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RESUMEN

El dengue es una enfermedad infecciosa transmitida principalmente por el
mosquito Aedes aegypti y ocasionada por el virus del dengue (DENV) que
pertenece a la familia Flaviviridae. EI DENV presenta un genoma de RNA de
cadena sencilla y polaridad positiva de aproximadamente 10.7 kb de longitud.
La infeccién con alguno de los cuatro serotipos reconocidos (DENV1, 2, 3y 4)
se manifiesta en fiebre indiferenciada conocida como fiebre de dengue o
dengue severo, donde se presentan hemorragias que pueden ser internas o
externas, anteriormente conocida como fiebre hemorragica por dengue o
sindrome de choque por dengue, los cuales pueden llevar a la muerte. En el
2009, ocurrié uno de los brotes epidémicos con mayor numero de individuos
infectados con dengue en México, en donde el Estado de Veracruz ocupo el
tercer lugar en casos totales pero el primer lugar en casos de dengue severo.
Un total de 65 muestras del Estado de Veracruz fueron estudiadas y se
encontrd que la mayor proporcion fue de DENV2, seguido por DENV1, DENV3
y DENV4. Se obtuvieron secuencias de cada serotipo y al ser analizadas se
encontrd0 que los genotipos V de DENV1 y Il de DENV3 se encuentran
presentes como ha sido desde su introduccion en la década de 1980.
Asimismo, se identificé la introduccién del genotipo asiatico 1l del DENV2 y el
genotipo | del DENV4, lo que representa el primer reporte de este genotipo en
México y el segundo pais en el continente americano, ya que Brasil también

identifico el genotipo | del DENVA4.
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ABSTRACT

Dengue is an infectious disease transmitted mainly by the mosquito Aedes
aegypti, which is caused by the dengue virus (DENV) that belongs to the
Flaviviridae family. DENV has a positive polarity single-stranded RNA genome,
with approximately 10.7 kb in length. Infection with one of the four recognized
serotypes (DENV1, 2, 3 and 4) is expressed in undifferentiated fever known as
dengue fever or in severe DEN, which causes bleeding or dengue shock
syndrome, which can lead to death. In 2009, one of the outbreaks occurred
with the largest number of individuals infected with DF and DHF in Mexico,
where the state of Veracruz ranked third in total cases but the first in severe
dengue. A total of 65 samples were studied form the State of Veracruz and it
was found that the highest proportion was DENV2, followed by DENV1, DENV3
and DENV4. Sequences of each serotype were obtained and upon analysis it
was found that DENV1 genotype | and DENV3 genotype Ill are present as they
have been since their introduction in the 1980s. Furthermore, DENV2 Asian I
genotype and DENV4 genotype | were detected, which represents the first
report of this genotype in Mexico and the second country in the Americas, since

Brazil was the first country that reports DENV4 genotype |.
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I. INTRODUCCION

El dengue es la infeccion viral transmitida por artrépodos mas comun en todo
el mundo con una estimacion de 400 millones de infecciones, lo que
representa mas del triple que lo estimado por la Organizacién Mundial de la
salud (WHO, por sus siglas en inglés), que establece que las manifestaciones
clinicas en promedio son de 96 millones; ademas de que la poblacion en riesgo
representa el 50% del total mundial (Yang et al., 2021; Nealon et al., 2020).
Estudios recientes establecen que los casos de dengue se han incrementado
draméticamente los ultimos 70 afios, los casos sintométicos van de los 24 a
los 130 millones de personas, mientras que la cantidad de muertes van de
10,000 a 50,000, asimismo se estima que las pérdidas econdémicas
ocasionadas por el virus son de los 4,000 a los 39,000 millones de dolares
anuales (Castro et al., 2017; Nealon et al., 2020; Ramos-Castafieda et al.,
2017; Yang et al., 2021; Zeng et al., 2021).

La intensidad en los brotes de dengue depende de factores como el
crecimiento poblacional, urbanizacién rapida y no planeada en regiones con
condiciones insalubres, deterioro de los sistemas de salud, decremento en el
acceso al cuidado de la salud, control del vector inadecuado, globalizacion de
la economia, migracion y cambio climatico (Ishak et al., 2020; Nealon et al.,
2020; Ramos-Castarieda et al., 2017; Yang et al., 2021; Zeng et al., 2021).

El dengue es causado por el virus del mismo nombre (DENV), del cual se
reconocen cuatro serotipos (DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4), los cuales
exhiben una homologia de secuencia del 65-75 % (Bifani et al., 2022; Ishak et
al., 2020). La infeccién por cualquiera de esos serotipos puede resultar en una
amplia variedad de manifestaciones clinicas, por lo que la secuencia de las
infecciones puede ser un determinante en la severidad de la enfermedad
(Halstead, 2019). EIl incremento en la incidencia y la severidad de la
enfermedad es atribuido en parte a la expansion geografica del vector (el
mosquito Aedes aegypti), lo cual ha favorecido la cocirculacidon de los cuatro
serotipos en las areas urbanas (Bifani et al., 2022; Castro et al., 2017; Chin-
Inmanu et al., 2021).
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En México, Undurraga et al. (2015) estimaron que en promedio ocurren
139,000 infecciones por dengue anualmente y que el costo de la enfermedad
es de 170 millones de dolares anuales, mas de la reportado previamente.
Ademas, otros factores como la introduccion de nuevas cepas y la
hiperendemicidad favorecen la creciente cantidad de casos anuales a nivel
mundial (Halstead, 2019).

El presente trabajo tuvo por objeto estudiar el brote epidémico del 2009 en
Veracruz, uno de los aflos con mayor cantidad de casos de dengue en la
historia de México y especialmente de casos de dengue severo, lo anterior con

la finalidad de determinar las posibles causas que dieron origen a ese brote.
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Il. MARCO TEORICO

2.1. Epidemiologia

El primer registro de una enfermedad clinicamente compatible como dengue
data de los siglos Il y IX en China, en el cual se describio a la enfermedad
como “agua envenenada’ (debido a la asociacion con los mosquitos que
volaban sobre el agua) y su descripcion clinica incluyé fiebre, sarpullido,
mialgia, artralgia y algunas manifestaciones hemorragicas. Siglos después,
casos compatibles se reportaron en Panama en 1635; en Yakarta, Cairo,
Filadelfia, Cadiz y Sevilla entre 1779 y 1788 (Valderrama et al., 2017).

El vector del DENV se expandié en América en 1600 con la trata de esclavos,
en la medida que la industria del transporte maritimo mundial y las ciudades
portuarias, crecieron y se volvieron mas urbanizadas entre los siglos XVIIl y
XIX, creando las condiciones ideales para la dispersion del mosquito Aedes
aegypti, vector principal del virus del dengue, lo que produjo grandes
epidemias (Pang et al., 2017; Souza-Salles et al., 2018).

La etiologia del dengue fue sugerida experimentalmente en el siglo XIX, pero
el agente causante se aisld hasta la Segunda Guerra Mundial, cuando los
avances en tecnologia lo facilitaron a investigadores japoneses Yy
estadounidenses, lo que propicié la identificacién de los primeros dos serotipos
del virus, seguido de los serotipos 3 y 4 cuando casos de fiebre hemorragica
de dengue (DHF) emergieron en centros urbanos de Filipinas y Tailandia. La
rapida urbanizacion del sureste de Asia lidero la transmision incrementada del
virus y genero hiperendemicidad para los cuatro serotipos (Valderrama et al.,
2017).

La primera epidemia conocida de dengue hemorragico ocurrio en Filipinas (en
la ciudad de Manila) entre 1953 y 1954, apareciendo después en Vietham y
Tailandia en 1958; Laos, Singapur y Malasia en 1962 y la India en 1963.
Durante los afios siguientes la enfermedad se disemind en forma epidémica
por el sureste de Asia, llegando a ser la causa principal de hospitalizacion y
muerte entre los nifios de la region a mediados de la década de 1970 (Pang et
al., 2017).

14



En Ameérica, el declive hacia 1970 y la reemergencia del dengue epidémico en
la década de 1980 fueron relacionados principalmente a la presencia o
ausencia del vector Aedes aegypti y la infestacion por Ae. albopictus (Kumar
et al., 2020; Mahmud et al., 2019; Valderrama et al., 2017; Souza-Salles et al.,
2018).

Durante los ultimos 60 afios, se ha observado un incremento significativo en
el nUmero de casos de dengue reportados en todo el mundo por la WHO, que
van desde los 900 casos anuales en la década de 1950, hasta la actualidad
donde se estima que el niumero de individuos infectados oscila entre 50 y 100
millones anualmente con una mortalidad entre 25,000 y 50,000 individuos;
actualmente alrededor de la mitad de la poblacion mundial corre el riesgo de
contraer esta enfermedad. M&s de 100 paises son afectados mundialmente
con una distribucién principalmente entre los tropicos de Céancer y de
Capricornio (Fig. 1) (CDC, 2022; Kumar et al., 2020).

RIESG0 DE DENGUE
- Frecuente o continuo

Esporadico o incierto

No hay evidencia de riesgo

Hawdi
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FIGURA 1. EL DENGUE EN EL MUNDO.
DISTRIBUCION MUNDIAL DEL DENV Y SU RIESGO DE INFECCION DE ACUERDO CON EL CENTRO PARA
LA PREVENCION Y CONTROL DE ENFERMEDADES (TOMADO DE CDC, 2022).
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De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud, en el continente
americano en el 2011 hubo un total de 1,073,978 casos de dengue, de los
cuales 19,450 fueron dengue severo y 758 personas murieron, con una
incidencia de 133 casos/100,000 habitantes. Para el 2012, un total de
1,162,998 casos fueron reportados, lo que representa un incremento
comparado con el 2011, ademas de que la cantidad de casos severos aumento
considerablemente a 32,408 (casi 60% mas con respecto al afio anterior), y la
cantidad de muertes subié un 7% (807). El afio 2013 signific6 un aumento de
poco mas del doble de casos con un total de 2,384,234 y un total de 1,403
muertes. Para 2014 los casos disminuyeron hasta 1,171,029 casos totales con
15,744 de dengue severo. Para 2015 se incrementd a mas del doble con
2,430,178, los casos severos disminuyeron a 12,824. En el 2016 se
presentaron un total de 2,168,146 casos totales con 4,366 de dengue severo.
En el 2017 los casos de dengue disminuyeron drasticamente a 577,697, pero
la cantidad de dengue severo fue similar al 2016. Lo anterior refleja las
fluctuaciones que ocurren en la epidemiologia del dengue (Souza-Salles et al.,
2018; Silva et al., 2020).

2.2. Clasificacion y diagnostico de la enfermedad.

La WHO ha hecho intentos por clasificar al dengue de acuerdo con la
sintomatologia observada. En 1975 el dengue fue clasificado como fiebre
indiferenciada, fiebre de dengue y fiebre hemorragica de dengue; el criterio de
clasificacion fue desarrollado para distinguir entre dengue vy otras
enfermedades febriles y éste fue revisado en 1986 y 1997. Ademas de las
caracteristicas clinicas, el diagnéstico de dengue requeria evidencia
epidemiolégica o de laboratorio para determinar una infeccidon de fiebre de
dengue (DF). Por otro lado, para determinar un caso como fiebre hemorragica
de dengue (DHF), cuatro factores eran requeridos: fiebre, manifestaciones
hemorragicas, trombocitopenia y evidencia de fuga de plasma. El diagnéstico

de DHF no requeria evidencia de laboratorio (Dussart et al., 2020).
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De acuerdo con lo anterior, el dengue resulta en manifestaciones clinicas
progresivamente severas conocidas como DF, DHF y el sindrome de choque
del dengue (DSS). Causa fiebre, mialgia, artralgia, dolor abdominal, salpullido
y viremia (Chen et al., 2019). A medida que la fiebre disminuye, la DHF/DSS
se manifiesta con una repentina pérdida de plasma que puede provocar
hemoconcentracion, derrame pleural, ascitis, trombocitopenia, anomalias de
la coagulacion y en algunos casos raros encefalitis (Elong-Ngono & Shresta,
2018).

La DF es una enfermedad aguda asociada con la repentina ocurrencia de
fiebre que dura de 2 a 7 dias, dolor de estébmago, dolor retro orbital, mialgia,
dolor en las articulaciones de los huesos y sarpullido, muchas veces también
acompafado de leucopenia, ocasionalmente de trombocitopenia (<100,000
plaguetas/mm3) y hemorragia cutanea (Low et al., 2018; Dussart et al., 2020).
La WHO clasific6 en su momento la DHF/DSS en cuatro grados: los grados |
y Il representan casos sin choque (casos de DHF), mientras que los grados Il
y IV son casos mas severos acompafiados de choque (casos de DSS). Sin
embargo, este sistema de clasificacion fue reevaluado para una mayor utilidad
clinica ya que no es lo suficientemente preciso en la clasificacion correcta de
la enfermedad. La DHF es muy similar a DF durante la etapa febril temprana,
pero esos sintomas se combinan con manifestaciones hemorragicas,
trombocitopenia y filtracion de plasma (grados | y II) como resultado del
incremento en la permeabilidad vascular (Dussart et al., 2020).

El DSS ocurre al mismo tiempo o poco después de la defervescencia y esta
caracterizado por una rapida disminucién en el pulso (€20 mmHg) o
hipotensidn, con piel himeda y fria en la etapa temprana del choque (grado
[l1). Si el paciente no es atendido pronto y apropiadamente, puede iniciarse un
estado de choque profundo, el pulso y la presion sanguinea llegan a ser
indetectables (grado 1V), resultando en la muerte del paciente entre 12 y 36
horas después del comienzo del choque (Chen et al., 2020).

Para el 2009, los criterios de clasificacion cambiaron, el dengue fue designado

como dengue con o sin sefales de advertencia y dengue severo (Fig. 2),

17



aunque los sintomas listados en esta nueva clasificacion fueron mas
numerosos y menos especificos que aquellos de 1997, aunque su intencion
fue mejorar el manejo clinico (Chen et al., 2019).

DENGUE+ SENALES DE ALARMA

Sin Con sefiales de alarma

Criterios para dengue # sefiales de alarma =
Criterios para dengue severo

Probable dengue Dol Sefgzles fje lalarma* ‘ Fuga grave del plasma
Vivir en/o viajar en un area endémica V?n(:rta c:ml:ant Liderando a:
Fiebre y dos sintomas: omito persistente Shock (DSS)
Nausea Acumulacion de fluidos Acumulacién de fluidos con
i Sangrado de la mucosa dificultad respiratoria

Sarpullido e EE e >
Dolor Letargia, inquietud :
T -, . Alargamiento del Sangrado severo

est p05|t!vo atorniquete higado>2cm Evaluado clinicamente
Leucopenia :

Laboratorio: incremento en Involucramiento severo de 6rganos

hematocrito con  rdpido Higado: AST o ALT > 1000
decremento de las plaguetas SNC: Conciencia alterada
*(Requiere observacion estricta Corazén y otros 6rganos
" eintervencion médica)

Cualquier signo de alarma

[ Dengue confirmado por laboratorio
(Cuando no hay sefiales de alarma)

FIGURA 2. CLASIFICACION DE LA ENFERMEDAD DEL DENGUE.

CLASIFICACION ACTUAL DEL DENGUE DE ACUERDO CON LA ORGANIZACION MUNDIAL DE LA SALUD,
LA CUAL LO DIVIDE EN DENGUE CON/SIN SENALES DE ALARMA Y DENGUE SEVERO (TOMADO DE MORRA
ETAL., 2018).

De acuerdo con la clasificacion del 2009, el diagndéstico del dengue requiere
de la presencia de fiebre y al menos dos caracteristicas clinicas o cualquier
sefial de advertencia, ademas evidencia epidemiologica o de laboratorio. El
dengue severo es definido con alguna de las siguientes caracteristicas: fuga
de plasma severo liderando a choque o dificultad respiratoria, hemorragia

severa o falla de érganos (Low et al., 2018; Morra et al., 2018).

2.3. El virus del dengue.

2.3.1. Los arbovirus
El DENV pertenece al grupo de virus denominados Arbovirus (del inglés

arthropod-borne virus) ya que en su ciclo requieren un vector artrépodo
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hematéfago y un hospedero vertebrado. Los Arbovirus son
predominantemente virus de RNA en las familias Togaviridae, Bunyaviridae,
Rhabdoviridae, Reoviridae y Flaviviridae, ademas del género Thogotovirus
(Familia Othomyxoviridae) y un virus de cadena sencilla de DNA de la familia
Asfarviridae (el Virus de la fiebre porcina africana) (Huang et al., 2019).

Los arbovirus son responsables de un gran impacto en la salud publica a nivel
mundial, ya que existen mas de 500 arbovirus, de los cuales 150 especies
afectan a los humanos, entre ellos los virus de la encefalitis equina del este, la
encefalitis equina del oeste, la encefalitis equina venezolana, el virus Sindbis,
el virus del rio Ross y el virus Chigunkunya dentro de la familia Togaviridae;
ademas de la familia Bunyaviridae estan los virus de la encefalitis de California,
el virus de la fiebre del valle Rift y el virus Lacrosse (Holbrook, 2017; Young
2018).

2.3.2. Familia Flaviviridae

La familia Flaviviridae incluye virus causantes de enfermedades muy severas
y de alta mortalidad en humanos y en animales, siendo dos grupos principales
de flavivirus, los transmitidos por las garrapatas y aquellos transmitidos por
mosquitos. Los flavivirus transmitidos por garrapatas son un grupo monofilético
gue consiste en un serocomplejo. Los flavivirus transmitidos por mosquitos son
un grupo mas diverso, consiste en los serocomplejos del virus de la encefalitis
japonesa (JEV), virus de la fiebre amarilla (YFV), virus del dengue (DENV),
entre otros. Estudios de tiempo de divergencia genética sugieren que los
flavivirus surgieron de un ancestro comun hace unos 100,000 afios con la
separacion de los virus transmitidos por garrapatas, de los transmitidos por
mosquitos hace unos 40,000 afios (Holbrook, 2017; Simmonds et al., 2017).

Los flavivirus fueron primero clasificados dentro del grupo de los togavirus
basados en la evaluacion seroldgica, pero los avances en Biologia Molecular
los separaron en la familia Flaviviridae en 1984 por sus diferencias en
estructura, secuencia de su genoma y procesos de replicaciéon. Han sido

descubiertos flavivirus que no son transmitidos por vectores, asi como algunos
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especificos de insectos. Los virus transmitidos por mosquitos pueden
agruparse en los transmitidos por los mosquitos del género Culex y los
transmitidos por el género Aedes, como el DENV (Holbrook, 2017).

2.3.3. Virus del dengue
El DENV es un virus de RNA de cadena sencilla y polaridad positiva con una
longitud de aproximadamente 10,700 bases (Ramos-Castafieda et al., 2017).
Con un diametro de aproximadamente 500 A (~50 nm), una superficie
relativamente lisa y simetria icosaédrica en su estado maduro (Fig. 3) (Begum
et al., 2019).

Virus del dengue maduro vy
compacto

50 nm de didmetro

30 balsas de 3 dimeros de proteina E

Completamente inmaduro
60 nm de didmetro
60 espiculas de 3 proteinas prM-E

FIGURA 3. ESTRUCTURA DEL DENV MADURO E INMADURO.

EL VIRUS DEL DENGUE SE PRESENTA EN DOS FORMAS, MADURA E INMADURA, LAS CUALES DIFIEREN
EN QUE EL PEPTIDO PR SIGUE UNIDO A LA PROTEINA M EN LA FORMA INMADURA Y ES CORTADO EN LA
FORMA MADURA, LA CUAL ES MAS COMPACTA (TOMADO DE MORRONE & LOK, 2019).

Esta organizado en una regién 5’ no-traducida (5’-UTR, por sus siglas en
inglés) o no codificante (NCR, por sus siglas en inglés), que contiene un
capuchon (cap) tipo 1 (m7GpppAmp), tres genes estructurales que codifican
para las proteinas de la capside (C), premembrana/membrana (prM/M) vy la

envoltura (E), siete genes no estructurales que codifican para las proteinas
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NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5, y una region 3UTR la cual
carece de cola poli-A (Fig. 4). Las proteinas estructurales forman la particula
viral y las proteinas no estructurales participan en la replicacion del genoma
de RNA, el ensamblaje del virion y la evasion de la respuesta inmune innata
(tomado de Khetarpal & Khanna, 2016).

5'NCR INCR
5m Gq h E'DH
Proteinas estructurales Proteinas no estructurales

A Y e\

I'EIIEI--- -III--

* NS1 NS2ANS2IB NS4A NS4B
Y Proteasa NS2B-3 * Peptidasa sefial Proteasa del Golgi  ? Proteasa desconocida

FIGURA 4. GENOMA DE LOS FLAVIVIRUS.
ORGANIZACION GENOMICA Y PROCESAMIENTO DE LA POLIPROTEINA DE LOS MIEMBROS DEL GENERO
FLAVIVIRUS (TOMADO DE SIMMONDS ET AL., 2017).

2.3.3.1. Serotipos y genotipos del DENV.
Katzelnick et al. (2017) han establecido que la complejidad de la transmision
del DENV vy la dinamica de la enfermedad son exacerbados por la existencia
de cuatro serotipos de dengue (DENV-1, -2, -3 y -4) altamente relacionados.
Esta diversidad de virus del dengue se puede atribuir a su RNA polimerasa, ya
gue al no tener actividad de correccion de pruebas, se piensa que produce al
menos una mutacion por cada replicacion de su genoma. Cada serotipo a su
vez se divide en genotipos, los cuales tienen una divergencia del 6% (Tabla 1;

Ramos-Castaneda et al., 2017; Zomosa-Signoret et al., 2020).
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TABLA 1. DISTRIBUCION DE LOS SEROTIPOS Y GENOTIPOS DEL DENGUE (HARAPAN

ET AL., 2020).
Serotipo | Genotipo Distribucion
I Sureste de Asia, China y Este de Africa
1 Tailandia
1 11 Malasia
\Y% Islas del Pacifico Oeste y Australia
Vv Ameérica, Oeste de Africa y Asia
Asiatico | Malasia y Tailandia
Asiético Il Vietnam, China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas
. Australia, Africa, islas del Pacifico, India y Este
Cosmopolita .
2 _ _____ Medo _
Americano Latinoamérica, Caribe, India e Islas del Pacifico
Asiatico - . . .
: América, Tailandia y Vietham
Americano
Selvatico Este de Africa y Sureste de Asia
| Indonesia, Malasia, Filipinas e islas del Pacifico
sur
3 [l Tailandia, Vietnam y Bangladesh
11 Sri Lanka, India, Africa, Samoa y Tailandia
\Y% Puerto Rico, Latinoamérica y Tahiti
I Tailandia, Filipinas, Sri Lanka, Japon y Brasil
[l Indonesia, Malasia, Tahiti y América
4 : .
11 Tailandia
\ Malasia
2.3.3.2. UTRs

Las 5 UTR’s de los DENV varian entre 95 y 100 nucledtidos de longitud,
contienen dos dominios de RNA con distintas funciones durante la sintesis del
RNA viral (Fig. 5). El primer dominio de aproximadamente 80 bases esta
predicho para doblarse en una gran estructura de tallo-burbuja (SLA, del inglés
Stem-Loop A) que actia como promotor para la RNA polimerasa dependiente
de RNA (RdRp, por sus siglas en inglés) de NS5, ya que se ha observado que
la union directa de NS5 a SLA es necesaria para la sintesis de RNA viral (Fig.

6). SLA fue predicho para tener una forma de “Y”, lo cual ha sido confirmado
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mediante pruebas enzimaticas y quimicas. Ademas, se ha determinado la
presencia de tres regiones helicoidales (S1, S2 y S3) interrumpidas por
abultamientos y regiones de hebra sencilla altamente reactivas, lo cual esta de
acuerdo con la presencia de un tallo-burbuja superior y otro tallo-burbuja lateral
(Bujalowski et al., 2017; Song et al., 2019).

5-UTR

SLB
? cHP
S5UAR 8. 28
g 3 :~ v % _ s
S -mGpppA. UUUUUUee-UGeseseee o000 © Y

5-Cap 5" DAR
FIGURA 5. REGION 5’ NO CODIFICANTE DEL VIRUS DEL DENGUE.
SE OBSERVA LA PRESENCIA DE LA ESTRUCTURA SLA, LA CUAL ES FUNCIONA COMO PROMOTOR DE

LA RNA POLIMERASA DEL VIRUS DEL DENGUE. EN AZUL ESTA EL SITIO DE INICIO DE LA TRADUCCION
(TOMADO DE HODGE ET AL., 2019).
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20. C-G nst.o..su G Vg G-
& GiLe o ﬁguU
U
G, AC u 6o
1 10 20 30 40 ] U-A
DENV] AGUUGUUAGUCUACGUGGACCGACARGAACAGUUUCGAAL U-A -60 C-G -80
DEMNV2 AGUUGUUTAGUCUACGUEGACCGACAARAGACAGATIUCUUUG C - G u 10 LI N GU
DENV3 AGUUGUUAGUCUACGUGGACCGACARGAACAGUUUCGACY 10- UG cU G.C
DENV4 AGUUGUUAGUCUGUGUGGACCGACARGGA AGUUCCAARU AU ﬁ%
50 80 70 20 Hi - U-A 79
DENV] CGGAAGCUU-GCUUAACGUAGUUCUAACAGUUUUUUAUUAG -G B .
bmnvz  acsenccuAnecueARcauaGIuCoRRenauuuuaauon 5 AGUERGuluuuaabs & AGUT-AGUULUAUAG
DENV3 COGAAGCUU-GOUUAACGUAGUGCUGACAGUUUUVUATUAG
DENVE CGGAAGCUU-GCUUAACACAGUUCUAACAGUUUGUUUGAAD DENV2 DENV3

FIGURA 6. ESTRUCTURA DE LA REGION SLA.

SECUENCIA (IZQUIERDA) Y ESTRUCTURA DEL SLA DE DENV DE LA REGION 5’ UTR (TOMADO DE
BUJALOWSKI ET AL., 2017).
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El segundo dominio esté predicho para formar una estructura corta de tallo-
burbuja (SLB, por sus siglas en inglés) y contiene secuencias esenciales para
la interaccion RNA-RNA de largo alcance y la replicacion del genoma (Fig. 7).
Esos dominios estan separados por una secuencia oligo-U la cual funciona
como un espaciador para la correcta funcion de las dos estructuras de tallo-
burbuja. Dentro de la region codificante, justo rio abajo del codon de inicio de
la traduccion AUG, se localiza una estructura muy estable tipo horquilla (cHP),
la cual no forma parte del 5 UTR, pero es necesaria para la replicacion del
RNA viral (Ahmad & Poh; Bujalowski et al., 2017).

Region variable Mancuernas (DB) b

FIGURA 7. REGION 3’ UTR.
ESTRUCTURA DE LA REGION 3’ NO CODIFICANTE DEL VIRUS DEL DENGUE, SE OBSERVAN VARIAS
ESTRUCTURAS DE TALLO BURBUJA (TOMADO DE HODGE ET AL., 2019).

La 3’ UTR consta de aproximadamente 450 nucledtidos y se le puede dividir
en tres dominios (Fig. 7). El dominio | es el mas variable del 3' UTR y se localiza
inmediatamente después del codon de paro, su tamafio varia entre los
diferentes serotipos y va de menos de 50 nucledétidos a los 120. ElI dominio I
presenta una estructura en forma de pesa (DB, dumbbells) que esta duplicada
en tandem; los elementos DB contienen secuencias conservadas llamadas
CS2 y RCS2 las cuales estan presentes en todos los flavivirus portados por

mosquitos y que han sido propuestas para estar involucradas en dos
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estructuras de tipo pseudonudo (Bujalowski et al., 2017; Hodge et al., 2019).
Cerikan et al. (2020) demostraron que una funcién importante de la region 3’
UTR es la formacién de paquetes de vesiculas no replicativas en la infeccion

del DENV, que funciona para la traduccion de las proteinas virales (Fig. 8).

"’ Plasmido \‘ \JU\J :

pIRO-DENV
Paquetes de vesiculas de DENV

- RER
& Rib
PNS
Pt RNA viral

Plasmido
- Sin paquetes de vesiculas de DENV

FIGURA 8. PARTICIPACION DE LA REGION 3’ UTR.

UN PLASMIDO CON LA REGION 3’ UTR Y OTRO SIN LA REGION 3’ UTR FUERON PROBADOS, SOLO EL
PLASMIDO CON LA REGION 3 UTR PRODUJO VESICULAS DE DENGUE. RER, RETIiCULO
ENDOPLASMICO RUGOSO; RIB, RIBOSOMA; PNS, PROTEINAS NO ESTRUCTURALES (TOMADO
DECERIKAN ET AL., 2020).

El dominio Il es el mas conservado de la region 3’'UTR, contiene un elemento
CS1 seguido por un tallo-burbuja terminal (3'SL). EI CS1 es importante porque
contiene una secuencia involucrada en la interaccion RNA-RNA entre los
extremos del genoma del virus. La estructura 3’ terminal contiene un corto tallo-
burbuja de 14 nucleétidos denominado sHP y un gran tallo de 79 nucleétidos
(Ahmad & Poh, 2019; Hodge et al., 2019).

Las regiones 5 UTR y 3’ UTR son muy importantes para la replicacion y

transcripcion del DENV, ya que se ha demostrado que el equilibrio entre las
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formas linear y circular favorece la produccion de particulas virales (Fig. 9)
(Bujalowski et al., 2017; Hodge et al., 2019).
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FIGURA 9. EQUILIBRIO ENTRE FORMAS LINEALES Y CIRCULARES DEL GENOMA DEL DENGUE.
LOS ESTUDIOS HAN MOSTRADO QUE LA REPLICACION EFICIENTE DEL DENV SE DEBE A UN EQUILIBRIO
ENTRE LAS FORMAS LINEAL Y CIRCULAR DEL DENV (TOMADO DE HODGE ET AL., 2019).

cHP

2.3.3.3. Proteina C.
La proteina C es un homodimero de 12 kDa con alta carga positiva y es
esencial para la maduracion de las particulas virales y el ensamblaje de la
nucleocapside. Contiene cuatro hélices alfa (al-04), donde las primeras tres
hélices (al-03) forman un paquete que comprende el ndcleo del monémero.
La o4 es la hélice més larga, se extiende desde el nucleo del mondémero y
presenta alta densidad de residuos basicos en la superficie que es accesible
a solventes, la cual fue propuesta para interactuar con el RNA viral. En el lado

opuesto de la molécula, la superficie formada por las hélices 02- a2’ y al- at’

26



no tiene cargay se propuso que interactta con la membrana (Lazo et al., 2019;
Oliveira et al., 2017; Rana et al., 2019; Gabriel et al., 2020).

La proteina C se puede localizar en el citoplasma o en el ndcleo de células
infectadas, presenta 3 sefiales de localizacién nuclear (NLS, por sus siglas en
inglés), KKAR, KKSK vy la sefial bipartita RKeigrmInilnRRRR; sin embargo, no
se conoce el papel especifico de la proteina C en el nacleo ya que, al generar
mutaciones en las NLS, se observd que la localizacion nuclear no era
necesaria para la replicacion viral (Fig. 10) (Byk & Gamarnik, 2016; Faustino
et al., 2019; Lazo et al., 2019; Oliveira et al., 2017).

Se ha observado que la proteina C se acumula progresivamente alrededor de
gotas lipidicas, para lograr ello, la capside se transporta de la membrana del

reticulo endoplasmico a las gotas lipidicas gracias a la proteina GBF1, que

utiliza COPI como sistema de transporte, lo cual favorece la formacion de la
particula viral (Fig. 10) (Gabriel et al., 2020).
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FIGURA 10. LOCALIZACION DE LA PROTEINA C.

LA PRESENCIA DE LA PROTEINA C EN LAS GOTAS LIPIDICAS FAVORECE LA FORMACION DE LOS
VIRIONES, ADEMAS, LA PROTEINA C EN LA MEMBRANA DEL RETICULO ENDOPLASMICO RUGOSO
INTERACTUA CON LAS PROTEINAS PRM Y E (TOMADO DE BYK & GAMARNIK, 2016).
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2.3.3.4. Proteina prM

La proteina prM/M es una proteina N-glicosilada de 27-31 kDa y 166
aminoacidos que es procesada en la red trans-Golgi durante las ultimas etapas
de ensamblaje del virus. Al ser procesada por la proteina furina, el corte de
prM en el aminoacido 91 genera un péptido soluble llamado “pr” y la proteina
M gue se mantiene asociada al viridn. La proteina prM es chaperona de la
proteina E durante el ensamblaje y maduracién del virus. Después de que la
poliproteina viral es procesada por la sefialasa de la célula huésped en las
uniones C-prM, prM-E y E-NS1, prM y E que se asocian no covalentemente
en el reticulo endoplasmico formando heterodimeros que se incorporan al
virion en formacion. La interaccion entre prM y E es importante para el
plegamiento y transporte de E al evitar que le ocurran rearreglos prematuros
gue pueden ser inducidos por el pH &cido de la red trans-Golgi (Pan et al.,
2019).

Una vez procesada, M es una proteina de 76 aminoacidos y un peso molecular
de alrededor de 8 kDa. El dominio N-terminal de M consta de 38 aminoacidos
y esta en el lado externo de la membrana, mientras que el extremo C-terminal
contiene una region transmembranal altamente hidrofébica que ancla a la
proteina en la bicapa lipidica y que fue propuesto para producir actividad de
canal de iones, aunque en un modelo de bicapas lipidicas artificiales (Wirawan
et al., 2019; Yong et al., 2021).

Ademas de ser chaperona de E, nuevas funciones de la proteina prM han sido
descubiertas recientemente. La proteina prM se une a la claudina-1, una
proteina de la familia de las claudinas que son proteinas de uniones estrechas,
por lo que funcionan como una barrera en células epiteliales y endoteliales
para protegerlas del ambiente externo (Lazo et al.,, 2019). La Claudina-1
funciona como un receptor/correceptor para la entrada del DENV; ademas, se
observé que la expresion de la Claudina-1 se incrementa en la fase temprana
de la infeccion y disminuye en las Ultimas etapas, de modo que esta expresion

diferencial podria ser la estrategia del virus para facilitar su entrada eficiente
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en etapas tempranas y a su vez prevenir la superinfeccion en las ultimas
etapas de la infeccion (Yong et al., 2021).

En el C-terminal la proteina prM presenta un dominio a-helicoidal (MH) que se
cree estéa involucrado en el ensamblaje y entrada del virus en la célula, ya que
fue observado que particulas virales con el dominio MH mutado no son
infectivas. Mas tarde, ese dominio C-terminal fue demostrado para interactuar
con la cadena ligera Tctex-1 de la dineina humana probablemente
favoreciendo el trafico del virus en las células infectadas (Lazo et al., 2019).
Pan et al. (2019) observaron que la proteina M puede interactuar con NLRP3
activando el inflamosoma, que en ratones a su vez induce a la interleucina 13

lo que resulta en la fuga vascular.

2.3.3.5. Proteina E

La proteina E media la union del virus y la fusién de la membrana viral con la
membrana de la célula huésped, su peso es de 53 kDa y se encuentra N-
glicosilada. La estructura cristalina de la proteina E ha mostrado que a pH
neutro cada una de sus subunidades contiene tres dominios en forma de barril
B que se encuentra orientada paralela a la membrana viral (Fahimi et al., 2018;
Khetarpal & Khanna, 2016; Thomas et al., 2020).

El domino estructural central (dominio I) contiene el N-terminal y es flanqueado
por un dominio de dimerizacion alargado (dominio Il), el cual contiene el
péptido de fusidn en su extremo distal. Al otro lado del dominio | se encuentra
el dominio Ill, el cual es un dominio parecido a una inmunoglobulina y que
presenta sitios de union al receptor. Los dominios | y Il estdn conectados por
cuatro cadenas peptidicas, mientras que los dominios | y Il estdn conectados
por un solo péptido. El péptido de fusion se encuentra entre los dominios | y Ili
del monémero adyacente dentro de un dimero (Figs. 11y 12) (Urakami et al.,
2017; Zomosa-Signoret, 2020; Thomas et al., 2020).
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FIGURA 11. ESTRUCTURA DE LA PROTEINA E.
A. DOMINIOS DISCONTINUOS. B. DIMERO DE LA PROTEINA E MADURA. C. ESTRUCTURA TRIMERICA
(TOMADO DE ANASIR ET AL., 2020).

Inmaduro

prM

Membrana viral

Membrana de la
célula blanco

Trimero de fusion activo

FIGURA 12. ORGANIZACION ESTRUCTURAL DE LA PROTEINA E DURANTE EL CICLO VITAL DEL DENV.
(A) EL VIRUS INMADURO CONTIENE 60 ESPICULAS TRIMERICAS DE PROTEINA E Y PRM
HETERODIMERICA. (B) EL VIRUS MADURO CONTIENE 90 HOMODIMEROS DE PROTEINA E. (C) Los
HOMODIMEROS SE ORGANIZAN EN HOMOTRIMEROS EN LOS CUALES EL BUCLE DE FUSION (FL) ES
EXPUESTO (TOMADO DE KHETARPAL & KHANNA, 2016).

El dominio Il de E tiene un papel importante en la patogénesis de la DHF/DSS,
ya que este dominio provoca (ya sea en la proteina completa o solo) aumento

en la expresion de trombomodulina, el cual es un factor anticoagulante y que
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en un proceso de infeccion con DENV favorece el dafio de las células
endoteliales y anormalidades en la coagulacion y por tanto la hemorragia
(Fahimi et al., 2018; Urakami et al., 2017).

La proteina E puede interactuar con la proteina de unién a la cadena pesada
de inmunoglobulina humana (BiP) (también llamada proteina regulada por
glucosa o GRP78, por sus siglas en inglés) de la familia de las chaperonas
HSP70, la cual funciona dentro del reticulo endopldsmico como una chaperona
molecular involucrada en el correcto doblamiento y ensamblaje de las
proteinas de membrana y de algunos virus, entre ellos el DENV. Ademas de
BiP, también fueron identificadas como proteinas que interactian con la
proteina E la calnexina y la calreticulina, chaperonas semejantes a lectinas
que interactian con proteinas glicosiladas y son importantes para el
procesamiento y maduracion de glicoproteinas virales como la proteina E del
DENV (Zhang et al., 2019).

Khan et al. (2019) encontraron que el dominio Il de la proteina E induce
respuesta proinflamatoria por la produccion de citoquinas proinflamatorias
como interleucina (IL) 1B y factor de necrosis tumoral (TNF) a por la via NF-
KB. El aumento en la maduracién de IL-1 provoca el incremento de especies
reactivas de oxigeno y eflujo de potasio. Observaron que la produccién de IL-

1B esta mediada por la caspasa 1 y activacion del inflamosoma NLRP3.

2.3.3.6. Proteina NS1
NS1 es una proteina de anclaje dimérica de 48 kDa con 12 residuos de
cisteina, 6 uniones disulfuro y 2 glicanos N-ligados bien conservados; esta
proteina se puede encontrar en formas intra- y extracelular. En células de
mamifero NS1 es sintetizada como un monoémero soluble, dimeriza después
de modificaciones post-traduccionales en el lumen del reticulo endoplasmico
y se acumula extracelularmente en oligobmeros de alto orden, incluyendo
hexameros (Chen et al., 2018; Glasner et al., 2018). La fraccion soluble de
NS1 se une a la membrana de células no infectadas por medio de

interacciones con glicosaminoglicanos sulfatados. NS1 ha sido implicada en la

31



patogénesis de DHF/DSS, ya que se han observado altos niveles de NS1 en
suero de pacientes infectados con dengue, correlacionando con la severidad
de la enfermedad (Dai et al., 2016; Chen et al., 2016; Chen et al., 2018).

NS1 es esencial para la replicacién que ocurre en estructuras de membrana
derivadas del reticulo endoplasmico llamadas paquetes de vesiculas, en cuya
formacion estan implicadas NS4A, NS4B y NS1 (Rastogi, Sharma & Singh,
2016). NS1 es expresada como un monémero en las células infectadas,
después de la modificaciébn post-traduccional en el lumen del reticulo
endoplasmico, forma homodimeros que se asocian con las membranas de los
organelos y la membrana celular, aparentemente mediante el anclaje de NS1
al glicosil fosfatidilinositol y a balsas lipidicas. Por otro lado, NS1 es la Unica
proteina secretada por las células infectadas, siendo secretada como un
hexdmero compuesto de tres dimeros con una cavidad central hidrofébica que
puede llevar 70 moléculas lipidicas de manera similar a una lipoproteina de
alta densidad (Chen et al., 2018; Glasner et al., 2018).

Una de las funciones de NS1, es evadir la neutralizacién del DENV mediada
por el Complemento. NS1 es capaz de interactuar con Cls (proteasa
especifica del Complemento) lo cual promueve la degradacion de C4 a C4b,
luego NS1 recluta a la proteina de union a C4b (C4BP, por sus siglas en inglés)
inactivando a C4b de la via clasica y las convertasas C3 y C5 de la via de
lectinas lo que finalmente conlleva a la evasion del sistema del Complemento
(Rastogi et al., 2016).

NS1 también fue propuesta para inhibir la activaciéon de la protrombina a
trombina, lo que puede contribuir en la prolongacion del tiempo de la
tromboplastina parcial activada (tiempo que tarda la sangre en coagular) y por
consiguiente favorecer la hemorragia en pacientes con DHF (Chen et al., 2018;
Rastogi, Sharma & Singh, 2016; Glasner et al., 2018).

NS1 induce fuga vascular via TLR4 y anticuerpos anti NS1, ademas de que la
autofagia de las células endoteliales inducida por el factor inhibidor de la
migracion de los macréfagos (MIF) induce fuga vascular (Chuang et al., 2015).

Cuando NS1 se une a TLR4 en las células endoteliales, se induce la expresiéon
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y secrecion de MIF, el cual se une al receptor CXCR2/CXCR4 y a CD74 sobre
las células endoteliales mediante sefializacion paracrina o autocrina,
induciéndose la autofagia a través de PI3K; finalmente, los autofagosomas
median la degradacion de proteinas de union celular, resultando en disfuncién
de la barrera endotelial y por tanto fuga vascular (Fig. 13) (Chen et al., 2016;
Chen et al., 2018; Chuang et al., 2015).
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FIGURA 13. MODELO DE LA HIPERPERMEABILIDAD VASCULAR INDUCIDA POR NS1 DE DENV.

(1A) NS1 se UNE A TLR4 DE CELULAS MONONUCLEARES PERIFERICAS (PMBC) E INDUCE LA
EXPRESION DE TNF-A, IL1B E IL-6, LOS CUALES ELIMINAN LAS UNIONES ESTRECHAS, LIDERANDO A
FUGA VASCULAR. (1B) NS1 SE UNA A TLR4 U OTRAS MOLECULAS (2A) DE CELULAS ENDOTELIALES
E INDUCE LA SECRECION DE MIF. (2B) LA UNION DE MIF A SU RECEPTOR EN LAS CELULAS
ENDOTELIALESINDUCE LA DISRUPCION DE LAS UNIONES MEDIANTE DEGRADACION AUTOFAGICA DE
LAS PROTEINAS ZO-1 Y CADERINA VE. (3) LA UNION DE NS1 A CELULAS ENDOTELIALES INDUCE
HPA-1 MEDIANTE LA CATEPSINA L, LIDERANDO A DEGRADACION DEL GLICOCALIX Y FUGA VASCULAR.
(4A) NS1 INDUCE SECRECION DE MIF Y HPA-1 DE CELULAS ENDOTELIALES Y (4B) SECRECION DE
MMP-9 DE CELULAS BLANCAS (WBC) TAMBIEN PUEDE CONTRIBUIR A LA DEGRADACION DEL
GLICOCALIX (TOMADO DE CHEN ET AL., 2018).
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2.3.3.7. Proteina NS2A.

NS2A, de 22 kDa, consta de 231 aminoacidos y esta involucrada en la
coordinacion del cambio entre el empaquetamiento y la replicacion del RNA.
NS2A recluta al RNA viral, las proteinas estructurales C-prM-E y la proteasa
al sitio de ensamblaje y coordina la formacion de la nucleocépside y el virion
(Reddy et al., 2018). Los ultimos 285 nucleétidos en el extremo 3’° UTR del
RNA, funcionan como secuencia sefal de reclutamiento, la cual se une al loop
citosolico de NS2A, reclutandose el complejo de replicacién al sitio de
ensamblaje; luego se recluta la proteasa NS2B-NS3 y la poliproteina C-prM-E
y se corta esta Ultima, finalmente la proteina C madura se ensambla sobre el
RNA gendmico y forma la nucleocapside, luego se unen prM y E para formar
el virion (Fig. 14) (Xie et al., 2019).
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FIGURA 14. FIGURA 14. PAPEL DE NS2A EN LA REPLICACION DEL RNA DEL DENV.
RECLUTAMIENTO POR PARTE DE NS2A DEL COMPLEJO DE REPLICACION AL SITIO DE ENSAMBLAJE EN
LA MEMBRANA DEL RETICULO ENDOPLASMICO (TOMADO DE XIE ET AL., 2019).

La expresion de NS2A y NS2B, tras la infeccion por DENV, activa al
inflamosoma NLRP3, actuando como viroporinas putativas (Shrivastava et al.,
2020). Wu et al. (2016) mostraron que NS2A provoca efecto citopatico en
células HEK-293 y que al mutar los segmentos transmembrana predichos
(pTMS) 1y 2, la tasa de produccion de virus disminuye 1000 veces (Fig. 15).
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FIGURA 15. ESTRUCTURA DE LA PROTEINA NS2A.
DOMINIOS TRANSMEMBRANALES PREDICHOS (PTMS) DE LA PROTEINA NS2A EN LA MEMBRANA
(TOMADO DE WU ET AL., 2016).

2.3.3.8. Proteina NS2B.

NS2B es una proteina de 14 kDa asociada a la membrana que tiene tres
regiones hidrofébicas que flanquean un domino hidrofilico de alrededor de 40
aminodacidos. Junto con NS3 forma el complejo de proteasa viral, el cual
funciona como cofactor en la activacion estructural de la serin-proteasa de
NS3 (Lin et al., 2017; Reddy et al., 2018).

La region hidrofilica es necesaria y suficiente para la activacion de la proteasa
de NS3 in vivo e in vitro, mientras que las regiones hidrofobicas son requeridas
para la insercion co-traduccional de toda la proteina NS2B en la membrana y
la eficiente activacion del dominio de proteasa de NS3, observandose que los
residuos W62, L75 e 179 de NS2B son esenciales. NS2B es necesaria para la
promocion de la asociacion a la membrana del complejo NS3 (Lin et al., 2016;
Shrivastava et al., 2020).

NS2B también fue demostrada para inhibir al interferén tipo | mediante la
degradacion del sensor de DNA, la sintasa de GMP-AMP ciclico (cGAS). NS2B

marca a cGAS para su degradacion lisosomal, lo que impide la deteccion del
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DNA mitocondrial durante la infeccion por DENV, lo que subsecuentemente
inhibe la produccion de interferon tipo | (Aguirre et al., 2017; Aguirre &
Fernandez-Sesma, 2017; Kao et al., 2018).

2.3.3.9. Proteina NS3.
NS3 es una proteina multifuncional de 70 kDa con 618 aminoacidos de
longitud. En 180 aminoacidos del extremo N-terminal se encuentra codificada
una proteasa que esta involucrada en el procesamiento de la poliproteina viral
que es inactiva por si sola, ya que requiere de la porcion central hidrofilica de
la proteina NS2B para formar la proteasa activa y que es utilizada en el
procesamiento de la poliproteina viral. El complejo activo formado por
NS2B/NS3 evade la respuesta inmune por inhibicion del Interferén tipo |
(Gebhard et al., 2016; Li & Kang, 2020; Lin et al., 2016).
El extremo C-terminal de NS3 contiene dominios conservados encontrados en
las familias de las helicasas DExXD/H, por lo que también posee la capacidad
de hidrolizar ATP para desdoblar RNA de doble hebra. NS3 es una proteina
muy importante ya que ha sido observado que, si su actividad de helicasa o
proteasa estan defectuosas el DENV no es capaz de replicarse. Otra funcion
importante de NS3 es la de RNA trifosfatasa (RTPasa), cuya actividad
enzimatica cataliza el corte de la unidén de anhidrido fosforico en el RNA &’
trifosforilado el cual es el primer paso en la formacién del cap en el extremo 5’
(Gebhard et al., 2016; Li & Kang, 2020).
Aunado a las funciones ya descritas, NS3 recluta a la sintasa de acidos grasos
(FASN, por sus siglas en inglés). Al reclutar a FASN, NS3 promueve e
incrementa la sintesis de acidos grasos en células infectadas con DENV,
sugiriendo que el virus utiliza la via de sintesis de acidos grasos para
establecer sus complejos de replicacion (Lin et al., 2017). NS3 también se
puede localizar en la matriz mitocondrial cortando a la proteina GrpEL1, lo cual
reduce la actividad de la proteina chaperona mitocondrial Hsp70 (mtHsp70),
liderando a trombocitopenia (Fig. 16) (Gandikota et al., 2020).
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FIGURA 16. PAPEL DE LA PROTEINA NS3 EN LA TROMBOCITOPENIA.

EN EL ESTADO FISIOLOGICO NORMAL, GRPEL1 Y GRPEL 2 FORMAN HETEROOLIGOMEROS Y REGULAN
EL CICLO DE LA MTHSP70. DURANTE LA INFECCION POR EL VIRUS DEL DENGUE, LA PROTEASA NS3
SE LOCALIZA EN LA MATRIZ MITOCONDRIAL Y CORTA A LA PROTEINA GRPEL 1 Y REDUCE LA ACTIVIDAD
DE MTHSP70, LO CUAL FINALMENTE LIDERA A TROMBOCITOPENIA (TOMADO DE GANDIKOTA ET AL.,
2020).

2.3.3.10. Proteina NS4A.
NS4A es una proteina asociada a membrana de 16 kDa que consiste en cuatro
hélices transmembranales y una region citosolica N-terminal. NS4A es cortada
por el complejo de la proteasa NS2B-NS3 en el citoplasma mientras que el
dominio transmembranal es cortado por la sefialasa del hospedero en el lumen
del reticulo endoplasmico (RE). La proteina madura NS4A entonces promueve
rearreglos de la membrana por induccién de curvatura de la membrana del RE.
También ha sido observado que NS4A colocaliza con RNA de doble hebra al
unirse con la proteina de unién al tracto de polipirimidinas de la célula huésped,
promoviendo la estabilidad del RNA de doble hebra de intermediarios
genomicos virales. Ademas, NS4A junto con NS1 interactlan para que la
sintesis de RNA sea eficiente, lo que sugiere que NS4A funciona como sitio

de acoplamiento para el complejo de replicacion (Reddy et al., 2018).
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2.3.3.11. Proteina NS4B.

NS4B es una proteina integral que posee cinco dominios transmembrana
predichos. El péptido 2K que se localiza entre NS4A y NS4B se piensa que
sirve como una sefial de translocacion cotraduccional de NS4B al lumen del
reticulo endoplasmico y es removido por una peptidasa sefal de la célula
hospedera. NS4B es necesaria para la replicacion, no tiene actividad
enzimatica y por tanto no se conoce como actia en dicho proceso, pero se ha
visto que esta presente en el complejo de replicaciébn. También se ha
observado que se asocia con NS3 para la helicasa y NS4A en el complejo de
replicacion (Li & Kang, 2022).

2.3.3.12. Proteina NS5.

NS5 es la proteina de DENV mas grande con un peso molecular de 102 kDa
y también la mas conservada, con una identidad de secuencia del 70% entre
los cuatro serotipos. Presenta los dominios de metil transferasa (MTasa) en su
extremo N-terminal y de RNA polimerasa dependiente de RNA en el extremo
C-terminal (RdRp). El dominio MTasa, que comprende los residuos 1-265, es
responsable de poner la capucha del RNA viral y tiene un dominio putativo de
guanidil transferasa y actividad de metilaciéon N7 y 2’0 ribosa; el dominio RdRp,
de los residuos 276-900, es el que replica el RNA viral. Ambos dominios estan
conectados por un ligador de 5-6 residuos (266-271), que es importante en la
conformacion de NS5y la actividad proteica. Por otro lado, NS5 también puede
inhibir la respuesta inmune del interferon, mediante la interaccion con el
transductor de sefial y activador de la transcripcion 2 (STAT2) o por
modulacion del empalme del RNA dentro de la célula huésped (El Sahili &
Lescar, 2017; Fajardo Jr, et al., 2020; Teramoto et al., 2017).

2.4. El vector del dengue.

Los mosquitos de la familia Culicidae (Orden Diptera) son remarcablemente
adaptativos y cuentan con mas de 3,500 especies descritas hasta ahora, con
alta probabilidad de que muchas otras, probablemente especies cripticas,
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permanezcan aun sin ser descubiertas. Dentro de los culicidos, se encuentran
los mosquitos Anopheles gambiae, Culex quinquefasciatus y Aedes aegypti,
vectores de Plasmodium falciparum, la filariasis linfatica y el DENV,
respectivamente (Ortega-Morales et al., 2019; Vanickova et al., 2017).

El DENV es transmitido por el mosquito Aedes aegypti, pero también por Ae.
albopictus, ambos de distribuciéon cosmopolita. Ambas especies son invasivas
y se encuentran ampliamente distribuidas en regiones tropicales y templadas
ademés de que coexisten con los humanos en &reas urbanas y suburbanas
debido a los contenedores artificiales de agua. En algunos lugares, el DENV
también puede ser transmitido por vectores endémicos como Ae.
polynesiensis en la Polinesia Francesa (Jones et al., 2020).

Ae. aegypti tiene una distribucion entre las latitudes 30° N y 20° S, aunque
puede extenderse hasta los 45° N y 40° S cuando coincide con una isoterma
de 10 °C en verano. Se le encuentra a una altitud promedio de 1500 msnm,
pero en Africa ya se ha encontrado hasta los 2,400 msnm y en América a 2,200
msnm en Colombia. Su tamafo promedio es de 4-7 mm, los adultos tienen
escamas blancas en la superficie dorsal de su térax y un abdomen color
marron oscuro a negro el cual puede tener escamas blancas. Los segmentos
del tarso de las patas traseras tienen bandas blancas basales que parecen
formar rayas (Brady & Hay, 2019).

Aedes aegypti se origind en Africa Sub-Saharian como una especie selvéatica
y fue introducida al continente americano por medio de los barcos provenientes
de Europa a finales del siglo XV. Ambas especies de mosquito llegaron a ser
domésticas y ahora son endémicas en América y Asia. Aedes albopictus
estuvo restringido a Asia hasta finales del siglo XX, sin embargo, ha sido
introducido en América y expandio su territorio en mas del 40% en los ultimos
30 aflos. Aedes aegypti es un excelente vector para el virus del dengue, asi
como otros arbovirus, debido a su gran capacidad de adaptacion a las
poblaciones humanas, se alimenta varias veces al dia, pone muchos huevos
en diversos lugares y se ha vuelto resistente a muchos insecticidas (Fig. 17)
(Brady & Hay, 2019; Jones et al., 2020).
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FIGURA 17. AEDES AEGYPTI COMO VECTOR DEL DENV.

ESQUEMA DE LOS PRINCIPALES FACTORES QUE HACEN DE AEDES AEGYPTI UN VECTOR ALTAMENTE

EFECTIVO DEL VIRUS DEL DENGUE (TOMADO DE BRADY & HAY, 2019).

2.4.1. Caracteristicas del vector.

Omiten
oviposiciéon

La clasificacion completa de los principales vectores es (Jones et al., 2020):

Phyllum: Arthropoda
Orden: Diptera
Suborden: Nematocera
Familia: Culicidae
Subfamilia: Culicini
Geénero: Aedes

Especies: Aedes aegypti, Aedes albopictus

Las hembras de Ae. aegypti y Ae. albopictus son hematofagas y desarrollan
su ciclo biolégico donde habita el hombre; los machos se alimentan de
néctares de flores que se encuentran cercanos a las fuentes de alimentacion
de las hembras para realizar el apareamiento. A diferencia de otros mosquitos,

Ae. aegypti se alimenta varias veces de uno o varios huéspedes, hasta
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satisfacer sus necesidades alimenticias, factor importante en su capacidad
como vector de enfermedades; ademas, los factores climaticos como el
cambio en la temperatura ambiental provocan el aumento en la tasa de
transmision del DENV mas de dos veces por cada 10 °C al ocasionar una
mayor frecuencia en las picaduras debido a una mayor actividad del mosquito
(Brady & Hay, 2019; Jones et al., 2020).

El rango de temperatura éptima a la cual la poblacion de Ae. aegypti sobrevive
en estado larvario varia entre los 15y 35 °C, mientras que para el estado adulto
es de 15 a 30 °C, la tasa de oviposicidén sigue una relacion lineal positiva mas
alld de los 30 °C. La hembra deposita los huevos en el agua y estos se
desarrollan hasta una fase larvaria. La fase aérea del mosquito inicia cuando
emergen de la Ultima fase acuatica (pupa), es relativamente facil de reconocer
debido a los colores y formas que los caracterizan por su color negro con
escamas de color plateado en el térax y apéndices locomotores (Fig. 18). Las
escamas de la region dorsal del térax (mesonoto), dan la apariencia de una

lira para Ae. aegypti y una linea recta en Ae. albopictus (CDC, 2022).

Las crisalidas viven en el agua.
Demoran entre 2 y 3 dias en
convertirse en mosquitos adultos
con capacidad para volar.

b
P75
~7’

Crisalida Huevos

Las larvas viven en elagL\
Se convierten en crisalidas

en tan solo 5 dias.

Los mosquitos hembra depositan sus
huevos en cualquier receptaculo
que contenga agua.

Cuando los huevaos se
encuentran en un entorno
acuoso, se produce el proceso
de incubacion, el cual puede
durar desde unos cuantos
dias hasta meses.

FIGURA 18. CIiCLO DE VIDA DE AEDES AEGYPTI.

EL MOSQUITO HEMBRA ADULTO DEPOSITA SUS HUEVOS EN UN LUGAR CONTENIENDO AGUA Y SON
INCUBADOS HASTA QUE EMERGEN LAS LARVAS, LAS CUALES SE CONVIERTEN CRISALIDAS Y ESTAS
FINALMENTE EN ADULTOS (TOMADO DE CDC, 2022).
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Debido a que se ha observado una baja actividad de dengue en poblaciones
humanas donde la especie predominante es Ae. albopictus, ademas de que
en ellas existe un alto numero de casos importados ocasionados por la
ocurrencia de actividad epidémica de dengue en poblaciones cercanas, se
observd que Ae. albopictus es menos eficiente como vector del dengue que
Ae. aegypti. Esto ha sido explicado en base a la ecologia de ambas especies,
ya que Ae. aegypti esta bien adaptado a los ambientes urbanos donde vive en
asociacion con los humanos, mientras que Ae. albopictus esta mucho mas
adaptado al ambiente peridoméstico donde se encuentra en contacto
principalmente con animales de los cuales se alimenta y con vegetacion que
provee a sus larvas de lugares de desarrollo y descanso (Brady & Hay, 2019).
No obstante que Ae. aegypti es mas eficiente como vector del dengue, Ae.
albopictus ha cobrado gran importancia debido a su rapida diseminacion en el
planeta, ya que originalmente su distribucion era unicamente en el sureste de
Asia, pero ahora se encuentra también en Europa, América y Africa (Jones et
al., 2020).

Con respecto a México, el mosquito se distribuye en varios estados,
especialmente al sur del pais, la ciudad de México en particular es una zona
gue ha sido considerada libre de contagio autéctono de dengue, sin embargo,
debido al cambio climatico, hace tiempo se estimd que el mosquito llegaria a
la Ciudad en algun momento. Al respecto, Mejia-Guevara et al. (2020)
mostraron que el mosquito ya se encuentra en la Ciudad de México y esta en
un periodo de colonizacion incipiente, por lo que no se descarta que en poco
tiempo esté completamente diseminado en la Ciudad y los casos autdctonos
de dengue comiencen a surgir.

Recientemente se hicieron esfuerzos por secuenciar el genoma del mosquito
Aedes, en virtud de que la secuenciacién del mosquito Anopheles gambiae
(278 Mb) ha acelerado la investigacion para el desarrollo de estrategias de
control de la malaria, por lo que en el afio 2007 se publicé en la revista Science
el genoma de Ae. aegypti (1380 Mb) (Brady & Hay, 2019). Severson and

Behura (2012) comparan el genoma de Ae. aegypti con aquellos de A.
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gambiae y Culex quinquefasciatus (Tabla 2). Encontrando que la diferencia
entre el gran tamafio del genoma de Ae. aegypti comparado con los de A.
gambiae y C. quinquefasciatus, se debe principalmente a la gran cantidad de
elementos transponibles que existen en Ae. aegypti (50% del total de su
genoma) y al tamafo de sus intrones, lo que provoca que el tamafio promedio
de sus genes sea casi 3 veces mas grande que en A. gambiae y C.

quinquefasciatus (Tabla 2) (Severson and Behura, 2012).

TABLA 2. COMPARACION DE LOS GENOMAS DE AEDES AEGYPTI, ANOPHELES
GAMBIAE Y CULEX QUINQUEFASCIATUS (SEVERSON AND BEHURA, 2012).

Tamaiio Tamafo | Tamafio | Tamafo
del Total di di di
Organismo e de promedio | promedio | promedio
genoma | de los de de
(Mb) 9 genes Exones Intrones
Ae. Aegypti 1380 15419 15488 405 3793
A. gambiae 278 12457 5145 378 875
C. quinquefasciatus 579 18883 5673 356 1043

2.4.2. Interaccion mosquito-DENV.

El periodo de incubacion extrinseco del virus en el mosquito va de 10 a 14
dias, periodo en el cual el DENV es capaz de inhibir las tres principales vias
de activacion de la respuesta inmune gue en los insectos son: la via Toll, la
deficiencia inmune (IMD, por sus siglas en inglés) y la via cinasa Janus-
transductor de sefial y activador de la transcripcion (JAK-STAT, por sus siglas
en inglés). El proceso de infeccion en el mosquito es el resultado de la
ingestién de sangre de animales o humanos virémicos y esto resulta en la
infeccidn de las células epiteliales del intestino medio (CEIM), aqui el paso de
la “barrera de infeccidon del intestino medio” (MIB, por sus siglas en inglés)
requiere que el DENV sea capaz de unirse a la membrana de las CEIM, para
después penetrar y replicarse dentro de ellas (Lambrechts & Lequime, 2016;
Valderrama et al., 2017).

Una vez que el DENV se ha establecido en las CEIM, ahora tiene que pasar

la “barrera de escape del intestino medio” (MEB, por sus siglas en inglés)
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pasando a través de la lamina basal para diseminarse a través del hemocele
y establecer una infeccion secundaria en otros organos. Una ultima barrera
potencial implica la infeccion de las glandulas salivales y posterior escape al
lumen de estas, a partir de las cuales el virus es transmitido a otro huésped
(Fig. 19) (Lambrechts & Lequime, 2016; McCraken et al., 2020).
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FIGURA 19. BARRERAS DE TRANSMISION DEL DENV EN EL MOSQUITO. DIAGRAMA GENERALIZADO
DE LAS POSIBLES BARRERAS DE TRANSMISION A LAS QUE SE ENFRENTA UN ARBOVIRUS EN UN
MOSQUITO (TOMADO DE LAMBRECHTS & LEQUIME, 2016).

La entrada del virus en las células del mosquito es debida a endocitosis
mediada por receptor en vesiculas revestidas por clatrina, aunque también se
ha sugerido que la penetracion directa del virus puede ocurrir bajo ciertas
circunstancias. Una vez infectada, la hembra del mosquito incrementa
notablemente su actividad locomotora hasta en un 50 % mas que una hembra
no infectada, aunque es necesario profundizar ain mas para determinar si este
comportamiento puede tener implicaciones en la dinamica de transmision del
DENV (Lambrechts & Lequime, 2016; Valderrama et al., 2017).

2.4.3. Capacidad y competencia vectorial.
La capacidad vectorial abarca todos los factores ambientales, de
comportamiento y moleculares que subrayan el papel de los insectos en la
transmision del patdégeno, mientras que la capacidad vectorial la definen como

la habilidad intrinseca de un vector para llegar a ser infectado con, permitir la
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replicaciéon de, y finalmente transmitir un patégeno a un huésped susceptible
(Kramer, 2016). La competencia vectorial en los mosquitos esté influida por la
existencia de barreras de transmision viral genéticamente determinadas por la
MIB y la MEB. De manera similar a otras interacciones huésped-patogeno, la
competencia del vector de Aedes para los virus del dengue parece estar
determinada por interacciones genotipo/genotipo, de modo que el resultado de
la infeccion depende de la combinacion especifica mosquito-DENV (Kramer,
2016).

2.5. Interaccién DENV-humano.

La transmision del DENV esta dada por la interaccién entre la gente, los
mosquitos, el virus y los factores ambientales; ademas, el movimiento humano
es un factor importante en la dinamica de transmision y dispersion del virus. El
DENV esta completamente adaptado al humano y a sus vectores, siendo el
mosquito Aedes aegypti el principal (Begum et al., 2019).

La infeccion con DENV es iniciada por la inoculacion directa del virus a la
corriente sanguinea por el mosquito. El periodo de incubacion del virus en el
humano es de 4-7 dias en promedio, aunque se ha establecido que puede ir
desde los 2-14 dias (Guzman et al., 2016). EI DENV, después de la picadura
del mosquito, entra primero en la piel infectando a las células de la dermis y
epidermis. Las células de la piel juegan un papel importante en el tropismo del
virus, como es el caso de las células de Langerhans, macrofagos dérmicos,
monocitos, células dendriticas dérmicas, queratinocitos, endotelio, fibroblastos
y mastocitos (Fig. 20) (Guzman et al., 2016; Begum et al., 2019).

El DENV desencadena una gran cantidad de reacciones, a partir de su union
a receptores de sus células blanco hasta su empaquetamiento y salida de la
célula y se forma un virus maduro capaz de infectar nuevas células; se ha
observado que los érganos donde ocurre una mayor tasa de replicacion viral
son la piel, sangre periférica, bazo, ganglios linfaticos e higado (Begum et al.,
2019).

45



Infeccién del mosquito Incubacion extrinseca

El mosquito ingiere sangre de una El virus infecta el intestino medio
persona infectada y viaja a las glandulas salivales

thdubs Virus del
salivales

Intestino
medio

dengue

Proboscis

K

Infeccion humana
Un mosquito puede infectar varios
humanos

Incubacion intrinseca
Los sintomas
aparecen usualmente
de 4-7 dias

FIGURA 20. CICLO URBANO DE INFECCION DEL HUMANO Y EL MOSQUITO POR EL DENV.

EL MOSQUITO HEMBRA SE ALIMENTA DE UNA PERSONA INFECTADA CON DENGUE, EL CUAL A SU VEZ
INFECTA EL INTESTINO MEDIO DEL MOSQUITO Y EVENTUALMENTE LLEGA A LAS GLANDULAS
SALIVALES, EL MOSQUIETO ENTONCES PUEDE INFECTAR A MUCHAS PERSONAS AL ALIMENTARSE DE
ELLAS (TOMADO DE GUZMAN ET AL., 2016).

En la piel, en la capa de la epidermis la infeccion es baja, pero las células de
Langerhans son el blanco de infeccién; en la dermis el blanco primario del
DENV son las células dendriticas. Los mastocitos son activados vy
degranulados, su activacion recluta células asesinas naturales al sitio de
infeccidn y las células dendriticas infectadas llevan al DENV a los nodos
linfaticos (Fig. 21) (Rathore & Saint John, 2018; King et al., 2020).
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FIGURA 21. INICIO DE LA INFECCION POR VIRUS DEL DENGUE Y DISEMINACION A LOS DEMAS ORGANOS.
LA PICADURA DEL MOSQUITO LIBERA AL DENV HACIA LA PIEL, ACTIVANDO MASTOCITOS Y
MACROFAGOS; EN LA SEGUNDA OLA, CELULAS NK, MONOCITOS Y CELULAS PLASMACITOIDES SON
RECLUTADAS AL TEJIDO INFECTADO. LAS CELULAS DENDRITICAS SON INFECTADAS Y ESTAS MIGRAN
A NODOS LINFATICOS ACTIVANDO LA INMUNIDAD ADAPTATIVA. FINALMENTE, LAS CELULAS
INFECTADAS, ASi COMO VIRIONES LIBRES, VIAJAN AL RESTO DE ORGANOS (TOMADO DE KING ET AL.,
2020).

El DENV se une a la superficie de la célula huésped mediante la interaccion
de la proteina E con receptores de la célula, como DC-SIGN, y entra por
endocitosis mediada por receptor en vesiculas revestidas por clatrina. Como
se observa en la figura 22, el virus se une directamente al receptor (A) o usa
muchos factores de unién (B) que disparan la via endocitica en la via
dependiente de clatrina. La vesicula endocitica se convierte en un endosoma
tardio, en el cual la acidificaciébn causa cambios conformacionales sobre los
dimeros de proteina E que se convierten en trimeros fusogénicos y se forman
poros y el genoma es liberado al citoplasma (Fig. 22) (Guzman et al., 2016;
King et al., 2020).
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FIGURA 22. ENTRADA DEL DENV EN LA CELULA HUESPED. EL VIRUS DEL DENGUE USA LOS
RECEPTORES Y FACTORES DE UNION DE LA MEMBRANA PLASMATICA PARA ENTRAR AL CITOPLASMA.
(TOMADO DE KHETARPAL & KHANNA, 2016).

Dentro de la célula huésped, un rearreglo de la proteina E dependiente de pH
facilita la fusion de la membrana del endosoma con la membrana del DENV,
el DENYV pierde su nucleocapside y su RNA es liberado y traducido en una sola
poliproteina, la cual es procesada tanto co-traduccional como post-
traduccionalmente por proteasas celulares y virales en las tres proteinas
estructurales (C, prM y E) y las 7 NS (Guzman et al., 2016; Ketharpal &
Khanna, 2016; Martin-Acebes, Vazquez-Calvo & Saiz, 2016). La proteina E es
glicosilada gracias al complejo dolicol fosfato manosa sintetasa y esto permite
el plegamiento apropiado de la proteina (Labeau et al., 2020). Una vez que las
proteinas individuales se han traducido y plegado, las proteinas NS inician la
replicacién del genoma viral. EI RNA recién sintetizado es luego empaquetado
por la proteina C formando la nucleocapside (Fig. 23) (Martin-Acebes,
Vazquez-Calvo & Saiz, 2016).
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FIGURA 23. CICLO VITAL DEL VIRUS DEL DENGUE.
EL VIRUS SE UNE A SU RECEPTOR FAVORECIENDO LE ENDOCITOSIS MEDIADA POR RECEPTOR. UNA
VEZ DENTRO, SE FUSIONA CON LA MEMBRANA DE LA VESICULA Y EL GENOMA ES LIBERADO. LAS

FORMAS LINEALES FAVORECEN LA TRADUCCION MIENTRAS QUE LAS FORMAS CICLICAS FAVORECEN
LA REPLICACION (TOMADO DE HODGE ET AL., 2019).

Las proteinas prM y E forman heterodimeros orientados hacia el lumen del RE,
luego los heterodimeros se asocian en trimeros y esta interaccion induce una
superficie curvada cristalina lo cual guia al virus a su encapsulamiento dentro
del RE. El virus inmaduro formado en el RE va madurando conforme pasa por
los compartimentos de los organelos de la via secretoria. El pH fuertemente
acido (5.8-6) de la red trans-Golgi (TG) fomenta la disociacion de los
heterodimeros prM/E lo que lleva a la formacién de dimeros sobre la superficie
de la particula viral, con la proteina prM cubriendo al péptido fusion de la
proteina E (Fig. 23) (Guzman et al., 2016; Martin-Acebes, Vazquez-Calvo &
Saiz, 2016).
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Luego, la furina, una endoproteasa celular localizada principalmente en la red
TG corta a prM generando las particulas maduras M y al polipéptido “pr”, los
cuales se mantienen asociados hasta que el virus es secretado al espacio
extracelular (Pierson & Diamond, 2015). Lo anterior permite que la proteina E
forme homodimeros los cuales se piensa que son estabilizados por las
proteinas M y “pr” previniéndose asi cambios conformacionales de la proteina
E que pudieran llevar a la fusién a la membrana de los organelos de la via
secretoria de una manera prematura. Una vez que el virus ha sido secretado
y el polipéptido “pr" se ha disociado de M, los nuevos virus estan
completamente maduros y pueden iniciar un nuevo ciclo de infeccién celular
(Fig. 23) (Guzman et al., 2016; Morrone & Lok, 2019; Hodge et al., 2019).

2.6. Patogénesis del DENV

Los pacientes que adquieren el virus por primera vez son generalmente
asintomaticos y desarrollan respuestas inmunes de proteccion contra cepas
homologas al serotipo viral y la exposicion de estos individuos a una segunda
infeccidn con un serotipo diferente se considera como un factor de riesgo para
el desarrollo de DHF/DSS (Dai et al., 2016; Gan, Ting & Chan, 2017,
Katzelnick, Coloma & Harris, 2017; Halstead, 2019). Los mecanismos por los
cuales el DENV causa DHF/DSS estan todavia siendo investigados, pero al
menos hay tres componentes necesarios para ello: la desregulacion de la
inmunidad mediada por células, el aumento dependiente de anticuerpos (ADE,
por sus siglas en inglés) y la activacion del sistema del complemento (Fig. 24)
(Pang et al., 2017; Shukla et al., 2020).
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FIGURA 24. AUMENTO DEPENDIENTE DE ANTICUERPOS POR LA INFECCION DEL DENV.

LA INFECCION PRIMARIA POR EL VIRUS INDUCE ANTICUERPOS PROTECTORES QUE PUEDEN
NEUTRALIZAR AL MISMO SEROTIPO EN UNA INFECCION POSTERIOR. EN UNA INFECCION SECUNDARIA
HETEROTIPICA DE DENV, LOS ANTICUERPOS GENERADOS EN LA PRIMERA INFECCION OCASIONAN
UNA REACCION CRUZADA FORMANDO UN COMPLEJO INMUNE. ENTONCES EL COMPLEJO VIRUS-
ANTICUERPO INTERACTUA CON LOS RECEPTORES FCI, EXPRESADOS EN LA MEMBRANA DE
MACROFAGOS Y FAGOCITOS, DE ESTE MODO EL VIRUS SE PROPAGA DENTRO DE ESAS CELULAS
INMUNES AUMENTANDO LA INFECTIVIDAD (TOMADO DE SHUKLA ET AL., 2020).
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Durante la infeccion, las células del linaje fagocito mononuclear (monocitos,
macréfagos y células dendriticas) son el blanco primario del DENV, aunque
algunos estudios reportan también el reconocimiento de antigenos en
hepatocitos y células endoteliales (Castillo et al., 2018). El receptor Fc (FcR,
por sus siglas en inglés), encontrado en la mayoria de los fagocitos incluyendo
a las células dendriticas y macrofagos, es el factor principal en el ADE
(Halstead, 2019; Khandia et al.,

multisubunidades que se une a inmunoglobulinas tipo IgG. Las vias de

2018). EI FcR es un complejo de

sefalizacion mediadas por FCR generalmente llevan a la activacion de las
células inmunes. La interaccion normal entre el virus y sus anticuerpos

conlleva a la neutralizacién del virus, sin embargo, en las infecciones con
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serotipos diferentes de DENV, los anticuerpos son no neutralizantes y
provocan un aumento en el titulo viral, ocasionado por la interaccion aditiva
entre virus y anticuerpos (Katzelnick, Coloma & Harris, 2017; Khandia et al.,
2018 Pang et al., 2017; Shukla et al., 2020).

En el caso de la desregulacion de la respuesta inmune originada por células
T, la cascada de reacciones inicia con la infeccion por DENV de células
dendriticas inmaduras cuyo receptor putativo y blanco inicial es la molécula de
adhesion intercelular 3 no integrina especifica de células dendriticas (DC-
SIGN, por sus siglas en inglés) (Halstead, 2019). Las células dendriticas
inmaduras contienen gran cantidad de DC-SIGN mientras que las maduras
tienen niveles bajos de esta molécula, por lo que en ellas se favorece el ADE
via FcR. Una vez infectadas las células dendriticas inmaduras, interaccionan
y activan a las células T las cuales producen grandes cantidades de citocinas,
es lo que se conoce como “tormenta de citocinas” y que caracteriza a los casos
de DHF/DSS (Wang et al., 2019).

La disfuncion endotelial que causa las hemorragias son lo que distingue al
dengue severo. Las hemorragias son evidentes a los 3-6 dias después del
comienzo de la enfermedad, siendo esta la fase critica, la cual sigue
inmediatamente al pico de la viremia, durando de 24-48 horas en general
revirtiendo rapidamente, mostrando que este resulta de procesos inflamatorios
y no por la infeccién en el endotelio, siendo las citoquinas los factores
esenciales en ello (Bhatt et al., 2021).

En cuanto a los factores virales, la proteina NS1 interrumpe en el glicocalix de
las células endoteliales y de esa manera contribuye al desarrollo de las
hemorragias. En las células endoteliales, NS1 induce la degradacion del 4cido
sialico y heparan sulfato, efecto provocado por la induccién de la expresion de
sialidasas y heparanasa. NS1 también activa a la catepsina 1 en las células
endoteliales, una cisteina proteasa del lisosoma, que activa a la heparanasa
por corte enzimatico (Bhatt et al., 2021; Chen et al., 2018; Puerta-Guardado,
Glasner & Harris, 2016). Puerta-Guardado et al. (2019) también descubrieron

gue existe un tropismo de NS1 para producir la disfuncién endotelial, hacia las
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células endoteliales de pulmén, dermis, vena umbilical, cerebro e higado. Este
proceso es inhibido por la mutacion N207Q en la proteina NS1, pues es un
sitio esencial en el proceso de hiperpermeabilidad (Wang et al., 2019).

Se ha observado que muchos otros mediadores inflamatorios lipidicos estan
elevados en la infeccién por dengue, como el factor activador de las plaquetas
(PAF) y los leucotrienos (Halstead, 2019; Wang et al., 2020). Otros mediadores
inflamatorios como el factor de crecimiento endotelial vascular y la
angiopoyetina 2 se encuentran a niveles elevados en la fiebre hemorrégica,
favoreciendo la induccién de la actividad de las fosfolipasas, que a su vez
induce PAF. Las plaquetas contribuyen en la disfuncion endotelial por la
produccion de interleucina 1B por medio del inflamosoma NLRP3 y por la
induccion de citoquinas inflamatorias por los monocitos (Fig. 25) (Malavige &
0Ogg, 2017; Troupin et al., 2016).
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FIGURA 25. MODELO DE LA DISFUNCION ENDOTELIAL EN LA INFECCION POR DENGUE.

LA INFECCION POR DENGUE ACTIVA MUCHAS VIAS DE SENALIZACION, LAS CUALE SEN CONJUNTO,
LLEVAN A LA DISFUNCION ENDOTELIAL (TOMADO DE MALAVIGE & OGG, 2017).
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La muerte celular de macrofagos y monocitos es otro aspecto importante en la
patogénesis del dengue. Después de la replicacién del DENV y la activacion
de los monocitos, el dengue induce su muerte por varios mecanismos, la
produccion de factor de necrosis tumoral (TNF) a por los monocitos infectados
activa al receptor de TNF llevando a la activacion de las caspasas 8 'y 9 y por
lo tanto a apoptosis. Se puede inducir a la caspasa 1 directamente o por
reconocimiento de CLEC5A (Singh et al., 2020). El DENV también puede
activar la caspasa 4 que luego activa a la caspasa 1, esta activacion lleva a la
liberacién de interleucina (IL) B y muerte celular por piroptosis (Fig. 26) (Castillo
& Urcuqui-Inchima, 2018).
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FIGURA 26. MECANISMO DE LA MUERTE CELULAR DE MACROFAGOS/MONOCITOS INFECTADOS CON
DENGUE.

(TOMADO DE CASTILLO & URCUQUI-INCHIMA, 2018).

2.7. Dispersion mundial del dengue
El dengue se distribuyé mundialmente durante los siglos XVIII y XIX, sin
embargo, su mayor tasa de dispersion se dio en los siglos XX y XXI gracias a

la globalizacion, lo cual favoreci6 la introduccién del virus en muchas areas,
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ocasionando también que las regiones tropicales llegaran a ser
hiperendémicas. Esta rapida propagacion comenzd con una pandemia en el
Sureste de Asia en la década de 1950, la cual fue asociada con el crecimiento
urbano regional después de la segunda guerra mundial, luego en las décadas
de 1970 y 1980 ocurrié una gran expansion geografica del virus junto con su
vector, generando un incremento en la frecuencia y magnitud de las
epidemias, asi como de la severidad de la enfermedad (Fig. 27) (Guzman et
al., 2016).

En América, el dengue se sugiere se introdujo en los 1600s, a partir de ahi,
epidemias recurrentes con enfermedad semejante a dengue se dieron en el
siglo XVII. El primer brote reconocido como dengue en América se reporto en
1635 en las islas caribefias de Martinica y Guadalupe, posteriormente en 1780
se report6 un brote de dengue en Filadelfia. Entre 1947 y 1970 se realiz6 una
campafa de erradicacion del mosquito disminuyendo fuertemente la poblacién
del vector y por tanto del virus, sin embargo, el abandono de esa campafia, asi
como el deterioro de los programas de salud promovieron la repoblacion del
vector y a partir de entonces los casos de dengue han ido en aumento (Brady
& Hay, 2019).

Una de las razones del aumento de las epidemias y de la distribucién
geografica del dengue en la década de 1970 (Fig. 27), se debi6 al aumento en
la cantidad de usuarios de avion como medio de transporte, lo cual favorecié
epidemias frecuentes seguidas de transmisiones interepidémicas silentes o no
detectadas. Ademas, las epidemias pueden ocurrir debido a que la inmunidad
colectiva a algun serotipo disminuye o por la introduccion de una nueva cepa
(Guzman et al., 2016).
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FIGURA 27. EXPANSION GEOGRAFICA DEL VIRUS DEL DENGUE EN EL MUNDO.
(BRADY & HAY, 2019).
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[ll. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El dengue es la enfermedad arboviral mas comdn en todo el mundo. Se tienen
estimaciones de casi 400,000 personas infectadas al afio y con mas de la
mitad de la poblacion mundial en riesgo de adquirir la enfermedad, de acuerdo
con la Organizacibn Mundial de la Salud. Con respecto al continente
americano, alrededor de 500 millones de personas estan en riesgo de contraer
dengue. Por otro lado, el nUmero de caso de dengue en América se incremento
drasticamente en las Ultimas cuatro décadas, ya que de 1.5 millones de casos
acumulados en la década del 80, pas6 a 16.2 millones en la década del 2010-
2019. En el 2013, por ejemplo, se registraron por primera vez mas de
2 millones de casos en el continente, con una incidencia de 430.8 por cada
100 mil habitantes; ademas, se registraron 37,692 casos de dengue grave y
1,280 muertes en el continente. Para el 2019 se registraron un poco mas de
3.1 millones de casos, con 28 mil casos graves y 1,534 muertes (CDC, 2022;
WHO, 2022).

El costo econdmico debido a las infecciones del dengue va de los 4000 -39000
millones de dolares, ademas, el mosquito expande cada vez mas su area de
distribucion. Aunado a lo anterior, los cuatro serotipos de dengue circulan en
América y particularmente en México existe cocirculacién de los cuatro
serotipos, por lo cual nuestro pais se considera endémico con respecto al virus
del dengue, ademéas de que este factor favorece el desarrollo de dengue
severo. Otros factores como la gran cantidad de lluvias, debido a la
abundancia de agua y la generaciéon de fuentes naturales de oviposicion del
vector, ayudan en la dispersion del virus y por tanto en la generacion de mas
casos de dengue (CDC, 2022).
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IV. JUSTIFICACION

México es un pais en el cual el dengue es una enfermedad endémica y que,
de acuerdo con los reportes de la Secretaria de Salud, el niumero de individuos
infectados se ha ido incrementando fuertemente a partir del afio 2000, siendo
el 2009 uno de los afios con mayor cantidad de casos totales, asi como de
dengue severo. En aquel afio, el Estado de Veracruz ocupo el tercer lugar en
casos totales de todo el pais, sin embargo, ocupd el primer lugar en casos de
dengue severo; lo mas importante de ese brote de dengue en Veracruz es que
la proporcion de casos de dengue clasico contra los de dengue hemorragico

fue practicamente de 1:1.

Previamente, los estudios de Gardella-Garcia et al. (2008) y Perez-Ramirez et
al. (2009) habian mostrado que el serotipo predominante en Veracruz era el
DENV2 genotipo Asiatico Americano. Cuando se estudio el brote epidémico
del 2009 (Hernandez, 2009), se encontrd de igual manera al DENV2, pero solo
se determind el serotipo y no el genotipo, ademas se determiné la presencia
de los otros tres serotipos.

Por lo anterior, resulta muy importante determinar las causas del brote
epidémico del 2009, ya que ha sido uno de los afios con mayor cantidad de
casos en la historia de Veracruz, ademas de que la cantidad de casos de
dengue no grave y severo casi estuvieron en una proporcion de 1:1; lo anterior
puede deberse a la virulencia per se del serotipo presente, la introduccion de
nuevos genotipos, mutaciones que se hayan generado y/o las condiciones

climatologicas presentes en el afio 2009.
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V. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general
Estudiar la epidemiologia molecular del virus del dengue en el Estado de
Veracruz mediante el analisis filogenético de secuencias de los pacientes

infectados con dengue de diferentes brotes epidémicos.

5.2. Objetivos especificos
» Analizar la epidemiologia del dengue en México y Veracruz de 1990 al
2022.
» ldentificar los cambios climaticos que pudieron haber favorecido el brote
epidémico del 20009.
» ldentificar los serotipos y genotipos presentes en el brote epidémico del
20009.
» Realizar el andlisis filogenético de las secuencias del DENV de la
epidemia del 2009 para conocer la evolucion molecular del virus del

dengue a través del tiempo.
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VI. HIPOTESIS

HO: La alta proporcién de casos de dengue severo en el 2009 en Veracruz fue
causada por la virulencia del serotipo, la introduccion de algin genotipo y/o

por las condiciones climatoldgicas.

HA: La alta proporcion de casos de dengue severo en el 2009 en Veracruz no
fue causada por la virulencia del serotipo, la introduccion de algin genotipo o

por las condiciones climatoldgicas.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Colecciodn de datos
Direccion General de
Epidemiologia

A 4

Epidemiologia del DENV
Veracruz y en México

| |

Porcentaje de Identificacion de
variacion factores climéticos

Muestras de suero
de pacientes con
Dengue

|

Extraccion del RNA,
RT-PCR y secuenciacién

|

v

Diferencia absoluta
entre fiebre de DEN y
Dengue Severo (%)

Coleccion de secuencias del
NCBI (DENV1, 2, 3,y 4)

Serotipificacion y
Genotipificacion

Analisis
filogenético
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VIII. MATERIALES Y METODOS.

8.1. Analisis epidemioldgico del DENV en México y el Estado de Veracruz
Se realiz6 un analisis epidemioldgico de los casos totales de dengue, fiebre de
dengue y dengue severo en México y el Estado de Veracruz, para lo cual se
obtuvieron los datos de la Direccion General de Epidemiologia (2022)
dependiente de la Secretaria de Salud de Meéxico. A partir de los datos
obtenidos se construy6 una grafica de la incidencia de dengue en México y el
Estado de Veracruz mostrando la proporcién de casos de fiebre de dengue y
dengue severo.

El porcentaje de variacion entre afios epidemiolégicos en tandem para el

Estado de Veracruz y México fue calculado mediante la siguiente férmula:

Valor final
- |-1#100
Valor inicial

Donde:

Valor final = numero de casos (de fiebre de dengue o dengue severo) en el

afo de interés.

Valor inicial = numero de casos (de fiebre de dengue o dengue severo) en el

afo precedente al de interés.

Posteriormente, la diferencia absoluta de porcentaje entre fiebre de dengue y

dengue severo fue calculada de la siguiente manera:

Primer valor — Segundo valor
100

(Primer valor + Segundo valor) / 2

Donde:
Primer valor: numero de casos de fiebre de dengue

Segundo valor: numero de casos de dengue severo
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A partir de los resultados obtenidos con los calculos realizados, se
construyeron las gréaficas de porcentaje de variacion y de diferencias absolutas

de porcentaje.

8.2. Identificacion de serotipos

8.2.1. Cultivo de células C6/36 de Aedes albopictus

Para preparar un litro de medio minimo esencial (MEM) Eagle (No. Cat. 11090-
073 GIBCO) se disolvié un sobre de MEM en 800 ml de agua destilada y se
adicionaron 10 ml de solucion de aminoacidos no esenciales 100X
(concentracion final 1X, No. Cat. 11140-076 GIBCO), 100 ml de solucién de
antibiotico (concentracién final de 100 U de penicilina, No. Cat.15140-122
GIBCO), 10 ml de L-glutamina 200 mM (concentracion final de 1 mM, No. Cat.
25030-081 GIBCO), 10 ml de solucién de vitaminas 100X (concentracion final
1X, No. Cat. 11120-052 GIBCO) y 10 ml de HEPES 1M (concentracion final de
10 mM). El pH se ajust6 a 6.8 con NaOH o HCI. Se agregaron 50 ml de suero
fetal bovino y se afor6 a 1 L con agua destilada y estéril. Finalmente, el medio
se filtr6 con membranas de 0.22 um. Para probar la esterilidad del medio, se
incubd una alicuota de 5 ml a 37 °C en una botella de cultivo sin células por
una semana.

Una vez comprobada la esterilidad del medio, se us6 para mantener los
cultivos de células C6/36 en botellas utilizando 5 ml de medio y se dejo

incubando a 37 °C por una o dos semanas hasta su uso.

8.2.2. Activacién y aislamiento de DENV en cultivo de células C6/36
en tubos de cultivo.
A un cultivo semiconfluente (80-90 % de confluencia) de células C6/36 (de
intestino de Ae. albopictus), se le despeg6 la monocapa de células golpeando
los costados de la caja. Habiéndose despegado la monocapa se absorbio la
suspension celular y se coloco en tubos de centrifugacion (Corning) de 15 ml
y se centrifugé a 3,000 rpm durante 2 min. El sobrenadante se desechd y la

pastilla celular obtenida se resuspendié en 2 ml de MEM. Se colocé un 1 ml
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de la suspension celular en cada tubo nuevo de cultivo y se afiadieron 2 ml de
MEM incubandose a 37 °C hasta observar confluencia.

65 muestras de suero humano infectadas con dengue fueron donadas por el
Instituto Mexicano del Seguro Social de Veracruz, dichas muestras fueron
almacenadas en congelacion a -70°C hasta su uso. Cultivos confluentes
fueron usados para incubar 1 ml de suero de paciente diagnosticado con
dengue previamente diluido (1/5) con MEM para evitar que las proteinas del
complemento contenidas en el suero dafiaran al cultivo celular y se incubé a
37 °C por 1 h para que el virus se absorbiera. Pasado el tiempo, el
sobrenadante se desecho y se afiadieron 3 ml de MEM nuevo, incubandose
hasta por 15 dias durante los cudles las células fueron observadas diariamente
hasta que el efecto citopatico fuera evidente sobre la monocapa celular
(sincicios, placas liticas y/o células gigantes), esta etapa se considerdé como el
pase 1 de la infeccion. Las células fueron cosechadas golpeando el tubo de
cultivo para desprender la monocapa, la suspension celular se depositd en
tubos para centrifugar de 15 ml y se centrifug6 a 3,000 rpm durante 2 min.

La pastilla obtenida se resuspendido en 0.5 ml del mismo sobrenadante
(considerada como semilla viral) y se almacend a -70 °C. El sobrenadante
restante se almacend en alicuotas de 1 ml. Para el pase 2 de infeccidn, cultivos
de células C6/36 en botellas de 25 cm? se incubaron con 1 ml de sobrenadante
del pase 1 durante 1 h a 37 °C siguiendo el mismo procedimiento utilizado en
la primera infeccidén, excepto que ahora se agregaron 5 ml de MEM. Para

obtener el tercer pase el procedimiento se repiti6 nuevamente.

8.2.3. Extraccion de RNA.
El RNA se extrajo de la semilla viral o el sobrenadante por el método de
TRIZOL LS (No. Cat. 10296-010, Invitrogen). Se incubaron 125 pl de semilla
viral (o sobrenadante) con 375 pl de TRIZOL LS (volumen final de 500 pl)
durante 15 min a temperatura ambiente. En seguida se afadieron 100 ul de
cloroformo mezclando durante 15 s por inversién de los tubos y se incubd por

10 min a temperatura ambiente; se centrifug6 a 11500 rpm durante 15 min, la
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fase acuosa se recuper6 en un tubo nuevo y se le afiadieron 250 pl de alcohol
isopropilico incubando a temperatura ambiente por 10 min. Se centrifugo a
11,500 rpm durante 10 min y se desech6 el sobrenadante. La pastilla
resultante se lavé con 500 pl de etanol al 75 % mezclando con vértex y se
centrifugd esta vez a 9000 rpm 5 min. Se desechd el sobrenadante de etanol
y la pastilla se dejé secando por 5-15 min a temperatura ambiente para eliminar
completamente el etanol. Finalmente, la pastilla se disolvié en 25 ul de agua

tratada con dietilpirocarbonato (DEPC).

8.2.4. Serotipificacion.

Para determinar el serotipo de DENV de los aislados obtenidos se llevo a cabo
la técnica de Reaccion en Cadena de la Polimerasa - Reverso Transcriptasa
(RT-PCR, por sus siglas en inglés) en dos pasos para obtener primero el cDNA
y a partir de este serotipificar cada una de las muestras mediante la
amplificacion de cada fragmento con el tamafio caracteristico para cada uno
de los serotipos como lo describi6 Seah et al. (1995). EI cDNA de cada
muestra, fue obtenido con el objetivo de que este fuera utilizado en analisis
posteriores al de serotipificacion. Se utilizé el kit ThermoScript RT-PCR
System con la polimerasa Platinum Tag DNA High Fidelity (Invitrogen). Para
la retrotranscripcion del RNA viral a 9 yl de RNA viral se le agregaron 1 ul de
hexameros y 2 ul de dNTPs 10 mM y se precalenté la mezcla durante 5 min a
65 °C, terminado el tiempo, la mezcla se colocé rapidamente en hielo para
desnaturalizar la cadena de RNA y permitir a los hexameros unirse al RNA
viral. Finalmente se afiadieron 8 ul de una mezcla maestra que contenia 4 pl
de buffer RT 5X, 1 ul de RNasaOUT, 1 pl de ThermoScript RT, 1 pl de 0.1 M
de DTT y 1 yl de H20 DEPC. Las condiciones para la RT fueron 25 °C 10 min,
50 °C 80 min, 85 °C 5 min y 4 °C a tiempo infinito.

Para serotipificar al virus mediante PCR, se tomaron 0.5 pl de cDNA a los
cuales se les afiadieron 12 pl de una mezcla maestra que contenia 1.25 pl de
buffer 10X, 0.05 ul de enzima Platinum Taq High Fidelity (1 U/ ul), 0.25 pl de
dNTPs, 8 ul de H20 DEPC, 0.25 pul de oligonucleétido DV1 y 0.25 pul de alguno
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de los cuatro oligonucledétidos especificos de serotipo presentados en el Tabla
2, de manera que se realizaron cuatro reacciones diferentes para serotipificar.
Asimismo, cada reaccion individual se realizé por triplicado para validar el
resultado obtenido.

El PCR se program6 de acuerdo con Seah et al. (1995): Activacién de la
enzima a 95 °C por 5 min; seguido de 10 ciclos con 94 °C por 30 s de
desnaturalizacion, 50 °C por 1 min de alineamiento y 72 °C por 1 min de
extension; 35 ciclos con desnaturalizacion a 94 °C por 30 s, alineamiento a 55
°C por 30 s y extensién a 72 °C por 30 s con un ciclo de extensién final a 72
°C durante 7 min. Los productos de PCR fueron observados por electroforesis
en geles de agarosa al 1.5 % con buffer TAE, donde el tamafio de cada banda

determiné el serotipo de cada aislado como se observa en el Tabla 3.

TABLA 3. OLIGONUCLEOTIDOS PARA LA SEROTIPIFICACION DE LOS SUEROS
INFECTADOS CON DENV.

Primer | Secuencia Posicién E?;;Zcéo
DV1 GGRACKTCAGGWTCTCC

DSP1 | AGTTTCTTTTCCTAAACACCTCG |5067-5045 169
DSP2 CCGGTGTGCTCRGCYTGAT 5279-5960 362
DSP3 | TTAGAGRYCTTAAGCGTCTCTT 5174-5052 265
DSP4 CCTGGTTGATGACAAAAGTCTTG | 5342-5320 426

8.3. Identificacion de los factores climaticos presentes en el afio 2009.

Se realiz6 una investigacion bibliografica en la pagina del Servicio
Meteroldgico Nacional, la cual cuenta con los registros de todos los afios de
los Estados del pais de datos climatologicos como las temperaturas, cantidad
de lluvia y la presencia de fenbmenos naturales de importancia como los

huracanes.
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8.4. Andlisis filogenético de laregién C-prM.

8.4.1. Amplificacion de laregion C-prM.
Para amplificar la region C-prM se tomaron 2 pl del cDNA previamente
obtenido y se le afiadieron 48 ul de una mezcla maestra conteniendo 5 pl de
buffer 10X, 0.25 pl de enzima Platinum Taq High Fidelity (1 U/ pl), 1 ul de
dNTPs, 40 pl de H20 DEPC, 1 ul de oligonucleétido C139(+) y 1 ul del oligo
prM767(-) (Tabla 4).

TABLA 4. OLIGONUCLEOTIDOS QUE SE EMPLEARON PARA AMPLIFICAR Y SECUENCIAR
LA REGION C-PRM.

Primer Secuencia Posicién
C139(+) CAATATGCTGAAACGCGHG 139
prM789(-) CCTTCNGMNGACATCC 789

8.4.2. Secuenciacion de laregion C-prM.
Para la secuenciacion del fragmento C-prM se utilizaron los mismos primers
empleados en la PCR para los serotipos 2 y 4, mientras que para los serotipos
1 y 3 se utilizaron los primers de Seah et al. (1995), y para la reaccién de

secuenciacion se utilizé el kit BigDye.

8.5. Andlisis filogenético

Una vez obtenidas las secuenciaciones del fragmento C-prM de las muestras
de DENV2 y DENV4, asi como del fragmento de Seah de los serotipos 1y 3,
se realizaron los alineamientos con el programa Bioedit y los arboles
filogenéticos fueron elaborados con MEGA7 y a Bayesian Markov chain Monte
Carlo (MCMC) (Dominguez-de-la-Cruz et al., 2020).
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IX. RESULTADOS

9.1. Anédlisis epidemiolégico del DENV en México y Veracruz en el periodo
1990-2022.

De acuerdo con los datos colectados y analizados a partir de la Direccion
General de Epidemiologia (2022), un total de cinco brotes epidémicos han
superado la barrera de los 50,000 casos totales de dengue, siendo estos los
afos 1997, 2007, 2009, 2012 y 2013. Para Veracruz, el 2009 fue el brote mas
fuerte de dengue en toda su historia, sin embargo, es el tercer afio con mas
casos de dengue severo solo detras de los afios 2012 y 2013. Asimismo, la
proporcion de casos de dengue severo fue mayor comparado con los casos
de dengue no severo en los brotes del 2012 y 2013 (Fig. 28 y Tabla 5). Como
se observa en la Fig. 28, en México, incluyendo el Estado de Veracruz, los
casos de dengue presentan fluctuaciones, donde se observa el incremento del
namero de casos que origina un pico de la enfermedad cada 3-5 afios,
después de lo cual la cantidad de casos disminuye.

50000

1990

FIGURA 28. CASOS DE DENGUE EN MEXICO Y EL ESTADO DE VERACRUZ.
CINCO BROTES EPIDEMICOS HAN SUPERADO LOS 50000 CASOS TOTALES DE DENGUE, SIENDO ESTOS
LOS DE 1997, 2007, 2009, 2012 vy 2013; COMO SE PUEDE OBSERVAR, EL ANO 2009 SIGNIFICO EL
SEGUNDO BROTE CON MAS CASOS TOTALES DE DENGUE PARA MEXICO Y EL SEPTIMO PARA EL
ESTADO DE VERACRUZ, AUNQUE FUE EL TERCERO EN CASOS DE DENGUE SEVERO, SOLO SUPERADOS
POR LOS DE 2012 vy 2013. FD: CASOS DE FIEBRE DE DENGUE, DS: CASOS DE DENGUE SEVERO,
TOTAL: CASOS TOTALES DE DENGUE, VER: VERACRUZ, MEX, MEXICO.
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Tabla 5. Casos de fiebre de dengue (FD), dengue severo (DS) y totales
para México y el Estado de Veracruz en el periodo de 1990-2022. FD:
casos de fiebre de dengue, DS: casos de dengue severo, TOTAL: casos
totales de dengue.

Veracruz México
ANO FD DS TOTAL FD DS TOTAL
1990 160 0 160 1663 6 1669
1991 143 0 143 1931 1 1932
1992 32 0 32 1102 0 1102
1993 166 0 166 791 0 791
1994 2462 0 2462 7868 0 7868
1995 5503 79 5582 14396 355 14751
1996 5297 358 5655 19835 884 20719
1997 10563 155 10718 51021 954 51975
1998 2147 28 2175 15181 225 15406
1999 2331 10 2341 23725 220 23945
2000 568 7 575 1706 50 1756
2001 2344 14 2358 4643 312 4955
2002 2357 98 2455 13131 2159 15290
2003 988 95 1083 5018 1419 6437
2004 4250 1570 5820 6243 1959 8202
2005 3901 636 4537 17487 4418 21905
2006 7265 1066 8331 22566 4426 26992
2007 12608 2645 15253 42936 9433 52369
2008 2066 2051 4117 27964 7560 35524
2009 3412 2978 6390 44565 11396 55961
2010 867 302 1169 22352 9336 31688
2011 996 651 1647 10970 4608 15578
2012 7531 5041 12572 32662 17706 50368
2013 4941 3858 8799 43663 18667 62330
2014 2060 1866 3926 23374 8647 32021
2015 2884 876 3760 21201 5464 26665
2016 1833 391 2224 14112 3683 17795
2017 1031 324 1355 11334 2794 14128
2018 2239 467 2706 8229 4477 12706
2019 9195 1453 10648 27884 13621 41505
2020 1485 40 1525 23255 1058 24313
2021 992 34 1026 6446 300 6746
2022 1075 25 1100 7399 240 7639
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A partir de los datos obtenidos de la DGE, se estimoé la incidencia de dengue
por cada 100,000 habitantes para México y el Estado de Veracruz. En la Tabla
6y la Fig. 29 se puede observar que la incidencia de casos totales de dengue,
fiebre de dengue y dengue severo, es mayor en el Estado de Veracruz
comparada con la incidencia para México. En el periodo comprendido entre
1990y 2019, solamente en los afios 1990, 1991, 1992 y 2010 la incidencia fue
mayor para el pais, mientras que en el resto de los afios analizados fue mayor
para el Estado de Veracruz, llegando a ser hasta 4 veces mas alta como en
los afios 2007 y 2012. Con respecto al afio 2009, la incidencia fue de 1.5 veces

mayor para Veracruz con respecto a la de México.

FIGURA 29. INCIDENCIA DE DENGUE Y DENGUE SEVERO EN EL ESTADO DE VERACRUZ Y MEXICO.

SE PUEDE OBSERVAR CLARAMENTE QUE LA INCIDENCIA DE DENGUE Y DENGUE SEVERO EN VERACRUZ
ES MAYOR QUE LA DE MEXICO EN CASI TODOS LOS ANOS EXCEPTO EN 1990, 1991, 1992, 2010 v
2020.
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Tabla 6. Incidencia de casos totales de dengue, fiebre de dengue y
dengue severo para México y el Estado de Veracruz en el periodo 1990-
2022. IFD: incidencia de fiebre de dengue, IDS: incidencia de dengue

severo, ITOTAL: incidencia total de dengue.

Veracruz México
ANO IFD IDS ITOTAL IFD IDS ITOTAL
1990 10.71 0 10.71 11.09 0 11.09
1991 4.43 0 4.43 6.72 0 6.72
1992 4.86 0 4.86 13.74 0 13.74
1993 6.87 0 6.87 3.28 0 3.28
1994 37.44 0.07 37.51 8.95 0.03 8.98
1995 99.68 1.14 100.82 39.33 0.59 39.92
1996 105.22 7.27 112.49 37.62 1.56 39.18
1997 150.2 2.2 152.4 55.48 1.03 56.51
1998 33.66 0.6 34.26 24.17 0.39 24.56
1999 32.7 0.2 32.9 23.4 0.2 23.6
2000 8.02 0.11 8.13 1.72 0.07 1.79
2001 31.35 0.2 31.55 4.6 0.31 491
2002 32.71 1.36 34.07 12.95 2.11 15.06
2003 14.95 3.05 18 5.01 1.7 6.71
2004 58.42 21.58 80 5.93 1.86 7.79
2005 53.47 8.72 62.19 16.43 4.15 20.58
2006 98.57 21.13 116.7 22.94 4.81 27.75
2007 174.09 36.52 210.61 40.59 8.92 49.51
2008 28.49 28.37 56.86 26.26 7.11 33.37
2009 136.08 40.91 176.99 112.18 10.6 122.78
2010 13.76 4.4 18.16 33.89 6.18 40.07
2011 17.2 11.04 28.24 14.12 5.88 20
2012 193.15 69.82 262.97 56.37 16.01 72.38
2013 62.47 48.78 111.25 89.51 16.74 106.25
2014 25.8 23.37 49.17 19.51 7.22 26.73
2015 35.84 10.89 46.73 17.52 4.52 22.04
2016 22.61 8.64 31.25 11.54 3.1 14.64
2017 12.63 3.96 16.59 9.18 2.26 11.44
2018 27.24 5.69 32.93 6.6 3.59 10.19
2019 111.12 20.63 131.75 22.14 10.82 32.96
2020 17.95 0.56 18.86 18.46 0.84 19.31
2021 9.25 3 12.25 3.47 1.79 5.26
2022 2 1.15 3.15 1.26 0.82 2.08
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Se determind el porcentaje de variacion en tandem de fiebre de dengue y
dengue severo para México y Veracruz. El porcentaje de variacion es una
medida que muestra la proporcion en la cual la cantidad de casos aumenta o
disminuye entre un afio de interés en particular y el afio que le precede, en el
presente estudio se estimo el porcentaje de variacion en tandem para la fiebre
de dengue y para el dengue severo. Como se observa en la figura 30, el mayor
incremento en cuanto a dengue severo se registré en 2001-2002, 2003-2004,
2008-2009, 2011-2012 y 2018-2019 para el Estado de Veracruz; mientras que
para México fue en 2000-2001, 2001-2002 y 2011-2012.
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FIGURA 30. PORCENTAJE DE VARIACION EN TANDEM DE LA FIEBRE DE DENGUE (D) Y EL DENGUE
SEVERO (SD).

SE OBSERVA UN GRAN INCREMENTO EN EL DENGUE SEVERO EN VERACRUZ ENTRE LOS ANOS 2001-
2002, 2003-2004, 2008-2009, 2011-2012 y 2018-2019.

Posteriormente se estimo la diferencia porcentual absoluta, que es una medida
qgue compara un valor de interés contra otro, en este caso, se compararon los
valores de dengue severo contra los de fiebre de dengue de cada afio en el
periodo de 1990-2019. Dada la férmula, un valor de 200 significa que en ese

afio solamente se detectaron casos de fiebre de dengue, mientras que si se
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obtiene un valor de O significaria que los casos de dengue severo serian
iguales a la cantidad de casos de fiebre de dengue.

La grafica de la Fig. 31 muestra que la diferencia de porcentaje se mantiene
muy similar de 1990 al 2000 tanto para México como Veracruz, predominando
los casos de fiebre de dengue. En el 2000-2001 inici6 un incremento
significativo de dengue severo en México, que para Veracruz fue en 2003-
2004. A partir de estos afos la diferencia absoluta de porcentaje muestra que
el dengue severo aument6 con respecto a la fiebre de dengue hasta el 2012
para México y 2014 para Veracruz. En los afios 2008, 2009 y 2014 hubo una
proporcion de casi 1:1 entre el dengue severo y la fiebre de dengue en
Veracruz, lo cual contrasté fuertemente con lo observado para México. En
2004-2007, 2011-2012 y 2015-2017, la diferencia de porcentaje de fiebre de
dengue con respecto al dengue severo fue muy similar entre Veracruz y

México.

FIGURA 31. GRAFICA DE LA DIFERENCIA ABSOLUTA DE PORCENTAJES.

VALOR IGUAL O CERCANO A 200 IMPLICA QUE SOLO HUBO CASOS DE FIEBRE DE DENGUE O MUY
POCOS DE DENGUE SEVERO, MIENTRAS QUE VALORES CERCANOS A 0 SIGNIFICAN QUE HAY UNA GRAN
PROPORCION DE DENGUE SEVERO. SE OBSERVA QUE, EN LOS ANOS 2008, 2009 vy 2014 LA
PROPORCION DE DENGUE SEVERO CON RESPECTO A FIEBRE DE DENGUE EN VERACRUZ FUE DE CASI
1:1.
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9.2. Frecuencia de serotipos

Un total de 65 muestras provenientes del Instituto Mexicano del Seguro Social
del Estado de Veracruz fueron analizadas. EL RNA extraido fue utilizado
primero para serotipificar las muestras por el método de Seah et al. (1995). Del
total de muestras, 31 fueron de dengue severo; en cuanto a los serotipos, el
67.7 % (44) de las muestras correspondié al DENV-2, 7.7 % (5) al DENV-3,
7.7 % (5) al DENV-4 y 4.6 (3) % al DENV-1, mientras que el porcentaje de
dobles infecciones fue de 12.3 % (8), siendo estas coinfecciones con DENV-2
en combinacion con DENV-1, DENV-3 y DENV-4 (Figs. 32y 33).
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FIGURA 32. SEROTIPIFICACION DE SUEROS INFECTADOS CON EL VIRUS DEL DENGUE.
A) MUESTRAS CON SEROTIPO 1, B) MUESTRAS CON SEROTIPO 3, C) MUESTRA CON SEROTIPO 2 Y D)
MUESTRAS CON SEROTIPO 4.
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FIGURA 33. FRECUENCIA DE LOS SEROTIPOS OBTENIDOS POR PCR DE PUNTO FINAL CON LOS
PRIMERS DE SEAH ET AL. (1995).

LA MAYOR FRECUENCIA OBSERVADA FUE DE DENV2, SEGUIDA POR DENV1, DENV3 Y DENVA4.
ASIMISMO, UN TOTAL DE 8 COINFECCIONES FUERON OBSERVADAS, EN LAS CUALES EL DENV2 SE
PRESENTO EN TODAS ELLAS EN COMBINACION CON DENV1, DENV3 Y DENV4.

9.3. Analisis filogenético

Un total de 16 secuencias del fragmento C-prM (14 de DENV2 y dos de
DENV4) y siete secuencias de una porcién de la region NS3 (cinco de DENV1
y dos de DENV3) fueron analizadas. Los arboles se construyeron utilizando
alineamientos de secuencias de Mufioz et al. (2020), con el programa MEGA7
y el modelo de sustitucion de nucledtidos de Tamura Nei de 1993 (TN93) y
1000 repeticiones (bootstrap). Los arboles fueron corroborados mediante
analisis bayesianos reportados por Dominguez de la Cruz et al. (2020).

Un total de 14 secuencias de DENV2 de 384 pb fueron obtenidas. Tres
secuencias correspondieron al genotipo Asiatico Americano, las cuales se
encuentran cercanamente relacionadas con secuencias de Oaxaca de 2005 y
de Veracruz del 2006. Asimismo, se encuentran cercanamente relacionadas
con secuencias caribefias de Cuba, Martinica y Republica Dominicana. Un
total de 11 secuencias de DENV2 se agruparon dentro del clado del genotipo
Asiatico Il, siendo las secuencias de Colombia, Tailandia y China las méas
cercanas filogenéticamente a las de Veracruz del presente estudio (Fig. 34).

Las tres secuencias del genotipo Asiatico Americano correspondieron a sueros
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de pacientes con fiebre de dengue; de las 11 secuencias agrupadas en el
genotipo Asiatico Il, siete correspondieron a dengue severo y cuatro a fiebre
de dengue.

En el Centro Nacional para Informacion Biotecnoldgica (NCBI, por sus siglas
en inglés) se encontraron secuencias mexicanas del genotipo Asiatico Il de
DENV2 reportadas para Guerrero. Estas secuencias corresponden al
fragmento C-prM, sin embargo, tienen un tamafio de 134 pb, se elabor6 un
arbol filogenético donde se incluyeron estas secuencias. El resultado
corroboré que algunas de las secuencias de Veracruz del 2009 son genotipo
Asiatico Il y estan relacionadas con las secuencias de China, Colombia y
Tailandia, sin embargo, en este clado también se ubicaron las secuencias de
Guerrero (Fig. 35).

La figura 36 muestra el arbol filogenético de las dos muestras de DENV4 donde
se usaron secuencias de 567 pb. Ambas secuencias se agruparon con las de
Filipinas de 1956 y China de 1990 y 2000 que pertenecen al genotipo | del
DENV4, hasta el momento no se han reportado secuencias de DENV4 con
este genotipo en el NCBI para México, lo que nos indica la introduccion de este
genotipo a nuestro pais. EI DENV4 genotipo | se ha reportado Unicamente en
Brasil. Dos secuencias de Amazonas, Brasil de 365 pb reportadas como
genotipo | de DENV4 en el NCBI se incluyeron en un segundo arbol
filogenético de DENV4 con las secuencias utilizadas en el primer arbol
recortadas al tamafio de las secuencias brasilefias. Como se puede observar
en la figura 37, las secuencias de Veracruz del 2009 siguieron agrupando con
las secuencias de Filipinas de 1956, pero las secuencias de Brasil del 2005
también se relacionaron con las de Veracruz y Filipinas.

El arbol filogenético para DENV1 se muestra en la figura 38, todas las
secuencias se agruparon dentro del genotipo V junto con otras secuencias de
paises americanos y asiaticos, pero estan mas cercanamente relacionadas
con aquellas de Puerto Rico y Brasil. Las dos secuencias de DENV3 obtenidas
pertenecen al genotipo Il (Fig. 39) agrupdndose con secuencias asiaticas y

americanas, con las secuencias de Oaxaca del brote epidémico del 2005.
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FIGURA 34. ARBOL FILOGENETICO DE DENV2 DE 384 PB.

EN VERDE, AZUL Y MORADO SE PRESENTAN MUESTRAS DE MEXICO DE OTROS ESTUDIOS, EN ROJO
LAS MUESTRAS DEL PRESENTE ESTUDIO. TRES SECUENCIAS AGRUPARON DENTRO DEL GENOTIPO
ASIATICO AMERICANO, MIENTRAS QUE 11 CORRESPONDEN AL GENOTIPO ASIATICO I,
CERCANAMENTE RELACIONADAS A SECUENCIAS DE CHINA Y COLOMBIA.
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FIGURA 35. ARBOL FILOGENETICO DE DENV2 CON SECUENCIAS RECORTADAS A 142 PB.

LAS SECUENCIAS DE DENV2 FUERON ALIENADAS Y RECORTADAS CON LAS SECUENCIAS DE
GUERRERO DE 142 PB DE 1997. NUEVAMENTE 11 SECUENCIAS AGRUPARON DENTRO DEL GENOTIPO
ASIATICO Il Y SE RELACIONARON CON SECUENCIAS DE CHINA Y COLOMBIA, LAS SECUENCIAS DE
GUERRERO TAMBIEN AGRUPARON DENTRO DEL MISMO CLADO.
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FIGURA 36. ARBOL FILOGENETICO DE DENV4 DE 567 PB.
LAS DOS SECUENCIAS DE DENV4 AGRUPARON EN EL GENOTIPO | EN LA MISMA RAMA QUE LAS
SECUENCIAS DE FILIPINAS DE 1956 Y CHINA DE 1990 Y 2000.
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FIGURA 37. ARBOL FILOGENETICO DE DENV4 DE 365 PB.

LAS SECUENCIAS DE DENV4 NUEVAMENTE AGRUPARON DENTRO DEL GENOTIPO | SIENDO
FILOGENETICAMENTE CERCANAS A LAS SECUENCIAS DE FILIPINAS DE 1956 Y DE CHINA DE 1990 Y
2000, SE OBSERVA ADEMAS QUE LAS SECUENCIAS DE BRASIL DEL 2005 TAMBIEN ESTAN
RELACIONADAS CON LAS DE VERACRUZ.
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FIGURA 38. ARBOL FILOGENETICO DE DENV1.

LAS CINCO SECUENCIAS ANALIZADAS DE DENV1 AGRUPARON DENTRO DEL GENOTIPO V DONDE SE
ENCUENTRAN OTRAS CEPAS AMERICANAS. SE OBSERVA QUE NUESTRAS SECUENCIAS FORMAN UN

CLADO SEPARADO LO QUE EVIDENCIA LOS PROCESOS EVOLUTIVOS.
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FIGURA 39. ARBOL FILOGENETICO DE DENV3.
LAS DOS SECUENCIAS AGRUPARON DENTRO DEL GENOTIPO I/l FORMANDO UN CLADO CON LAS
SECUENCIAS DE OAXACA DEL 2005.
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X. DISCUSION

México es un pais donde el dengue es endémico, ya que los cuatro serotipos
se encuentran circulando en su territorio. Veracruz se ha caracterizado por ser
uno de los estados con mayor cantidad de casos anuales de dengue, de
acuerdo con los datos de la DGE (2020), siempre se encuentra entre los
primeros cinco lugares cada afo.

Se ha observado que los brotes de dengue presentan periodos de
fluctuaciones en los cuales se llega a un pico de cantidad de casos de infeccién
y luego esa cantidad disminuye por otro periodo de tiempo para después volver
a subir hasta otro pico de casos. Lo anterior ha sido estudiado y observado en
varios paises alrededor del mundo. O’Driscoll et al. (2020) estudiaron la
variabilidad espacio temporal del dengue en Jakarta, Indonesia; en su estudio,
que abarcé el periodo del 2008-2017, se observé que aproximadamente cada
tres afios se dan picos en los casos de dengue, que luego bajan drasticamente
y para luego volver a subir. En Brasil, el pais con mayor cantidad de casos
anuales de dengue en el continente americano, Andrioli et al. (2020) también
realizaron un estudio espacio temporal en el cual se observan altibajos en la
cantidad de casos de dengue. De acuerdo con la grafica de la Fig. 23, estas
fluctuaciones se presentan en México cada 3-5 afios.

Como ya se menciong, el 2009 ha sido uno de los afios con mayor cantidad
de casos de dengue, para el caso del Estado de Veracruz, se presento la
particularidad de que los casos de dengue y dengue severo se presentaron en
un radio de casi 1:1. Las fluctuaciones en los casos de dengue y su severidad
dependen de factores tales como la virulencia del DENV, factores genéticos
del hospedero y los factores ambientales. En el 2009 hubo una gran cantidad
de huracanes con lluvias que dieron origen a inundaciones creando ambientes
ideales para la oviposicién de los mosquitos; de acuerdo con datos del Servicio
Meteoroldgico Nacional (Hernandez-Unzon, 2009), México fue azotado por un
total de 7 ciclones tropicales, 49 frentes frios, 38 ondas tropicales y 3 tormentas

invernales.
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EI DENV2 ha sido el serotipo dominante en México y desde luego en Veracruz,
después de haber dominado el genotipo americano, actualmente el genotipo
dominante en México es el Asiatico Americano. El genotipo asiatico Il de
DENV2 solo habia sido reportado en México para el Estado de Guerrero en
1997 por Lorofio-Pino et al. (2004). Después de llevar a cabo el analisis
filogenético, se observd que el 84 % de las secuencias de Veracruz del 2009
corresponden al genotipo asiatico Il mientras que solo el 16 % al genotipo
Asiatico Americano. Asimismo, las secuencias del genotipo asiatico Il se
encuentran filogenéticamente cercanas a las reportadas para Guerrero, pero
también con las de Cuba de 1981 (Rodriguez-Roche et al., 2014), por lo cual
el origen de la introduccion del genotipo asiatico Il a Veracruz pudo haber sido
de Guerrero o de las islas del caribe.

Con respecto al DENV4, en todo el continente americano el Unico genotipo
reportado habia sido el Il, sin embargo, De Melo et al. (2009) reportaron la
introduccion del genotipo | en Manaus, Brasil, siendo este el primer reporte en
todo el continente del surgimiento de este genotipo en América. La filogenia
de DENV4 revelé que las secuencias del presente estudio también se
agruparon con secuencias del genotipo | estando cercanamente relacionadas
con las de Filipinas de 1956 y de Brasil del 2007. Lo anterior sugiere una
posible introduccion del genotipo | de DENV4 directamente de Asia 0 mas
probablemente de Brasil, por la temporalidad de las secuencias. Este es el
primer reporte del surgimiento del genotipo | de DENV4 en Veracruz y en todo
México.

Por otro lado, Lazo (2020) habla acerca del potencial de las infecciones de
DENV4 por lo cual es importante el resultado obtenido en el presente estudio,
ya que, ademas de que la introduccion de genotipos nuevos puede producir el
incremento de casos de dengue en general, también potencializa el
incremento de casos de dengue severo. Ademas, Aryati et al. (2020)
reportaron que, en su estudio llevado a cabo entre 2019 y 2020 en la ciudad
de Jember (Indonesia), el DENV4 fue detectado en mayor proporcion y fue

considerado como el causante del brote de dengue de aquella ciudad en el
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periodo del 2019-2020, por lo cual, el hallazgo del presente trabajo es
importante debido a la aparicion del nuevo genotipo que podria causar brotes
de dengue en otros afios.

Con respecto al DENV1 y DENV3, el analisis filogenético mostré que los
genotipos presentes fueron el V para DENV1 y genotipo Il para DENV3,
dichos genotipos han sido reportados en América desde su introduccién en la
década de 1980 (De Bruycker-Nogueira et al., 2016). En este caso se confirmd
la presencia de ambos genotipos en Veracruz tal y como ya se habia hecho
en estudios previos como los de Cisneros-Solano et al. (2004), Cisneros-
Solano et al. (2006) y Gardella-Garcia (2008). Sin embargo, como se puede
observar en las Figs. 28 y 29, estos genotipos del 2009 se agrupan en clados
diferentes, lo cual evidencia los procesos evolutivos que ha sufrido el DENV.
Con los resultados obtenidos, es posible establecer que las pandemias que
van surgiendo en el tiempo en regiones donde el dengue es endémico es de
suma importancia realizar el diagnostico correspondiente para diferenciar
entre ellas cuando los sintomas son muy similares. Esto fue recientemente
establecido por Bicudo et al. (2020) por la llegada de la nueva pandemia de
causada por el virus SARS-CoV-2, responsable de la enfermedad del
coronavirus del 2019 (COVID-19, por sus siglas en inglés) ya que ésta esta
presente en zonas donde el dengue es endémico, por lo cual el uso de técnicas
como la PCR facilitan el diagnéstico diferencial de estas enfermedades,
considerando que, las sintomatologias son muy similares, lo que dificulta
diagnosticar estas enfermedades en los paises donde ambos virus estan co-
circulando.

Finalmente, es importante resaltar que aqui se reporta la introduccion de dos
nuevos genotipos en el Estado de Veracruz, el genotipo asiatico || de DENV2
el cual solo se habia reportado en Guerrero en 1997 y el genotipo | de DENV4,
el cual es nuevo no solo en Veracruz sino en todo México. Lo anterior es
importante si consideramos que dentro de las causas que generan brotes de
dengue severo esté la introduccion de genotipos en lugares que no estaban

presentes como también lo mostro el estudio de Susuki et al. (2019), en el cual
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se observo en Bangladesh un reemplazamiento del genotipo Il por el genotipo
| de DENV3 asi como un reemplazamiento de clados del genotipo
Cosmopolita; Phadungsombat et al. (2018) en Tailandia, también reporté un
reemplazamiento del genotipo Il por el genotipo Il de DENV3, asi como la co-
circulacion del genotipo Asiatico | con el Cosmopolita, siendo el primero de

estos el genotipo dominante hasta antes de ese estudio.
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Xl. CONCLUSIONES

1. ElI DENV es endémico en México debido a la presencia de los cuatro
serotipos existentes a nivel mundial, aqui se reporta la presencia de los
cuatro serotipos para el Estado de Veracruz en el brote epidémico del
2009. Ademaés, se observan picos de la enfermedad aproximadamente
cada 3-5 afos de acuerdo con lo observado en la grafica.

2. Los genotipos V de DENV1 y Ill de DENV3 fueron identificados y
corrobora la presencia de estos en México como ha sido desde su
introduccién en la década de 1980.

3. Para el caso del DENV2, el genotipo dominante en los ultimos afios
habia sido el Asiatico Americano, el cual se ha asociado a la mayor
frecuencia de casos de dengue severo. En este estudio se observo el
genotipo Asiatico Americano para DENV2, sin embargo, la mayor
frecuencia fue del genotipo asiatico I, el cual solo habia sido reportado
para el Estado de Guerrero en 1997, lo que significa que es el primer
reporte del genotipo asiatico Il para el Estado de Veracruz. Debido a la
cercania filogenética con las secuencias de Guerrero y Cuba, el origen
de la introduccion de este nuevo genotipo pudo ser de cualquiera de
esas dos regiones.

4. El unico genotipo de DENV4 presente en América hasta el afio 2007
era el Il, afio en que fueron obtenidas muestras cuya secuencia
pertenecia al genotipo | en Manaus, Brasil. Hasta la fecha, el genotipo
| no se habia reportado en ningun otro pais del continente americano lo
cual incluye a México. En el presente estudio se reporta la introduccién
del genotipo | de DENV4 en las muestras del brote epidémico de
Veracruz del 2009, significando el primer reporte en México. El andlisis
filogenético mostré que las secuencias obtenidas se encuentran muy
relacionadas a las de Filipinas de 1956 y las de Brasil del 2007, por lo
que el genotipo | de DENV4 pudo provenir directamente de Asia o de

Brasil debido a la globalizacion de los paises.
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5. La introduccion de los genotipos asiatico || de DENV2 y | de DENV4,
asi como la fuerte intensidad de lluvias que ocurrieron en México en el
afo 2009, es probable que hayan tenido una fuerte influencia en la gran
cantidad de casos de dengue en general y dengue severo para el
Estado de Veracruz.

6. Del presente trabajo se publicaron dos trabajos en revistas

internacionales indexadas con factor de impacto (ANEXO 11).
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XIII. ANEXO I.

NUMEROS DE ACCESO DEL GENBANK DE LAS SECUENCIAS
OBTENIDAS EN EL PRESENTE PROYECTO (Mufioz et al., 2020).

SEROTIPO | NUMERO DE ACCESO
DENV3 MN711793
DENV3 MN711794
DENV2 MN711795
DENV2 MN711796
DENV2 MN711798
DENV2 MN711799
DENV2 MN711800
DENV2 MN711801
DENV2 MN711802
DENV2 MN711803
DENV2 MN711804
DENV2 MN711805
DENV2 MN711806
DENV2 MN711807
DENV4 MN711808
DENV4 MN711809
DENV2 MN711810
DENV1 MN711811
DENV1 MN711812
DENV1 MN711813
DENV1 MN711814
DENV1 MN711815
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Variation and clade shifts in dengue virus (DENV) genotypes are responsible for numerous dengue fever out-
breaks throughout Latin America in the past decade. Molecular analyses of dengue serotypes have revealed
extensive genetic diversification and the emergence of new genotypes in Brazil (DENV-4 genotype I) and else-
where in tropical and subtropical America. The goal of the present study is to assess the extent to which the
adventitious introduction of DENV genotypes and their increasing genetic diversity affects dengue epidemiology
in Mexico. A nuanced sequence inspection and phylogenetic analysis of the C-prM nucleotide region of DENV
was performed for specimens collecting in 2009 from the Veracruz State, Mexico. Findings were contrasted with
specimens collected in adjacent years and analysed based on the epidemiological patterns reported between
1990 and 2019. Additionally, the identification process of various DENV genotypes was assessed, including: (1)
DENV-1, genotype V, (2) the DENV-2 Asian/American and Asian II genotypes (3) DENV-3, genotype III, and (4)
DENV-4, genotype 1. This resulted in the discovery of a distinct genetic cladistic pattern for serotype DENV-2,
Lastly, study findings suggest that a correlation exists between the emergence of novel genotypes and genetic
diversification, with the increasing incidence of DENV infections in Mexico in 2009.

Keywords:

Emergence of new genotypes

Geographic distribution of DENV serotypes
Phylogenetic analysis of dengue

Dengue epidemiology

1. Introduction

In tropical and subtropical America today, the co-circulation of
dengue (DENV), zika (ZIKV) and chikungunya (CHIKV) viruses is a
major public health concern. The transmission of these diseases is de-
pendent on mosquito vectors, specifically, the “bite” of infected Aedes
aegypti or Aedes albopictus mosquitoes. Mass human population move-
ment, climate change, and the introduction of novel technologies (re-
lated to agriculture, construction, damming, etc.) have contributed to
the geographic redistribution and expansion of the range of mosquito
vectors and the diseases that they transmit (Ryan et al., 2018).

Aedes aegypti is the principal dengue vector due to its enhanced viral
replication capacity, therefore causing an increased likelihood of DENV
transmission (Clyde et al., 2006). Since the vector was introduced from
Africa in the 17th century, various DENV genotypes have been recorded
(Moore et al., 2013; Gubler, 2004). Symptoms of these infections are

* Corresponding author.

similarly, making accurate diagnoses difficult. Nonetheless, dengue
transmission in the Americas has been carefully monitored for ap-
proximately 50 years. Notably, its incidence has increased dramatically
over the last quarter-century.

Most dengue infections are asymptomatic, although mild to mod-
erate symptoms may occur, including: fever, malaise, headache, retro-
orbital pain, myalgia, arthralgia, nausea/vomiting, and rash (Murray
et al., 2013). In cases of “severe dengue”, or dengue haemorrhagic fever
(DHF)—the primary symptom are plasma leakage (vascular perme-
ability) that may result in pleural effusion and dyspnoea, leading to
dengue shock syndrome (DSS), possibly causing the death of the patient
(Huy et al., 2013). More than 50 million dengue fever cases occur each
year worldwide, resulting in ~24,000 deaths annually (Huy et al.,
2013). In Mexico, ~548,000 cases of dengue fever and ~ 153,682cases
of severe dengue were reported between 1990 and 2019 (Direccitn
General de Epidemiologia, 2020). Although dengue is the most
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common vector-borne viral disease worldwide, few studies have in-
vestigated the underlying relationship between disease epidemiology
and evolutionary virology, specifically the influx of genetic diversity
and novel genotypes. This relationship becomes increasingly con-
voluted with the presence of concomitant chikungunya and zika virus
infections (Mercado-Reyes et al., 2019).

Globally, DENV-2 was the predominant dengue serotype reported
between 1990 and 2004. Between 2005 and 2009, coinfections among
all four serotypes (DENV-1 - Denv-4) largely characterized outbreaks.
After 2009, various serotypes predominated in different regions of the
world. DENV-1 and DENV-2 were the most common serotypes in Africa
and the Americas; DENV-1 was most prevalent in Europe; coinfection
among all four serotypes predominated in the eastern Mediterranean
(Levant); and DENV-1 was the most common serotype in the western
Pacific (Oceania) (Cisneros-Solano et al., 2004; Guo et al., 2017). These
results, although valuable as a global distribution overview, do not
inform the geographic fine-mapping of dengue serotypes and genotypes
which are etiologically dependent on climate and distinct viral evolu-
tion trajectories. Such microevolutionary patterns are more readily
apparent in phylogeographic analyses (Cisneros et al., 2006; Gardella-
Garcia et al., 2008; Pinheiro and Corber, 1997; Rico-Hesse et al., 1997).

DENV serotypes emerged in the Americas beginning with DENV-1 in
1977. By 1981, DENV-2 and DENV-4 appeared, and in 1994, a novel
DENV-3 genotype emerged. These developments resulted in a shift from
nonendemicity or hypoendemicity, to hyperendemicity, and ultimately,
the arrival of severe dengue, reported between 1981 and 1997 in 24
American countries (Gubler, 1998; Pinheiro and Corber, 1997). Severe
dengue was first reported in Mexico among eight patients in 1985. By
1995-1996, 539 cases of severe dengue, including 30 deaths were re-
ported. During this same period, Mexican dengue endemicity was es-
tablished, and later confirmed in Oaxaca State in 2010 (Istdriz et al.,
2000; Torres-Galicia et al., 2014). Significant epidemics of serotype
DENV-1 occurred throughout numerous Mexican States between 1979
and 1983, including: Chiapas, Mexico State, Guerrero, Hidalgo, Jalisco,
Michoacan, Oaxaca, Puebla, Querétaro, Quintana Roo, San Luis Potosi,
Tabasco, Tamaulipas, Veracruz, and Yucatdn. Serotype DENV-2 first
appeared in Oaxaca and Tamaulipas in 1982. DENV-3 was introduced
in Chiapas, Puebla, San Luis Potosi, Tamaulipas and Veracruz in 1995.
Lastly, cases of DEN-4, the least common dengue serotype in Mexico,
was reported in Yucatdn in 1984 (Lorofio-Pino et al., 1993). By 1996,
DEN-4 was reported in Oaxaca, Veracruz and other Mexican States
(Cisneros-Solano et al., 2004; Cisneros et al., 2006; Dantés et al., 2014;
Falcon-Lezama et al., 2009; Gardella-Garcia et al., 2008). The variable
geographic distribution of dengue serotypes corroborates the complex
and dynamic nature of DENV introduction across Mexico.

In 2009, Hurricane Ida flooded the States of Veracruz, Tabasco, and
Jalisco creating an ideal breeding ground for mosquito vectors, leaving
many people susceptible to infection. During the subsequent dengue
outbreak, the Mexican Epidemiological Surveillance Single Information
System—SINAVE (DREF, 2009) reported 41,687 confirmed cases of
dengue fever in Veracruz, representing a 30% increase from the pre-
vious year. A total of 7898 of these cases were classified as severe
dengue. There were an additional 11,222 unconfirmed cases reported
as well (DREF, 2009).

Studies have shown that DENV strains possess variable levels of
virulence (Rodriguez-Roche and Gould, 2013). For example, the oc-
currence of particularly severe DHF in Cuba in 1981 was linked to the
introduction of a Southeast Asian strain of DENV-2 (Rico-Hesse et al.,
1997; Gardella-Garcia et al., 2008). Subsequently, an extended out-
break of DHF/DSS arose in Venezuela, Mexico, Colombia, and Brazil,
linked to the same Southeast Asian strain of DENV-2 (Rico-Hesse et al.,
1997). In 1995, following a 5-year DENV-1 epidemic, a novel DENV-2
epidemic (American genotype) was reported in Peru (Kochel et al.,
2002). This indicated that the American DENV-2 genotype strain lacked
the properties necessary to cause the development of severe disease.
This episode corroborates earlier findings that associate the DENV-2

Infection, Genetics and Evolution 84 (2020) 104391

American genotype with mild disease and the DENV-2 Southeast Asian
genotype with the appearance of DHF in the Americas (Rico-Hesse
et al., 1997). Viral virulence and immune response are hence con-
sidered two key determinants in the pathogenesis of DHF. In agreement
with other researchers, we hypothesize that the displacement of one
genotype by another more pernicious type will precipitate severe
dengue. This system operates within the context of vector density, in
turn influenced by climate and ecological factors. To investigate this
hypothesis, it is vital to have continuous epidemiological surveillance
systems in place to detect the transmission of distinctive dengue virus
genotypes of each serotype.

The objective of this study is to analyse dengue epidemic trends
between 1990 and 2019, and to assess DENV serotypes and genotypes
from the 2009 Mexican epidemic, specifically. Results will contribute to
the development of a future surveillance program, integral to control-
ling the most virulent forms of this disease.

2. Material and methods
2.1. Viruses

The serotypes of DENV used in this study were as follows: DENV-1
Hawaii, DENV-2 New Guinea C (NGC), DENV-3H-87, and DENV-4H-
341. All control samples were supplied by the Division of Vector-borne
Infectious Diseases, Centers for Disease Control and Prevention, Fort
Collins, CO, USA. Additionally, sixty-five isolates of DENV virus were
obtained from acute-phase plasma collected from patients with dengue
fever or severe dengue through the Instituto Mexicano del Seguro Social
(IMSS) from Veracruz State in 2009. Samples were anonymized, with
only information regarding disease symptomology available. This study
was approved by the Institutional Review Board of the IMSS
(Commission of Scientific Research) and the Bioethical Commission for
Research in Humans of the Center for Research and Advanced Studies
of the National Polytechnic Institute (Comité de Bioética Para la
Investigacién en Seres Humanos, COBISH—CINVESTAV). All epide-
miological data was obtained through the Mexican SINAVE (Direccion
General de Epidemiologia, 2020).

2.2. DENV infected cells and virus isolation

Aedes albopictus clone C6/36 cells were grown in minimal essential
media (MEM), supplemented with 10% fetal bovine serum (FBS) and
nonessential amino acids. Cells were maintained at 28°C without
carbon dioxide (CO,). After 18h of culture, cells (2 x 106/100 mm
plate) were infected with 0.2 ml DENV-2 inoculum with an input MOI
of 600 PFU/cell, and were incubated at 28 °C for 10 days.

Viruses were isolated as described by Cisneros et al. (2006), with a
few modifications. After 18h of culture, C6/36 cells (2 x 10°/15ml
tube) were infected with 0.01 to 0.1 ml of serum specimen per tube,
diluted to 1.0 ml with medium, and incubated for 2 h at 28 °C. After one
wash, 3.0ml of MEM was added, and cells were cultivated for ap-
proximately 15 days at 28 °C (passage number 1). Cells were observed
daily and when a cytopathic effect was apparent from syncytium for-
mation and cellular lysis, cells were harvested and centrifuged at
3000 rpm for 5min. The pellet was then suspended in 0.6 ml of MEM
and stored in aliquots of 0.15ml at —70°C. The supernatant (ap-
proximately 2.5 ml) was stored in 2 aliquots of 1.0 ml and one aliquot of
0.5ml, at —70°C. To obtain passage numbers two and three, C6/36
cells were incubated with 1.0ml of the supernatant obtained from
earlier passages, for 2h at 28°C, following the same procedure as
above. Serotypes among all samples were determined based on the
isolates obtained from the first, second, or third culture passages.

2.3. RNA extraction procedure

RNA was extracted from the cell culture supernatant using TRIzol™
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Fig. 1. Dengue virus incidence in Veracruz State and Mexico. Reported incidence (Annual new cases per 100,000 individuals) of dengue fever and the proportion of
severe dengue cases across Veracruz State and Mexico between 1990 and 2019.

Table 1
Number of cases and incidence of dengue fever/severe dengue in Veracruz State and Mexico between 1990 and 2019.
Number of cases Incidence (per 100,000)
Year  Veracruz state Mexico Veracruz state Mexico

Dengue fever Severe dengue Total Dengue fever Severe dengue Total Dengue fever  Severe dengue Total Dengue fever Severe dengue Total

1990 160 0 160 1663 6 1669 1071 0.00 1071 11.09 0.00 11.09
1991 143 0 143 1931 b 1932 443 0.00 4.43 6.72 0.00 6.72
1992 32 0 32 1102 0 1102 4.86 0.00 4.86 13.74 0.00 13.74
1993 166 0 166 791 0 791 6.87 0.00 6.87 3.28 0.00 3.28
1994 2462 0 2462 7868 0 7868  37.44 0.07 3751 895 0.03 8.98
1995 5503 79 5582 14,396 355 14,751  99.68 1.14 100.82 39.33 0.59 39.92
1996 5297 358 5655 19,835 884 20,719 105.22 7.27 11249 37.62 1.56 39.18
1997 10,563 155 10,718 51,021 954 51,975 150.2 2.2 1524 5548 1.03 56.51
1998 2147 28 2175 15,181 225 15,406  33.66 0.6 3426 2417 0.39 24.56
1999 2331 10 2341 23,725 220 23,945 327 0.2 329 23.4 0.2 23.6
2000 568 7 575 1706 50 1756 8.02 0.11 8.13 172 0.07 179
2001 2344 14 2358 4643 312 4955  31.35 0.2 3155 46 0.31 4.91
2002 2357 98 2455 13,131 2159 15290 32.71 1.36 34.07 1295 211 15.06
2003 988 95 1083 5018 1419 6437 1495 3.05 18 5.01 17 6.71
2004 4250 1570 5820 6243 1959 8202  58.42 21.58 80 593 1.86 7.79
2005 3901 636 4537 17,487 4418 21,905 53.47 8.72 62.19 1643 4.15 20.58
2006 7265 1066 8331 22,566 4426 26,992 95.57 21.13 1167 2294 4.81 27.75
2007 12,608 2645 15,253 42,936 9433 52,369 174.09 36.52 210.61  40.59 8.92 49.51
2008 2066 2051 4117 27,964 7560 35,524 28.49 28.37 56.86  26.26 711 33.37
2009 3412 2978 6390 44,565 11,39 55,961 136.08 40.91 176.99 11218 10.6 12278
2010 867 302 1169 22,352 9336 31,688 13.76 4.4 18.16  33.89 6.18 40.07
2011 996 651 1647 10,970 4608 15578 17.2 11.04 2824 1412 5.88 20
2012 7531 5041 12,572 32,662 17,706 50,368 193.15 69.82 262.97 56.37 16.01 72.38
2013 4941 3858 8799 43,663 18,667 62,330 62.47 48.78 111.25 89.51 16.74 106.25
2014 2060 1866 3926 23,374 8647 32,021 258 23.37 49.17  19.51 7.22 26.73
2015 2884 876 3760 21,201 5464 26,665 35.84 10.89 46.73  17.52 4.52 22.04
2016 1833 391 2224 14,112 3683 17,795 22.61 8.64 3125 1154 31 14.64
2017 1031 324 1355 11,334 2794 14,128 12,63 3.96 1659 918 2.26 11.44
2018 2239 467 2706 8229 4477 12,706 27.24 5.69 3293 6.6 3.59 10.19
2019 9195 1707 10,902 27,884 13,621 41,505 111.12 20.63 13175 2214 10.82 32.96

The number of cases and incidence of dengue fever and severe dengue in Mexico and Veracruz State were collected from the official website of the Mexican SINAVE
(Direcci6n General de Epidemiologia) [2] during the period from 1990 to 2019. The incidence was calculated as the number of annual new cases per 100,000
individuals.

LS reagent (Gibco, Gaithersburg, MD) according to the manufacturer's suspended in 50 pl of diethyl pyrocarbonate (DEPC) (Sigma-Aldrich, St.

recommendations. Isopropanol-precipitated RNA was recovered by Louis, MO) treated water and used as a template for reverse tran-
centrifugation, and then air-dried. The resultant RNA pellet was scription with polymerase chain reaction (RT-PCR).
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Fig. 2. (A) Number of cases and percentage of variation of dengue fever and severe dengue between 1990 and 2019, and (B) Absolute percentage differences between
dengue fever and severe dengue cases between 1990 and 2019 in both Veracruz State and Mexico. (A) The total number of cases of dengue fever and severe dengue in
Veracruz State and Mexico is displayed in bars and the percentage of variation in lines. D-MEX and D-VER represent dengue cases from Mexico and Veracruz,
respectively; SD-MEX and SD-VER represent severe dengue cases from Mexico and Veracruz, respectively. (B) Displays the absolute percentage difference between
the number of cases of dengue fever and severe dengue in both Veracruz State and Mexico between 1990 and 2019, according to the formula described in the
Material and Methods section. Lower values represent a higher proportion of severe dengue. Table 1 displays all corresponding, graphed values.

2.4. Reverse transcription-polymerase chain reaction (RT-PCR)

The RT-PCR protocol described in Seah et al. (1995) was used to
discern DENV serotypes. Synthetic oligonucleotide primer pairs were
designed according to sequence data for the following DENV strains:
16681, New Guinea C, and Jamaica 1409 (Seah et al., 1995). The fol-
lowing genes were then amplified and sequenced: (1) protein C—nu-
cleotide 139 (C-139) to prM-789 (prM-789) (Gardella-Garcia et al.,
2008), and (2) NS3 from nucleotides 4,899 (DV1) to 5,067 (DSP1),
4,899 (DV1) to 5,279 (DSP2), 4,899 (DV1) to 5,174 (DSP3) or 4,899
(DV1) to 5,342 (DSP4), for serotypes DENV-1, DENV-2, DENV-3 and
DENV-4, respectively (Seah et al., 1995). All assays were performed
using the SuperScript™ III One-Step RT-PCR System with Platinum™
Taq DNA Polymerase (Invitrogen/Thermo Fisher Scientific, Waltham,
Massachusetts). A mixture of 5ul of total RNA (0.1-0.5pg), and
1pmol/ul of each primer at nucleotide positions C-139 (forward,
5-CAATATGCTGAAACGCGHG-3’) and prM-789 (reverse, 5-CCTTCNG
MNGACATCC-3’) was incubated at 65 °C for 5 min. After adding 25 pl of
2X Reaction Mix and 2 pl of SuperScript™ III RT/Platinum™ Taq with
DEPC-treated water (total volume: 50 ul), RT was carried out at 50 °C
for 60 min. This step was followed by incubation at 94 °C for 2 min to
inactivate the reverse transcriptase. Afterwards, Platinum™ Taq was
activated by incubation at 94 °C for 2min to amplify the 629 bp frag-
ment of C-pM. This was followed by 35 cycles with the following con-
ditions: 94 °C for 30's, 55 °C for 45, 72 °C for 85 s, and a final extension
of 72°C for 10 min (storage at 4°C). Strains of DENV-1, —2, —3
and — 4 were used as positive controls for RT-PCR assays.

Serotypification was conducted according to the protocol of Seah
et al. (1995): 10 cycles of 95°C for 30s, annealing at 55 °C for 1 min,
and extension at 72 °C for 1 min and 35 cycles of 95 °C for 30 s, 55 °C for
305, and 72 °C for 30 s, with a final extension of 72 °C for 7 min (storage
at 4°C). In addition, the NS3 region— nucleotide positions 4,899 to
5,067 (NS3-169) for DENV-1, and 4,910 to 5,174 (NS3-265) for DENV-
3, was obtained via an RT-PCR assay, as aforementioned, but with the
following primers: (1) DV1 (forward, 5-GGRACKTCAGGWTCTCC-3")
and DSP1 (reverse, 5-AGTTTCTTTTCCTAAACACCTCG-3’) for DENV-1,
(2) DV1 and DSP3 (reverse, 5-TTAGAGTYCTTAAGCGTCTCTTG-3’) for
DENV-3, and (3) DV1 and DSP4 (reverse, 5> CCTGGTTGATGACAAAA
GTGTTG 3’) for DENV-4.

2.5. Sequencing of PCR products

For automated sequencing, spin column-purified (Qiagen,
Chatsworth, CA.) DNA fragments were sequenced using a BigDye™
Terminator v3.1Cycle Sequencing Kit (Applied Biosystems/
ThermoFisher Scientifics, Waltham, MA). Sequencing was conducted
using an Applied Biosystems Prism 3100, in a short capillary
(47 cm X 50 pm inside diameter), and Performance Optimized Polymer
6 (Perkin-Elmer, Waltham, MA, and Applied Biosystems).

2.6. Phylogenetic analyses

The phylogenetic trees for DENV-1, DENV-2, DENV-3, and DENV-4
were inferred using the maximum likelihood method of Tamura and Nei
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Fig. 3. Maximum-likelihood phylogenetic tree of 150 DENV-2 CpM gene sequences (380 nucleotides). The midpoint rooted phylogenetic tree includes 13 new
sequences in Asian/American and Asian II genotypes, labelled in bold. All samples are from the State of Veracruz, Mexico. The phylogenetic tree was obtained using
MEGA 7 as described in the section of Methods. The percentages of replicate trees in which the associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000
replicates) are shown next to branches. Positions of sequences from Mexico are indicated using a dot, from the Americas using a triangle, and novel sequences from
Veracruz State in bold. Horizontal branch lengths are proportional to the bar representing number of nucleotide substitutions/sites. MX: Mexico; MZ/OAX: Mexico,
Oaxaca; MX/VER: Mexico, Veracruz; US/PR: United States, Puerto Rico; VE: Venezuela; NI: Nicaragua; COL: Colombia; EC: Ecuador; BR: Brazil; Ph, Philippines;
China, Chin. DENV strains are named as follows: GenBank accession number/strain/country/year/serotype/genotype (Dominguez-de-la-Cruz et al., 2020).

(1993). For this method the percentage of replicate trees in which the
associated taxa clustered together in the bootstrap test (1000 replicates)
are shown next to each branch (Felsenstein, 1981). Initial trees for the
heuristic search were obtained by applying the neighbour-joining
method to a matrix of pairwise distances estimated using maximum
composite likelihood (MCL) (Tamura et al., 2004) A discrete gamma
distribution was used to model evolutionary rate differences among
sites with 3 rate categories (+G, parameter = 0.2447). The final tree is
drawn to scale, with branch lengths measured by number of substitu-
tions per site. All above analyses were performed using MEGA7 (Mo-
lecular Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0) software (Kumar
et al., 2016).

Phylogenetic trees were then constructed using a Markov chain
Monte Carlo integration (MCMC)-based Bayesian analysis with the
minimum recommended parameters (uncorrelated log-normal relaxed
clock, with a GTR substitution model with Gamma 4), implemented in
BEAST v1.10.3 software (Suchard et al., 2018). MCL trees and Bayesian
trees were compared to assess the extent of congruence between these
methods.

2.7. Absolute percent difference between dengue fever and severe dengue
cases in both Veracruz state and Mexico

The percentage of variation between tandem epidemiologic years
was calculated as follows:

final value
——F— | = 1[100
initial value
Where final value is the number of cases (either dengue fever or
severe dengue) in the year of interest, and initial value is the number of
cases (either dengue fever or sever dengue) in the preceding year.

The absolute percent difference between dengue fever and severe
dengue was calculated as follows:

firstvalue — second value
(first value + second value)/2

Where first value is the number of cases of dengue fever and second
value is the number of cases of severe dengue.

3. Results
3.1. Epidemiology of dengue in Mexico and serotyping of virus isolates

Cases of dengue are widely underreported and moreover, circu-
lating serotype distribution is not well established, creating a need for a
broader and more nuanced understanding (Gomez-Dantés and
Willoquet, 2009). Fig. 1 shows dengue and severe dengue incidence
increase in Mexico between 1990 and 2019. The percentage of varia-
tion in number of dengue fever versus severe dengue cases in both
Veracruz and Mexico was calculated to assess spatiotemporal dengue
patterns. Although percentage of variation generally fluctuates between
each epidemiological year, according to Fig. 2A, the rate of increase
was greater from 2001 to 2002, 2003 to 2004 and 2011 to 2012
compared with other years. Fig. 2B depicts the absolute percentage
difference of dengue fever to severe dengue cases between 1990 and
2019 in both Veracruz State and Mexico. The relative percentage of
severe dengue cases has increased compared to dengue fever cases in

both Veracruz State and Mexico. The 2009 incidence of dengue fever
was greatest in Veracruz compared to any other State in the country,
evidence of the devastating effects of Hurricane Ida on mosquito-borne
illness within a geographic area (DREF, 2009). If we compare the ab-
solute percentage difference (proportion) in dengue fever versus severe
dengue cases between Veracruz and Mexico (Fig. 2B), the percentage
difference remained similar between 1990 and 2000, followed by an
increase in the percentage difference (greater sever dengue) beginning
in 2000-2001 in Mexico, and 2003-2004 in Veracruz. Between 2007
and 2008 there is a sharp increase in the proportion of severe dengue
cases in Veracruz that continues until 2009. In 2008 and 2014 there
was a conspicuous dissonance in the proportion of severe dengue to
dengue fever cases in Veracruz compared to Mexico. Both years ex-
hibited a noticeable increase in severe dengue in Veracruz, separated by
a sizeable recovery in 2010. The proportion of dengue fever to severe
dengue cases in Veracruz compared to Mexico was very similar in the
years 2004-2007, 2011-2012, and 2015-2017.

3.2. Isolation and serotyping of DENV

All samples were evaluated using the Mac-Elisa test, which is
standard protocol of the Mexican Ministry of Health for diagnosing
DENV infections (Cisneros-Solano et al., 2004). Patients whose clinical
reports showed symptoms of severe dengue had laboratory results
verified using an IgG-ELISA kit. Serotyping was performed via RT-PCR
using the RNA obtained from isolates in C6/36 cells and repeated at
least twice. Out of 215 isolates from Oaxaca, 31 were diagnosed with
severe dengue—74.5% were DENV-2, 6.4% were DENV-3, 6.4% were
DENV-4, 4.2% were DENV-1, and 8.5% presented dual infections
(DENV-2 with either DENV-1, —3, or — 4).

3.3. Phylogenetic analysis of Veracruz isolates

Portions of the C139-prM789 or NS3-484 gene were amplified and
sequenced as described in the Methods section. Fifteen sequences were
obtained from the Veracruz 2009 isolates for the C-prM fragment (eight
with dengue fever and eight with severe dengue) and seven sequences
for the NS3 gene (all with dengue fever). Five sequences from the 2005
outbreak in Oaxaca were added, two of the DENV-2 Asian/American
genotype and 3 of DENV-3, genotype III. Phylogenetic analyses were
performed on the aforementioned sequences and furthermore prototype
sequences of characterized isolates for DENV-1, -2, -3, and -4
(Dominguez-de-la-Cruz et al., 2020). Eleven sequences presented as the
DENV-2, Asian II genotype (seven with dengue fever and seven with
severe dengue), three presented as the DENV-2 Asian/American geno-
type (all with dengue fever), and two presented as DENV-4, genotype I
(one with dengue fever and one coinfected with DENV-2 Asian II gen-
otype with severe dengue). Genotypes I and II were assessed for DENV-
1 and -3 using the NS3 gene (Dominguez-de-la-Cruz et al., 2020).

Phylogenetic analyses showed that C139-prM789 (Asian/American
genotype) from Veracruz was most closely related to dengue strains
from Oaxaca and Veracruz during the 2005 and 2006 outbreaks. Strains
were closely related to those previously found in the Caribbean coun-
tries of Cuba, the Dominican Republic (DR), and Martinique (Mar)
(France) (Dominguez-de-la-Cruz et al., 2020) (Fig. 3). Strains from
these regions were all grouped on the same branch of the constructed
phylogenetic tree (Fig. 3). DENV-2 isolates from Veracruz (Asian II
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Fig. 4. Maximum-likelihood phylogenetic tree of 150 DENV-4 CprM gene sequences (567 nucleotides). Details of phylogenetic tree analysis and graphical features
are the same as those provided in the Fig. 3 legend. This phylogenetic tree includes two novel sequences of genotype I, labelled in bold. Positions of sequences from
Mexico are indicated using a dot, from the Americas using a triangle, and novel sequences from Veracruz State in bold. MX: Mexico; MZ/OAX: Mexico, Oaxaca; MX/
VER: Mexico, Veracruz; US/PR: United States, Puerto Rico; VE: Venezuela; NI: Nicaragua; COL: Colombia; EC: Ecuador; BR: Brazil.

genotype) were most closely related to strains from Colombia and
Thailand (Fig. 3). DENV strains from Brazil, Venezuela and Jamaica
formed an independent clade. Interestingly, analysis of C139-prM789
showed that isolates obtained in 2001 from Juchitén, Tonala, Tuxtepec,
Huatulco, and Salina Cruz, Oaxaca State shared the same clade as
strains from Venezuela, Puerto Rico (USA), and Taiwan (Taiw) for the
Asian/American genotype. A shorter fragment of the gene for the prM
protein, including isolates from Guerrero State, Mexico (Asian II gen-
otype) showed that isolates from Veracruz belonged to the same phy-
logenetic tree branch. This finding confirms the circulation of the
DENV-2, Asian II genotype in Veracruz State (Dominguez-de-la-Cruz
et al., 2020).

Phylogenetic analyses using C139-prM789 sequences revealed that
both DENV-4 isolates from the 2009 dengue epidemic in Veracruz,
Mexico present as genotype I, and are most closely related to strains
from Philippines and China (Fig. 4). Moreover, both isolates share a
close evolutionary lineage with strains from the Amazonas State, Brazil
(Fig. 5). Notably, genotype I was not previously reported in Mexico.
DENV-4 trees were constructed with sequences of 567 bp (Fig. 4) and
363 bp (Fig. 5) because Brazilian sequences were relatively shorter.
DENV-4, genotype II, which has been previously reported in the
Americas was not identified in this study (Bennett et al., 2003). Phy-
logenetic analyses using the NS3-484 gene showed that DENV-1 iso-
lates presented as genotype V, and that they are most closely related to
strains from Puerto Rico (USA) and Brazil. This particular genotype has
been circulating in the Americas since approximately 2004
(Dominguez-de-la-Cruz et al., 2020). Phylogenetic analyses using the
NS3-484 gene showed that DENV-3 isolates presented as genotype III,
and that they share an affinity with strains from the 2005 dengue
epidemic in Oaxaca. Such genotypes have been circulating in the
Americas since approximately 2001 (Dominguez-de-la-Cruz et al.,
2020).

MCL trees were compared with Bayesian trees to assess the extent of
congruence between these methods. Our results found that the topology
of resultant trees was very similar. Bayesian analyses confirm the pre-
sentation of the Asian II genotype of DENV-2 (Dominguez-de-la-Cruz
et al., 2020) and genotype I of DENV-4, in Veracruz (Fig. 5).

4. Discussion

After broad campaigns between 1947 and 1970 by the Pan
American Health Organization (PAHO) to eradicate Ae. aegypti in tro-
pical and subtropical America, yellow fever and dengue were largely,
though temporarily, eliminated (Brathwaite-Dick et al., 2012). Arbo-
virus surveillance eventually waned, leading to a rapid and widespread
re-emergence of Ae. aegypti in environmentally suitable countries. An
outbreak of DENV-1 infection occurred in Mexico in 1978. In 1984,
eight DENV-4 severe dengue cases were reported, resulting in four
deaths. By 1989, four more DENV-4 severe dengue cases were reported,
resulting in 1 death, and in 1991, two more cases were reported. The
emergence of DENV-2 in Mexico occurred in 1981 (30,000 cases) and
was followed shortly thereafter by another outbreak in 1984 (23,000
cases). DENV-1, -2, and -4 were isolated by in 1994, and DENV-3 was
first reported in Mexico in 1995 (Brathwaite-Dick et al., 2012). By
1997, all four serotypes of DENV were circulating in Mexico (Gardella-
Garcia et al., 2008).

Phylogenetic analyses of DENV-1 and DENV-3 displayed the pre-
sentation of genotypes V and III, respectively, despite clustering with
different clades. This is suggestive of viral evolution. The DENV-2
Asian/American genotype has slowly replaced the American genotype.

The geographic origin of the Asian/American genotype strain in
Veracruz may have been introduced from nearby Caribbean islands.
The DENV-2, Asian II genotype was identified in dengue fever (63.6%)
and severe dengue (36.4%) cases. Strains isolated in the years 1983,
1984, 1992, 1994, and 1995 were identified as the American genotype.
One 1996 isolate from Yucatén State was dubbed the “Cosmopolitan”
genotype by Lorofio-Pino et al. (2004). Mexican DENV-2 isolates from
Yucatan and Oaxaca between 2000 and 2002, and Oaxaca and Veracruz
between 2005 and 2006 have previously been reported to belong the
Asian/American genotype (Diaz et al., 2006; Gardella-Garcia et al.,
2008).

This study provides evidence for the introduction of the Asian II
genotype of DENV-2, in Mexico during the 2009 Veracruz dengue
outbreak. The Asian II genotype was first reported in Mexico in two
DENV-2 isolates from 1997 in Guerrero, Mexico (GenBank accession
number: AY449678, AY449679). According to phylogenetic analyses,
this strain is closely related with DENV-2 strains collected from Cuba in
1981 (Rodriguez-Roche and Gould, 2013) (GenBank accession number:
FEU854293), and later Colombia (GenBank Accession Number:
EU854293) and Asia (GenBank Accession Number: AF204178 and
AF204177) (Dominguez-de-la-Cruz et al., 2020). The geographic origin
of the Mexican DENV-2, Asian II genotype may be Guerrero State and/
or the Caribbean islands. This study has also described the introduction
of DENV-4 genotype II, previously reported in Manaus, Brazil in 2008
(de Melo et al., 2009; de Figueiredo et al., 2008). Although DENV-4 is
less prevalent than other dengue serotypes in Mexico, it has been shown
to be involved in the development of severe dengue following sec-
ondary infections, and hence of significant epidemiological importance
(Ahamed et al., 2019; Guo et al., 2017; Soo et al., 2016; Suppiah et al.,
2018). This study identified two DENV-4, genotype Il isolates, one from
a patient coinfected with DENV-3, genotype III, and diagnosed with
severe dengue.

The increased frequency of severe dengue in Veracruz coincides
with the permanence of the DENV-2 Asian/American genotype and the
emergence of both the DENV-2, Asian II genotype, and DENV-4, gen-
otype I. The DENV-2, Asian II genotype, and DENV-4, genotype I have
been reported in Acapulco and Chilpancingo, Mexico, as well as Brazil
(Kubiszeski et al., 2020; de Melo et al., 2009; de Figueiredo et al.,
2008). The novel genotypic/lineage variations in DENV-2 and DENV-4
may have influenced the magnitude and severity of Veracruz dengue
epidemics in 2009, since the severe dengue patients were infected by
the novel DENV-2 Asian II genotype. This suggests that these particular
genotypes cause more severe disease directly (Fig. 2B). Prior studies
have shown the potential for novel genotypic/lineage variations to have
epidemiological affects (Ahamed et al., 2019; De La Cruz-Hernindez
et al., 2013; Gardella-Garcia et al., 2008; Zhang Jr et al., 2005). Re-
lative increases in severe dengue cases in particular may be due to the
circulation of specific genotypes during certain years that cause an in-
crease in dengue infection severity and incidence. Once the infection
caused by that specific genotype passes through the population, herd
immunity is achieved, reducing the incidence of infection. If a different,
novel genotype begins to circulate, however, it will re-infect the po-
pulation, generating another spike in either incidence, disease severity,
or both (OhAinle et al., 2011; Cologna et al., 2005; Hang et al., 2010).

Apart from direct host-, vector-, and virus-related determinants,
ecological factors such as climatic variation (i.e. seasonality), and
weather events (i.e. flooding, hurricanes, etc.) are integral to the fitness
and ultimate distribution of both dengue vectors and novel DENV
strains. Our results show that increases in dengue fever and severe
dengue cases overlapped with the climatological and infrastructural
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Fig. 5. Maximum clade credibility (MCC) tree of 132 DENV-4 CprM gene sequences (363 nucleotides). This phylogenetic tree includes two new sequences of
genotype 1, labelled in bold. Positions of sequences from Mexico are indicated using a dot, and from the Americas using a triangle. Horizontal branch lengths are
proportional to the bar representing the probability of coalescence. DENV strains are named as follows (GenBank accession number/serotype/country/year/gen-
otype). MX: Mexico; MZ/OAX: Mexico, Oaxaca; MX/VER: Mexico, Veracruz; US/PR: United States, Puerto Rico; VE: Venezuela; NI: Nicaragua; COL: Colombia; EC:

Ecuador; BR: Brazil; Ph, Philippines; China, Chin.

fallout of Hurricane Ida in 2009. Hurricanes in Veracruz in 2007
(Hurricane Dean) and 2012 (Hurricane Ernesto) (CONAGUA, 2020),
were also found to coincide with an uptick in severe dengue cases
(Fig. 2). Although such observations are indeed in agreement with
previous reports showing a causative association between severe hur-
ricane years and arbovirus infection rates, further statistical analyses
will have to be conducted before drawing any conclusions regarding the
data from this study in particular (Messina et al., 2015; Morin et al.,
2013). A future synthesis of demographic, sociocultural, ecological and
infrastructural elements with evolutionary virology is paramount to
further elucidating dengue epidemiology in the Americas.

5. Conclusions

In 2009, Veracruz State was affected by intense rains due to
Hurricane Ida, causing flooding and infrastructural damage, leaving
thousands without homes, and creating an ideal mosquito breeding
(DREF, 2009). Approximately 42,000 cases of dengue infection were
confirmed that year in Veracruz, representing a 30% increase from the
previous year (2008). The emergence of novel genotypes is due to an
overall increase in dengue cases, leading to a higher probability of
genetic divergence. Findings show that the predominant DENV ser-
otypes circulating during this outbreak were: (1) DENV-2, followed by
(2) DENV-3, (3) DENV-1, and (4) DENV-4. Five cases of DENV-2, gen-
otype I were coinfected with serotypes —1, —3, or — 4. The primary
DENV genotypes found in Veracruz during the 2009 epidemic were:

(A) The Asian II and Asian/American genotypes (DENV-2)
(B) Genotype III (DENV-3)
(C) Genotype V (DENV-1)
(D) Genotype I (DENV-4).

Severe dengue cases were identified mainly in subjects infected with
the DENV-2, Asian II genotype, and DENV-4, genotype I. Results sug-
gest a possible association between the emergence of novel DENV
genotypes with both an increase in DENV incidence and frequency of
severe dengue. To corroborate this potential relationship, annual
testing should be conducted in a large sample size every year following
the introduction of novel genotypes to a particular geographic region.
Routine serological and nucleic acid detection methodologies should be
employed to this end.

Author disclosure statement

The authors have no potential conflicts of interest.
Declaration of Competing Interest

None.
Acknowledgements

The authors would like to thank Rosalinda Tovar-Gallegos for her
invaluable technical assistance. We are also grateful to Duane J. Gubler
and Blanca Ruiz for generously providing control samples. Lastly, we
are obliged to all study participants and anonymous reviewers.

This study was completed thanks to the generous support of Consejo
Nacional de Ciencia y Tecnologia, Mexico: EHG (Registration Number:
111110038; CVU: 49406), and ED-de-la-C (CONACYT Registration

Number: 280838; CVU: 485179; and COMECYT Scholarship Number:
18BTD0020).

References

Ahamed, S.F., Rosario, V., Britto, C., Dias, M., Nayak, K., Chandele, A., Kaja, M.K., Shet,
A., 2019. Emergence of new genotypes and lineages of dengue viruses during the
2012-15 epidemics in southern India. Int. J. Infect. Dis. 84, $34-543. https://doi.
org/10.1016/j.ijid.2019.01.014.

Bennett, S.N., Holmes, E.C., Chirivella, M., Rodriguez, D.M., Beltran, M., Vorndam, V.,
Gubler, D.J., McMillan, W.0., 2003. Sel -driven evol of dengue
virus. Mol. Biol. Evol. 20, 1650-1658. https://doi.org/10.1093/molbev/msg182.

Brathwaite-Dick, O., San-Martin, J.L., Montoya, R.H., del-Diego, J., Zambrano, B., Dayan,
G.H., 2012. The history of dengue outbreaks in the Americas. Am. J. Trop. Med. Hyg.
87 (4), 584-593. https://doi.org/10.4269/ajtmh.2012.11-0770.

Cisneros, A., Diaz-Badillo, A., Cruz-Martinez, G., Tovar, R., Ramirez-Palacios, L.R.,
Jiménez-Rojas, F., Beaty, B., Black IV, W.C., De Lourdes Mufioz, M., 2006. Dengue 2
genotypes in the state of Oaxaca, Mexico. Arch. Virol. 151, 113-125. https://doi.org/
10.1007/500705-005-0595-9.

Cisneros-Solano, A., Moreno-Altamirano, M.M.B., Martinez-Soriano, U., Jimenez-Rojas,
F., Diaz-Badillo, A., Munoz, M.L., 2004. Sero-epidemiological and Virological in-
vestigation of dengue infection in Oaxaca, Mexico, during 2000-2001. Dengue Bull,
28, 28-34.

Clyde, K., Kyle, J.L., Harris, E., 2006. Recent advances in deciphering viral and host
determinants of dengue virus replication and pathogenesis. J. Virol. 80,
11418-11431. https://doi.org/10.1128/JV1.01257-06.

Cologna, R., Armstrong, P.M., Rico-Hesse, R., 2005. Selection for virulent dengue viruses
occurs in humans and mosquitoes. J. Virol. 79, 853-859. https://doi.org/10.1128/
jvi.79.2.853-859.2005.

CONAGUA, 2020. Prondstico Meteoroldgico General. (Mexico City).

Dantés, H.G., Farfan-Ale, J.A., Sarti, E., 2014. Epidemiological trends of dengue disease in
Mexico (2000 —2011): a systematic literature search and analysis. PLoS Negl. Trop.
Dis. 8, e3158. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0003158.

de Figueiredo, R.M.P., Naveca, F.G., Bastos, M. de S., Melo, M. do N., Viana, S. de S.,
Mourdo, M.P.G., Costa, C.A., Farias, LP., 2008. Dengue virus type 4, Manaus, Brazil.
Emerg. Infect. Dis. 14, 667-669. https://doi.org/10.3201/¢id1404.071185.

De La Cruz-Hernandez, S.I, Flores-Aguilar, H., Gonzalez-Mateos, S., Lopez-Martinez, 1.,
Alpuche-Aranda, C., Ludert, J.E., Del Angel, R.M., 2013. Determination of viremia
and concentration of circulating nonstructural protein 1 in patients infected with
dengue virus in Mexico. Am. J. Trop. Med. Hyg. 88, 446-454. https://doi.org/10.
4269/ajtmh.12-0023.

de Melo, F.L., Romano, C.M., Zanotto, P.M. de A., 2009. Introduction of dengue virus 4
(DENV-4) genotype I into Brazil from Asia? PLoS Negl. Trop. Dis. 3, €390. https://
doi.org/10.1371/journal. pntd.0000390.

Diaz, F.J., Black IV, W.C., Farfan-Ale, J.A., Lorofio-Pino, M.A., Olson, K.E., Beaty, B.J.,
2006. Dengue virus circulation and evolution in Mexico: a phylogenetic perspective.
Arch. Med. Res. 37, 760-773. https://doi.org/10.1016/j.arcmed.2006.02.004.

Direccién General de Epidemiologia, 2020. Histérico Boletin Epidemioldgico | Secretarfa
de Salud | Gobierno | gob.mx [WWW Document]. https://www.gob.mx/salud/
acciones-y-programas/historico-boletin-epidemiologico (accessed 4.12.20).

Dominguez-de-la-Cruz, E., de Mufoz, M.L., Hernandez-Garcia, E., Pérez-Ramirez, G.,
David, R.E., Navarrete-Espinosa, J., Diaz-Badillo, A., Moreno-Galeana, M., Brito-
Carreén, C.A., 2020. Data set on epidemiology, and genetic diversification of dengue
virus (DENV) serotypes and genotypes in Mexico. Data Brief (In revision).

DREF, 2009. Mexico: Dengue Outbreak DREF Operation No. MDRMX004 - Mexico |
ReliefWeb [WWW Document]. https://reliefweb.int/report/mexico/mexico-dengue-
outbreak-dref-operation-no-mdrmx004 (accessed 9.12.19).

Falcén-Lezama, J., Sanchez-Burgos, G.G., Ramos-Castafieda, J., 2009. Population genetics
of dengue virus and transmission of dengue fever. Salud Publica Mex. 51 (Suppl. 3),
$403-5409.

Fel in, J., 1981. Evolutionary trees from DNA sequences: a maximum likelihood
approach. J. Mol. Evol. 17, 368-376. https://doi.org/10.1007/BF01734359.

Gardella-Garcia, C.E., Perez-R G., Navarrete-Espi J., Cisneros, A., Jimenez-
Rojas, F., Ramirez-Palacios, L.R., Rosado-Leon, R., Camacho-Nuez, M., Munoz,
M.D.L., 2008. Specific genetic markers for detecting subtypes of dengue virus ser-
otype-2 in isolates from the states of Oaxaca and Veracruz, Mexico. BMC Microbiol. 8,
117. https://doi.org/10.1186/1471-2180-8-117.

Gomez-Dantés, H., Willoquet, J.R., 2009. Dengue in the Americas: challenges for pre-
vention and control. Cad Saude Publica. 25 (Suppl. 1), S19-S31. https://doi.org/10.
1590/50102-311x2009001300003.

Gubler, D., 1998. The global pandemic of dengue/dengue haemorrhagic fever: current
status and prospects for the future. Ann. Acad. Med. Singap. 27, 227-234.

Gubler, D.J., 2004. The changing epidemiology of yellow fever and dengue, 1900 to
2003: full circle? Comp. Immunol. Microbiol. Infect. Dis. 27, 319-330. https://doi.
0rg/10.1016/j.cimid.2004.03.013.

Guo, C., Zhou, Z., Wen, Z., Liu, Y., Zeng, C., Xiao, D., Ou, M., Han, Y., Huang, S., Liu, D.,

115



E. Herndndez-Garcta, et al.

Ye, X., Zou, X., Wu, J., Wang, H., Zeng, E.Y., Jing, C., Yang, G., 2017. Global epi-
demiology of dengue outbreaks in 1990-2015: a systematic review and meta-ana-
lysis. Front. Cell. Infect. Microbiol. 7, 317. https://doi.org/10.3389/fcimb.2017.
00317.

Hang, V.T.T., Holmes, E.C., Veasna, D., Quy, N.T., Hien, T.T., Quail, M., Churcher, C.,
Parkhill, J., Cardosa, J., Farrar, J., Wills, B., Lennon, N.J., Birren, B.W., Buchy, P.,
Henn, M.R., Simmons, C.P., 2010. Emergence of the Asian 1 genotype of dengue virus
serotype 2 in viet Nam: in vivo fitness advantage and lineage replacement in South-
East Asia. PLoS Negl. Trop. Dis. 4. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0000757.

Huy, N.T., Van Giang, T., Thuy, D.H.D., Kikuchi, M., Hien, T.T., Zamora, J., Hirayama, K.,
2013. Factors associated with dengue shock syndrome: a systematic review and meta-
analysis. PLoS Negl. Trop. Dis. 7, €2412. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.
0002412.

Isttriz, R.E., Gubler, D.J., Brea del Castillo, J., 2000. Dengue and dengue hemorrhagic
fever in Latin America and the Caribbean. Infect. Dis. Clin. N. Am. 14, 121-140 (ix).

Kochel, T.J., Watts, D.M., Halstead, S.B., Hayes, C.G., Espinoza, A., Felices, V., Caceda, R.,
Bautista, C.T., Montoya, Y., Douglas, S., Russell, K.L., 2002. Effect of dengue-1 an-
tibodies on American dengue-2 viral infection and dengue haemorrhagic fever.
Lancet 360, 310-312. https://doi.org/10.1016/50140-6736(02)09522-3.

Kubiszeski, J.R., Vieira, Carla Julia da Silva Pessoa, Thies, Sirlei Franck, da Silva, David
José Ferreira, Barreto, Eriana Serpa, Mondini, Adriano, Bronzoni, Roberta Vieria de
Morais, 2020. Detection of the Asian Il genotype of dengue virus serotype 2 in hu-
mans and mosquitoes in Brazil. Rev. Soc. Bras. Med. Trop. 53 Uberaba2020.

Kumar, S., Stecher, G., Tamura, K., 2016. MEGA7: molecular evolutionary genetics
analysis version 7.0 for bigger datasets. Mol. Biol. Evol. 33, 1870-1874. https://doi.
0rg/10.1093/molbev/msw054.

Lorofio-Pino, M.A., Farfan Ale, J.A., Rosado Paredes, E.P., Kuno, G., Gubler, D.J., 1993.
Epidemic dengue 4 in the Yucatan, México, 1984. Rev. Inst. Med. Trop. Sao Paulo 35,
449-455. https://doi.org/10.1590/50036-46651993000500011.

Lorofio-Pino, M.A., Farfan-Ale, J.A., Zapata-Peraza, A.L., Rosado-Paredes, E.P., Flores-
Flores, L.F., Garcia-Rejon, J.E., Diaz, F.J., Blitvich, B.J., Andrade-Narvaez, M.,
Jiménez-Rios, E., Blair, C.D., Olson, K.E., Black IV, W., Beaty, B.J., 2004. Introduction
of the American/Asian genotype of dengue 2 virus into the Yucatan state of Mexico.
Am. J. Trop. Med. Hyg. 71, 485-492. https://doi.org/10.4269/ajtmh.2004.71.485.

Mercado-Reyes, M., Acosta-Reyes, J., Navarro-Lechuga, E., Corchuelo, S., Rico, A., Parra,
E., Tolosa, N., Pardo, L., Gonzalez, M., Martin-Rodriguez-Hernandez, J., Karime-
Osorio, L., Ospina-Martinez, M., Rodriguez-Perea, H., Del Rio-Pertuz, G., Viasus, D.,
2019. Dengue, chikungunya and zika virus coinfection: results of the national sur-
veillance during the zika epidemic in Colombia. Epidemiol. Infect. 147, €77. https://
doi.org/10.1017/5095026881800359X.

Messina, J.P., Brady, 0.J., Pigott, D.M., Golding, N., Kraemer, M.U.G., Scott, T.W., Wint,
G.R.W., Smith, D.L., Hay, S.I,, 2015. The many projected futures of dengue. Nat. Rev.
Microbiol. https://doi.org/10.1038/nrmicro3430.

Moore, M., Sylla, M., Goss, L., Burugu, M.W., Sang, R., Kamau, L.W., Kenya, E.U., Bosio,
C., Munoz, M. de L., Sharakova, M., Black, W.C., 2013. Dual African origins of global
Aedes aegypti s.1. populations revealed by mitochondrial DNA. PLoS Negl. Trop. Dis.
7, €2175. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0002175.

Morin, C.W., Comrie, A.C,, Ernst, K., 2013. Climate and dengue transmission: evidence
and implications. Environ. Health Perspect. https://doi.org/10.1289/ehp.1306556.

Murray, N.E.A., Quam, M.B., Wilder-Smith, A., 2013. Epidemiology of dengue: past,

Infection, Genetics and Evolution 84 (2020) 104391

present and future prospects. Clin. Epidemiol. 5, 299-309. https://doi.org/10.2147/
CLEP.S34440.

OhAinle, M., Balmaseda, A., Macalalad, A.R., Tellez, Y., Zody, M.C., Saborio, S., Nuiiez,
A., Lennon, N.J., Birren, B.W., Gordon, A., Henn, M.R., Harris, E., 2011. Dynamics of
dengue disease severity determined by the interplay between viral genetics and
serotype-specific immunity. Sci. Transl. Med. 3. https://doi.org/10.1126/
scitranslmed.3003084.

Pinheiro, F.P., Corber, S.J., 1997. Global situation of dengue and dengue haemorrhagic
fever, and its emergence in the Americas. World Heal. Stat. Q. 50 (3/4), 161-169
1997.

Rico-Hesse, R., Harrison, L.M., Salas, R.A., Tovar, D., Nisalak, A., Ramos, C., Boshell, J.,
de Mesa, M.T., Nogueira, R.M., da Rosa, A.T., 1997. Origins of dengue type 2 viruses
associated with increased pathogenicity in the Americas. Virology 230, 244-251.
https://doi.org/10.1006/viro.1997.8504.

Rodriguez-Roche, R., Gould, E.A., 2013. Understanding the dengue viruses and progress
towards their control. Biomed. Res. Int. 2013, 20. https://doi.org/10.1155/2013/
690835.

Ryan, S.J., Carlson, C.J., Mordecai, E.A., Johnson, L.R., 2018. Global expansion and re-
distribution of Aedes-borne virus transmission risk with climate change. PLoS Negl.
Trop. Dis. 13, €0007213. https://doi.org/10.1371/journal.pntd.0007213.

Seah, C.LK., Chow, V.T.K., Tan, H.C., Chan, Y.C., 1995. Rapid, single-step RT-PCR typing
of dengue viruses using five NS3 gene primers. J. Virol. Methods 51, 193-200.
https://doi.org/10.1016/0166-0934(94)00104-0.

Soo, KM., Khalid, B., Ching, S.M., Chee, H.Y., 2016. Meta-analysis of dengue severity
during infection by different dengue virus serotypes in primary and secondary in-
fections. PLoS One 11, €0154760. https://doi.org/10.1371/journal. pone.0154760.

Suchard, M.A., Lemey, P., Baele, G., Ayres, D.L., Drummond, A.J., Rambaut, A., 2018.
Bayesian phylogenetic and phylodynamic data integration using BEAST 1.10. Virus
Evol., vol. 4https://doi.org/10.1093/ve/vey016. vey016.

Suppiah, J., Ching, S.M., Amin-Nordin, S., Mat-Nor, L.A., Ahmad-Najimudin, N.A., Low,
G.KK., Abdul-Wahid, M.Z., Thayan, R., Chee, H.Y., 2018. Clinical manifestations of
dengue in relation to dengue serotype and genotype in Malaysia: a retrospective
observational study. PLoS Negl. Trop. Dis. 12, e€0006817. https://doi.org/10.1371/
journal.pntd.0006817.

Tamura, K., Nei, M., 1993. Estimation of the number of nucleotide substitutions in the
control region of mitochondrial DNA in humans and chimpanzees. Mol. Biol. Evol.
10, 512-526. https://doi.org/10.1093/oxfordjournals.molbev.a040023.

Tamura, K., Nei, M., Kumar, S., 2004. Prospects for inferring very large phylogenies by
using the neighbor-joining method. Proc. Natl. Acad. Sci. U. S. A. 101 (30),
11030-11035. https://doi.org/10.1073/pnas.0404206101.

Torres-Galicia, 1., Cortés-Poza, D., Becker, 1., 2014. Dengue in Mexico: increase in the
juvenile population during the last decade. Bol. Med. Hosp. Infant. Mex. 71, 196-201.
https://doi.org/10.1016/j.bmhimx.2014.08.003.

Zhang Jr., C., P.M,, Kl i C., Monk dee, P., itya, S.,
Kalayanarooj, S., Holmes, E.C., M.P., Chi p P., Rodpradit, P.,
2005. Clade replacements in dengue virus serotypes 1 and 3 are associated with
changing serotype prevalence clade replacements in dengue virus serotypes 1 and 3
are associated with changing serotype prevalence 7. J. Virol. 79, 15123-15130.
https://doi.org/10.1128/JV1.79.24.15123.

116



ANEXO Il. CONTINUA PUBLICACIONES:

Daxa in Erid 32 {2000} 106007

Ay BT L Conternts lsts available &t ScienoeDinsct

Data in Brief E

joumal homapage: wwa.slsaviar.comdcoateddib

Dara Armcle
Dataset on the epidemiology and genetic )
diversification of dengue virus (DENV) 3

serotypes and genotypes in Mexico

Eduardo Dominguez-de-1a-Cruz #, Maria de Lourdes Mufioz *,
Ericel Hemandez-Carcia®, Gerardo Pérez-Ramirez =

Randy E. Davidt, Joel Navarrete-Espinosa©, Alvaro Diaz-Badillod,
Miguel Moreno-Galeana® Cesar Armando Brito-Carredn®
1Deprenen o Geneics ond Meatensior Bioogy, Cevier i Research amel Advonced Smdtes of sve Narcan!
Fotpecian Resnene [ONVETAR- V], Moo Oy, Mexioo

Plobraones 4 Boignoal AssFopology Levery of Kovsss, Laweency K5 LUSA
CEmdeminiogy Denzon, Coordsaeion of Mregroed Heakly Progroms, Moo S Seorey inseare, Moo Ty,

M

P Lanerney of Temes Ao Gronde Valley, Depoema of Hymon v amdl Saxsh Teoos Dwabeses and Gbenep

Renane, TX, 154

ARTICLE INFO

ABSTRACT

Aroicie Ry
Fecsheed 38 [une 3030
Revised 12 oy 3020
Aocepeed 2 july 2030
Availibils online 29 july 2020

Keywords:

Dengee fever

DESV genorypes
DENV serony pes
Epidemiciogy
BrohEiomery wirnlory

Demgue wirus (DENV) svolution has had a significant im-
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trees for each DEMV serobype (DENV-1, -2, -3 and -4) were
oomstructed using these sequences by 2 maximum likelihood
methadology 2s well as 2 Bayesian Markow dhain Monte Cardo
[MCMC) indegration approach. Phylogenetic trees exhibibed:
[1) DENV-I, genotwpe V, [2] the DENV-2 AganAmerican and
Asian |l gemotypes, (3] DENV- 3, genctype [, and [4) DENV-4,
genotype L This data can be beneficial for future analyses on
DEMV zerobype amd genotype strchure and the inboduction
of nowel DENV genotype sequences in the Americas, for the
further eluridation of dengue =tiology.
© 2120 The Author[s). Published by Bsevier Inc.
This is an open acoess articks usder the CC BY license.
(| brttp: [foreativecommonz org licenze by f4.07)
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Ngares horve been uploaded. Raw sequencing. dama hosied in the paidic
repoeinory Bendeiey Doea | hope | . dedorg) 1076 2k hhigx) |2)
Raw sequencing daa i homed inothe pablic reposinony Mendeley Doz
[ Modoiomg! 10,7632/ bikd hivise. 2 ) [2]. This daa was used o
ONTNET phylogeneic irees wing dirergence time [18HCY) and rae of
nuclemide wibrminmion, Bl ming 1 Eryesian Marow chain Monee Cano
[MSIMC) immegrarion approach, & implemenced in EEAST LIS sofcware
[3] A dambems of DENY represeniEiNe sequences were milsoed fresly
fvomm the NCBI reposicory. hops:|| wwranchinimonih. gowl genbank| Rowr
DEMNY olare dara compded fresly from ke CenBank daabase from both
Verame Saps, and Mevico, 2= well as ocher coumries, in addidon oo
Mexican DENY epidemiciogical daa fmom the Meican SINAVE (Sipema
Maciomal de Vigilancia Epidemioiogica de |2 Direccidn Ceneral de
Epidemiclogla) Epidemiciogical Surreillance Single Informanion Spmem)
[Tabie 1) vwere aoqaired [4]. One Excel spreadshesy with: pertinenn e dao
haz been uploaded fresly (Supplemenany Tabie 1)
Raw sequencing daca i hossd inthe pablic reposinory Mendeley Doz
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reposkory Mendeley Da [hop:))de dolorg) 10 e 2 bk dhhit 2 )
[2] inchsdes 513 sequences oollecnsd from an ROE reposikory and 28
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derails | Sapplementary Table 1) inclugdes: GenBank aocession numier, URL:
CenBank, mrain or e, year oolletred, semonpe, genaeype, coumery, I in
pivylogenenic analyses, and relerence(s ]
Cenper for Beszanch and Advanced Snxdies of the Marional Polpechmic
Insrinme (O ESTAY— IPN), Moo Ory, klexim. Laonide and longimde for
mllened mmpleldam 197 5 337N, 097 07 467w

| R O AER PEpE]

118



E. Domingmer-de-is Oz, WAL Watior avd E. Hemdnaer Comolo & & (oo ® Bnegf 33 (2000) 106077 3

Data accessibilizg Mooess opriens loied with article, Raw sequencing das and alignment
imformarion daiz is hoed in the public reposioory. Mendeley D

{ hrgpe b o ong) 10, 7653 i 2k B2 [2]; @ descripuion of sach DENY
sequence s displayed In Supplemenzary Table 1, and epidemiciogical mw
dana s displayed in Tabie 1.

Relared research arvice Mamhor's memes: Herndndez- Garla, Marla de Loandes Muboz, Randy E.
Darid, Gerandn Perez-Ramirer, joel Mawarres-Espinosa, Abam Diar-Eaddin,
Eduardn Domingeez-de-la-Ong, Miguel Mereno-Galeana, Cesar Ammando
Erito-Carmetm Titke: Epidemiclogical lmplicarions of the Gensic
Diversification of Dengae Vinzs (DENV) Seroeypes and Cenogypes in Mexio
Jourmall: INFECTION, GENETICS AND EVDLLITION Volume B4, Ooober 2020,
MAE0L. [hmpsy) doLorg) 10, W16 L meegid X020, 104301]

¥alue of the daa

« This dara will serve as a relerence for fumure analyses on the incidence, epsdemiology, and
incroduction of novel DENY genooy pesf serorypes in Mexico—lostering a grearer understanding
of the emergence of variable dengue sIrains in the AmMerscas.

« All institurions imvolved in publsc health, disaster reliel, and arbovirus coarrol Programs can
benetr from this dara through 3 more nuanced understanding of the association berween
speciflc genorypes (wirhin serorypes) and presenrarson of disease.

« Movel DEMV sequence dara from Mexico can aid the furure phylogenetic classification of
dengue seroTypes and genorypes circulatng in the Americas, useful o understanding virs
evoluricn and the assoCiation benween genooypejserorype and disease pathogenesis.

« DNA sequencing and serony pe identification of DENV samples in Veraonw Stae and else-
where in Mexico can provide orucial supporming dara for fumere conorol proOgrams, ne-
emergence research, SoUrcefsink studses, Iransnational [TANSMEssion partem analysis, and
herd immunity research,

« The epidemiological analysis of dengue Virss in Veracnz Suare in 2009 can provide a foun-
darion for further insight into the internelarsonship benween climarckogical Taomors, viral evo-
larion, and disease dismrerion.

L Data description

Table 1 displays epidemiological dam of DEMV in both Mexico and Verame Stae specifl-
cally, benween 1990 and 2018 Characteristics of the DEMY sequences used 10 consimuct phy loge-
netsc rees from hMexico and Veracnr Stare [GenBank accessson number: EFSEOR6E - EFSE0GGE
and MN711781 - MKZ11815) and additional representative sequences frem the MCEl repositony
are presented in Supplementary Table 1, which also incluges: GenBank accession number, URL
GenBank, srain or isolare, year collected, serorype, genonype, country, and 1D in phylogenetic
analysss. Alignment and sequences for DEMY-1, -2, -3, and -4 are hosted in the public reposi-
mory Mendeley Dara {horp:) i doi org) 10, 17632/ i 2kdhhf6x.2) |2]. Database details (Supplemen-
tary Table 1) includes: GenBank accession number, URL: GenBank, strain or isolare, year col-
lected, serofype, genoype, country, 1D in phylogenetic analyses, and references associared with
each sequence. The phylogenetic trees for DEMV-1, -2, -3, and -4 were construcied using the
sequences of either the C-prd of N53 gene regions. Fig. | displays the piylogeny of N53 gene
sequences for DENV-1. Sequences from Veracnir Stare were grouped within genonype V (labelled
in baold), similar m ocher isolares from Latin America. The phylageny of N33 gene sequences for
DENV-3 from both Verame and O@xaca Stames (2009 and 2005 epidemics, respectively) pre-
sented as gemorype NI (labelled in bold; Fig. 2). The phylogenetic tree for DENV-2 illusTates
isnlares of the DEMV-2 AsianjAmerican genorype relaed 10 srains from Oaxaca (Fig 3). The
DENV-2, Asian I genogype was shown o share a genetic affniny with dengue strains from
Chilpancingo, and Acapulco, Mexioo, as well as Colombia, Cuba, and China, both according o a
MaXEmum composite likelinood (MCL) methadobogy (Fig. 3) and a Bayesian Markov chain Monte
Carlo (MCMWC) approach (Fig. 4) [3]. The Bayesian trend moreover held troe for Fig. 5, where 384
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Fg L Maximum-likeihood plylogenetic e of 145 DENV-1 NS3 (141 bp) gene sequences consnuced using maw daG

hoxed in the public repository Mendedey Data (hp) Mx dolorg) 10.17632) i 2kdhive.2) |2} The percencage of replicae
urees in which the assodased txa chzgered geeher in che boorarap st (1000 replicaies) are shown next 1o branches.

Thts playlogenesic inee ncludes e noved saquences chastered within grnogy pe V, Libelied in bold. Fostions of

from Mexico are indicaied using 3 dox, and those from the Americas wsing 4 triangle. Horkomial tranch lengehs are pro-
portional to the bar represemEing samber of nucieceide subsmEionssres. DENV Sraiss are named as Sollows: GenBank
20cessiON nUIMber STY COUNEry] year) serTtype) genocype.
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Ag. 3. Maximum-likeidood plylogenesic ree of 145 DENV-2 C-prM (134 bp) sequences consruaed usng raw da
hoged in the public reposiiory Mendeley Daia (hrpc)de.dol.org 1217632/ 2%ahihiEx 2} [2]. The perrentage of repll-
Caze prees in which che asoclied cxa dusered togesher in che bootstmap rest (1,000 replicares) are shown next 10
branches. This phylogenesic cree mcudes foor noved sequences chaered wizhin the genceype, and ren
nowel segoences csstered wkhin the Asian U genocype (labelled i bodd). Positons of saguences Som Mexico are in-
dicited wsing 2 dot, and chose Srom the Americs using 2 riangle. Horizoneal beamch lengehs are proportional 1o the
bar represeazing sumber of nucleccide subgmpiony dres. DENV <rains are named 25 follows CenBank accession num-
berjsirainjcoantsy jyeay seroy pegrnony pe. MDC Mexioo; MZJOAX: Mexico, Oaxaca; MXVER Mexico, Veracnz; US/PR:
Unired States, Puerto Rico; VE: Venezueia: N Nicrapa: COL Colombia; £ Eruador, B8 Brazil
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Fig- 4 Mxximum clade cealizy (MOD) of M6 DENV-2 CpeMf (134 bp) sequences comstrucied using taw data hosed
i the pubdic posicory Mendeley Daza (herp:) Jdudolong 1017633 M2kdh¥Ex.2) [2]. This plylogenesic ree inchades fve
novel sequences chasered within the AsnjAmerican grnogy pe, and eleven novel seqaences duserad within e Asian 1l

genoeype (Rbeled in bold). Fositions of sequences from Mexico are indicaed wsing 2 doc, and those from the Amenics
mawnnmmmmemmmuMdmm
arains are ramed 2 follows: GenBank accession NMUIMBes) STy pe)COnLTy Jyeat) genoy pe.
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Ag 5. Maximum clade credibility (MCT) tree of 344 DENV-2 C-peM (384 bp) gene ssquences consnaced using raw daia
hoszed in the public reposikory Mendeley Data (hiopo)) de.dol.ong W0LUI7632) 2kdhingsx 2) [2]. Dewalis of phylogenesic e
analy ss and graphical fequres are the e 25 those provided In the g 4 cpron This plylogenstic tree indudes Mve
noeel sequences dusered wizhin che A sian American genorype, and edeven noved ssquences chasrered within the Asan 8
genctype (labeiled in bold). Positions of saquences from Mexico Jre indicared using 2 dot, and those from the Amernicas
using a criangle. M Mexico; MZJOAX: Mexico, Oxaca; MX VER: Mexico, Veracna ; USPR: Unlied Stages, Puerto Rico;
VE: Venerwelx; Ni: Nicaragsa; COL: Colombia; EC: Enuador; BR: Braril
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Table 1
Faw daza of the epidemiclogy of DERV in Mexkos and Veracne Staie. Mumber of cases and percencage of wariion of
dengue and s=vere dengue in both Mexicoo and Veraone Siape beraeen 1590 and 5010 are displayed.

Mumiter of ases Percensage of wariasion

YTEAR [-MEX SO-MEX [-VER SOVER D-MEX SO-MEX [VER SOVER
15530 16563 L] &0 1] (17 = (11 [ 1
=491 1931 1 143 L] 16X -23T -1x [
=9z 1oz 1] 3z L] -43% - W% -THE [
1533 T3l L] =] 1] -2BE = 19T [ 1
=54 7268 L] 1483 1] EG5E = 15E3E [ 1
1595 14396 555 5503 FL EIX = 124K o
1556 108315 B34 S=EF 58 =y 1A -4% 353X
=97 51021 54 10563 155 1=7% EX pLrad -5T%
1=9E 1561 5 P F- 3 - -TER -207T -2
1535 T35 Ml 251 10 L 4 -3E o -64T
2000 e L] 5B 7T -33E - -TBR -3
2001 43 F2 1344 14 i SR Fax 10
2002 13131 153 2557 b 1BIE SG2E 1% 00T
F_LIE] il 145 0 5 -5 - -SHE -3K
200 4% 1955 4150 1570 ML =y 30T 1555
25 TH4ET 4418 300 Ei6 1E0E 126 -2% -50E
2006 11566 4416 TS T =T = BEX 254
F_L IR A1EE fxE] 12608 =45 frud 1= 4T &
20s ITOE4 s 51 -35% -HE -241 -3
2005 S8565 a0 3412 =R L 51X B 451
2000 Fra Ly W335 BET v -50% -BE -75E -
am 1 SE0E Lt B3] -51E -51E 15% TR
oz 3662 s TEN e 19EX =41 ES6T ET4T
1] 41663 86T 4041 =58 AL 5K -34K -A5%
il 3374 BT D0 e -45T -34E -SHE -5
2005 213 5464 B4 ETG -3E -3 &% -0EE
2006 1411z B3 1853 | -15K -35K -36% -05%
om a4 Pt LEc]] 34 -20% - 2K -44% -ITE
il - EI30 a47 19 &7 -IX fond e 443
2008 ITHE4 13631 0HG ™ HOE it 31E 66T

[-MUEX: dengas in Meioo; SO-MEX: severe dengue in Meics; DVER: Dengue i Veramne; SOD-VER: sver dengee in
Verame; ¥ indicEes e pemenage o wrianon in e pressn year compared wikh the previous year.

instead of 134 nucleotides were used, omiming sequences of Guerrero State samples due o their
relarively shorer length. DENV-4 isolares clustered with genotype I sharing 3 recent COmmaon
ancestor with Sirains from the Philippines and Brazil (Fig. G). Lastly, DENV-4 isolares, accond-
ing te 3 Bayesian model, were found 1o cluster with isolares from China after omaming Brazilian
sequences due wm their inherently shorer length (Fig. 7).

2. Experimental design, materials and methods
2. Epideminlegy of dengue in Mexico

The data source of DEN incidence and number of cases in Mexice berween 1990 and 2009
was the Mexscan SINAVE [4).

22 Somple collecrian

Sixry-fve isolaes of DEMY vinuses were obrained from aoure-phase plasma colleced from
patEEnTs with dengue fever of sevens dengue through the “Instinms Mexicana del Segure Social
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Fg 6 Maximums likeihiood phylogenetic cree of 132 DENV 4 CpoM (353 bp) groe saguences consnczed using raw daa
hoszed in the publdic reposiiony Mendeley Dara [tmp: MxdoLorg) 10.T7652/ M 2kdhifix.2) [2] The peroencage of replicate
trees i which the assocaeed Loa chegensd 1ogether in the boocurap west (1000 replicaes) are shown next 10 branches
Thils piylogenesic ree inchades two novel sequences clusersd within genocype 1, labelied in bold Fosuions of

from Mexico are indicaied wsing 2 dog, and those from the Americas ising 2 riangle. Horkomal beanch lengehs are pro-
portional to che bar represemxing sumber of nucleccide submrions) dres. DENV srains are named as follows: CenBank
0cestion number SraRY COUNETY) year/ serurype) genacype.
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(IMSS) from Veracniz Sare in 2009, Samples were anonymous, with only informarion regard-
ing disease sympromalogy provided. Excess samples thar remained aiter diagnostic 18sting were
sored at —70 °C. The project was reviewed and approved by the Institutional Review Board of
the IMS5 (Commission of Scientific Research) and the Bioethical Commission for Research in Hu-
mans of Center for Research and Advanced Studies of the Mational Polytechnic Instinme (Comité
de Biodrica Para la iwestigacion en Seres Humanos, COBISH-CINVESTAV).

23 Dengue virus solarion

Aedes albapicus dane C6/36 cells Were grown in minimal essenrial media (MEM), supple-
mented with 10 feral bovine senim [FES] and nonessential aming aods. Cells were masntained
ar 28 °C withour carbon diccide (COZ). After 18 h of culture, cells (2 x 1057100 mm plate) were
infected with 0.2 ml DERY-2 inooulum with an inpur MOL of 200 PFUcell and were inoubared
ar 28°C for 10 days.

Virnmses were isolared a5 previously desribed |7) with a few modificarions. Afver 18 hours of
culture, C5/36 cells (2 = 105715 mi rube) were infecred with 0.01 © 0.1 ml of serum specimen
per mbe, dilured o 1.0 ml with medium, and incubamed for 2 h ar ZB “C After one wash, 3.0 ml
of MEM was added, and cells were oultivared for approximarety 15 days a1 28 °C [passage num-
ber 1L Cells were observed daily and when a cyropathic efecr was apparent from synoyTHm
formation and cellular ysis, the cells were harvested and cenrrifuged ar 3,000 rpm for 5 min.
The peller was then suspended in 0.6 mil of MEM and =sored in aligoos o 0005 mi ar =70 =C.
The supeTnatant (appraimarety 25 mi) was sored in 2 aliguos of 10 mi and one aliquor of
0.5 ml, ar -70 =L To obrain passage numbers nwo and three, C6) 36 cells wene incubated with
L0 mi of the supernatant olxained from earlier passages, for 2 h a1 28 °C fodlowing the same
procedure as above. Serorypes in all samples were determined based on the solaes obtained
from the firs, second, or thind culiure passages.

24. ENA surooion

RMA was extracted from the cell culure supernarant wsing TREzol™ LS reagemr, Car
Mo, W20B028 (Gibco, Gaithersburz, MDY according o the Manufacturers recommendarions.
lsopropanol-precipitared RNA was recovered by cenmifugarion, then air-dried. The resulrann BNA
peller was suspended in 50 gl of diethyl pyrocarbonare (DEPC) treated water, Car. Mo, 45-2224
[Invirrogen Life Technologies, Carlsbad, CA) and used as a remplare for TEVerse TFNSCTiposan with
podymerase chain reacson (RT-PCR).

25 Feverse munsoipnon-polymerase chain resaion [RFFOR]

The FT-PCE protocol previously described [B] was used o discerm DENV serorypes. The
following genes were then amplified and sequenced: protein C—nucleotide 139 (C-139) m
prid-7ES (prii-789) [4]; and NS3 from nucleotides 4,890 (DV1) m 5067 (DSP1), 4,890 (DV1)
m 5279 (D5F2), 4899 (IM1) w 5074 (DEP3) or 4,800 (DV1) to 5342 (DSP4), Tor serooypes
DEMV-1, DERV-2, DEMV-3 and DEMV-4, respectively [E]. All assays were periformed using the
superscript™ 0l Ome-Step RT-PCR System with Platinum™ Taq DMA Polymerase, Car No
12574026 (Imvicrogen/Thermo Rsher Sceenufc, Waltham, Massachusems), A mixmare of 5 gl of
meal KNA (01-05 pg) and 1 pmoljpl of each primer ar nucleotide positions C-139 (forward,
S-CAATATGCTGAAACGOGHG-37) and prv-789 [reverse, 5-CCTTCHGMMGACATCC-3") was ino
bated ar 65 °C for 5 min. After adding 25 gl of 2X Reamson Mix, and 2 gl of Superscripc™ 1
KT Platinum™ Tag with DEPC-treared waner (tol volume: 50 ul), KT was carmed our ar 50 °C
for G0 min This step was fodlwed by incubareon ar 94 °C for 2 min 0 inacmivare the reverse
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rranscriprase. Aferwards, Platinum™ Taq was activared by incubation ar 94 °C for 2 min, 1o
amplity the 629 bp fragment of the C-pM gene. This was followed by 35 oyces with the fallow-
ing condirszns: 94 *C for 30 5, 55 °C for 45 5, 72 5C for BS s, and 3 Anal exrensson of 72 °C for
10 min {storage ar 4 °C).

Serorypaficanson was camied our folkmwing e protocod of Seah et al. |8); W0 cycles of 95 °C
for 30 s, amnealing ar 55 °C for | min, and exrension at 72 =C for 1 min and 35 cycles of &5 °C
for 30 =, 55 °C for 30 5, and 72 =C far 30 5, with 3 Anal exrension of 72 5C for 7 min (SOr3ge ao
4 T} In addition, the N33 region — nocleotides 4,899 m 5,067 [M53-169) for DENW-1, 4,895 o
5779 (N53-362) for DENV-2, 4,899 1o 5,174 (N53-265) for DENV-3, and 4,859 10 5,342 (N53-426)
for DENV-4 was obained via RT-PCR assay as alorementsoned, bur with the lolknwing primers:

OW1 (lorward, S-CORACKTCACGWTCTCC-3') amd DSP1 (reverse, S-AGTTTCTTTTCCT-
AAACACCTOR-3') for DENV-1; DV1 and DSF2 (reverse, 5-OCCGTGTGCTCRGOWCTGAT-37) for
DENV-2; and DV1 and DEP3 {reverse, S-TTAGAGTYCTTAAGCGTCTCTTG-37) for DEMV-3; and W1
and D5P4 (reverse, 5-CCTGOTTGATGACAAR AGTIGTTC-3) for DENY -4,

26 Seguencing of FCR produas

For auromared sequencing, spin column-purified QlAquick PCR Purification Kit, Car. No, 2E106
{Qiagen, Charsworth, CA.) DNA fragments were saquenced using te BigDye™ Terminator v3.1
Cycle Sequencing Kit, Cat No. 4337458 (Applied Eiosystems/ThermoFisher Scientifics, Waltham,
MA). Sequencing was condued using an Applied Biosystems Prism 3100 in 2 shom capillary (&
om X 50 pum inside diamerer), and Performance Optimized Polymer 6, Car. No. 4352757 (Perkin-
Elmer, Waltham, MA, and Applied Biosystems),

27, Phogeneric ree ConsmuCiion Usng row i

Phwlogenetic mees for DEMV-1, -2, -3, and -4 were performed using the maximum likelihood
merhod of Tamura and Mei [5]. For this method, the percentage of replicate mees in which the
associared aa clusered mogether in the bootstrap vest (1,000 replicares) are shiwn Nexr i each
branch [3]. Initial trees for the heuristec search were obtained by applying the neighbos- joaning
method 1 a marrix of pairwise distances estimared using maximum composite likelibood {MCL).
A discrere gamma distriburion was used to model evelurionary rare differences Jmang sies with
3 rare caregories (LG, parameter — 02447 ). The final mree is drawn to scale, with branch bengrhs
measured by number of substimutions per sie. All forementioned analyses were performed us-
ing MEGA7 (Molecular Evolutionary Genetics Analysis Version 7.0) sofoware [10).

The estumarion of phylegeny, divergence time (tMRCA) and rare of nucleotsde substinarion of
2009 DENV-1, -2, -3, and -4 samples from Verame Stare was performed. The different geno-
Types were assessed according 1o 3 Bayesian MCMC approach. The MCMC chain lengrh was
run for 30 million generations akng with the 95% highest posterior density (HPD) intervals.
A GTE + G substinumicn moedel (general rime-reversibde mode] with four gamma-distribumed rare
Caregories) was used for the four ses of different sequences. The uncorrelaed log-normal re-
led clock was employed [6) using a constann population size demographic model. The oon-
vergence of the chain was evaluared wsing Tracer 17.1 software [11]. Efecive sample size [E55)
values o - 200 indicared a sufMceent level of sampling. The maximum clade credsbaliy oree
was generated using the Tree ANNDEaror program (availabée in BEAST). Fig Tree 143 sofware
{ heTp: f foree bin.ed.aC 0k S0 Tware] Agtree ) was utilized for the visualization of the annoed ee.
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