L3
1797pb =» ~-‘ “.d -
. . -

— <= 1000pb

<« 250pb

Figura 7. Amplificacion del gen E mediante RT-PCR. La RT-PCR realizada a partir de
los extractos de ARN de las diferentes cepas de DENV-2, permitié la obtencion de una

Unica banda de 1797 pb. MW: Marcador de peso molecular tipo escalera de 250 pb.
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Figura 8. Ensamblaje parcial del gen E. Imagen representativa de la calidad de los

electroferogramas y la profundidad de la secuenciacion. Los electroferogramas
corresponden a la secuenciacion de la cepa 156 (434321), desde la posicion 963 pb
hasta la 1036 pb del ensamblaje. Se evidencia una profundidad de 3x, producto de la
secuenciacion con oligonucleétidos sentido (flechas verdes) y antisentido (flecha roja).

7.3 Presencia en Colombia de diferentes linajes del genotipo
Asiatico/Americano de DENV-2.

Se realiz6 un alineamiento de secuencias del gen E, representativas de la
variabilidad genética al interior de los diferentes linajes del genotipo
Asiatico/Americano de DENV-2 presentes en Colombia, asi como de
secuencias representativas de los diferentes genotipos de DENV-2 que han
circulado a nivel mundial. Se muestra el alineamiento que incluye
exclusivamente sitios variables (Figura 9) y adicionalmente se muestra el
alineamiento de sitios variables a nivel de la proteina de envoltura (Figura 10).
Como referencia se utilizé la secuencia de la cepa N.1409, aislada en Jamaica
en 1981 y considerada la cepa prototipo del genotipo Asiatico/Americano. El
mejor modelo de sustitucion nucleotidica fue GTR (General Time Reversible)

con proporcion de sitios invariantes y distribucién gamma con forma a= 3,75.

43



Identificacién de la secuencia

w W
@ w
0w

SRS

W @O =

—on

~Nomn

© BN

L

4444555565055

5
5]

N o
-~

7000

13
447904

4
3

5
2

o~ o

@~ o,
[SELRG]
o]

~ N O
© wo
o kO
;o
BN

N~
RO S

o~

~ ;o

@ ;m~

oo~

Dominio estructural en la proteina

—|gle =

);gam

»|gl= on

)gmom

Dominio |

M20558 Jamaica ASIATICO AMERICANO
GQ868552 DBO16 CO 2007
DQ364512 CO 1993

GQB868552 V3368 CO 1998

GQ868558 V3375 CO 2007
GQB868557 V3373 CO 2005

GQ868556 BIDV3372 CO 2005
GQB68554 V3370 CO 2004

GQ868553 V3369 CO 1999

FJ024477 V1603 CO 2004

422641 E GENE CAUCA CO 2013
422091 E GENE META CO 2013
422275 E GENE META CO 2013
422041 E GENE BOYACA CO 2013
424029 E GENE ARAUCA CO 2013
427516 E GENE CALDAS CO 2013
423887 E GENE PUTUMAYO CO 2013
425334 E GENE PUTUMAYO CO 2013
425817 E GENE TOLIMA CO 2013
425819 E GENE TOLIMA CO 2013
434321 E GENE META CO 2014
428702 E GENE TOLIMA CO 2014

[eh]
pd

000000
(230 OO @ >

0000000000000 00000000H

0000000 O

o 00
0 00

EE R T R

4 ol3|lo o
o- %~ @

EE|

[rEeNa RN >

[nXn]
0000000000000 00000 O

—
>

(ol

[eNeNe N

0000000000000 00000 "

[nEoNnEn

(200}
[oRoNoRoB I nNoNnNoNoNoNoNoNoNaRnRal

[ !

o000

[sXe]
PEPPPEPER2PPPPERPREPER0

[nEn

>PPP2P>PPPPPPPPIPIIP

[nEnNnEnl

T

[s]

Qo

[oNoNoN
a0

g

[nEsNnNol

TTCTCT

T .

o000

0o
=+

000
- -4

CT.

c

@
@

ERE

(o]
sl

[n Ko e}

-

A

—“ a4

@

olg[- oo

00

b

>

o2|o oo
olge ~ o

EEE T

Bk

BN

0-|"|eo~

<A

[rEsRnNnEnNoRnNaNoNaNaRaNnNoNnRoRaRaNaRaNnlS 2

0000

(el el

000

0"

o>

RO O”

Identificacion de la secuencia

Posicién nucleotidica con re

specto al gen

envoltura

=~
o8 ®

o~ o

BoO®

ocoocw

@O
a =0
[ RN
oww
Bwo

=00
o~ ®©

[=RGNT]

000

.

[F = R

(=R =

WMo

N =

[ RN =10

3

N oo
aoo

7

@O o =

[ =

@O o =

N

[e R R

3

No=a e
G ON =
BN =
~0n

oWwN =

[CREN N

O &N =

(SN

WO N

~N 0N =

WO N =

RN

~N =

[SEERAI

~ AW

MO W=

00w

B w =

FNREIF N

[ N N

[N

OO,k =

[N N,

(SR SN

oo s =

Dominio estructural en la proteina

2
o

o

M20558 Jamaica ASIATICO AMERICANO
GQ868552 DB0O16 CO 2007
DQ364512 CO 1993

GQ868552 V3368 CO 1998

GQ868558 V3375 CO 2007

GQ868557 V3373 CO 2005

GQ868556 BIDV3372 CO 2005
GQ868554 V3370 CO 2004

GQB68553 V3369 CO 1999

FJ024477 V1603 CO 2004

422641 E GENE CAUCA CO 2013
422091 E GENE META CO 2013
422275 E GENE META CO 2013
422041 E GENE BOYACA CO 2013
424029 E GENE ARAUCA CO 2013
427516 E GENE CALDAS CO 2013
423887 E GENE PUTUMAYO CO 2013
425334 E GENE PUTUMAYO CO 2013
425817 E GENE TOLIMA CO 2013
425819 E GENE TOLIMA CO 2013
434321 E GENE META CO 2014
428702 E GENE TOLIMA CO 2014

o|3|le~ o

b
b

o|F|e 0o
4

]
4

>

p

Q-

coo-r

>R

Q00
s

]

»Prrrr

b

=0

444444404

HAA A

o]
o+

b
0000000000000 00000

pn]

PPrPrrrr>r>rrrrPPPPP’

0000

[eNeN

-0

o

(o]

(oo N0l

[n]

4
-
[s]

[sNol
PPPPE2PPEPERLRPRPERPERP0

0000000 0O

o

(o]
(o]
>
0

[oRaNnls

-4

olole w ==

4

bl E1 SRS

= -
=[3|e o

Qo

> >

[¢]
-
bd

OO OO0 0 O P
PPrPrrrrr>r>r2PrPP> PPQ

0000 000000

d4d-d4dddd4d4d4d4d44d4444d44440|=[o~-==
000
noo-

>R

(o]
>
-
O -

R

HAAAAA A A

-
4
mlle]

[eNeNeNel

ooo-

-
4
-
bd
b

@ >

0O 00
000
000

[oNnNoNo N

[PEo
RO OOEEAOOQG"

00

4
O >

000

Qo0000° O

0
[n]
=40

>

> Q)

Figura 9. Variabilidad genética en el gen E de cepas colombianas de DENV-2. Se incluyeron secuencias representativas de cepas circulantes

en Colombia y de los diferentes linajes al interior del genotipo. El alineamiento muestra exclusivamente los sitios variables a lo largo del gen.

44



minoacidica con respecto a la Proteina de Envoltura

111 2222 33333333333333
5578 99222 4678 01111222 4 4 4
Identificacion de la secuencia 6 2911 13249 7270 80269249 358

o wWN
o

33333
6 6778
05890

o w
N W
o ©ow
NG
0N B
[CERIEN
N oA
wo s
NN
o~ s
0~
Ao s
~ o~
N © S

8
3

DOMINIO ESTRUCTURAL PROTEINA ] | [ | | I [T] I

M20558 Jamaica ASIATICO AMERICANO Il QYESNLKKNVLPIH 1T TVDTTKTLT IKIQTI VDG ERLTEVIIITVNILITISLSVAM
GQ868552 DB0O16 CO 2007 T P .
DQ364512 CO 1993
GQ868552 V3368 CO 1998
GQ868558 V3375 CO 2007
GQ868557 V3373 CO 2005
GQ868556 BIDV3372 CO 2005
GQ868554 V3370 CO 2004
GQ868553 V3369 CO 1999
FJ024477 V1603 CO 2004

=

<<<<|~

422641 E GENE CAUCA CO 2013
422091 E GENE META CO 2013
422275 E GENE META CO 2013
422041 E GENE BOYACA CO 2013
424029 E GENE ARAUCA CO 2013
427516 E GENE CALDAS CO 2013
423887 E GENE PUTUMAYO CO 2013
425334 E GENE PUTUMAYO CO 2013
425817 E GENE TOLIMA CO 2013
425819 E GENE TOLIMA CO 2013
434321 E GENE META CO 2014 .
428702 E GENE TOLIMA CO 2014 | .

< <-

—_ -

JX669476 13858 BR 2010 . . [
HM210475 LARD26688 VE 2005 Vool
AY 158339 Iqt2913 AMERICANO . . .DT.
DQ181846 ThD2 0372 1988 ASIATICO 1 ... . .K
AY786398 0151193 ASIATICO 2 . . [
AF410377 CAMR14 1998 COSMOPOLITA | . H . A .
AF231720 DAKHD 10674 SELVATICO M . F .

Fodadaaa4a4d4a4444444444"

-|—|—|—|-

ODODDbDODOOOOOODOOOODDOOOO‘

|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
|
R (|
JX051797 MIS1312 PE 2011 B | B
|
)
vV
1
V

45



Figura 10. Variabilidad en los aminoacidos de la proteina de envoltura de cepas colombianas de DENV-2. Se incluyeron secuencias
representativas de cepas circulantes en Colombia y propias del estudio (recuadro rojo) . El alineamiento muestra exclusivamente los sitios
variables a lo largo de la proteina con respecto a la secuencia prototipo Jamaica.
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La reconstruccion filogenética por los métodos de Inferencia Bayesiana (Figura
11) y NJ (Figura 12) muestra que todas las cepas colombianas analizadas en el
presente estudio, pertenecen al genotipo Asiatico/Americano. Sin embargo, las
mismas no se encuentran agrupadas formando un grupo monofilético. Los
resultados evidencian la existencia de cuatro linajes bien soportados (>80%) al
interior del genotipo, representados por cepas que han circulado en Colombia y
paises vecinos entre el 2008 y 2014. Las cepas colombianas caracterizadas en
el presente estudio, se ubican en dos de estos linajes. El primer linaje, esta
conformado por 3 cepas de la regién de la Orinoquia y el segundo linaje
conformado por 9 cepas ampliamente distribuidas en el pais. Con respecto al
desenlace clinico, es de resaltar que ambos linajes estuvieron conformados por
cepas derivadas de pacientes con dengue y dengue grave. Las secuencias del
gen de la envoltura de cepas colombianas de DENV-2 se encuentran
estrechamente relacionadas con otras secuencias previamente obtenidas de

cepas aisladas en Colombia, Venezuela y Peru.

Al estimar la divergencia evolutiva, se evidenci6 un promedio de 0,024
sustituciones por sitio entre cada par de secuencias de DENV-2, que incluian
secuencias colombianas y secuencias pertenecientes al genotipo

Asiatico/Americano, con una identidad a nivel nucleotidico de 99,9%.

47



FJ024477 V1603 CO 2004
HM210475 LARD28688 VE 2005
KF255346 V2473 VE 2007
HM210483 LARD22000 VE 2003
A 427516 CALDAS CO 2013
A 422641 CAUCA CO 2013
A 423887 PUTUMAYO CO 2013 A
A 425334 PUTUMAYO CO 2013
JXO51797 MIS1312 PE 2011

A 428702 TOLIMA CO 2014
KJ189305 V7294 CO 2000

A 434321 META CO 2014

A 422041 BOYACA CO 2013

A 425819 TOLIMA CO 2013

A 425817 TOLIMA CO 2013
GOB8B8553 V3389 CO 1999
HM210461 LARDS690 VE 2000
HM210462 LARDS638 VE 2001
HM210472 LARD13618 VE 2001
b— HM210478 LARDS5109 VE 1999
- Gasess58 vaars co 2oor |
HMZ210480 LARD19094 VE 2003
GQ868557 V3373 CO 2005
HM210481 LARD26085 VE 2005
HQ332186 61115 VE 2007
GQBE8554 V3370 CO 2004

A 422091 META CO 2013

A 424029 ARAUCA CO 2013

A 422275 META CO 2013
FJ850107 V2477 VE 2008
HQ332190 81095 VE 2007
HQ332184 61069 VE 2006
SQB68556 BIDV3372 CO 2005
GQ199890 V2402 CO 2008
GQ330472 RP BR 2009
HQO26763 0690 BR 2008
FJ850091 V2399 BR 2007
GuU131881 V3644 CO 2008
JXBEBO476 13858 BR 2010
GQ368170 312 BR 2008
JX051785 FPI337 PE 2010
KC294214 FPIO1915 PE 2011
JX051788 FSL4874 PE 2010
JX051784 FMD2285 PE 2009
GQ368161 86977 BR 1997
GQB68552 DBO16 CO 2007
JNB19419 V2377 CO 2000
FJ850088 V2396 BR 2006
FJ&850085 V2393 BR 2005
FJB50082 V2390 BR 2004
DQ364512 CO 1983

JX051800 OBS8883 EC 2000
JX051769 OBT 1921 PE 2001
JX051768 FSPO11 PE 2000
AYS577432 102091 VE
GOQB68552 V3368 CO 1998
HQO12510 51222 BR 1995
HQO12533 41768 BR 1990
HQOD12508 44298 BR 1991
JXE69486 57135 BR 1999
JX0517751QD2005 PE 2002
HQO12514 58448 BR 1997
JXE69480 3275 BR 1995
HQO12535 48622 BR 1994
HQO12515 58382 BR 1997
JX051780 FMD2210 PE 2008
KC284201 FMD2303 PE 2009
KC294200 FMD1337 PE 2007
JX669484 47913 BR 1998
JXE69488 87086 BR 2002
JXE69487 72144 BR 2000
HQO12524 77395 BR 2003
HQO12516 63291 BR 1998

99

™1

Asiatico/Americano

C

—_— L=

M15075 ARAC 8110827 a
o DQ181846 ThD2 0372 1988 ]Asiélir.o N
AF195043 D83-061
AYT786375 00St23 2000
AY786398 0151193
AF410376 CAMR13 1998
AFA410377 CAMR14 1988
AY158330Igt2813
L10048 PR159 ]Amer\cann
AY158328 Ven2
AF231720 DAKHD 10674 ] Selvatico

]Aslétl:u 2

]fmmopowita

ﬂi

Figura 11. Reconstruccion filogenética del gen E de DENV-2, mediante Inferencia
Bayesiana. El mejor modelo de sustitucién nucleotidica fue GTR + | + G. Las cepas
Colombianas secuenciadas en el presente estudio han sido identificadas con
triangulos negros. D: Dengue. DG: Dengue grave. Se observan al menos cuatro linajes
(A-D) en el genotipo Asiatico/Americano. Como grupo externo, se incluy6 el genotipo
Selvatico.
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Figura 12. Reconstruccion filogenética del gen E de DENV-2, mediante el método de
distancia NJ. El modelo de sustitucién nucleotidica utilizado fue Tamura-Nei + G. Los
soportes se obtuvieron a partir de 1000 réplicas bootstrap. Las cepas Colombianas
secuenciadas en el presente estudio han sido identificadas con triangulos negros. D:
Dengue. DG: Dengue grave. Se observan al menos cuatro linajes (A-D) en el genotipo
Asiatico/Americano. Como grupo externo, se incluyé el genotipo Selvatico.
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7.4. Evidencia de seleccion purificadora a nivel de codones en

el gen de la envoltura de DENV-2.

En los analisis de evolucion adaptativa los estadisticos de neutralidad
presentaron los siguientes estimados: D de Tajima: -1.674 (P>0,10 no
significativo), estadistico D* de Fu y Li: 0,93863 (P>0,10 no significativo) y F*
de Fu Y Li: -0,80598 (P > 0,1 no significativo). El valor global dN/dS fue
0,0498692. El resultado del analisis mediante SLAC, FEL e IFEL, sugiere la
ausencia de codones sometidos a seleccion positiva, asi como la presencia de
un gran numero de codones bajo seleccidn negativa (purificadora). En la Tabla
4, se presenta el listado de codones seleccionados negativamente, que fueron
identificados de forma simultdnea por los tres métodos, con un nivel de

significancia de 0,05.

Tabla 4. Listado de codones seleccionados negativamente.

Codon | Valor de | Codon | Valor de | Codon | Valor de | Codén | Valor de
p* p* p* p*
2 0,0044 144 0,0073 253 0,00396 | 387 0,00203
3 0,00273 | 151 0,0001 254 0,00379 | 388 0,00217
8 0,00249 | 152 0,00124 | 257 0,00202 | 389 0,00104
11 0,0073 154 0,0073 261 0,0006 396 0,0073
12 0,00123 | 156 0,00386 | 264 0,00123 | 397 0,0013
15 0,00123 | 157 0,0020 267 0,0013 398 0,0024
22 0,0073 158 0,0073 270 0,00316 | 399 0,00124
23 0,0015 159 0,00005 | 284 0,0029 402 0,00280
24 0,00370 | 163 0,0016 285 0,0082 407 0,00297
25 0,00379 | 168 0,00249 | 288 0,00297 | 409 0,00123
29 0,0006 169 0,00370 | 300 0,0041 410 0,00282
35 0,0013 180 0,00370 | 302 0,0007 413 0,00370
37 0,0001 181 0,00175 | 304 0,00387 | 414 0,0087
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42 0,00249 | 184 0,00322 | 307 0,00202 | 416 0,00124
55 0,00370 | 187 0,00123 | 309 0,00370 | 421 0,0073
56 0,00181 | 191 0,00133 | 310 0,00118 | 424 0,00123
58 0,0090 192 0,00249 | 330 0,0066 | 429 0,00005
60 0,0082 193 0,00249 | 333 0,0082 | 431 0,0014
61 0,00280 | 200 0,00285 | 335 0,00334 | 434 0,0029
63 0,0041 | 205 0,00370 | 336 0,00370 | 435 0,00370
67 0,0073 | 208 0,00123 | 338 0,00284 | 437 0,0073
72 0,0014 | 209 0,00249 | 341 0,00249 | 439 0,00123
73 0,0041 | 210 0,00363 | 346 0,00249 | 440 0,0021
78 0,00370 | 214 0,00363 | 347 0,00370 | 444 0,0086
90 0,00249 | 217 0,00123 | 349 0,0013 | 447 0,00123
94 0,0073 | 222 0,0041 352 0,0034 | 449 0,00279
97 0,0041 | 224 0,0041 354 0,0004 | 451 0,00370
102 0,00130 | 230 0,00249 | 356 0,00370 | 452 0,00419
107 0,00405 | 239 0,00123 | 357 0,00266 | 454 0,00123
110 0,0021 | 244 0,00249 | 358 0,0004 | 457 0,00334
112 0,00123 | 245 0,0004 | 371 0,00370 | 463 0,00111
117 0,00370 | 246 0,00288 | 374 0,00130 | 471 0,0004
135 0,00330 | 248 0,00319 | 376 0,0073 | 473 0,0041
137 0,00283 | 249 0,00249 | 382 0,00452 | 483 0,00388
139 0,00305 | 250 0,00123 | 383 0,00274 | 487 0,00214
143 0,00370 | 252 0,00123 | 384 0,00123 | 491 0,00196

*Se presenta Unicamente el valor de p<0,05 obtenido mediante SLAC.
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7.5. Amplificacion y secuenciacion de la regiéon 5UTR de
DENV-2

Se realiz6 la amplificacion exitosa de la region & UTR, utilizando la
metodologia RACE. La generacion de una cola poli(A) en el extremo 5 del
cDNA obtenido en el paso de transcripcion reversa, permitié la hibridacion del
PCR Anchor primer y por ende la amplificacion de dicho extremo (Figura 13).
La secuenciacion del producto de PCR permiti6 la obtencion de
electroferogramas en los cuales se evidencia la presencia de la cola poli(A)
adicionada de forma artificial (Figura 14).

Cepas
Ko\ @
& P S 0°é°§
W R N &

<= 1000pb

<+ 500pb
380pb =

Figura 13. Amplificacion de la regién 5 UTR de DENV-2. Fragmento de 380 pb
obtenido mediante la estrategia RACE, utilizando los oligonucledétidos SP2 y
PCR Anchor primery el protocolo descrito en la metodologia. MW: Marcador de

peso molecular tipo escalera de 100 pb.
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Figura 14. Electroferogramas representativos de la region 5 UTR. Se muestra la
secuencia de la cepa 18, incluida la cola poli A utilizando los oligonucleétidos SP2 y
SP3.

7.6 Las estructuras secundarias de la region 5’UTR y del gen E

de DENV-2 no serelacionan con la severidad de la enfermedad.

En la regién 5 UTR se identificaron dos estructuras secundarias, conservadas
tanto en las cepas asociadas a dengue sin signos de alarma, como en las
cepas asociadas a dengue grave. La primera estructura secundaria
corresponde al elemento SLA (Figura 15 A y C) y la segunda estructura
secundaria predicha corresponde al elemento SLB (Figura 15 B y D). Para los
elementos SLA y SLB se determinaron diferentes parametros, los cuales se
encuentran directamente relacionados con su estabilidad termodinamica (Tabla
5).
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Figura 15. Alineamiento y estructuras secundarias en la region 5 UTR de DENV-2. A)

y B) Alineamientos de secuencias de la region 5’UTR de cepas asociadas a dengue
sin signos de alarma y dengue grave, respectivamente. En rojo se muestra el
consenso de estructuras secundarias de ARN. C) Estructura secundaria consenso
correspondiente al elemento SLA. D) estructura secundaria consenso correspondiente

al elemento SLB.
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Tabla 5. Estabilidad termodinamica de los elementos estructurales presentes en el
5'UTR de DENV-2.

| Parametros | SLA | sLB |

| Localizacién | 1-95 || 1-95 |

| Promedio z-score | -1,98 || -2,83 |
Contribucion Energia 30401 -24 68

| Contribucion covarianza H 0,00 || -0,37 |

lindice de conservacioén de estructural| 1,0 | 1,02 |
Hebra Sentido seAr?tESo

| Media de identidad en parejas || 99,47 || 98,25 |

Para las secuencia del gen E, se realizaron los alineamientos, tanto en las
cepas asociadas a dengue sin signos de alarma asi como en las cepas
asociadas a dengue grave (Figura 16 A-D)), se detectaron cuatro estructuras
secundarias conservadas (Figura 17 (A-D)), estas se ubicaron a los largo de la
secuencia nucleotidica (Figura 18) y se determinaron los diferentes parametros
de estabilidad termodindmica (Tabla 6).
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Figura 16. Alineamiento gen E. En los alineamientos A-D se evidencia en color rojo y amarillo
se muestran los nucleétidos que forman estructuras complementarias.
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A) B)

Figura 17. Estructuras secundarias en el gen E. A - D) Estructuras secundarias
predichas consenso en el gen de la envoltura de cepas asociadas a dengue sin signos
de alarma y dengue grave.
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Figura 18. Ubicacion de las cuatro estructuras secundarias en el gen de la envoltura.

En la parte inferior se esquematizan las posiciones nucleotidicas del gen completo.

Tabla 6. Estabilidad termodindmica de los elementos estructurales presentes en el
gen de la envoltura de DENV-2.

| Estructurapredicha | 1 | 2 || 3 | 4 |

| Localizacién | 40-160 || 440-560 || 760-880 | 800-920 |

| Promedio z-score | -162 || 234 | -200 | -234 |
Contribucion Energia 228 30 .31 64 3705 .31 64

| Contribucién covarianza || 0,006 | 075 || 050 | -075 |
Indice de conservacion de 0,97 0,89 0,98 0.89

estructura
| Hebra | Sentido | Sentido || Sentido | Sentido |
|Media de identidad en parejas| 97,92 | 9500 | 9875 | 9500 |

Las estructuras secundarias detectadas mediante RNAz fueron posteriormente
validadas mediante la base de datos Rfam, con el fin de asignar clasificaciones
funcionales segun los modelos de familias taxonOmicas. La estructura
secundaria de ARN denominada SLA y ubicada en la regién 5’UTR fue la unica
encontrada por multiples alineamientos de secuencias, (Tabla 7) y anotada a
nivel taxonomico en la familia Flaviviridae. Las restantes estructuras
secundarias evaluadas en la regién 5’UTR y en el gen de la envoltura no se

encontraron asociadas con las familias existentes en la base de datos Rfam.
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Tabla 7. Validacion de SLA en Rfam

Id A;;:eso Posicion || Bits score | Valor E| hebra
am
IDENV_SLA|[RF02340] 1-712 || 786 | 6,2e-° |Sentido]

A partir de los alineamientos del extremo 5 UTR y del gen de la envoltura de
DENV-2, fue posible identificar sustituciones compensatorias putativas en
diferentes Loci que participan en la formacion de estructuras secundarias
conservadas; por ello se compararon dichas sustituciones compensatorias
putativas o0 apareamientos no canonicos hallados en la prediccion de
estructuras secundarias con los codones seleccionados negativamente por los
meétodos de evolucion adaptativa (Tabla 8), con el fin de evaluar la existencia
de una doble seleccion evolutiva, la primera determinada mediante la
estructura conformacional del ARN y la segunda desde la evolucion

purificadora, diversificadora o neutral.

Tabla 8. Correlacién entre sustituciones compensatorias putativas o apareamientos no
candnicos y codones seleccionados negativamente.

Posicion Codén
Estructura nucleotidica 44 leccionad
secundariade ARN | gen dela Codon | seleccionado
negativamente
envoltura
i 44 15 (2)
Figura 17 (A) 53 18 (2) No
- 854 284(3) Si
Figura 17 (D) 859 286(2)
i 871 290(2) No
Figura 17 (D) 892 297(2)
Figura 17 (D) 842 280(3) Si
901 300(2)
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http://rfam.xfam.org/family/DENV_SLA
http://rfam.xfam.org/family/RF02340

7.7 Las caracteristicas fenotipicas in vitro de las cepas de
DENV-2 no indican cambios asociados con la severidad de la

enfermedad.

Para cada una de las cepas tituladas se realizo la curva de crecimiento que
incluyé 6 hpi (Figura 19), 12 hpi (Figura 20), 24 hpi (Figura 21), 36 hpi (Figura
22) y 48 hpi (Figura 23), posteriormente se realizd la respectiva titulacion de
cada uno de los puntos experimentales. En comun para las cepas se observé
un fenotipo de placa heterogéneo y reproducibilidad en el nimero de placas
entre cada una de las réplicas.

6 horas

10 10°
102 10-6
103 107
10* Mock

Figura 19. Titulacion mediante ensayo de placa a las 6 hpi. Titulacion de la cepa 12
(codigo 423887) por triplicado.
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12 horas

101 10>
102 1 106
103 107
104 Mock

Figura 20. Titulacion mediante ensayo de placa a las 12 hpi. Titulacién de la cepa 12
(codigo 423887) por triplicado.

24 horas
102 105
102 10®
103 107
104 Mock

Figura 21. Titulacion mediante ensayo de placa a las 24 hpi. Titulacion de la cepa 12
(codigo 423887) por triplicado.
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101 105
102 106
102 107
104 Mock

Figura 22. Titulacion mediante ensayo de placa a las 24 hpi. Titulacién de la cepa 12
(codigo 423887) por triplicado.

48 horas

10! 105
102 106
103 107
104 \r‘; Mock

Figura 23. Titulacion mediante ensayo de placa a las 24 hpi. Titulacion de la cepa 12
(codigo 423887) por triplicado.
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Al realizar la caracterizacion in vitro mediante curvas de crecimiento de un paso
de las cepas 156 (codigo 434321) y cepa 18 (codigo 422091) aisladas de
pacientes que presentaron dengue grave, los titulos virales se evidenciaron
después de las 12 horas post —infeccion (4,28 — 5,21 Log 10 PFU/mI), los
titulos virales méaximos fueron alcanzados a las 36 horas post infecciéon (4,34 —
5,33 Log 10 PFU/ml) y a partir de las 48 horas los titulos comenzaron a
disminuir. Al comparar los titulos de las cepas se evidencio mayores titulos en
la cepa 422091 (Figura 24).

La caracterizacion in vitro de las cepas: 12 (cédigo 423887), 46 (codigo
425819), 44 (cédigo 425817), 41 (codigo 425334), 56 (cédigo 428702), 8
(cédigo 422275) y 28 (codigo 422516) aisladas de pacientes que presentaron
dengue sin signos de alarma, en general los titulos virales se evidenciaron
después de las 12 horas post infeccion, los titulos virales maximos fueron
alcanzados a las 24 horas post infeccion (4,99 — 6,18 Log 10 PFU/mI) y a partir
de las 48 horas los titulos comenzaron a disminuir (4,68 — 5,87 Log 10 PFU/m).
Los titulos virales mayores fueron obtenidos por la cepa 422275 y los titulos
menores para la cepa 423887 (Figura 25).
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Figura 24. Curvas de crecimiento en cepas asociadas a dengue grave. Log 10 PFU/

ml en cinco diferentes horas post- infeccién
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Figura 25. Curvas de crecimiento en cepas asociadas a dengue sin signos de alarma.

Log 10 PFU/ ml en cinco diferentes horas post- infeccién

Al comparar las curvas de crecimiento de las cepas asociadas a dengue grave
con respecto a las cepas asociadas a dengue sin signos de alarma no se
observan diferencias estadisticamente significativas (variacion total = 0,0743 p=
0,8915), no obstante la tendencia es la presencia de titulos superiores durante
las 24 horas en cepas asociadas a dengue sin signos de alarma y en las 36
horas post infeccion en cepas que ocasionaron dengue grave (Figura 26).
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Figura 26. Comparacién curvas de crecimiento segun clasificacion clinica. Titulos
obtenidos en cinco diferentes tiempos post-infecciobn entre cepas que ocasionaron

dengue sin signos de alarma y cepas que ocasionaron dengue grave.

Se realiz6 la asociacidn entre la presencia de una sustitucion no sinénima con
respecto a los titulos virales obtenidos a las distintas horas post infeccion(figura
27) mediante el test anova 2 parametros los resultados no fueron
estadisticamente significativos p<0.05, por lo cual no fue posible asociar la
presencia de posibles determinantes genéticos de virulencia con las diferencias
fenotipicas in vitro, ni con los distintos cuadros clinicos de la enfermedad.
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Figura 27. Determinantes genéticos de virulencia y caracteristicas fenotipicas in vitro. Presencia 0 ausencia de sustituciones no sinénimas
respecto a los titulos obtenidos en cinco diferentes tiempos post-infeccion entre cepas que ocasionaron dengue sin signos de alarma y cepas

gque ocasionaron dengue grave.
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8. DISCUSION

8. 1 Contribucion del genotipo viral a la patogénesis

En Colombia, durante los afos 50’s fue establecido el programa de
erradicacion del vector Aedes aegypti, como estrategia para la eliminacion de la
fiebre amarilla. Dicha estrategia fue exitosa y permitio de forma indirecta la
eliminacién del DENV durante aproximadamente 20 afios. Sin embargo, la
reemergencia del DENV tuvo lugar desde principios de los 70’s, con una
epidemia causada por DENV-2 en la costa atlantica Colombiana en 1971 (96).
Para 1982, los cuatro serotipos de DENV habian sido reportados y se
encontraban circulando de forma endémica. En 1988 se report6 el primer caso
de dengue grave en Colombia, lo cual coincididé con la expansion del genotipo
Asiatico/Americano de DENV-2 en la regién y el desplazamiento del genotipo
Americano que se encontraba circulando desde los afios 70’s (84). Es probable
gue este nuevo genotipo haya tenido una importante contribucién al incremento
de la patogénesis de la enfermedad (39, 97), tal como ha sido demostrado

mediante la caracterizacion in vitro e in vivo de cepas (64, 71).

Estudios filogenéticos han demostrado que el genotipo Asiatico/Americano es
el Unico circulante en la region en los ultimos 30 afios (84, 98). En el presente
estudio se evidencio que todas las cepas de DENV-2 circulantes en el periodo
de muestreo, pertenecen al genotipo Asiatico/Americano. Asi mismo, se pudo
determinar la co-circulacion reciente de dos linajes al interior de dicho genotipo,
lo cual es de interés debido a que las cepas estudiadas provienen de distintas
regiones del pais. Ademas, en cada linaje las cepas estudiadas se encuentran
estrechamente relacionadas entre si y a su vez con cepas circulantes en
Venezuela y Perd, lo cual sugiere un patron de dispersion de DENV-2
caracterizado por multiples introducciones del virus al pais y posiblemente la

exportacion continua a paises vecinos.
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También se pudo evidenciar que ambos linajes estuvieron conformados por
cepas asociadas a dengue sin signos de alarma y cepas asociadas a dengue
grave; es decir, la severidad de la enfermedad no se comporta como una
caracteristica ancestral que permita su asociacion con grupos monofiléticos a
nivel de genotipo o linaje. Este hallazgo, supone una dificultad para
correlacionar de forma directa el genotipo con la enfermedad en estudios de
epidemiologia molecular, a la vez que justifica un analisis genético mas
profundo, con el fin de determinar si existen mutaciones puntuales compartidas
entre cepas provenientes de diferentes linajes, que conlleven sustituciones
aminoacidicas o en la estructura del ARN, con un efecto directo en el ciclo de

vida del virus o en su virulencia en el hospedero humano.

La introduccién de un nuevo genotipo o incluso de un linaje genético de DENV,
puede ocasionar la co-circulacién de dos genotipos o linajes y que uno de ellos
sea desplazado. Numerosos estudios han encontrado ese patron de
desplazamiento ante la llegada de un nuevo genotipo (99, 100), por ejemplo, en
Peru tras la llegada de un linaje de DENV-2 que no habia circulado en la

region, hubo un aumento considerable en los casos de dengue grave (101).

8.2 Evidencia de seleccion purificadora y de sustituciones
compensatorias putativas en regiones genémicas codificantes

y no codificantes.

Se ha reportado previamente una alta variabilidad genética en la secuencia del
gen de la envoltura, que codifica para una proteina involucrada en la
interaccion con el receptor celular y que posee los principales epitopes
antigénicos responsables de desencadenar la respuesta inmune (54), las cepas
analizadas no son genéticamente divergentes entre si y en el analisis de
evolucion adaptativa, las pruebas de neutralidad indican la ausencia de
seleccion positiva, no obstante los analisis a nivel de codones soportan la
existencia de seleccion purificadora. Durante su ciclo natural de transmision,

DENV-2 debe interactuar con elementos celulares de especies tan distantes
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filogenéticamente como son sus vectores y hospedero. A pesar de que surge
una alta variabilidad genética como producto de la replicacion mediada por una
RdRP carente de actividad correctora, y que dicha variabilidad pueda ser
utilizada de manera favorable en uno de sus hospederos, el virus debe
garantizar su replicacibn en la otra especie de hospedero, situacién que
constituye un trade-off en la evolucion viral y que resulta en una variabilidad
genética limitada, evidente en el bajo nimero de sustituciones no sinénimas

encontradas en el gen de la envoltura (102, 103).

En la regién 5 UTR se encontré6 una identidad de ~98,9% a nivel de
nucleodtidos y la prediccion de estructuras secundarias in silico evidencié dos
estructuras de ARN previamente caracterizadas denominadas SLA y SLB (14),
sin embargo, no se demostraron cambios conformacionales en las estructuras
secundarias predichas, ni otras estructuras adicionales que permitieran
establecer diferencias entre las cepas asociadas a los diferentes cuadros
clinicos de la enfermedad. En la estructura secundaria SLB, se evidencio la
presencia de dos sustituciones compensatorias putativas, que preservan la
estructura del ARN viral. Teniendo en cuenta su participacion en la formacion
de la estructura tallo-bucle de un elemento reconocido por su importancia a
nivel funcional, la presencia de una mutacion que elimine la
complementariedad de bases tendria un efecto negativo en el fenotipo, por lo
tanto, la ocurrencia de una segunda mutacion en la base complementaria
ubicada en otro locus del genoma, permitiria la preservaciéon de su funcion y
garantizaria el mantenimiento de dicha variante genética (104-106). Otros
estudios han demostrado que algunas sustituciones compensatorias
introducidas de forma artificial en regiones no codificantes permiten
reestablecer los elementos del ARN indispensables durante la replicaciéon
viral (107, 108). Este tipo de sustituciones también se observo en la region
3'UTR en un linaje genético con mayor produccion de ARN subgendmico que
se une al dominio tripartito TRIM25 interfiriendo en la produccion celular de

interferdn tipo | (109).
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El andlisis realizado para el gen E permitio identificar cuatro estructuras
secundarias tanto en cepas asociadas a dengue sin signos de alarma como en
cepas asociadas a dengue grave, las estructuras secundarias no difieren entre
las cepas ya que las secuencias comparten una identidad a nivel de
nucledtidos (~99,9%) y aunque las estructuras secundarias evidenciadas en el
gen E son termodinamicamente estables, no existen estudios que demuestren
Su existencia y sugieran algun tipo de funcién. En dos de las estructuras
secundarias también se evidenciaron sustituciones compensatorias putativas;
la mayoria de estudios han descrito mutaciones no sinénimas, cuya
interpretacion ha sido enfocada en describir cambios conformacionales y
alteraciones en las propiedades fisicoguimicas d e distintas proteinas (E,
NS3, NS4B y NS5) (107, 110-112).

En un andlisis reciente del dominio Ill de la proteina de envoltura en DENV-2 se
encontraron  sustituciones compensatorias que antigénicamente son
importantes en la uniébn de anticuerpos neutralizantes, y en otros agentes
virales han existido hallazgos similares, por ejemplo, en el virus de la hepatitis
B (HVB) se han correlacionado sustituciones compensatorias y no sinénimas
con resistencia a antivirales (113), en el virus de la inmunodeficiencia en
simios (SIV) se encontr6 que una serie de mutaciones compensatorias
inducidas permiten la evasién viral de la accion de los linfocitos T citotoxicos
(114). Sin embargo, ningun estudio en DENV ha realizado un analisis detallado
de estructuras conservadas del ARN en regiones codificantes diferentes a
la regiébn 5’ del gen de la capside. La hipotesis del presente estudio, es que
la existencia de sustituciones compensatorias en DENV-2 podrian ser
marcadores especificos de evolucion concertada, es decir que el genoma de
DENV podria tener la existencia de dos niveles de seleccion evolutiva, tanto

al nivel de estructura del ARN como a nivel de proteina.

Para un estudio mas detallado de las estructuras secundarias, seria interesante
realizar una validacion experimental con ensayos de mutagénesis sitio-dirigida

en un clon infeccioso y evaluar la relacién entre las sustituciones inducidas y el
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proceso de evolucién concertada que se plantea. Ademas a pesar de que se
analizaron dos regiones gendmicas variables a nivel genético, se propone que
para identificar un subconjunto de nuevas regiones candidatas, es necesario
mediante técnicas de secuenciacion de nueva generacion (NGS, del inglés
Next Generation Sequencing) evaluar genomas completos o subregiones
gendmicas de interés conocido, como la region 3’UTR cuyos primeros 300
nucledtidos se encuentran asociados regiones que regulan la replicacién viral
(58) y con ello lograr una mayor profundidad y resolucion en la busqueda de los

determinantes genéticos de virulencia.

8.3 Caracterizacion fenotipica in vitro y su relacion con los

determinantes genéticos de virulencia

La mejor estrategia para caracterizar la cinética replicativa de las cepas virales
es mediante ensayos de placa, porque permiten comprobar la presencia de
particulas virales infecciosas en el cultivo celular, siendo estos mas efectivos
con respecto a técnicas moleculares como gRT- PCR que tienen el sesgo de
cuantificar particulas defectivas, las cuales se originan cuando genomas que no
son viables se ensamblan en viriones y se encuentran implicadas en el proceso
de interferencia viral (115). Adicionalmente, se debe tener en cuenta que la
interpretacion de los ensayos fenotipicos in vitro, esta sujeta al proceso de
adaptacién que sufre la poblacién virus en cada ambiente celular. Asi mismo es
indispensable en el disefio experimental determinar la MOI (multiplicidad de la
infeccion) o la cantidad de particulas virales infecciosas que infectan una célula
en cultivo; si se realiza un experimento a una MOI alta, es con el fin de infectar
una alta proporcion de la monocapa e ideal para la evaluacion de curvas de
crecimiento de un solo paso, mientras que una MOI baja es usada para evaluar

varios ciclos de replicacion del virus en la monocapa (116).

Con respecto a la caracterizacion in vitro del estudio, se vio limitado por las
pocas cepas asociadas a dengue grave que se lograron caracterizar, sin

embargo hay que tener en cuenta que la proporcion de casos anuales de
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dengue grave es de solo el 2,5% (7) y que el porcentaje de recuperacion
durante los aislamientos virales fue muy bajo. Es importante mencionar que
solo se pudieron realizar curvas de crecimiento en dos de las cuatro cepas que
ocasionaron dengue grave, debido a que dos de ellas no alcanzaron los titulos

suficientes para realizar curvas de crecimiento con la MOI establecida.

Aunque se ha evidenciado que mayores titulos virales se correlacionan con la
gravedad de la enfermedad (74, 117), en el presente estudio se encontrd
menor eficiencia replicativa en cepas asociadas a dengue grave en el modelo
in vitro; este hallazgo es compartido con un estudio donde se observé que
cepas asociadas a dengue grave presentan titulos virales mas bajos con
respecto a cepas asociadas a dengue sin signos de alarma después de tres
pases en células Vero (116). También, se debe tener en cuenta que los altos
niveles de ARN viral han sido descritos en infecciones secundarias debido al
fendbmeno ADE; en el estudio no se evaluo la relacién IgM/IgG para determinar
si los pacientes presentaban infeccion primaria o secundaria por DENV, y asi
realizar una mejor correlacion entre la cinética replicativa de las cepas y los

factores dependientes del hospedero en el desenlace de la enfermedad.

Las células BHK-21 fueron mas susceptibles a la infeccién por las cepas
asociadas a dengue grave, en las curvas de crecimiento estas cepas
alcanzaron los titulos maximos a las 24 horas post infeccion, frente a las cepas
aisladas de pacientes que presentaron dengue sin signos de alarma que
alcanzaron titulos maximos a las 36 horas post infeccion. Sin embargo, se debe
evaluar la cinética de replicacion en otra linea celular como lo es Vero o en
cultivos primarios de células humanas, donde el virus estard sometido a un
ambiente celular distinto y las cepas de DENV pueden presentar otro tipo de
adaptacion durante la infeccién viral. Ademas en las curvas de crecimiento de
un paso, en 48 horas post infeccibn ya se habia infectado el total de la
monocapa celular, en consecuencia, seria importante realizar las curvas de
crecimiento a una MOI baja para comparar los resultados de ambas

estrategias.
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8. CONCLUSIONES

En las regiones gendmicas analizadas de DENV-2, no se identificaron
potenciales determinantes genéticos que se correlacionaran con los distintos

cuadros clinicos de la enfermedad.

La caracterizacion fenotipica revela la tendencia de menores titulos virales en
las cepas asociadas a dengue grave, con respecto a las cepas que

ocasionaron dengue sin signos de alarma.

No fue posible establecer alguna asociacion entre las variantes genéticas de
las diferentes cepas de DENV-2 y las caracteristicas fenotipicas in vitro de las

mismas, ni con los distintos cuadros clinicos de la enfermedad.
El genoma de DENV-2 se caracteriza por la presencia de mutaciones

compensatorias en regiones codificantes y no codificantes, que garantizan la

preservacion de estructuras secundarias de ARN conservadas.
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9. PERSPECTIVAS

En las cepas caracterizadas se hace necesario evaluar el genoma completo
para la busqueda de determinantes genéticos de virulencia; siendo una
estrategia mas efectiva para el esclarecimiento de la patogénesis de la
enfermedad. Mediante la identificacion de determinantes genéticos de
virulencia en el genoma de DENV a nivel nacional se podria realizar vigilancia y
monitoreo rutinario a nivel genético de DENV, incluyendo un nimero de cepas
representativas de todo el pais, que puede ser de impacto en la prediccion o
generacion de alertas ante posibles brotes de acuerdo a la dinamica

epidemioldgica del momento.

El desarrollo de dengue grave no se encuentra exclusivamente asociado a
DENV-2, por ello es pertinente extender la buUsqueda de determinantes

genéticos de virulencia a los cuatro serotipos de DENV.

Para comprender la patogénesis en dengue, es necesario realizar un abordaje
que involucre el hospedero y el virus, para ello se hace necesario realizar el
monitoreo de los individuos infectados en la fase aguda y de convalecencia,
con un analisis detallado de la relacion IgM/IgG, deteccién de citoquinas (IL2,
IL-10, IFN-y), complemento, NS1, ST2, carga viral, entre otros marcadores
presuntivos de gravedad; asi como también un andlisis de las propiedades
bioldgicas y genéticas de las cepas de DENV que ocasionaron el desarrollo de

la enfermedad.

La presencia de mutaciones compensatorias putativas que permiten preservar
la estructura secundaria del ARN viral en regiones codificantes del genoma de
DENV, sugiere un nuevo nivel de seleccion y por lo tanto un papel importante
en la evolucidon de estos virus. Un andlisis profundo utilizando genomas
completos de cepas circulantes a nivel mundial y de los diferentes serotipos,

permitira determinar la magnitud de este hallazgo.
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