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Resumen
Resumen

El Dengue 3 es uno de los serotipos pertenecientes al complejo dengue con mas expansion global
y causante de periodos epidémicos en América Latina tras su re-introducciéon en 1994. La
epidemiologia del dengue en Cuba se ha caracterizado por un escenario complejo, con la
circulacion en la ultima década de varios serotipos simultdneamente, aunque tendiendo a la
endemicidad de los brotes. Teniendo en cuenta este fendmeno se realizé un analisis filogenético y
filodinamico de muestras de Dengue 3 cubanas durante el periodo 2022, mediante inferencia
bayesiana en BEAST 1.10. Con motivo de establecer una caracterizacion evolutiva y estructural
funcional se evaluaron las fuerzas evolutivas que actdan sobre la proteina de Envoltura en la
plataforma DataMonkey, y los cambios aminoacidicos detectados y su implicacion en epitopos
conformacionales a linfocitos B mediante el software SEMA 2.0. Se identific6 que las secuencias
cubanas se agrupan con el nuevo linaje detectado (genotipo Ill Americano Il), formando un clado
monofilético con representantes de EE. UU, Brasil y Puerto Rico. Los analisis filodinamicos
mostraron que el virus mantiene una poblacion efectiva estable, con un ligero repunte a partir del
2021 asociado con la circulacion del nuevo linaje. Las rutas de transmision evaluadas mediante
filogeografia apuntan a una dispersion desde Cuba hacia EE. UU y Puerto Rico constituyendo al
centro de expansion en la region del Caribe; sin embargo, no se identific6 a Cuba como destino en
las introducciones intercontinentales. Las presiones evolutivas negativas predominan sobre
dengue, con sitios sometidos a seleccién positiva que radican el Dominio ILllIl y la regién
transmembrana. Se observaron cambios aminoacidicos compartidos en el clado que ocupan las
posiciones 150,158,329 y 380; y aunque pertenecen a regiones de epitopos a células B no se
consideran mutantes de escape. Los resultados de este estudio aportan nuevos conocimientos en

la epidemiologia molecular de Dengue 3 necesarios para la vigilancia genémica de las arbovirosis.

Palabras Clave: dengue 3, genotipo Il Americano Il, linaje, poblacion efectiva estable, presiones

evolutivas negativas, analisis filogenético, Cuba
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Introduccién
CAPITULO I. INTRODUCCION

El dengue es una de las arbovirosis mas frecuentes a nivel mundial y que supone una importante
carga sanitaria en los paises tropicales y subtropicales. Es endémico en muchas regiones, como el
Sudeste Asiatico, las Américas, el Pacifico Occidental, Africa y el Mediterraneo Oriental, y se calcula
gue unos 3.900 millones de personas corren el riesgo de contraer la infeccion, de las cuales mas
del 70% viven en paises asiaticos (1). Es transmitido por las hembras de los mosquitos Aedes,
especialmente A. aegypti, A. albopictus y A. vitattus. Estos vectores son ectoparasitos hematofagos
tropicales comunes. La enfermedad zoonoética se propaglé a partir de primates no humanos
africanos o asiaticos entre 500 y 1000 afios atras, convirtiéndose en endémica en mas de 100
paises de todo el mundo, afectando incluso a zonas no tropicales o subtropicales (2). El periodo de
incubacion de la infeccion por el virus del dengue es de 4-7 dias. En el 2009 la Organizacién Mundial
de la Salud (OMS) introdujo una nueva clasificacion clinica para dengue (con signos de alarma o
sin estos) y dengue grave (3) para un mejor manejo clinico de los pacientes y evitar que estos

evolucionen al dengue grave .

Hoy en dia, afecta a la mayor parte de los paises de Asia y América Latina y se ha convertido en
una de las principales causas de hospitalizacion y muerte entre nifios y adultos de dichas regiones.
En las zonas donde el dengue es endémico, factores ambientales como el agua estancada, donde
los mosquitos depositan sus huevos, la mala calidad de las viviendas, y los factores climaticos ( la
temperatura, las precipitaciones y la humedad) aumentan el riesgo de exposicion al Aedes aegypti,
el principal vector responsable de la transmisién del dengue. También se espera que la
urbanizacién, el aumento de la densidad de poblacién, la migracibn humana y los crecientes
factores sociales y ambientales asociados a la pobreza y los desplazamientos forzosos impulsen el
aumento de la incidencia del dengue y la infeccion a nivel mundial. Las migraciones son un motor
importante de la expansion del dengue al introducirlo en zonas no endémicas con vectores
competentes o al introducir nuevos serotipos en zonas endémicas. Existen cuatro serotipos del
virus del dengue antigénicamente diferentes: Dengue 1, 2, 3, y 4. Aungue los serotipos comparten
alrededor de un 75% de similitud de secuencia entre ellos, cada serotipo se subdivide a su vez en
genotipos, que presentan hasta un 94% de similitud de secuencia (4). Genéticamente es un virus
ARN monocatenario de sentido positivo, de aproximadamente 10.700 nucleétidos de longitud. El
genoma contiene un unico marco de lectura abierto (ORF) que codifica una poliproteina, que se
procesa post-traduccionalmente para producir tres proteinas estructurales que incluyen la capside
(©), la pre-membrana (prM) y la envoltura (E), y siete proteinas no estructurales (NS) (NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) (5).
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La respuesta inmune innata y adaptativa contribuyen a la resolucion de la infeccién y desempefian
un papel fundamental en la proteccion frente a la reinfeccion. Sin embargo, pueden contribuir a
aumentar la gravedad de la enfermedad, causando dengue grave. La investigacion sobre los
determinantes que contribuyen a la gravedad de la enfermedad se centra principalmente en la
inmunologia del huésped. Por ejemplo, la inmunidad no neutralizante, pero de reaccion cruzada,
inducida por la infeccion primaria es un factor de riesgo reconocido para el desarrollo de dengue
grave durante una segunda infeccion (6). El diagnéstico de la infeccion es principalmente clinico y
puede apoyarse en pruebas virologicas como la prueba del antigeno NS1, la deteccion de
anticuerpos especificos del dengue o la deteccién del genoma del dengue (7). No existe un
tratamiento especifico para el dengue y se basa principalmente en la administracion de fluidos y el
tratamiento sintomatico con analgésicos. Una multitud de factores como el tipo de virus infectante,
los cambios en los serotipos circulantes, la inmunidad del huésped, el vector, los cambios en el
entorno y la accesibilidad a los centros sanitarios desempefian un papel importante en el manejo
de las epidemias. Ademas, la naturaleza inespecifica de la infeccion y la falta de medidas
terapéuticas especificas hacen que sea importante tener un alto indice de sospecha para identificar
los casos clinicos de forma precoz y emprender el tratamiento necesario. Al mismo tiempo, el
serotipo circulante tiene un impacto significativo en la gravedad de la enfermedad debido a la
patogenicidad Unica del virus. Uno de los principales retos de la medicina reconocido por muchos
investigadores desde la secuenciacién del genoma humano, ha sido identificar a escala gendémica
la variacion génica que puede estar asociada con algunas enfermedades humanas. En el campo
de la Virologia, los analisis de secuencias constituyen una herramienta fundamental en el
entendimiento de procesos tan complejos como la resistencia a determinado farmaco, las
clasificaciones taxondmicas, los andlisis filogenéticos y filodinamicos de nuevas cepas, asi como

posibles mecanismos de microevolucion en la interaccion con el huésped.

En la epidemiologia molecular, las técnicas de secuenciacion de genomas, los andlisis filogenéticos
y filodinamicos han perfeccionado las investigaciones cientificas acerca de la dispersion de los
patégenos identificando la historia evolutiva y factores de riesgo asociados a cambios genéticos y
moleculares. Los resultados derivados de estos estudios han permitido el desarrollo de estrategias
de intervencion y prevencion mas efectivas. Al integrar los métodos filogenéticos con los
epidemiologicos tradicionales, los investigadores pueden inferir relaciones entre la dinamica de la
poblacién de los patégenos, como la diversidad genética, las presiones selectivas y la distribucién
espacio temporal (8). En el periodo comprendido entre 1977-2007, Cuba tuvo una situacion

epidemioldgica Unica en relacion al dengue ya que las epidemias fueron causadas en su mayoria

3
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por un solo serotipo y las mismas fueron controladas. Sin embargo, del 2009 a la fecha, los brotes
han sido causados por mas de un serotipo y no han sido controlados tendiendo a la endemicidad.
En el afio 2022 circularon los cuatro serotipos en el pais. EI Dengue 3 fue el mas frecuente (78,2
%), seguido de Dengue 2 (12 %), aunque hubo diferencias entre las provincias. En las provincias
Pinar del Rio (PR), Matanzas (MT), Sancti Spiritus (SS) y Holguin (HO) se detectaron tres serotipos
y en Camaguey (CM), La Habana (LH), Granma (GR) y Santiago de Cuba (SC) se detectaron los
cuatro serotipos circulando (Fuente Base de Datos LNR Arbovirus, IPK, 2022). Durante el 2023 se
mantuvo una situacidn semejante, pero con un porciento de transmisién menor, donde el Dengue
3 predomino (94,8%), seguido de Dengue 2 (3,6 %), Dengue 1(0,7 %) y Dengue 4(1%). En el primer
semestre del 2024 |a frecuencia de deteccion ha sido Dengue 3 (89 %), Dengue 4 (9%) y Dengue
2(2%).

Teniendo en cuenta la situacion de Cuba respecto al dengue, la vigilancia gendémica es fundamental
en la caracterizacion epidemioldgica, de tal manera que la identificacibn de los serotipos
cambiantes a lo largo del tiempo juega un rol importante en la prediccion de la gravedad e impacto

durante las epidemias.
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CAPITULO Il. OBJETIVOS

II.1 Objetivo General

Analizar la filogenia y evolucion del serotipo 3 circulante en Cuba en el 2022

II.2 Objetivos Especificos

1. Establecer la caracterizacion filogenética y filodinAmica del serotipo 3 circulante en
Cuba en el periodo de enero a diciembre de 2022.

2. ldentificar los sitios sujetos a presiones evolutivas en las secuencias de virus Dengue
3 en el periodo de estudio.

3. Determinar el impacto de las variaciones aminoacidicas en la estructura de la proteina

de Envoltura.
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CAPITULO IIl.REVISION BIBLIOGRAFICA

lll.1 Antecedentes de la enfermedad del dengue

El dengue es la arbovirosis de mayor importancia en términos de morbilidad y mortalidad en areas
tropicales y subtropicales, y causa aproximadamente de 100 a 400 millones de infecciones
anualmente (9). Actualmente, el dengue es endémico en regiones de Africa, el Mediterraneo
Oriental, América, el Sureste de Asia y el Pacifico Occidental. De acuerdo a reportes recientes de
la Organizacion Mundial de la Salud (OMS), el incremento del nimero de casos en 2020 ha hecho
del dengue un serio problema epidemiolégico tras la pandemia de COVID-19 (10). Existen 4
serotipos de dengue (Dengue 1, 2, 3,y 4). En 2013, un nuevo serotipo de dengue fue reportado en
Sarawak (Malasia). A partir de una serie de andlisis genéticos, se identific6 como un nuevo serotipo
(Dengue 5) y se distribuye fundamentalmente en areas boscosas del Sureste de Asia (4). La
infeccidn ocurre tras la picadura de las hembras del mosquito Aedes aegypti y Aedes albopictus
fundamentalmente. La infeccién inicial con cualquiera de los serotipos proporciona proteccion
permanente a ese serotipo y parcial ,de corta duracion ,contra el resto debido a la reactividad
cruzada de los anticuerpos generados (11). Hasta el 2008, el dengue se clasificaba de acuerdo a
los criterios de la OMS de 1987 en Fiebre del dengue (DF), Dengue Hemorragico (DHF) y Sindrome
de Shock del Dengue (DSS). A partir del 2009, la OMS actualiz6 el sistema de clasificacion clinica
de la enfermedad: dengue con signos y sin signos de alarma y dengue grave (12). La infeccién
puede cursar en formas asintomaticas o sintomaticas. Los sintomas incluyen dolor de cabeza,
anorexia, fatiga, dolor muscular y abdominal, malestar general, pérdida del apetito, voémito, rash y
diarrea (13). Las formas graves de la enfermedad se han asociado principalmente a las infecciones
secundarias por un serotipo diferente al de la primo infeccién. Otros factores como la secuencia de
infeccidn, el intervalo entre las mismas, la virulencia de la cepa circulante y factores dependientes
del individuo incluyendo la genética del hospedero influyen en el desarrollo final de la infeccion (14).
Actualmente, el manejo clinico involucra el tratamiento de los sintomas y no hay terapia antiviral o
tratamiento especifico contra el dengue. El disefio de nuevos candidatos vacunales representa un
reto debido a las diferencias entre los serotipos, la rapida evolucion del virus ,el papel protector de
la inmunidad celular ,la patogenicidad directa de la proteina no estructural NS1 y la disminucion de
los titulos de anticuerpos en el tiempo (7). Los candidatos vacunales mas avanzados contra dengue
incluyen formulaciones tetravalentes de virus vivos atenuados a partir de cepas representativas de
cada serotipo. Dengvaxia (CYD-TDV) es una vacuna tetravalente recombinante, viva y atenuada
autorizada para uso clinico en 2015. Esta compuesta por el esqueleto de la vacuna contra la fiebre

amarilla de Sanofi Pasteur (YFV 17D) remplazando las proteinas de Premembrana (prM) y de



Revision bibliogréafica

Envoltura (E) de YF por proteinas de los cuatro serotipos de dengue. A pesar de su
comercializacién, Dengvaxia provoco graves efectos secundarios adversos y una baja eficacia (15).
En septiembre de 2023, el Grupo Estratégico de Expertos en Inmunizacién (SAGE) de la OMS
recomendd la introduccién del TAK-003 para nifios de 6 a 16 afios en entornos con alta intensidad
de transmisién del dengue (16).”La precalificacion de TAK-003 es un paso importante en la
expansion del acceso mundial a las vacunas contra el dengue, ya que ahora puede ser adquirida
por organismos de las Naciones Unidas, como el UNICEF y la OPS” coment6 el Dr. Rogerio Gaspar,

Director de Reglamentacién y Precalificacion de la OMS (17).

l11.2 Virus del dengue: Clasificacion y estructura

Los arbovirus (virus transmitidos por artrépodos) constituyen un grupo taxonomicamente diverso
de virus que se caracterizan por la transmisidn entre vectores artropodos y huéspedes vertebrados.
Se clasifican segun sus relaciones antigénicas, morfologia y mecanismos replicativos. Las familias
gue incluyen los arbovirus son Togaviridae, Flaviviridae, Bunyaviridae, Rhabdoviridae,
Orthomyxoviridae y Reoviridae (18) . Aproximadamente 500 arbovirus son conocidos, de los cuéles
100 causan enfermedades en humanos y 40 en animales domeésticos (19). El virus del dengue
pertenece al género Flavivirus de la familia Flaviviridae ,junto a otros patdégenos causantes de la
Fiebre Zika, la Encefalitis japonesa B, la Fiebre amarilla y la Encefalitis del Nilo Occidental (5). Los
viriones son particulas esféricas caracterizadas por superficies lisas o llanas con un diametro
aproximado de 50 nm, una capa externa de proteinas bien organizadas, insertadas en la superficie
de una bicapa lipidica, proveniente del hospedero y una nucleocapside que contiene el genoma
viral (20). Presenta un genoma de ARN monocatenario con sentido positivo de aproximadamente
11,7 kb de longitud y codifica para tres proteinas estructurales: capside(C),membrana (PreM) y
Envoltura (E) y siete no estructurales involucradas en la replicacion viral: NS1, NS2a,NS2b, NS3,
NS4a, NS4b y NS5 (21). La envoltura tiene simetria icosaédrica, en la cual los dimeros de proteina
E se organizan en forma de espigas. Los estadios infeccioso y no infeccioso de la particula viral
dependen de los cambios conformacionales de las proteinas E y M, a diferentes condiciones de pH
(22). La capside se encuentra debajo de la cubierta proteica exterior y de la bicapa lipidica y no

esta bien ordenada como las otras proteinas estructurales (6).

lll 2.1 Estructura y organizacion del genoma viral

El genoma viral de ARN de simple cadena (ssRNA), esta compuesto por una region codificante
(ORF- del inglés Open Reading Frame) flanqueado por dos regiones no codificantes (UTR)
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ubicadas en los extremos 5’y 3’ (Figura 1). Posee una caperuza (m7GpppAmpN2) hacia el extremo
5’ como sitio iniciador de la traduccion y carece de cola poli A (23). La region 5 UTR incluye
secuencias de 95-101 nucleédtidos en los cuatro serotipos de dengue y contiene regiones que
actian como promotores para la ARN Polimerasa ARN dependiente (NS5) necesaria para la
replicacion viral, ademas de regiones esenciales para las interacciones ARN-ARN y circularizacion
del genoma. Por otra parte, la region 3’ UTR posee secuencias variables (114-650 nucleotidos) que

facilitan los cambios conformacionales del genoma durante la replicacion (24).

Envoltura E
Membrana
ARN Viral |.-~ R ...CapS|de
Estructurales | Noestructurales \

I '
c Prm E NS1 NS2A | NS2B NS3 NSlA[IG% NSS '5 “
-—=" 1

i SUTR = ORE = » IUTR Y
: .

Figura 1. Organizacion estructural del genoma del virus del dengue. Desde el extremo 5’ al 3’ se
presentan las proteinas estructurales y no estructurales (23).

I1l. 3 Proteinas Virales
[1.3.1 Proteinas Estructurales

Las proteinas estructurales incluyen la envoltura (E), la membrana (M) y la capside (C) altamente
catibnica. Estas proteinas conforman el viribn y determinan las principales caracteristicas
morfolégicas (25). La proteina PreM de 21 kDa es la precursora de la proteina M de 8 kDa.
Proteasas de tipo furinas provenientes del huésped cortan el precursor prM en un pre-péptido( 1-
91 aa),un ectodominio (92-130 aa) y la proteina M (131-166 aa) (26). La proteina C (12 kDa), de
100 aa, presenta una estructura homodimérica y contiene 26 aa basicos y 3 aa acidos. Consta de
4 regiones de a-hélices con rearreglos antiparalelos en los dominios homodimeros (26). Las
conformaciones asimétricas de los residuos basicos permiten la unién al ARN viral y las regiones
hidrofébicas permiten la interaccion con la envoltura lipidica. Esta estructura permite la
encapsulacion del ARN viral en la nucleocapside y posee sefiales para el anclaje a la membrana
del Reticulo endoplasmatico (25). La glicoproteina E posee un peso molecular de 53 kDa. Forma
dimeros en los viriones maduros y trimeros en viriones inmaduros o intermediarios de fusion,

proyectandose al exterior en forma de espigas. Presenta tres dominios (I, Il y 1ll) y una regién

10
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transmembrana (27). El dominio | es fundamental para la estabilizacibn de los cambios
conformacionales de la proteina E, el dominio Il posee un lazo de fusién altamente conservado
responsable de la homodimerizacion mientras que el dominio Il es esencial en el reconocimiento y
union al receptor. Este dominio incluye epitopos, los cuales son reconocidos por anticuerpos
neutralizantes e intervienen en la entrada del virus a la célula. Las regiones transmembranas (TM)
conformadas por hélices antiparalelas estabilizan la forma trimérica de la proteina de Envoltura e
interviene en la fusion de membranas (28). Generalmente las proteinas no estructurales son
responsables de la evasidn de la respuesta inmune al inhibir varias rutas de sefializacién en las

células infectadas.

%\n{_d “}I-il asy AT e | NS S

5 UTR 3'UTR

e N

. MonGmero *.
’ P S

< e ‘
<ﬁf *\wf)gf
\ = . - S

Dimero Disposicion estructural de la
proteina de Envoltura

Figura 2. Estructura de la glicoproteina de Envoltura del virus dengue (en rojo dominio |, en amarillo

dominio Il y en azul dominio Il (29).

[11.3.2 Proteinas no estructurales

La proteina N-glicosilada NS1 de 45 kDa forma parte del complejo de replicacion viral. Se sintetiza
como monomero y después del procesamiento en el reticulo endoplasmatico y en Golgi se secreta
como una particula lipoproteica hexamérica en el medio extracelular y en la sangre. Su deteccion
por ELISA y ensayos de inmunocromatografia en muestras de suero se ha empleado como

diagnastico confirmatorio durante la infeccion por dengue (11).
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La proteina NS3 de 69 kDa presenta varias funciones enzimaticas: nucledsido trifosfatasa
(NTPasa), helicasa y serino proteasa. Hacia el extremo N-terminal presenta los dominios proteasas
gue escinden la poliproteina viral en varios segmentos y el dominio ARN helicasa hacia el extremo
C-terminal involucrado en la replicacion viral. NS2B de 22 kDa es una proteina asociada a
membranas y es requerida por NS3 para formar el complejo serino-proteasa actuando como
cofactor. EI dominio helicasa de NS3 contribuye al proceso de replicacion viral y es vital en la fusion
de elementos de estructura secundaria en las regiones UTR durante la sintesis de ARN viral (30).
Por otra parte, la NS4A, es una proteina altamente hidrofébica, actla junto a proteinas del
hospedero y virales y promueve los rearreglos estructurales en las membranas durante la
replicacion viral. Se ha encontrado que la hidrofobicidad de NS4B es capaz de inhibir la ruta de
fosforilacion STAT1 bloqueando la activacion de interferon a/B, ademas de modular la funcion del
dominio helicasa de NS3 (31).

La proteina NS5 de 100 kDa, es la proteina de mayor peso molecular de las no estructurales y
comparte el 75% de homologia de secuencia en los 4 serotipos. Forma parte del complejo de
replicacion viral con varias funciones enzimaticas: hacia el extremo N-terminal presenta el dominio
metiltransfersa encargado de la formacion de la caperuza (Cap), mientras que, hacia el extremo 5,
se localiza la actividad ARN polimerasa ARN -dependiente relacionada con la sintesis del genoma
viral en el ciclo replicativo. Por su papel crucial en este proceso es objetivo del disefio de farmacos
en las terapias anti-dengue (32). Generalmente las proteinas no estructurales son responsables de
la evasion del virus a la respuesta inmune al inhibir varias rutas de sefializacion en las células

infectadas.

lIl 4. Serotipos, Genotipos y Linajes.

El complejo de los virus del dengue esta integrado por cuatro serotipos antigénicamente diferentes
(Dengue 1, Dengue 2, Dengue 3 y Dengue 4) con notables diferencias en cuanto a distribuciones
espacio-temporales y comparten aproximadamente del 65-70% de similitud de secuencias
aminoacidicas (33). Cada serotipo incluye varios genotipos, los cuales difieren en un 6% en
secuencia nucleotidica. Actualmente Dengue 1 se divide en cinco genotipos (I, II, lll, IV y V), Dengue
2 en seis genotipos (Asiatico I, Asiatico Il, Cosmopolita, Americano, Americano/Asiatico y
Selvatico), Dengue 3 en cuatro genotipos (1, II, lll, y V) y Dengue 4 en cuatro genotipos (I, Il, Ill,
Selvatico (Tabla 1).

12



Tabla 1. Distribucion geogréfica de cada serotipo de dengue (18).

Sudeste de Asia, China y el este de Africa.

Tailandia (décadas de 1950 y 1960).

DENV-1

Cepas selvaticas colectadas en Malasia.

v Islas del Oeste del Pacifico y en Australia.
Vv América, oeste de Africa y algunas cepas
de Asia.
Asiatico 1 Malasia y Tailandia.
Asiatico 2 China, Taiwan, Sri Lanka y Filipinas.
Cosmopolita Australia, Africa, Islas del Océano Pacifico
DENV-2 e indico y Medio Oriente.

Americano

América Latina, el Caribe, la India e Islas
del Pacifico en las décadas 1950 y 1960.

Asiatico/Americano

Aislamientos de origen asidtico, y

Revision bibliogréafica

colectados en las Américas.

Aislamientos colectados en humanos,
mosquitos selvaticos o monos centinelas
tanto en el Sudeste Asiatico como en Africa
Occidental.

Selvético

| Malasia, Filipinas, Indonesia y de las Islas
del Pacifico Sur.

Il Tailandia, Bangladesh y Vietnam.

] India, Sri Lanka, Samoa, Africa y

DENV-3 aislamientos colectados desde 1994 a la
fecha, en Latinoameérica y el Caribe.

v Cepa prototipo aislada en Filipinas en el
afio 1956 y aislamientos de Chinay
Malasia de los 80. En la India 2013.

v Puerto Rico de los afios 60 y 70, asi como
un aislamiento de Tahiti de 1965.

| Tailandia, Filipinas, Japén y Sri Lanka.

Il Indonesia, Malasia, Tahiti, Las Américas y

DENV-4 el Caribe.

I Aislamientos recientes de Tailandia.
v Aislamientos selvéticos colectados en
Malasia.

Aungue las infecciones con serotipos diferentes se asocian con un alto riesgo de desarrollar o
presentar sintomas severos hay poca informacién acerca del impacto de los genotipos en la
patogénesis del virus del dengue (33). La introduccién de nuevos genotipos en la poblacién tiene
el potencial de causar brotes sin precedentes y esta asociado con manifestaciones criticas de la
enfermedad (34)(30). Los genotipos muestran variada adaptabilidad como resultado de
modificaciones genéticas que potencian la dispersion viral en diferentes areas geograficas. Los
serotipos Dengue 1 y Dengue 2 son los causantes de la mayoria de los brotes, siendo Dengue 2
responsable de la alta mortalidad ante reinfecciones, superior al resto de los serotipos (35) (31).
Basados en el andlisis filogenético del gen E, cada genotipo se divide en mdltiples linajes. En una
region geografica, un linaje particular puede surgir, persistir y después desaparecer y ser
reemplazado. Este evento tiene varias explicaciones: la naturaleza estocastica de la transmision
del virus, variaciones en la dindmica de las poblaciones, incremento de la viremia, co-circulacion

de multiples serotipos y la potenciaciéon de la respuesta inmune (36).
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l1l.5 Replicacion Viral

La picada de un mosquito Aedes infectado con el virus del dengue inicia la infeccion en humanos.
El virus puede replicarse en varias células y érganos como rifiones, higado, bazo y nodos linfaticos,
pero las células dendriticas, monocitos y macrofagos son blanco celular debido al tropismo viral. El
ciclo replicativo consiste en varios pasos que incluyen la entrada, replicacion, ensamblaje y
liberacidn. Los viriones interactian a través de las proteinas de la superficie con los receptores
celulares de las células hospedera. Se han propuesto algunos receptores celulares que incluyen:
molécula 3 de adhesion intracelular no integrina dendritica (DC-SIGN), heparan sulfato, lectina
humana tipo C(CLEC5A) y receptores de manosa (37). Algunos estudios han revelado que el
dominio Ill de la proteina E es responsable del reconocimiento por las células hospederas y media
la entrada a través de endocitosis dependientes de clatrina. Alternativamente la fusion de
membranas entre el virus y la célula hospedera conducen a la internalizacién de los viriones. El pH
bajo de los endosomas interviene en la separacion de los dimeros de la proteina E de la superficie
de los viriones (38). EI dominio Il de la proteina de Envoltura se proyecta fuera de la superficie de
los viriones permitiendo la formacion de un lazo de fusion y la insercion de los viriones en la
membrana de los endosomas. Los rearreglos entre los dominios de la proteina de Envoltura
promueven la formacion de trimeros (39),(35). La interaccion entre dominios y el lazo de fusion es
crucial en la formacién de poros y la liberacién del genoma viral en el citoplasma. Posteriormente
el ARN viral es traducido a una poliproteina, la cual es escindida por proteasas virales y del huésped
para generar las proteinas estructurales y no estructurales. Las proteinas no estructurales son
esenciales durante la replicacidon viral y son responsables de las rondas de transcripcion que

generan los genomas de la progenie (40).

El ensamblaje ocurre en el reticulo endoplasmatico (ER), las glicoproteinas de la envoltura y la
capside forman las particulas inmaduras. Las particulas se transportan a través de Golgi y mediante
procesamiento de la proteina PrM por proteasas furinas se transforman en la proteina M madura.
Procesos proteoliticos sucesivos provocan la maduracion de las particulas virales, las cuales son

liberadas al medio extracelular (41) (Figura 3).
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Figura 3. Ciclo de replicacién del virus del dengue (23).

lll. 6 Ciclo de transmisién del virus del dengue

El virus del dengue se mantiene en la naturaleza principalmente mediante transmision entre la
hembra de un vector del género Aedes y el hombre (Figura 4 A). Aungue la transmision horizontal
es fundamental en la determinacion de la epidemiologia de esta enfermedad, existen hipoétesis

sobre vias alternativas de transmision en las poblaciones del vector (42, 43).

Se reconocen dos ciclos de transmision, el urbano y el selvéatico (Figura 4B) siendo el primero de
mayor importancia epidemiolégica. Ambos procesos son diferentes tanto ecolégica como
evolutivamente. La trasmision en humanos ocurre en 128 paises y los principales vectores son
Aedes aegypti y Aedes albopictus. En contraste, el ciclo de trasmisidn selvatico ha sido identificado
en el Sudeste de Asia y Africa Occidental y los principales vectores son Aedes luteocephalus, Aedes
furcifer y Aedes taylori (44). El virus es transmitido al hombre a partir de mosquitos infectados
durante la picadura del vector. Es esencial para virus ARNs, como el dengue, establecer contacto,
penetrar y acceder a la maquinaria biosintética de la célula hospedera para su multiplicacion.
Después de que el virus es ingerido por el mosquito, se transporta hasta las células epiteliales del
intestino medio donde se replica. Posteriormente, la progenie viral es liberada, alcanza el hemocele

y se disemina

15



Revisidn bibliogréafica

a través de la hemolinfa a los érganos blanco secundarios (traquea, cuerpo graso, musculatura
toracica, tubulos de Malpighi, ovarios, sistema nervioso) hasta que finalmente llega a las glandulas
salivares donde su replicacion y deposicion en las cavidades apicales de las células acinares
permiten la inoculacion en la saliva y la transmisién a un nuevo hospedero durante la picadura
(45)(Figura 4 A).

2]

Infeccion en el mosquito Incubacién extrinseca

Aedes aegypti,
)&/—\‘ Aedes albopictus
AR R
"0‘ 4 \\.—!
Gléndul Vllrus dengue = Y
X RO
Areasrurales |
Incubacién mtrmseca Infeccién en el hombre /
N - ~N
Ciclo selvatico Ciclo urhano

Figura 4. (A) Transmision horizontal del virus dengue (3).(B) Ciclos selvatico y urbano del virus del
dengue. En el ciclo selvatico, el virus dengue es mantenido principalmente por los mosquitos Aedes
y los monos. La transicion del ciclo selvético al urbano se produce de dos maneras: (i) los mosquitos
infectados por el virus se desplazan directamente de la zona selvatica a la urbana e infectan a los
humanos; (ii) los mosquitos infectados pican a los humanos que viven en zonas rurales, que luego

se desplazan a las zonas urbanas (46).

[1l.7 Dengue en América Latina

El virus del dengue se aisl6 por primera vez en América en 1953 y la enfermedad se ha establecido
en El Salvador, Honduras y América Central. Esta region es epidemiolégicamente dinamica, donde
se produce la transmisién de los cuatro serotipos. Se conoce que esta dinamica implica un ciclo
activo de intercambio de cepas entre Sudameérica, Centro Américay el Caribe (Figura5). El dengue
es hiperendémico en Centroamérica y el Caribe, asi como en la mayoria de los paises del
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continente, especialmente después de la reintroduccion del Serotipo 3 en los afios 90 (47). Las
sucesivas introducciones de genotipos asiaticos, a partir de 1963, provocaron un cambio drastico
en el patron epidémico, definido inicialmente por la aparicion de epidemias de amplia propagacion,
luego un aumento de la incidencia de dengue grave, una transicion de la hipoendemicidad
(establecimiento y circulacion local de un serotipo) y el acortamiento de los periodos
intraepidémicos. Actualmente ,en la mayoria de los paises tropicales y subtropicales de América se

producen brotes anuales de dengue, a menudo con mas de un serotipo (48).
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Figura 5. Distribucion mundial del dengue 2020-2021 (48).

Los analisis filogenéticos actuales basados en el gen de la Envoltura confirman la existencia de
cuatro genotipos en el Serotipo 3 del virus dengue: Genotipo I, de Indonesia, Malasia, Filipinas y
las Islas de sudeste del Pacifico; Genotipo I, de Tailandia, Vietham y Bangladesh; Genotipo Il de
Sri Lanka, India, Africa y Samoa y Genotipo IV de Puerto Rico, América Latina y Central y la cepa
de Tabhiti de 1965 (49).0tros autores plantean la existencia del Genotipo V de Dengue 3, con cepas

de Asia y algunos representantes de Brasil y Colombia (50, 51).

Después de 17 afios de ausencia de Dengue 3, el Genotipo Il reaparecio en América Latina en
1994 durante los brotes en Nicaragua y Panama. Los estudios filogenéticos realizados mostraron
gue el virus aislado tuvo su origen en Asia, relacionandose genéticamente con aislados en la India
y Sri Lanka en los afios ochenta y por tanto difiere del que circuld previamente en la region durante
los afios 1963-1977.Este nuevo taxon se propagoé rapidamente a América Central y el Caribe entre

1995-2001, incluyendo Puerto Rico en 1998. En el 2000, aparecié simultaneamente en Brasil,
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Ecuador, Venezuela y Peru y después se dispersé a Paraguay, Argentina y Bolivia entre 2002 y
2007 (52). En 2019 se notifico el mayor numero de casos de dengue histéricamente registrado
hasta ese momento, con mas de 3,1 millones de casos, incluyendo 28.203 casos graves y 1.773
fallecidos (53). En 2022, entre la semana epidemioldgica (SE) 1 y la 52, se notificaron 2.811.433
casos de dengue y se consideré que fue el tercer afilo de mayor registro en el nUmero de casos de
dengue, solo superado por los afios 2016 y 2019 (53)(Figura 6). El afio 2022 inicié con una alta
transmision de dengue, alcanzando su punto maximo en la SE 18.
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Figura 6. Distribucion de casos de dengue, chikungufia y Zika por afio de notificacion. Regién de
las Américas, 2008-2022 (hasta la SE 52 de 2022) (53).

En la SE 40 del 2022, el mayor nimero de casos de dengue en la region lo reportaron Brasil con
2,182,229 casos (87.3%), Nicaragua con 63,857 casos (2.6%), Peru con 59,950 casos (2.4%),
Colombia con 50,688 casos (2.0%), y México con 36,926 casos (1.5%) con la circulacion de los
cuatro serotipos, aunque en el 2021 estuvieron presente en la regidén los cuatro serotipos hubo

predominio de Dengue 1y 2.

[11.7.1 Dengue en Cuba

Las primeras referencias de dengue en Cuba se remontan al siglo XVIIl, cuando en el poblado de
Remedios, en la provincia de Santa Clara en 1782 aparece un brote que clinicamente se notifico
como dengue. En 1828 se documentd la primera descripcion de dengue en la isla. Varios elementos
clinicos se incluyen en este informe como la teoria miasmatica para explicar las causas.

En 1897 ocurre un brote en La Habana, documentado por M.Delfin y T.V.Coronado. En esta
epidemia se reconocen pacientes con manifestaciones hemorragicas. En 1941, Pittaluga notifica

un brote en la ciudad de La Habana, que fue el ultimo de la enfermedad en Cuba hasta el afio
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1977.En marzo de 1977 en Jamaica se comienza a registrar casos de dengue, cifras que
ascendieron en poco tiempo a 60 000.Se reconoci6 el Dengue 1 como agente causal y los elevados
indices del vector, asi como el incremento de las relaciones comerciales entre los paises de area
favorecieron la propagacion del serotipo en el Caribe. En julio y agosto de 1977 se detectan los
primeros casos de este serotipo en Cuba, en las provincias de Santiago de Cuba y Guantdnamo,
extendiéndose posteriormente al resto del pais. El cuadro clinico que predominé fue el de dengue
clasico.

En 1980, se mantenia en circulacion Dengue 1 en la region de las Américas con informes de
Dengue 2(genotipo americano). Las ultimas noticias de circulacion de Dengue 3 se registraron en
Colombia y Puerto Rico en 1977, lo que coincidié con la entrada de Dengue 1 en la region. En el
mes de mayo de 1981 se reportaron casos de dengue en las tres regiones del pais con un total de
344 303 casos, de ellos 116 151 hospitalizados y 58 fallecidos. Se identificé el Serotipo 2 como
agente causal de la epidemia de dengue hemorragico, la primera ocurrida fuera del Sudeste
Asiatico y Pacifico Occidental (54). Controlada la epidemia se establecié un sistema de vigilancia
qgue permitio al pais practicamente libre de Aedes aegypti y consecuentemente de dengue (55).En
1997 se reporta un brote de virus Dengue 2 en el municipio de Santiago de Cuba( genotipo
americano- asiatico) identificado mediante métodos virolégicos y moleculares, tanto en muestras
de sueros de pacientes de FD y FHD como en las visceras de los fallecidos (56).

En 2001-2002 se reporta una nueva epidemia de dengue hemorragico (DH), causada por el virus
Dengue 3, que afecto principalmente la Ciudad de la Habana. Esta epidemia que comenzd en junio
de 2001, fue precedida por un pequefo brote por causado por los virus Dengue 3y 4 en cuatro
areas de salud de los municipios Boyeros, Playa y la Lisa a finales del 2000 (57, 58). Entre los afios
2002 al 2013 se mantuvo una intensa vigilancia de dengue con buUsqueda activa de casos
sospechosos a nivel de la atencién primaria de salud. El incremento del dengue en la region de las
Américas, el arribo de personas procedentes de areas endémicas en este periodo y los factores
condicionantes del aumento de los indices de infestacion del vector, condujeron a un incremento
del riesgo de introduccion y transmision viral.

En 2006 se notifico una epidemia por Dengue 3 y Dengue 4 que afectd a varias provincias del pais.
Con posterioridad, del 2009 a la fecha, los brotes han sido causados por mas de un serotipo y no
han podido ser controlados tendiendo a la endemicidad.

En el afio 2022 circularon los cuatro serotipos en el pais. El Dengue 3 predominé detectandose en
el 78.2 % de las muestras estudiadas con identificacion del linaje Americano Il, seguido de Dengue
2 (12 %), aunque hubo diferencias entre las provincias. En las provincias de Pinar del Rio,
Matanzas, Sancti Spiritus y Holguin se detectaron tres serotipos y en Camaguey, La Habana,
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Granma y Santiago de Cuba los cuatro serotipos (Fuente: Base de Datos LNR Arbovirus, IPK,
2022).

I11.8 Secuenciacion de genomas virales

Los virus representan la mayor fuente de diversidad bioldgica en la Tierra, y con el empleo de las
tecnologias de secuenciacion, se dan pasos sélidos en la caracterizacibn genomica de esta
diversidad. Las secuencias génicas desempefian un papel fundamental en la comprension de la
evolucion viral, la epidemiologia de las enfermedades, la vigilancia y el diagnostico (59). La
aparicién de agentes virales procedentes de reservorios zoonéticos ha impulsado la investigacion
en ecologia y el descubrimiento de nuevos virus, necesarios para la prediccion de pandemias
(60).El método de secuenciacion de Sanger desarrollado en 1977 constituy6é un avance tecnolégico
en la obtencion de genomas para estudios moleculares. Se basa en la incorporacion selectiva de
terminadores dideoxinucleétidos durante la reaccion de secuenciacion del ADN viral. Aunque este
ha sido el método de secuenciacion mas utilizado, con sus ventajas en cuanto a menor costo de
cada reaccién y simplicidad (61). La secuenciacion de nueva generacion (NGS) se ha convertido
en una herramienta para los estudios epidemiolégicos. Debido a su impacto en la salud humana, la
tecnologia NGS se aplica ampliamente a los virus, desde la secuenciacién del genoma viral hasta
la metagendmica del viroma, pasando por la flogendmica, el seguimiento de la propagacion de los
virus, el andlisis de variabilidad del genoma viral dentro del huésped (cuasiespecies), la detecciéon
de la resistencia a los farmacos antivirales y el desarrollo de terapias (62). Estos métodos han
revolucionado muchos aspectos de la gendmica y estan sustituyendo la estrategia convencional de
secuenciacion de Sanger para muchas aplicaciones, ya que ofrecen una produccion de datos muy
superior a un coste razonable (63). La primera tecnologia de secuenciaciéon de alto rendimiento de
nueva generacion, la plataforma de pirosecuenciacién 454 FLX desarrollada por 454 Life Sciencies
y posteriormente adquirida por Roche, estuvo disponible en 2005. A principios de 2007 Illumina
lanz6 el Genome Analyzer desarrollado por Solexa Ga y, mas tarde, Applied Biosystems lanzé
SOLID. Este campo se encuentra en rapida expansion y continuamente se desarrollan nuevas
plataformas como Heliscope de Helicos,lon Torrent PGM de Life Technologies y una plataforma de
secuenciacion en tiempo real de Pacific Biosciences (22). Segun la tecnologia de secuenciacion,
las plataformas pueden agruparse en secuenciacion por hibridacion y sintesis (SBS). Actualmente,
el enfoque SSB es el mas utilizado por lllumina,el principal actor en esta modalidad. Los principales
fabricantes son Pacific Biosciencies y Oxford Nanopore. La plataforma de Pacific Biosciencies se

basa en enfoque de secuenciacion en tiempo real de molécula Unica (SMRT) (64). Los
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secuenciadores de Oxford Nanopore (el MinlON portétil, el GridlON de sobremesay el PromethlON
de alto rendimiento) utilizan secuenciacion basada en nanoporos de proteinas. El principal cuello
de botella de la NGS es la necesidad de herramientas bioinformaticas con gran capacidad de
almacenamiento y potencia de calculo para interpretar los datos. Entre los distintos enfoques y
plataformas, el secuenciador MinlON es el més citado.

[11.9 Genética evolutiva

Los genes son segmentos de ADN que codifican para un tipo particular de ARN. Pueden ser
estructurales o funcionales si se traducen a proteinas o a ARN de diversa naturaleza (65). La alta
diversidad genética resulta fundamentalmente de los errores de la enzima ARN polimerasa en los
procesos de replicacion viral. La mutacion mas comun que se introduce al copiar secuencias de
ADN o ARN es la sustitucién de una base por otras en un lugar determinado del genoma. La
sustitucion de bases que involucra el reemplazo de una purina por otra 0 una pirimidina por otra se
denomina transicion; mientras que un intercambio de estas (purina X pirimidina) se denomina
transversién. A menudo se observa que las transiciones ocurren con mas frecuencia, quizas porque
la estructura quimica de la molécula cambia menos en una transicion que en una transversion.
Otras mutaciones que pueden observarse incluyen la delecién de bases, insercion e inversion de
secuencias. Este tipo de modificaciéon suele observarse con menos frecuencia debido a que tienen
un efecto dramético en la estructura de las proteinas (66). En 1859, veinte afios después regresar
de su viaje a bordo del Beagle, Charles Darwin publicé El origen de las especies, donde formulaba
detalladamente la teoria de la evolucion. Esta propone que ciertos cambios espontdneos generan
una variabilidad entre los organismos que puede heredarse (67). Las mutaciones del ADN son la
fuerza productora de variabilidad sobre la que actua la seleccion natural. Aunque se considera un
proceso aleatorio, esta influenciado por una amplia variedad de factores, como el modo de vida de
los organismos, el tiempo de generacién, o la tasa metabdlica. Las mutaciones generan multiples
variantes genéticas en la poblacion, y la existencia de esa variabilidad se denomina polimorfismo
(66).Actualmente, la evolucion no es mas que la fijacion consecutiva de mutaciones: surge una

mutacion, se mantiene como un polimorfismo y eventualmente se fija.

[11.9.2 Aspectos relacionados con la evolucion del virus dengue

El genoma de organismos patdgenos posee un orden especifico de nucledtidos que contiene no

solo la informacion sobre la sintesis y expresion de proteinas, necesarios para el crecimiento y
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supervivencia, sino también sobre su evolucién. El cambio en el orden especifico de sus nucleétidos

puede originar nuevas cepas/especies que pueden ser mas virulentas que sus progenitoras (68).

El andlisis comparativo de las secuencias del virus del dengue selvatico y endémico ha
proporcionado importantes conocimientos sobre la evolucion viral. En los Serotipos 1, 2 y 4 la
evolucion y epidemiologia de los linajes selvatico y endémico sigue siendo distinta. Las pruebas
filogenéticas han revelado que los serotipos endémicos 1, 2 y 4 no surgieron de un Unico ancestro,
sino de ciclos selvaticos independientes. No se dispone de datos sobre sobre secuencias de
dengue 3 selvatico, pero este serotipo se cree que evoluciond desde distintos ancestros selvaticos
(69).Debido a la relativa baja fidelidad de las ARN polimerasas dependientes de ARN, se estima
gue el numero de errores de replicacion del virus del dengue es de una mutacion por cada ronda
de replicaciéon del genoma completo (79) . Los errores causados por estas enzimas conducen a la
acumulacion de diferentes genomas en los hospederos vertebrados, que dan lugar a una poblacion

con variacion genética(cuasi-especies) (70).

lIl 10. Implicaciones clinicas de la variabilidad genética del virus del dengue

Se ha sugerido que existe una relacion entre la gravedad de la enfermedad y el serotipo infeccioso,
en particular Dengue 2. Sin embargo, esta relacion depende de la inmunidad pre-existente, el orden
de las infecciones por otro serotipo, y el intervalo de tiempo entre las infecciones y la edad del
paciente (71). Por ejemplo, estudios realizados en Tailandia y Cuba muestran que una infeccion
secundaria con el virus Dengue 2 se asocia a una evolucion grave de la enfermedad, especialmente
si el serotipo durante la infeccién primaria es Dengue 1. Contrariamente, un estudio cubano
demostrd que una infeccion primaria con Dengue 2 no se asocia con mayores tasas de aparicion
de dengue grave (72). En cuanto a la patogénesis, el genotipo Americano-Asiatico se asocia con

una mayor severidad comparado con el genotipo Americano en paises de América del Sur (73).

[11.11 Filogenética

La vigilancia gendémica y epidemiologica se ha convertido en parte integral de la respuesta a
epidemias emergentes. Los avances en la secuenciacion de alto rendimiento son paralelos a los
continuos avances en la metodologia para inferir historias evolutivas (dinAmica y patrones) e
identificar los factores que impulsan la propagacion viral en tiempo y espacio. La filogenética es el

estudio de las relaciones evolutivas entre grupos de organismos 0 genes de acuerdo a su nivel de
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ancestralidad. Generalmente se presenta como diagramas de ramificacion en forma de arbol en la
cual, los taxones que se encuentran en la misma rama estan mas estrechamente relacionados entre
si que los taxones que se encuentran en ramas diferentes. Los arboles filogenéticos generados
tienen dos componentes principales: las relaciones de parentesco (topologia del &rbol) y la cantidad
de cambios acumulados en cada rama (longitudes de la rama) (74). Las ramas terminales (hojas)
corresponden a las secuencias actuales (Taxones existentes) y a menudo se denominan unidades
taxondémicas operativas (OTU) del inglés operational taxonomic units y las ramas internas
representan sus ancestros hipotéticos. Los nodos relacionan estas ramas entre si segun su relacion
ancestro-descendiente. Un grupo de taxones que comparten la misma rama tiene un origen
monofilético y se denomina agrupamiento, grupo o conjunto, del inglés cluster. La rama mas interna,
el ancestro comun, representa la raiz del arbol y es esencial para dotar al arbol de un sentido
histérico (66)(Figura 7).

Rama \\
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Clados
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Taxones actuales

Figura 7. Representacién esquematica de un arbol filogenético (64).

Exactamente cuan relacionadas estan las ramas y los nodos en un arbol depende de la escala del
arbol y como esta enraizado. Si las secuencias son demasiado divergentes, la resolucion
filogenética sera menor, incluso secuencias muy distintas pueden agruparse porgue sus diferencias
son relativamente pequefias comparadas con las demas secuencias del arbol. Los éarboles

filogenéticos no se observan, sino que se infieren a partir de secuencias u otro dato (64).
[11.11.1 Inferencia Filogenética

Para investigar la filogenética, pueden utilizarse diferentes tipos de datos; por ejemplo, las

caracteristicas morfoldgicas, los fragmentos de restricciones polimorficas, las secuencias
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nucleotidicas o aminoacidicas, entre otros. Las secuencias de nucledtidos y aminoacidos
constituyen en la actualidad los datos mas abundantes y confiables, asi como unidades
estrictamente heredables y sin ambigiiedad. Las diferencias entre un par de secuencias (mismo
gen) de diferentes organismos refleja el tiempo de divergencia de las mismas a partir de un ancestro

comun.

Los métodos de reconstruccion filogenética se clasifican en dos categorias: de acuerdo al tipo de
datos a utilizar en métodos de distancia y de caracteres discretos; y de acuerdo con el algoritmo de
construccion del arbol: algoritmos de agrupamientos o de criterio 6ptimo (Tabla 2). Por lo general,
en el caso del método de distancia, el mejor arbol se construye por agrupamiento, mientras que los
basados en caracteres aplican un criterio Optimo para elegir el mejor arbol o arboles entre todas las

topologias posibles (66).

Tabla 2. Clasificacion de los métodos de inferencia filogenética de acuerdo al tipo de datos y

algoritmo de construccion del arbol (66).

Tipos de datos que utilizan Algoritmo de construccion del arbol
Criterio Optimo Agrupamiento
Caracteres discretos Méxima verosimilitud* (ML)
Maxima parsimonia (MP)
Inferencia Bayesiana
Matriz de distancias Fitch-Margoliash UPGMA**
Neighbor-joining (NJ)

*ML del inlgés Maximum likelihood, **UPGMA del inglés unweighted pair group method with arithmetic

means.

El algoritmo de Grupos de Pares no Ponderados con Medias aritméticas (UPGA) y el de Unién de
vecinos (NJ) son métodos de distancias bien conocidos para la reconstruccion de filogenias (75). A
diferencia de los métodos de distancia, que convierten todas las diferencias genéticas en distancia
entre pares, los enfoques discretos actian directamente sobre las propias secuencias, evitando asi
la pérdida de informacién que resulta de utilizar Unicamente distancias. Maxima Parsimonia,
Maxima Verosimilud e Inferencia Bayesiana son algoritmos que emplean caracteres discretos. La
Maxima Verosimilud e Inferencia Bayesiana utilizan modelos de sustitucion de nucleotidos,
mientras que Maxima Parsimonia no tiene un modelo explicito y sus suposiciones son implicitas

(76). Los algoritmos mas empleados en la inferencia filogenética de los serotipos de dengue
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incluyen: el algoritmo de agrupamiento Neighbour joining, de Maxima Verosimilitud y el algoritmo

de Inferencia Bayesiana.

[11.11 .2 Inferencia Bayesiana y Filodinamica

La inferencia bayesiana es una metodologia general de inferencia estadistica. Antes del andlisis de
los datos, se asignan a los parametros una distribucién a priori, que se combina con los datos (o
verosimilitud) para generar la distribucion a posteriori. Todas las inferencias relativas a los
parametros se basan entonces en la distribucion posterior (77).El algoritmo de inferencia bayesiana
considera cada caracter de las secuencias en el calculo de la probabilidad posterior de cada arbol.
Depende de la especificacion de una distribucion de probabilidad anterior para cada parametro en
un modelo de sustitucion, longitud de las ramas y topologia del arbol. Buscan un conjunto de arboles
o hipétesis plausibles para los datos a través de la distribucion de probabilidad de los arboles. Esta
distribucién posterior de los arboles tiene inherentemente una estimacion de confianza de cualquier
relacion de evolucion (78). Las probabilidades posteriores se obtienen explorando el espacio
arbéreo mediante el uso de una técnica de muestreo llamada cadena de Markov Monte Carlo
(MCMC).

La diversidad genética de los patégenos esta determinada por la evolucién a mduiltiples escalas
(dentro de los huéspedes individuales, a nivel de una epidemia entre huéspedes infectados etc.) La
importancia de la evolucion de patdgenos en contacto con los hospedadores fue destacada por
Grenfell y col (8) que introdujo el término de filodinamica para referirse al estudio de la evolucion
de los patdégenos que se originan de la interaccion con el sistema inmune y la dinamica
epidemioldgica entre hospedadores (79). Los métodos filogenéticos también proporcionan
informacion en cuanto a la evolucion tanto de las caracteristicas genotipicas como fenotipicas.
Aunque estan limitados a ciertas areas, como la restriccion del analisis a solo la poblacion infectada,
un subconjunto significativo de estas limitaciones puede superarse mediante el uso complementario
de datos de vigilancia (monitoreo de enfermedades). La filodinAmica combina la biologia evolutiva
y la epidemiologia para generar evidencias sobre la propagacion y el origen de los patégenos, que

de otro modo son inaccesibles con el analisis epidemiolégico tradicional (80).

La filodinamica se basa en la inferencia filogenética como herramienta analitica basica para
comprender procesos evolutivos y epidémicos, a partir de las mutaciones que se acumulan en el
genoma de patdgenos durante la propagacion de las epidemias (81). Estas mutaciones pueden
conferir diferencias fenotipicas que permitan a los virus infectar distintos tipos de células, evadir la

respuesta inmune o trasmitirse por rutas, huéspedes o vectores diferentes, pero también constituye
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la huella molecular de procesos epidemioldgicos que de otro modo no podrian observarse

directamente (82).

Los métodos filodinamicos pueden inferir las tasas de movimiento de los linajes entre ubicaciones

geograficas y reconstruir las ubicaciones de los linajes ancestrales. La filogeografia estudia la
evolucion y el proceso de dispersion que ha dado lugar a la distribucion espacial observada en las
poblaciones o taxones. Los métodos filogeograficos pueden dividirse en dos enfoques: el primero
realiza un analisis posterior a la reconstruccion del arbol para responder a las preguntas de
localizacion geogréfica; el segundo, estima conjuntamente la filogenia y los parametros
filogeograficos de interés. El resultado final es una tasa, medida en términos de afios o en términos
de sustituciones nucleotidicas por sitio, donde un linaje de una region se mueve a otra region sobre
el curso del arbol filogenético. La validez de una ruta de transmision o dispersion geografica se
determinan por el valor del factor de Bayes (BF) (83, 84).

Las filogenias reconstruidas a partir de datos de secuencias virales y las anotaciones en el arbol
constituyen el nucleo de muchos estudios evolutivos y epidemiolégicos que implican, bases de
datos, aplicaciones de filogenomica y filodinamica (85).Los modelos epidemioldgicos desempefian
un papel fundamental a la hora de decidir qué medidas de control de la enfermedad se adoptan
para evitar o detener los brotes virales. Los efectos del aislamiento, la vacunacion y otras mediadas
se estiman mediante simulaciones de modelos, que sirven de base para decidir qué politicas de
salud aplicar y que mediadas tomar. Sin embargo, el conocimiento de la historia filogenética de los
brotes virales es vitales para reconstruir las vias de trasmision, lo que contribuye a una gestion

eficaz y mejores esfuerzos de prevencion.
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IV MATERIALES Y METODOS
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CAPITULO IV. MATERIALES Y METODOS

IV.1 Disefio General de la investigacion

Se realizé un estudio analitico, de corte transversal para determinar las relaciones filogenéticas,
comportamiento espacio-temporal y caracter evolutivo de las secuencias genéticas de virus Dengue

3 obtenidas a partir de sueros de pacientes cubanos diagnosticados en el 2022.

V.2 Universo de estudio

El universo de estudio estuvo conformado por 25 secuencias (posiciones 1-1479 del gen E) de virus
Dengue 3 obtenidas de pacientes con una infeccion confirmada por este serotipo en 2022. El resto
de las secuencias empleadas se obtuvieron de la base de datos GenBank del NCBI con direccion

web (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/)

Cada secuencia en el estudio posee su codigo de identificacion, pais de procedencia y el afio de la
muestra clinica o aislamiento correspondiente. Para su seleccion se tuvo en cuenta la historia
epidemiologica del virus Dengue 3, incorporando secuencias de las regiones geograficas donde
ocurrieron los principales brotes con énfasis en la regiéon de América Latina. En el Anexo | (Tabla

suplementaria |) se detalla la composicion por paises y afo.

IV .3 Alineamiento de secuencias

Las 128 secuencias de Dengue 3 se alinearon con el algoritmo Mafft 7(Multiple Alignment using
Fast Fourier Transform) y protocolo L-INS-i ,eligiendo las matrices correspondientes en el software
Phylosuite v 1.2.3 (86). Se editaron los alineamientos con la opcion trimAl eliminando las regiones
con espacios en blanco o gaps que pudieran ocasionar ruidos con precaucion de no romper el

marco abierto de lectura.

IV .4 Evaluacion de la saturacion y la sefial filogenética

Se estim6 el modelo de sustitucion nucleotidica del alineamiento con el software PhyloSuite ver
1.2.3, en la opcién ModelFinder (87), atendiendo al Criterio de informacion de Akaike corregido
(AICc).La determinacion de la saturacion en el alineamiento incluyé el método grafico y el test de
Xia y col (88) en el software Dambe ver 7.0 (89). EI método gréafico permitié obtener las curvas de

tasas de transiciones y transversiones contra la distancia genética, estimada empleando el modelo

28


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genbank/

Materiales y Métodos

de sustitucion identificado en PhyloSuite 1.2.3. Para el test de Xia se generaron los andlisis
asumiendo dos tipos extremos de topologia (simétrica y no asimétrica), comparando los indices de
saturacion en el alineamiento con el indice de saturacion critica, a un nivel de significacion de
0,05.La senal filogenética se determiné mediante estudios de mapeo de verosimilitud utilizando el
programa Tree Puzzle ver 5.3 con el algoritmo Quartet Puzzlining (90).

IV.5 Inferencia filogenética y filodinamica

Las inferencias filogenéticas y filodinamicas se ejecutaron con los métodos bayesianos por el
programa BEAST ver 1.10 (91). Se genero el fichero de extension XML de entrada al programa
BEAST a través del software BEAULi (del ingés ,Bayesian Evolutionary Analysis Utility), que se
incluye en el paquete de dicho programa (92). Los calculos de (log) verosimilitud marginal se

realizaron a través del método de path sampling (PS) descrito por Baele y col (93) con 1000 réplicas

en cada paso de estimacion. Se emple6 como modelo de reloj molecular uno relajado, con
distribuciéon exponencial no correlacionada (UCED) combinado con el modelo de coalescencia no
paramétrico Bayesian Skyride (94). Se seleccion6 este modelo porgue no asume a priori una tasa
de mutacion fija ni escenario demografico particular. Se configuré para una corrida de las cadenas
de Markov y Montecarlo (MCMC) del enfoque bayesiano, con 400 millones de generaciones para
lograr convergencia en los resultados y obtener un tamafio efectivo de la muestra superior a 200
en los parametros de interés. Se combindé ademas como “burn-in el 10%, mediante el programa
Tracer v 1.7.1 (95). La distribucion posterior de los arboles y la seleccién del arbol de mayor
credibilidad, del inglés Maximun Clade Credidibity (MCC), se analiz6 por el programa Tree
Annotator v1.8.4. Los arboles se visualizaron en la plataforma iTOL ver 6 (del ingés Iteractive Tree
of Life (96). Las tasas de sustituciones por afio y el tiempo de ancestro comun mas reciente, del
inglés Most recent common ancestor (TMRCA), asi como la reconstruccion de la poblacion viral y
la dindmica espacio-temporal sin grupo externo, con el BSP, se estimé igualmente en el BEAST ver
1.10. Los genotipos analizados se clasificaron de acuerdo a la Plataforma de Genotipage de
Flavivirus (https://www.rivm.nl/mpf/ typingtool/flavivirus) (Anexo 11. Tabla suplementaria 7).

Para los estudios filogeograficos se empledé la misma configuracion que para la inferencia
filogenética (modelo reloj molecular, sustitucion nucleotidica, modelo coalescente y configuracion
de prioris) incluyendo las localizaciones geogréaficas de cada secuencia analizada. Se utilizé un
modelo de difusion discreta donde los estados fueron los paises usando una cadena de Markov
continua tipo estandar. Para la identificacion de la ruta de propagacion del virus se utilizé el método
de seleccidn de variables por busqueda estocastica bayesiana, del inglés Bayesian Stochastic
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Search Variable Selection (BSSVS). Los resultados de los andlisis filogeograficos se visualizaron
con Spread 4 (97). Se realizé la prueba del Factor de Bayes (FB) para obtener los datos estadisticos
necesarios que explicaran los procesos filogeograficos y se tomaron como significativos aquellos

valores mayores que tres (BF> 3).

IV .6 Analisis de Presiones evolutivas

Se evaluod la existencia de sitios sujetos a seleccion positiva (tanto episédica como dominante) y

negativa en el sitio web DataMonkey (http://www.datamonkey.org/) perteneciente al paquete

HyPhy, y por inferencia bayesiana a través del programa BEAST ver 1.10.Para la determinacién de
eventos episodicos de seleccion se emple6 MEME (Modelo de Evolucion de Efectos Mixtos) (98).
Se dedujeron dos clases de tasa w por sitio, y las correspondientes (la proporcién de ramas que
evolucionan bajo esa clase de tasa). Las dos clases de tasas se dedujeron mediante un Unico valor
dS (a) y dos valores dN separados (B- y B+) por sitio. En el modelo nulo, B- y B+ se restringieron a
ser menores o iguales que a, pero en el modelo alternativo 3+ no estaba limitado. Si f+ > a en un
lugar, y era significativo mediante la prueba de la razén de verosimilitud, se inferira una seleccion
positiva para ese lugar. Para la seleccion dominante, tanto positiva como negativa se emplearon
dos métodos: la inferencia bayesiana mediante MCMC en BEAST (como parte de la inferencia
filogenética y filodinamica) y mediante el método FUBAR (del inglés, Fast Unconstrained Bayesian
AppRoximation) disponible en DataMonkey.

IV .7 Andlisis estructural -funcional de la proteina de Envoltura.

Para la caracterizacion estructural se realizé el analisis mutacional con el empleo de la secuencia
Panamé 1994(DQ341209). Como estructura de referencia se empled la obtenida por cristalografia
y difraccion de rayos x de alta resolucion con cédigo 1UZG disponible en la base de datos de

estructuras RCSB PDB(http://www.rcsb.org/) para la localizacién de los cambios aminoacidicos

detectados en los dominios. Las localizaciones de los residuos mutados en la cadena polipeptidica,
en motivos de estructura secundaria, se determinaron en el servidor PDBSum (99).

(https://Iwww.ebi.ac.uk/thorntonsrv/databases/pdbsum/). Se representaron en la estructura

obtenida, los sitios donde se observaron las mutaciones en el software Discovery Studio ver 24
13.4
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Materiales y Métodos

IV.7.1 Sitios de inmunidad a linfocitos B.

Para identificar que regiones de la estructura de la proteina de envoltura se consideran epitopos
conformacionales a linfocitos B se empleo el servidor SEMA 2.0 (100). Este enfoque tiene en cuenta
la disposicion espacial del antigeno diana, asi como su secuencia primaria, lo que permite la
prediccion de epitopos conformacionales de células B teniendo en cuenta los estados
conformacionales y multiméricos del antigeno. Se establecié un valor de corte (threshold) de 0.5 en

la clasificacion de las regiones y el método SEMA 3D.

31



Aspectos éticos de la investigacion

Aspectos éticos de la investigacion

Las normas éticas para realizar estudios biomédicos en sujetos humanos han sido desarrolladas y
establecidas por Guias Internacionales, entre las que se incluyen la Declaracion de Helsinki, las
Guias Eticas Internacionales para estudios biomédicos en sujetos humanos: CIOMS (del inglés,
Council for International Organizations of Medical Sciences). La presente investigacion se conducira

segun las normas mencionadas.

El Subcomité para la Seguridad de Laboratorio en Arbovirus (SALS), perteneciente al Comité
Americano sobre Arbovirus (ACAV) incluye a los virus del dengue en el Grupo de Riesgo 2. Se
seguieron las pautas referidas a la manipulacién estricta establecidas por la Resolucion 38/2006 de
la Comision Nacional de Seguridad Biolégica para el manejo y manipulacion de las muestras
bioldgicas, asi como la adherencia estricta a las recomendaciones del Nivel de Bioseguridad 2
(Biosafety in Microbiological and Biomedical Laboratories. CDC-NIH, 4th ed. 1999).

Una vez culminada la investigacion, se conservara en formato digital e impresa. Los resultados se
informaran a las instancias pertinentes del MINSAP, asi como su publicacion en revistas de alto
impacto. Esta investigacion pertenece al proyecto: Estudio de arbovirus con implicaciones en la
clinica, el diagnaéstico, la epidemiologia y la patogenia de la enfermedad, jefe del Proyecto: Dr.Cs

Maria G. Guzman codigo del proyecto 2105013.

No se emplearon los datos individuales de los pacientes, solo se utilizaron las muestras clinicas
colectadas como parte de la vigilancia nacional del laboratorio de Arbovirus para la determinacién

de los genotipos de dengue circulantes en el pais durante el 2022.
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Diagrama de flujo en la investigacion

Para una mejor comprension se muestra un diagrama de flujo que resume la estrategia seguida
en cada etapa.
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Figura 8. Diagrama de flujo de la investigacion.
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V RESULTADOS Y DISCUSION
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CAPITULO V. RESULTADOS Y DISCUSION

El dengue es la enfermedad virica transmitida por mosquitos mas importante que afecta a los
humanos. La mitad de la poblacién mundial vive en zonas de riesgo de dengue, lo que supone unos
390 millones de infecciones al afio en todo el mundo. Es endémico en 100 paises; el sudeste
asiatico es la regién mas gravemente afectada, seguida del Pacifico occidental y América (101).Es
una enfermedad sistémica autoinflamatoria causada por cualquiera de los cuatro serotipos del virus
del dengue, que sélo comparten entre un 60% y un 75% de identidad en la secuencia de
aminoacidos. Estudios previos muestran que estos cuatro serotipos evolucionaron a partir de su
ancestro comun en nichos ecolégicos separados. Cada nicho ecolégico era diferente, con una
ubicacion geografica especifica, poblaciones de primates hospedadores distintas y diferentes

especies de vectores (51).

Basandose en la diversidad gendmica, los serotipos del complejo dengue se clasifican en varios
genotipos, que fueron designados a finales de 1990 y principios del 2000, basados en secuencias
genéticas parciales. Dengue 3 se divide a su vez en los genotipos del 1 al 5 siendo la mayoria de
las infecciones causadas por los genotipos 1 y 3 en las regiones de las Américas, el Sudeste
Asiatico, Africa oriental y el Pacifico Sur (102). De acuerdo al nuevo sistema de clasificacion
genotipica propuesto por Hill y col (103) el Genotipo lll a su vez se divide en linajes mayores y
menores: 3lll_A (A.ly A.2), 3l B (B.1,B.2 y B.3) y 3lll_C( C.1 y C.2).Los linajes mayores se
asignan usando letras del alfabeto romano y responden a escalas regionales, mientras que los
linajes menores se designan por niUmeros y proporcionan una escala mas resolutiva; similar a lo
descrito para SARS-CoV-2.

Las enfermedades virales transmitidas por vectores, y en particular el dengue, constituyen hoy uno
los principales retos de salud a nivel mundial. A pesar de contar con un fuerte sistema de vigilancia
y control vectorial, los factores ambientales que favorecen la cria del vector, hacen que el dengue
constituya un riesgo constante. Comprender la evolucion del virus del dengue ofrece valiosas
oportunidades para mejorar la vigilancia y la respuesta a las epidemias, gracias a los avances en
la secuenciacion de virus ARN, la bioinformatica, la filogenética y otros métodos de biologia

computacional.

V.1 Caracterizacion filogenética y filodinamica de Dengue 3

El modelo de evolucién que mejor se ajusta a los datos se determiné en la herramienta ModelFinder

del software Phylosuite 1.2.3. Estos corrigen la diferencia entre la distancia esperada y la
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observada, constituyendo un requisito determinante en los analisis filogenéticos. La Tabla
suplementaria Il (Anexo 2) muestra los modelos evolutivos ordenados de acuerdo al Criterio de
informacion de Akaike (AIC), el corregido (AlICc) y el Criterio de Informacién Bayesiano (BIC).

De acuerdo al AlCc, el modelo TIM2+F+G4(del inglés, Time Reversible Model) es el que mejor se
ajusta a la informacion genética de los datos. En el alineamiento de secuencias de la regién que
corresponde al gen Envoltura se evalug el nivel de saturacion a través de la representacion gréafica
de las transiciones -transversiones vs distancia génica, en las tres posiciones de los codones con
el empleo del modelo evolutivo. En la grafica ,se observa que las transiciones (s,puntos azules)
ocurren con mas frecuencia que las transversiones (v,puntos verdes) sin intercepciéon de ambos
comportamientos, lo que sugiere la no existencia de saturacion(Anexo 3.Figura suplementaria
).El test de Xia ,que compara el indice de saturacion (Iss) de las secuencias con el Iss.c a un valor
de -p, tanto para una topologia simétrica como asimétrica , mostré diferencias significativas, por lo

que, estadisticamente se comprueba que no existe saturacion (Anexo 3.Tabla suplementaria 3).

La determinacion de la sefial filogenética fue realizada a través de mapeos de Verosimilud, las que
se muestran en el diagrama en dos triangulos equilateros (Anexo 3. Figura suplementaria 2). El
segundo triangulo esta dividido en siete areas que soportan diferente informacion evolutiva: los
vértices implican los cuartetos totalmente resueltos, mientras que en el centro se representa los
cuartetos sin resolver. Los porcientos de cuartetos sin resolver (8.7%) implican que el 87 % forma
parte de arboles filogenéticos resueltos, garantizando que el conjunto de datos de partida, son aptos
para la realizacion de analisis filogenéticos. La Figura 9 muestra el arbol obtenido por inferencia
bayesiana, de las unidades taxonémicas actuales con el empleo de la secuencia de Dengue 3
Panama 1994(DQ341209) para enraizar el arbol.
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Figura 9. Arbol obtenido por Inferencia Bayesiana de 128 secuencias de Dengue 3, region de la
envoltura (1479 pb). Los valores numéricos en los nodos indican los valores de probabilidad
posterior de la inferencia bayesiana superiores al 70 %. La longitud de las ramas indica el tiempo
de evolucién y la barra inferior el tiempo calendario. Se resaltan en verde (linaje Asiatico), en violeta
(linaje Americano 1) y en azul las 25 secuencias cubanas de estudio. Se resaltan en rojo las

secuencias de Brasil, EE. UU, Puerto Rico y Nigeria que pertenecen al mismo clado (Americano II)

Para el Genotipo Ill del virus Dengue 3 se reconocen dos linajes principales: Americano | que
incluye las secuencias de América que circularon entre 1994-2021 y asiatico que incluye todas las
secuencias circulantes en las regiones de China, India e Indonesia. Las secuencias cubanas de
nuestro estudio se agruparon con las ya reportadas de EE. UU y Puerto Rico del 2022, asi como
Brazil 2023 pertenecientes al linaje circulante en las Américas durante periodo 2022-2023. Este
cluster no es una extension del linaje Americano | bien establecido en el continente ya que comparte
ancestros comunes con las secuencias de las India 2018 y alejados de las secuencias de América
(1994-2021), por lo que indican una introduccion de este nuevo linaje desde el sur de Asia. En un

estudio reciente publicado por Lazaro y col (104) donde se realizé la caracterizacion filogenética de
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4 secuencias de Dengue 3 de Sado Tomé del Principe ,se mostré que se agrupan con cepas
circulante en América durante este periodo (identificadas por Naveca como linaje Americano Il) y
gue presenta ancestros cercanos con cepas de la India del afio 2018.

En el continente asiatico, durante la primera epidemia de dengue en Bangladesh en 2002, se
identificé el Dengue 3 como el principal serotipo circulante. Posteriormente, los serotipos 1y 2
fueron predominantes en la circulacion y no se detectaron los serotipos 3 y 4 hasta 2016. La
reaparicion de Dengue 3 comenzo en 2017 y aumenté repentinamente en 2018 con mas intensidad
y mayor nimero de casos que en 2019 (105). En un andlisis realizado por Shirin y col en 2018 (106)
se plantea que si bien Dengue 1y 2 estuvieron circulando mas de una década, una gran parte de
la poblacién podria ser inmune, con el riesgo de desarrollar una infeccion grave por Dengue 3 o0 4.
El Genotipo | de Dengue 3 fue predominante en 2018 y 2019, a diferencia del Genotipo Il que fue
prevalente en 2002. En un estudio realizado por Titir y col (107) se identificaron dos casos de
Dengue 3 (Genotipo IIl) por primera vez en 2019 y el andlisis filogenético sugiere que podria haber
sido introducido desde paises vecinos, como la India o China.

En 2019 se registré el mayor nimero de casos de dengue a nivel mundial hasta ese momento.
Todas las regiones se vieron afectadas, y por primera vez se registrd transmision de dengue en el
Afganistan. En el brote de dengue de 2019 en Bangladesh, se notificaron unos 100.000 casos, lo
gue supone mas del doble de todos los casos notificados en las dos décadas anteriores. Se registro
un gran nimero de casos graves tras la reaparicion de Dengue 3 debido a la disminucion de la
proteccién cruzada heteréloga de la inmunidad frente a Dengue 2 (es decir, la presencia prolongada
de Dengue 2 entre 2003 y 2018) y al fendbmeno ADE .En un estudio realizado por Rahim y col
(108),en aras de dilucidar la variabilidad genética de los serotipos de dengue circulantes se mostro
gue las secuencias de Dengue 3 de Bangladesh se agruparon en un cluster con el Genotipo I,
reportandose el reemplazamiento del Genotipo Il por Genotipo | en 2017 y hasta el 2022. Este
genotipo se encuentra exclusivamente en Malasia, Singapur, Indonesia y China. En Malasia se han

notificado cambios frecuentes y la circulacién conjunta de diversos genotipos de Dengue 3 (109).

En la region de Las Américas, tras la reintroduccion del Genotipo Il de dengue en 1994, este se ha
mantenido como virus circulante asociado a brotes y casos graves por este serotipo. En los estudios
realizados por Cerpas y col ,las secuencias de Dengue 3 circulantes en Nicaragua (2022), se
identificaron como genotipo lll y se agruparon mas estrechamente con las identificadas en Puerto
Rico (2022), Brasil (2023), Cuba (2023), Estados Unidos (Florida, 2023), e India (2018)
pertenecientes al linaje Americano Il previamente reportado por Naveca (110). Los estudios de
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Jones y col (111) identificaron que el genotipo circulante en Florida se agrupa dentro del nuevo
linaje americano Il identificado recientemente en Arizona, Puerto Rico y Brasil, lo que indica que el

linaje se esta extendiendo por las Américas.

Respecto a Cuba, estudios realizados durante el periodo 2010-2014, basados en el gen de la
Envoltura, de aislamientos a partir de sueros humanos, revelaron una relacion filogenética cercana
con virus que circularon en Venezuela y Colombia (112) , los cuales pertenecen al Linaje americano

| previamente descrito .

V.2 Caracterizacion filodinamica de Dengue 3

Los modelos filodinAmicos describen un proceso de diversificacion, modelando tanto la evolucién
de una cadena de transmision ramificada como el arbol filogenético. Estos modelos son
fundamentales para vincular la dinAmica epidemiolégica a la evolucién de un agente patdégeno
(113).El Genaotipo Ill de Dengue 3 se detecto por primera vez en Sri Lanka y se diseminé a multiples
paises a lo largo del tiempo. Tras su propagacion inicial, evolucion6 hacia dos grupos geograficos
distintos: los linajes IIIA (asiatico) y IlIB (americano). La propagacion del Genotipo IlIB en Las
Américas se produjo entre 1990 y 2005 ;en cambio, la difusion del Genotipo IlIA en Asia se produjo
después de 2005 (114). Respecto a la region de las Américas, estudios realizados por Messer y col
(115) ,en el analisis filogenético de 564 secuencias del gen E del genotipo Il muestreadas de todo
el mundo, revel6 que todas las cepas americanas segregan en un clister monofilético lo que sugiere

una Unica via de entrada de este genotipo en el continente y concuerda con hallazgos anteriores.

El andlisis topoldgico del arbol filogenético inferido muestra una distribucion en forma de escalera
(topologia no equilibrada) con ramas internas largas (mas cercanas a los nodos y a la raiz del arbol)
y ramas terminales cortas (8). Este patron es caracteristico de virus ARN cuyas tasas de
crecimiento poblacional son constantes y presentan una seleccién inmune débil o ausente, aunque
en el caso del complejo dengue, la existencia del fenbmeno ADE podria explicar una dindmica
compleja. De manera general, el comportamiento es similar para los serotipos reportados. Los
datos revelan que todas las secuencias en el estudio tienen un origen (Edad del Arbol) en 1993,
previo al primer aislamiento de Dengue 3 en América (reintroduccién) en 1994 via Nicaragua,
seguido de Costa Rica y Panama. El Genotipo Il aparentemente originado en la parte asiatica de
la India, se disperso6 hacia Africa durante 1980 y desde ese continente hacia América Latina durante
1994. Epidemias posteriores causadas por este genotipo se reportaron en Guatemala durante

1996-1998, asi como en Venezuela (2000-2001) reemplazando al Genotipo V que circul6 en este
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pais entre 1960-1970 (116).Estudios similares confirmaron la introduccién hacia Brasil desde la

region del Caribe ,asi como su diseminacion hacia Paraguay y Ecuador (117).

La reconstruccion de la historia demografica se muestra en el analisis del Skyride Bayesiano
(Figura 10). Este método no paramétrico identifica predictores de la dinamica poblacional como la
diversidad genética, la presidon selectiva, el tamafio de poblacién efectiva (Ne) y la distribucion
espacio-temporal, los cuales se estiman o evallan simultdneamente durante la inferencia. Dentro
de ellos el tamafio de la poblacién efectiva, de importancia fundamental para la epidemiologia de
las enfermedades infecciosas, describe el nivel de diversidad genética dentro de una poblacién a
lo largo de su historia evolutiva (83). Esto se puede definir como el tamafio de una poblacion
idealizada que se aparea al azar y que tiene los mismos cambios genéticos que la poblacién
estudiada. Durante el periodo de crecimiento exponencial de una epidemia, se demuestra que el

cambio en la Ne se correlaciona linealmente con la prevalencia de la infeccion (79).
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Figura 10. Grafico del analisis Bayesiano Skyride. El eje de las abscisas (x) representa la escala
del tiempo (afios) y el eje de las ordenadas (y) es la escala logaritmica Net (donde Ne es la mediana
tamafo de poblacion efectiva y T es el tiempo de generacion). La linea sélida delgada indica los

estimados de la mediana de la Ne.
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Se describe un periodo estable entre 1994-1997 con un NeTt=4,68. En 1994, el virus se reintrodujo
en las Américas tras una ausencia de 16 afios. Colombia y Puerto Rico notificaron este serotipo en
1977 y 1978, pero no se volvio a observar hasta 1994 en Nicaragua y Panamé (118).Entre 1996-
2004 se aprecia una tendencia al crecimiento hasta un valor maximo Net=80, fendmeno
epidemioldgico que coincide con la expansion del genotipo Il en la region, inicialmente en los
paises centroamericanos y México, y mas tarde en Puerto Rico, otras islas del Caribe y Sudamérica
(119).Seguidamente se observa una caida alrededor del 2008 (NeTt=40),con un leve incremento
sostenido y casi lineal (pequefio pico en 2014 y 2016) hasta el 2019 donde ocurre una leve
disminucién (Net=25). En este periodo coincidié la pandemia de Covid 19 con la reduccion del
namero de casos reportados por la OMS. Se aplicaron restricciones a la movilidad para suprimir la
tasa de transmision del SARS-CoV-2, lo que provoc6 cambios de comportamiento que afectaron la

transmision de otras enfermedades que circulan en la comunidad como el dengue (120).

A partir del 2021 hasta la actualidad se percibe un leve incremento, que se corresponde con un
alza y prevalencia en la cantidad de casos de dengue (53) y la existencia de nuevo linaje americano
Il reportado . Las estimaciones del tamafio efectivo de la poblacién virica en términos de nimero
efectivo de infecciones (a su vez un reflejo de los cambios subyacentes en la diversidad genética)
indican un patrén de transmision de maximos separados por minimos que pueden describirse mejor
como cuellos de botella de la poblacion (121).La evaluacion de los historiales demogréficos del
dengue sugieren un aumento espectacular del tamafio efectivo de la poblacién para los serotipos
1, 2 y 3 afinales del siglo XX y principios de la década de 2000,con una variacibn mucho menor en
el caso de Dengue 4. Estos cambios son coherentes con la propagacion del dengue por todo el
mundo en las ultimas décadas a nuevas zonas, siendo Dengue 3 y 4 los que han circulado méas

recientemente (122).

Otro aspecto analizado fue la tasa de evolucion viral o tasa de sustituciones por sitio. Este
parametro refleja la rapidez a la cual los diferentes individuos acumulan diferencias genéticas entre
ellos, dentro de una poblacién en el tiempo, como resultado de un régimen selectivo que actia
sobre esa poblacion (66).Se obtuvo una tasa de sustitucion de 1.58 x10-2 sustituciones/sitio/afio (95
% HPD, 1.3769 x 103, 1.8027x 10°%). En otras investigaciones se ha descrito que para la region de
estudio (gen E) se encuentran valores de 7.86 x 10~* (95% ClI: 7.36—8.37 x 104), mientras que para
genoma completo de 9.87 x 10* (95% Cl: 9.1-10.63 x 10%). Las diferencias entre estas
estimaciones se deben probablemente a diferente nimero de secuencias analizadas. De los
miembros del complejo dengue , Dengue 4 muestra la mayor tasa de sustituciones( 9.52 x 10%)
(123, 48).La capacidad del virus para mutar l6gicamente esta relacionada con la cantidad de
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variantes que pueden surgir de él, y por tanto mientras mas alta sea esta tasa de mutaciones, mayor
puede ser la diversidad genética, lo que incide en las caracteristicas fenotipicas del genotipo, ya
gue genera poblaciones con antigenicidad alterada, mayor transmisibilidad y virulencia. Los
arbovirus suelen existir como una coleccidon de genomas variables(cuasiespecies). Se podria
esperar que el gen de la envoltura evolucionara mas rapido que el resto del genoma debido a su
interaccion con el sistema inmunitario. De hecho, algunas investigaciones han planteado un
aumento de la tasa en el gen E para los Serotipos 3 y 4, y ligeramente mas lenta para 1y 2. Estas
elevadas tasas de mutacion pueden deberse a varios factores o0 mecanismos como: la fidelidad de
la ARN polimerasa, la capacidad de correccién de errores, la propension del acido ribonucleico a
dafarse o la edicidn por las enzimas del huésped. Este mecanismo ofrece cierta ventaja a las
diversas poblaciones mutantes como la plasticidad fenotipica y su adaptabilidad a entornos nuevos

y dindmicos.

V.3 Inferencia Filogeografica

Las epidemias de dengue se producen cada 2-5 afios en las regiones tropicales y subtropicales y
estan fuertemente influenciadas por estaciones. En muchos paises, el aumento de la movilidad
humana, los cambios sociales que afectan al contacto entre el hombre y el mosquito y los retos que
plantea el control del vector han contribuido al aumento de la actividad epidémica del dengue y al
cambio de patrones no endémicos o hipoendémicos (transmision no continua de un solo serotipo)
a patrones de transmision hiperendémica (mdultiples serotipos que co-circulan) , lo que da lugar a
un aumento de la duracién interanual de la actividad de transmision (124).

Los estudios filogeograficos previos apuntan a que hubo una Unica introduccién del Genotipo Il de
Dengue 3 en Las Américas a través de Nicaragua. Inicialmente, el flujo genético se produjo hacia
el norte y hacia el sur a lo largo del continente. Desde 1994, Brasil fue la fuente principal de origen,
sin embargo, Centroamérica (Nicaragua) fue la fuente del flujo genético inicial hacia las Antillas
Mayores, a partir de 1996 (125).Las tasas de movimiento de los linajes entre zonas geogréficas
fueron evaluadas mediante filogeografia discreta. Las rutas de transmision con Factor de Bayes
(BF) positivos (>3) se muestran en Anexo 4. Tabla suplementaria 4 y la visualizacion en el mapa

del mundo en la Figura 11. Un total de 27 paises se encuentran representados en las secuencias.
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Figura 11. Visualizacion de las rutas de transmision con BF>3 mediante el programa SPREAD 4.

Se identificaron 9 rutas con origen y destino en el continente asiatico, siendo China, Bangladesh e
India los paises emisores. Aunque para los primeros mencionados estan representados los
genotipos | y Il y la cercania con el resto de las regiones justifica la rapida diseminacion de ambos
genotipos. Los mayores valores de BF se encuentran la region de América, siendo Cuba el pais
emisor hacia EE. UU y Puerto Rico. A principios de 2022, el Departamento de Salud de Florida
(FDOH) identificd un aumento en las infecciones principalmente entre viajeros que regresaban de
Cuba (126). En julio de 2022, se inform6 de un brote de Dengue 3 en Cuba y un aumento de casos
en otros paises de las Américas (127).Los andlisis filogenéticos mostraron que tentativamente

podrian pertenecer al Genotipo Il linaje Americano Il (111), ya documentado en Brasil (128).

Los genotipos del dengue han mostrado histéricamente distribuciones geogréficas distintas en
lugares endémicos. Sin embargo, la frecuencia de los brotes ha aumentado en las Ultimas décadas,
acompafada de cambios en los patrones epidemiolégicos, como la introduccion y sustitucion de
genotipos existentes. De importancia en la vigilancia epidemiolégica de la region resaltan la
identificacion de 4 rutas de transmision intercontinental (tres de ellas pertenecen a Asia-América y
una Africa-Ameérica). Los viajeros estan mas expuestos a las infecciones y si se encuentran en la
fase virémica introducen nuevos serotipos en un pais no endémico. La India se destaca como pais

emisor hacia Ameérica, con previos reportes de viajeros procedentes de esta region y tanto las
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inferencias filogenéticas realizadas por Naveca y col (128), Cerpas y col (129) asi como la
descripcion del cluster de las secuencias cubanas analizadas apuntan al continente asiatico como
el origen del nuevo linaje. Aunque no se identific6 a Cuba como destino de las rutas inter-
continentales, el complejo escenario que experimenta Ameérica, con varias rutas de transmision
entre paises, que experimentaron un alza en el nimero de casos en el 2022 refuerza la idea de
alguna via de introduccion. En este sentido, los estudios filogeograficos no son concluyentes en
este aspecto por la limitada cantidad de secuencias empleada en el estudio.

V.4 Analisis de presiones selectivas en la evolucién de Dengue 3

Comprender el proceso de seleccidn natural es quiza el aspecto mas importante de los estudios
evolutivos del virus del dengue. La observacién méas notable en este sentido es que la seleccién
positiva (0 darwiniana) es un proceso relativamente raro, que sélo se da de forma esporadica en el
genoma y entre los serotipos. En consecuencia, la mayoria de los cambios mutacionales fijados en
las poblaciones virales son neutros y estan sujetos a la deriva genética. A pesar de ello, esta claro
gue la presion de seleccidbn dominante que actla sobre el virus del dengue es la seleccion
purificadora; la mayoria de los cambios aminoacidicos son deletéreos, reducen la aptitud y, por
tanto, se eliminan de la poblacion virica. Esta evidencia estd presente en los virus de ARN
transmitidos por artrépodos, en forma de pleiotropia antagonista :las mutaciones que son
beneficiosas o neutras en un entorno (por ejemplo, el mosquito vector) son deletéreas en otro (el

huésped humano) (130).

Las tasas evolutivas de los genes o partes de genes sometidos a seleccién natural se cuantifican
mediante la relacion entre las tasas de sustitucion no sindénima y sinénima (w = dN/dS), utilizando
modelos de codones y pruebas de probabilidad (Likelihood Likelihood Ratio Tests (LRTSs), con
hipotesis nulas basadas en una evolucion neutra (w = 1); seleccién negativa (purificadora) por w <
1 y seleccion positiva (diversificadora) indicada por w > 1. Los virus de ARN tienen tiempos de
generacion cortos y poblaciones de gran tamafio. Estas caracteristicas favorecen tasas evolutivas
rapidas, que dan lugar a poblaciones genéticamente muy diversas, con una gran capacidad de
adaptacion incluso bajo presiones selectivas muy fuertes (131). En consecuencia, las regiones del
genoma que codifican las proteinas a las que se dirige la respuesta inmunitaria (antigenos)
presentan una variabilidad mucho mayor que el resto del genoma confiriendo ventaja adaptativa.

La Figura 12 muestra un resumen gréafico de los métodos utilizados.
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Figura 12. Resumen grafico de los métodos empleados en la determinacion de los sitios sometidos
a presiones evolutivas sobre el gen de la Envoltura del virus dengue. La distribucion de probabilidad
posterior para el dN/dS obtenida en BEAST se muestra como un diagrama en violin, cuya amplitud
es igual al intervalo HPD 95% de este parametro. En el caso de MEME se muestra los sitios

identificados con valor de corte <0.1

El método MEME encontrd evidencia de seleccion positiva en 4 sitios para un valor de corte (p-
value <0.1). Estos sitios ocupan las siguientes posiciones en el alineamiento (210,243,404 y 455).
Los sitios 210 y 243 pertenecen al ED Il. Este dominio presenta regiones epitbpicas para
anticuerpos subneutralizantes que durante la infeccién secundaria por un serotipo diferente son
causantes del fendmeno ADE, direccionando en muchos casos hacia un estadio grave de la
enfermedad. Los sitios 404 y 455 estan ubicados en el dominio transmembrana que estabiliza la
interaccién con la envoltura que rodea al virion. Se ha reportado que, posterior a la entrada del virus
a la célula, el bajo pH de los endosomas provoca el reordenamiento de los dominios a la forma
trimérica de la proteina de Envoltura. Este proceso resulta en la interaccion del dominio
transmembrana con un motivo de fusién, con la consecuente liberacion del genoma viral en el

citosol de la célula (26). Aunque hay pocos estudios que se refieren a la funcionalidad de este
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segmento, aparte de su marcado caracter estabilizador, el hecho de que también algunas
posiciones estén sometidas a presion positiva podria indicar cierta ventaja en los procesos de
replicacion viral. Una profundizacibn en el impacto que tendria los cambios estructurales y

evolutivos en este segmento son necesarios para comprender la patogenia del dengue.

El calculo de dN/dS realizado en BEAST identifico tres sitios sujetos de seleccidn positiva que
abarcan las posiciones 132,329 y 380. Las investigaciones de Tan y col también identificaron estas
posiciones (métodos MEME, FEL, SLAC) en un estudio evolutivo de Dengue 3 Genotipo Il en
Malasia, con secuencias del gen de Envoltura entre los afios 1966 y 2014 provenientes de 56 paises
(132). Patil y col también reportaron los sitios 210 y 380 bajo seleccion positiva en secuencias de
la India del 2017 (133) y otros autores han planteado que los codones 329 y 124 han identificado
los linajes Americanos y Asiaticos (50).Estos sitios son conocidos por formar parte de epitopos a

células B y T respectivamente (134).

El método FUBAR utiliza un enfoque bayesiano y supone que la presion de seleccion para cada
sitio es constante a lo largo de toda la filogenia, por lo que permite detectar seleccion dominante.
En el caso del método, para un valor de probabilidad posterior (fijjado a 0.9) se encontraron 293
sitios sometidos a seleccion negativa y 198 sitios a seleccién neutral. Los bajos valores encontrados
en los sitios (Anexo 5. Tabla suplementaria 6), para toda la filogenia sugieren que las fuertes
presiones evolutivas negativas o purificadoras actian sobre el virus dengue. El virus se mantiene
por transmision horizontal a través de artropodos (mosquitos) entre huéspedes vertebrados. Como
consecuencia, debe replicarse alternativamente en entornos muy diferentes creados por
invertebrados y vertebrados. Hasta la fecha, los andlisis filogenéticos sugieren que estas
restricciones selectivas moldean la evolucién de los flavivirus. Los fenbmenos de cambios genéticos
en el genoma han afectado profundamente a la epidemiologia y virulencia de la infeccién por
dengue en todo el mundo. Estos cambios genéticos son cruciales para rastrear el origen de la
enfermedad, lo que se lleva a cabo principalmente mediante el andlisis evolutivo de las secuencias

gendmicas.

V.5.Analisis Estructural-Funcional

Las proteinas se utilizan habitualmente como dianas moleculares contra patdgenos como virus y
bacterias. Sin embargo, los patdgenos pueden evolucionar rapidamente, o que permite que sus

poblaciones aumenten en diversidad con el tiempo. Por consiguiente, para disefar terapias mas

duraderas y robustas, asi como para entender la evolucion viral en un huésped y su posterior
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transmision, es fundamental comprender los cambios que ocurren en las proteinas de los

patégenos.

La proteina de Envoltura estd compuesta por cuatro dominios principales: Dominio | (EDI, que
abarca los residuos 1-52, 132-193, 280-296), Dominio Il (EDII, residuos 53-131, 194-279),
Dominio Il (EDIII, residuos 297-394, el cual forma la apariencia globular de la proteina y se
posiciona en la superficie de la envoltura viral; mientras que el Dominio IV(residuos 395-486)
conecta los Dominios 1y Il a la region transmembrana (135). El dominio EDI se caracteriza por una
estructura de barril B de ocho hebras y actua como un puente que conecta EDII con EDIII. EI EDII
es responsable de la estabilizacion del dimero y posee un lazo de fusion, responsable de la unién
entre la membrana viral y del huésped durante la infeccién. Por ultimo, el EDIII se caracteriza por
una estructura similar a la inmunoglobulina formada por seis hebras 38 antiparalelas y anclada al
dominio C-terminal (Anexo 7. Figura suplementaria 3). Debido a su gran flexibilidad, el dominio
es relativamente independiente del resto de la proteina, por lo que se considera que interactia con
los receptores de membrana del huésped para iniciar el proceso de infeccion.

Los cambios aminoacidicos detectados en las secuencias cubanas de estudio aparecen en la Tabla
3 respecto a la cepa de dengue de Panama 1994 (DQ341209) y el mapeo en la estructura de

referencia (1Uzg, fragmento soluble) en la Figura 13.
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Tabla 3. Cambios aminoacidicos detectados en las secuencias de Dengue 3 cubanas respecto a
Panamé 1994.
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Figura 13. Representacion de la estructura dimérica de la proteina de Envoltura(1Uzg) y los
cambios detectados en las secuencias cubanas. Los cambios aminoacidicos se encuentran

identificados en colores distintivos.

Se detectaron 4 cambios que ocupan las posiciones 150,158,329 y 380 los cuales estan presentes
en todos los miembros del linaje Americano Il. Los sitios 158,329 y 380 estan ausentes en las
secuencias cubanas que circularon durante el periodo 2001-2002 y pertenecen al linaje Americano
I. EI cambio L150Q, implica la sustitucion de un aminoacido alifatico hidrofébico (Leucina) por otro
de cadena lateral polar neutra (Glutamina). Esta transicion se localiza en el ED | y forma parte de
un motivo de estructura secundaria de giro beta(3) tipo I. Como parte de este giro se establecen
interacciones por puente de hidrégeno entre Q150 y N153 (Asparagina) que pudieran estabilizar
la estructura. La sustitucion V158l se localiza igualmente en el ED I, en un elemento de estructura
secundaria de hoja beta. Este cambio de tipo conservativo implica la sustitucién de un aminoacido
hidrofébico, apolar (Valina), por otro con un aumento de CH2 en la cadena lateral (Isoleucina). En
el tercer cambio, ocurre la sustitucion V329A. Esta transicion reduce la hidrofobicidad al cambiar la
Valina por la Alanina y se encuentra localizado en un lazo tipo giro beta(B) en el EC Il. La
transversion 1380T, se localiza en el ED Il e implica el cambio de un aminoacido apolar hidrofébico,
por uno polar neutro (Treonina). EI cambio en la posicion 158 se ha detectado en aislados de
Dengue 3 provenientes de Tailandia mientras que el sitio 380 se ha observado en muestras de
genotipo | y IV de Puerto Rico, Indonesia, Brasil ,Sri Lanka y Samoa (136).Hyatt y colab (137) han
planteado que la proteina de Envoltura de los flavivirus se une a las moléculas receptoras del
hospedero a través de sitios de unién a glicosaminoglicanos compuestos por residuos basicos,
acidos y polares que contribuyen a esta interaccién .La presencia de Treonina pudiera establecer
interacciones por puente de hidrogenos con las glicosilaciones presentes en los receptores DC
SIGN favoreciendo la entrada del virus a la célula. Aunque la patogenia del dengue es multifactorial
el hecho de que la posicién 380 identificada como un sitio sometido a presiones evolutivas positivas
y ademas presente este cambio particular, supone una ventaja de las poblaciones virales que

involucra mayor transmisibilidad.

V.5 Prediccion de epitopos conformacionales a linfocitos B

Durante la infeccién viral, se espera que las glicoproteinas en la superficie del virus sean
reconocidas por los componentes del sistema inmune desencadenando la respuesta humoral y
celular con la formacion de memoria inmunologica y el estado antiviral del huésped. Los linfocitos

B reconocen los antigenos del virus y desencadenan una respuesta primaria de IgM, seguida por
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una serotipo-especifica de 1gG (138). El principal objetivo de las respuestas neutralizantes es la
proteina de la envoltura y la mayoria de los anticuerpos reconocen epitopos lineales, complejos y
cuaternarios que abarcan los tres dominios (EDI, EDIlI y EDIIl). Numerosos estudios han
demostrado que los epitopos complejos de estructura cuaternaria que presentan los oligébmeros de
la proteina de Envoltura en la superficie virica son dianas importantes de anticuerpos humanos
fuertemente neutralizantes y protectores y los andlisis de caracterizacion muestran que estos
anticuerpos se unen a epitopos cuaternarios dependientes de dimeros de la proteina de Envoltura
(139).

La Figura 14 se muestra la prediccion de epitopos conformacionales realizada en el servidor SEMA
2.0. La secuencia de la proteina esta codificada por colores en funcién de los valores predichos: el
marron indica una puntuacion de epitopo baja (cero) mientras que el ciano denota que la puntuacion
del epitopo supera el umbral (0,51), clasificando la regibn como epitopo. Los aminoacidos que,

segun las predicciones, presentan N-glicosilacion estan marcados con un asterisco en la secuencia.

Cadena A

mrcvgvGNRDFVEGLSGATWVDVV1EhGgcvttMaKNkptldielgkteatQlATLrklciegkitn*ittDsRCPTQGEaI1PEEQDgNyveckhtYy
DRGHGNGCGLFGKgs1vtcakfqcLEsiEgkivghEnlkytviitvhtgdghqvgn®*eTQgvtaEitsQastaEailpEygtlglEcspRTGLDFNEm
illtmKDkawmvhRQwffDlplpwtsGATTKTPTWNrkE11vtfKNAHAKKQEVVvLgsgegamhtaltgateiqtsGgtsifagHlKcR1KmDK1k1
kgmSYamcLNtfV1KkEvsetghgtilikvEYKGEDApckipfstEDGQGKAHNgrlitanpvvtkKEEpvnieaeppFGEsnivigIGDKA1KiNwY
rk

Cadena B
mrcvgvgnRDFVEGLSGATWVDVV1ERGgcvttmaKNkptldielgkteatQlaTlrklciEgkitn*ittDSRCPTQGEaI1PEEQDgNnyveckhtYy
DRGHWGNGCGLFGKgslvtcakfqcLEsiEgkivghEnlkytviitvhtgdghqvgn®*ETQgitaEitsQAstaEailpEygtlglEcspRtglDfnEm
i11tmKDkawmvhrQwffD1plpwtsGATTKTPTwnrkE1l1lvt FKNAHAKKQEvVvvigsgegamhtaltgateiqtsGGtsifagHlKcR1KmDk1k1
kgmSYamcLntfvlKKEVSETQHgtiliKVEYKGEDApckipfstEDGQGKAHNgrlitanpvvtkKEEpvnieaeppFGEsSNivigTGDKAIKiNwY
RK

Figura 14. Prediccion de epitopos conformacionales a linfocitos B en el servidor SEMA 2.0
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Las sustituciones L150Q y V158l con un score de 0.35 y 0.41 respectivamente no son reconocidos
para formar parte de una region epitopica conformacional; en cambio, las posiciones 329 y 380
fueron identificadas con un score de 0.59 y 0.69 respectivamente. Segun la base de datos DENVab
(http://denvabdb.bhsai.org), 159 posiciones de la proteina de Envoltura contribuyen a epitopos
de anticuerpos caracterizados, mientras que 336 posiciones aun no se han asociado a ningun
epitopo (140). La respuesta de los anticuerpos neutralizantes humanos parece dirigirse
preferentemente a la region bisagra DI/DII de los monémeros de proteina de Envoltura y a epitopos
cuaternarios que so6lo estan presentes en el contexto de los viriones intactos (141). Los mutantes
de escape que se asignan a residuos especificos del serotipo no estan distribuidos uniformemente
por toda la estructura, en cambio, se encuentran exclusivamente en el dominio Ill (se incluyen los
residuos 291, 305,381-383) (142). Los trabajos de Wahala y col se han referido a que los cambios
en los residuos de aminoacidos en las posiciones 301, 302, 304, 326-328, 330, 361, 380, 382 y 386
provocan la pérdida de union de los anticuerpos monoclonales especificos Dengue 3 Genotipo IlI
(143).Los cambios detectados en las secuencias cubanas no son variantes de escape, sin
embargo, el cambio I1380T antes mencionados podria tener un impacto en este tipo de respuesta
inmune. Varios investigadores han planteado que las modificaciones en el lazo BC del dominio Ili
(V/A 329), expuesto al solvente, disminuye la afinidad de Abs neutralizantes en estudios in vitro
(144). Aunque el dominio Il adopta un pliegue idéntico entre los cuatro serotipos de dengue, las
diferencias en las secuencias de aminoacidos definen una red distinta de interacciones lo que

define la energia de union y la capacidad de proteccién (145).

El paradigma de la inmunidad frente al dengue, segun el cual los virus de un mismo serotipo
inducen respuestas inmunitarias similares entre si, ha ido cambiando , ya que cada vez hay mas
pruebas de que la inmunidad frente al dengue no s6lo depende del serotipo, sino también de la
cepa virica de exposiciones anteriores (146). Que implicaciones tendran en el tropismo, caracter
evolutivo y en la respuesta inmune los cambios detectados, asi como el impacto en la estructura
de la proteina de envoltura son cuestiones de vital importancia en el seguimiento epidemiologo de

Dengue 3.

V.6 Discusion general

El dengue es una de las enfermedades transmitidas por mosquitos mas importantes del mundo y
su morbilidad, una de las mayores en la sanidad mundial. La incidencia mundial ha aumentado
sustancialmente en las ultimas décadas, y el area de distribucion ha pasado de so6lo nueve paises

antes de 1970 a al menos 129 paises en la actualidad. Ademas de su rapida propagacién mundial,
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los brotes de dengue en regiones endémicas provocan un numero cada vez mayor de casos y
contribuyen a aumentar la carga de los sistemas de salud publica. Las infecciones por cualquiera
de los cuatro serotipos pueden ser asintomaticas, con presentaciones clinicas que van de formas
leves a graves, aunque los Serotipos 2 y 3 han estado asociados a la mayor cantidad de casos
graves y fallecidos. El dengue es endémico en Sudamérica desde la década de 1980.
Generalmente sélo un serotipo circula episédicamente, pero todos los serotipos han circulado y
reemergido en ciclos. Hoy predomina la co-circulacién de al menos dos o tres serotipos en la

mayoria de los paises de la region.

Los trabajo de Campos y col (147) han mostrado las diferentes rutas de entrada de los serotipos
de dengue en Las Américas. Estas introducciones alteraron la dindmica de las poblaciones virales
en América del Sur, como se observo en los afios 90 y 2010 (Dengue-1 genotipo V); en 2009 y
2010 en adelante (Dengue-2 linajes II-(AS/AM)) en 1999-2000; en 2010 (Dengue-3 linajes BR I, 1l
y lll, Caribe/América del Sur); y en 2013-2014 (Dengue-4 genotipos | y II). Desde la reintroduccion
de Dengue 3 en América en 1994, los periodos epidémicos de este serotipo hasta el 2021, se han
caracterizado filogenéticamente por la existencia de un unico linaje: Americano |. La mas reciente
muestra de este linaje se reportd en México en el 2021(GenBank OM417340 y OM417341) sin
embargo las ultimas investigaciones han mostrado la existencia de un nuevo linaje (Americano Il)
con cepas representativas de Brasil, Cuba, EEUU y Puerto Rico del 2022 las cuales forman un
clado monofilético. En nuestro estudio, las muestras cubanas del 2022 se agruparon, con las
descritas de la regiébn americana en igual periodo epidémico, con la particularidad de compartir
ancestros con secuencias de la India, sefialando una posible introduccion desde el continente
asiatico.
Los analisis filodinamicos son una herramienta valiosa para entender la relacién entre los estudios
filogenéticos y geograficas de los serotipos del dengue, y puede proporcionar informacién
importante sobre la diversidad genética de la enfermedad a lo largo del tiempo y el espacio.
Ademas, el analisis filogeografico puede ayudar a comprender la dinamica de transmision del virus
tanto dentro de una regiébn concreta como entre regiones diferentes, lo que permite a los
profesionales sanitarios adoptar medidas preventivas y de control mas eficaces. Esta informacion
también puede utilizarse para identificar cuando surge una nueva cepa y como circula dentro y
fuera de la regidn, incluso antes de que los sistemas de vigilancia puedan detectar su presencia, lo
gue permite una respuesta mas rapida y eficaz a las epidemias de dengue (148). Los andlisis
filodindmicos en nuestro estudio mostraron que el ancestro comun mas reciente para ese clado
data del 2019.Ello sugiere que este linaje ha estado circulando por la region de forma inadvertida
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hasta su deteccién en Brasil en el 2022, quizas influenciado por la poca representacion y analisis
de secuencias genéticas en el periodo 2019-2022. La introduccion de este linaje desde la India en
la region de las Américas es un factor de suma preocupacion para los sistemas de salud en el
continente y se ha demostrado que la infeccion secundaria por Dengue 2, Dengue 3 y Dengue 4,
asi como la infeccion primaria por Dengue 3 (origen geograficamente diferente), aumentan el riesgo

de transmision y severidad en la poblacion susceptible.

Los estudios filogenéticos de los virus, son habituales y a menudo se utilizan para comprender
diversos aspectos como la evolucion de rasgos fenotipicos clave como la virulencia o las fuerzas
evolutivas que ejercen los hospederos. Las poblaciones virales pasan por un proceso de seleccion
natural, que se basa en las capacidades de cada variante y su posibilidad de ser transmitida a
hospederos nuevos. Por lo tanto, la adaptacion del virus a dos 0 mas especies necesarias para su
ciclo de vida (especie humanay especie artrépoda) limita la acumulacion de mutacionesy, en cierta
medida, su evolucion. Para Dengue 3, las presiones selectivas negativas dominantes para toda la
filogenia, encontradas por el método FUBAR, estan en correspondencia con lo reportado para esta
arbovirosis (123) y se justifican por el transito de la poblacion viral desde vectores invertebrados
hacia hospederos humanos; sin embargo, el método MEME encontro 4 sitios sometidos a seleccién
episddica positiva. Las posiciones 210,243,404 y 455 ocupan los dominios Il (210,243) y la region
transmembrana (404 y 455) respectivamente. Es conocido que el ED |l presenta dominios de union
a anticuerpos subneutralizantes para todos los serotipos de dengue, los cuales aumentan su
produccion ante reinfecciones de serotipos diferentes, potenciando la respuesta ADE vy el transito
hacia el estado grave de la enfermedad, mientras que el dominio transmembrana favorece el
anclaje en la membrana de los viriones los complejos de dimeros de Envoltura. Aunque el dominio
transmembrana posee una funcion estructural, pocas investigaciones han evaluado los posibles
cambios en la patogénesis y que algunas posiciones identificadas sobre la que actian fuerzas de

seleccidn positiva que pudieran representar una ventaja evolutiva.

Estudios han indicado que los aislados Americanos del genotipo Il estan asociados a epidemias
de dengue grave (119). La sustitucién aminoacidica en la posicién 329 del dominio Ill, también se
ha reportado en cepas de Ecuador, Peru y Venezuela del 2008.Este cambio de una Valina por una
Alanina reduce la hidrofobicidad del entorno y ademas de estar expuesto a la superficie fue
identificado bajo la accién de fuerzas de seleccion positiva. Un particular interés denota el cambio
en la posicion 380. La presencia de una Treonina incorpora un aminoacido polar neutro que pudiera
establecer interacciones con residuos polares en los receptores descritos para dengue, con alguna
implicacion en la entrada del virus a la célula. La localizacion de estos cambios en el dominio Il 'y
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expuestos a la superficie es significativa, ya que estan involucrados en la union a receptores
celulares, aunque estudios mas profundos son necesarios para dilucidar posibles implicaciones en
la estructura ya que es diana para el disefio de farmacos antivirales, asi como en las estrategias

vacunales actuales.

Algunas investigaciones han posicionado a Cuba como el centro de la dispersién del linaje
Americano Il. Aunque no se encontro suficiente evidencia desde la inferencia filogeografica de Cuba
siendo destino de estas introducciones, los altos flujos migratorios que experimentaron los paises
y los estudios filogenéticos y epidemioldgicos apuntan a una introduccién a Las Américas desde el
continente asiatico, particularmente de la region de la India. Se evidencié con un fuerte soporte
estadistico la transmision Cuba-EE. UU, asi como Cuba-Puerto Rico, paises que reportaron una

elevada cantidad de casos en el periodo estudiado.

La propagacion del dengue en las ultimas décadas ha convertido esta enfermedad en un grave
problema de salud publica en todo el mundo. En 2019, el dengue se encontraba dentro de las diez
amenazas de salud a nivel global con 3.1 millones de casos reportados en América. Jamaica
reporté el brote mas elevado de Dengue 3, siendo la poblacién infantil la mas afectada con una alta
tasa de hospitalizaciones y muertes, superando el umbral de mortalidad reportado por la PAHO
para las Américas (149).El Genotipo Il de Dengue 3 se ha asociado a una amplia distribucion
mundial encontrandose en Asia, América, Africa y Europa. Los virus con caracteristicas
cosmopolitas demuestran una alta transmisibilidad y se diseminan rapidamente tras su introduccion

en nuevas localizaciones geogréficas.

En 2023 se registré un incremento global en la transmisién del dengue, caracterizado por un
aumento considerable del nimero casos y por la simultaneidad de multiples brotes, incluso en
zonas libre de dengue. Durante el afio 2024 y hasta la semana epidemioldgica (SE) 12, se
notificaron 3.578.414 casos de dengue a la Plataforma de Informacion de Salud para las Américas
(PLISA). De este total, 2.888 fueron caracterizados como dengue grave (0,08%) y se registraron
1.039 casos fatales (tasa de letalidad 0,029%). El total de casos notificados a través de PLISA en
2024 representa un incremento de mas de tres veces en comparacion al mismo periodo del 2023
en la Region de las Américas (150).Aunque la patogenia del dengue es multifactorial ,la circulacion
del nuevo linaje Americano Il de Dengue 3 en la region esta asociado con el alza en el nimero de

casos y los sintomas de alarma en la poblacion infantil.

Durante la identificacion de este nuevo linaje en el 2022 se confirmaron 306 nifios con dengue entre

los meses de Junio y Noviembre (5-14 afos), de ellos un 67 % fueron admitidos con signos de
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alarma y un 37,6% clasificados como dengue severo (Fuente: Base de Datos LNR Arbovirus,
IPK, 2022). Es importante destacar que desde el afio 1981 no teniamos asociacion de gravedad a
dengue en niflos. Este hecho estuvo influenciado por la exposicion prolongada de la poblacion
infantil a los Serotipos 1 y 2 (con ausencia de circulacion de Dengue 3 hasta el 2022) y el impacto
de la respuesta inmune en una poblacién susceptible. También se podria considerar una mayor
capacidad de replicacidén del nuevo linaje en el hombre o en el vector. Dengue 3 supuso un reto
para nuestro sistema de vigilancia debido al riesgo de una nueva epidemia en una poblacion
altamente susceptible donde la vigilancia gendmica de nuevos linajes circulantes es prioridad para

el sistema de salud cubano.
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CAPITULO VI. CONCLUSIONES

1)

2)

3)

4)

Las relaciones filogenéticas de las secuencias cubanas durante el periodo epidémico
del 2022 confirman su agrupamiento en el nuevo linaje Americano 1l con
representantes de EE. UU, Brasil y Puerto Rico.

El Serotipo 3 mantiene una poblacion efectiva estable, con fluctuaciones que se
corresponden con la periodicidad reflejados en la epidemiologia de la enfermedad.
Las presiones evolutivas a lo largo de toda la filogenia indican que la seleccién
negativa es dominante sobre dengue, con varios sitios sometidos a presiones
evolutivas episddicas.

Las secuencias cubanas muestran cambios aminoacidicos en regiones funcionales
de la proteina de envoltura, compartidos por los miembros del clado y con posibles

implicaciones en la patogenia del virus.
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CAPITULO VII. RECOMENDACIONES

1)

2)

3)

4)

Emplear secuencias de Dengue 3 de anteriores periodos epidémicos, para una
caracterizacion completa de este serotipo en Cuba.

Realizar analisis filogeograficos continuos para analizar la dispersion del Serotipo 3
en las provincias cubanas.

Analizar el grado de conservacion epitdpica de las secuencias de dengue 3 cubanas
respecto a los candidatos vacunales CYD-TDV, TAK -003 y TV003 mediante
cartografia antigénica.

Realizar estudios sobre las implicaciones de los cambios aminoacidicos detectados

en la proteina de Envoltura en la patogenia de Dengue 3.
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Anexo 1. Tabla Suplementaria 1.

ANexos

Resumen de las secuencias empleadas en el estudio. Se especifica el nimero de acceso a

GenBank, Pais y Afio.

Numero de Acesso GenBank | Pais Afo
LC436661 Bangladesh 2027
LC436663 Bangladesh 2017
LC436665 Bangladesh 2017
0Q826973 Bangladesh 2021
0Q827009 Bangladesh 2022
0Q827013 Bangladesh 2022
00827014 Bangladesh 2022
0Q827015 Bangladesh 2022
DQ177886 Bolivia 2003
DQ118882 Brazil 2007
FJ850079 Brazil 2003
0Q706228 Brazil 2023
1033 CUBA 2022
1052 CUBA 2022
1144 CUBA 2022
1166 CUBA 2022
1191 CUBA 2022
1206 CUBA 2022
1255 CUBA 2022
1261 CUBA 2022
147 CUBA 2022
181 CUBA 2022
234 CUBA 2022
280 CUBA 2022
297 CUBA 2022
318 CUBA 2022
350 CUBA 2022
415 CUBA 2022
419 CUBA 2022
502 CUBA 2022
530 CUBA 2022
538 CUBA 2022
629 CUBA 2022
703 CUBA 2022
705 CUBA 2022
MG840490 China 2015
MG840492 China 2015
MG840494 China 2015
MG840496 China 2015
MG840505 China 2016
MG840514 China 2017
MG840515 China 2017
MG840516 China 2017
KX926478 Colombia 2009
KX926479 Colombia 2009
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KX926480 Colombia 2010
MK040425 Colombia 2013
MK040426 Colombia 2013
MK040427 Colombia 2013
MK614071 Colombia 2013
MZz505712 Colombia 216

00821502 Colombia 2021
MZ505714 Costa Rica 2013
MH346207 Ecuador 2014
0Q579499 Filipinas 2015
PP234923 Filipinas 2019
PP234925 Filipinas 2018
PP234926 Filipinas 2018
OR229980 Guadalupe 2020
OR229981 Guadalupe 2020
MZ310551 India 2019
MZ505718 India 2018
OP164332 India 2019
0OP164333 India 2019
OP164335 India 2019
OP164336 India 2018
0OP164341 India 2019
OP895705 India 2018
0P921002 India 2022
0Q721959 India 2022
0Q721962 India 2022
PP087307 India 2021
MHO036413 Indonesia 2016
MHO036414 Indonesia 2015
MHO036415 Indonesia 2016
MT122198 Indonesia 2017
MT122199 Indonesia 2017
MT122200 Indonesia 2017
ON229519 Indonesia 2020
LC461024 Maldivas 2019
OR229978 Martinica 2020
OR229983 Martinica 2020
OR229984 Martinica 2020
MH936415 Mexico 2016
MH936416 Mexico 2016
MH936417 Mexico 2016
OM417340 Mexico 2021
HQ541802 Nicaragua 2009
HQ541803 Nicaragua 2009
HQ541804 Nicaragua 2009
KF973478 Nicaragua 2012
KF973486 Nicaragua 2012
KF973487 Nicaragua 2011
0Q132878 Nigeria 2022
DQ341209 Panama 1994
EU045322 Paraguay 2004
EU045324 Paraguay 2006

ANexos
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EUO045325 Paraguay 2006
DQ177888 Peru 2004
KJ189298 Peru 2008
KJ189300 Peru 2008
KJ189301 Peru 2008
EU529692 Puerto Rico 2006
EU596494 Puerto Rico 2007
EU854298 Puerto Rico 2002
0Q836206 Puerto Rico 2022
0Q836208 Puerto Rico 2022
MW288037 Senegal 2018
MW288040 Senegal 2018
OR394023 Siri Lanka 2019
OR394043 Siri Lanka 2019
OR394048 Siri Lanka 2019
OR394052 Siri Lanka 2020
OR394054 Siri Lanka 2020
KU728208 Suriname 2005
KU728209 Suriname 2005
KU728210 Suriname 2005
MG840498 Tailandia 2015
MZ636817 Tailandia 2020
MZ636818 Tailandia 2020
MZ636819 Tailandia 2020
0Q445927 Estados Unidos | 2022
0Q445948 Estados Unidos | 2022
0Q445953 Estados Unidos | 2022
DQ367721 Venezuela 2003
KF955481 Venezuela 2007
KF955484 Venezuela 2008
OR821726 Nepal 2022

ANexos
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ANexos

Anexo 2. Tabla suplementaria Il.

Resultados de la seleccion de modelos evolutivos en ModelFinder
AIC (Criterio de informacion de Akaike)

AlCc (Criterio de informacion de Akaike corregido)

BIC (Criterio de informacién de Bayesiano)

Modelo LogL AIC w-AIC AlCc w-AlCc BIC w-BIC

TIM2+F+G4 -7425.0486 [ 15294.0971 -0.0177 | 15373.3067 -0.0484 [ 16469.5996 0.6134
TIM2+F+I+G4 | -7422.0979 | 15290.1957 0.1242| 15370.1829 0.2307 | 16470.9933| 0.3056
TN+F+G4 -7432.2091 | 15306.4182 0] 15384.8546 -0.0002 | 16476.6256| -0.0183
TIM3+F+G4 -7428.6295 [ 15301.259 -0.0005 | 15380.4686 -0.0013 | 16476.7615( -0.0171
GTR+F+G4 -7421.4841 | 15290.9683 0.0844| 15371.7375 0.106 [ 16477.0609| -0.0147
TN+F+1+G4 -7429.3075| 15302.615 -0.0002 | 15381.8246 -0.0007 | 16478.1175| -0.0087
TIM3+F+I+G4 | -7425.6634 | 15297.3268 -0.0035( 15377.314 -0.0065 | 16478.1243 | -0.0086
GTR+F+I+G4 -7418.4655 | 15286.9311 0.6352| 15368.4868 0.5387| 16478.3188| -0.0078
TIM2+F+R2 -7426.4285| 15298.857 -0.0016 | 15378.8442 -0.003 | 16479.6546 -0.004
TIM+F+G4 -7431.7329 [ 15307.4658 0| 15386.6754 -0.0001 | 16482.9683 | -0.0008
TIM+F+1+G4 -7428.8273 | 15303.6545 -0.0001 | 15383.6417 -0.0003 | 16484.4521| -0.0004
TIM2+F+R3 -7421.8505 | 15293.7011 -0.0215( 15375.2568 -0.0183 | 16485.0888| -0.0003
TIM3+F+R2 -7430.0519 [ 15306.1038 0| 15386.091 -0.0001 | 16486.9014( -0.0001
TN+F+R2 -7433.782| 15311.564 0] 15390.7736 0] 16487.0665| -0.0001
GTR+F+R2 -7423.1269 | 15296.2538 -0.006 | 15377.8095 -0.0051 | 16487.6415| -0.0001
TIM3+F+R3 -7425.5483 [ 15301.0966 -0.0005 | 15382.6523 -0.0005 [ 16492.4843 0
GTR+F+R3 -7418.2711 | 15290.5422 0.1044 | 15373.6844 -0.0401 16492.52 0
TN+F+R3 -7429.3165 | 15306.6331 0] 15387.4023 0] 16492.7257 0
TIM+F+R2 -7433.3283 [ 15312.6567 0| 15392.6438 0| 16493.4542 0
TIM+F+R3 -7428.6662 | 15307.3323 0] 15388.8881 0 16498.72 0
TIM2e+G4 -7451.9262 | 15341.8524 0] 15418.7558 0] 16501.4698 0
TIM2e+1+G4 -7448.5796 [ 15337.1592 0| 15414.8269 0| 16502.0716 0
SYM+G4 -7447.4887 | 15336.9774 0] 15415.4138 0] 16507.1848 0
SYM+I+G4 -7444.0821 | 15332.1643 0] 15411.3739 0] 16507.6668 0
TIM2e+R2 -7453.0689 [ 15346.1379 0| 15423.8056 0 16511.0503 0
TIM3e+G4 -7456.7823 | 15351.5645 0] 15428.468 0] 16511.1819 0
TIM3e+l+G4 -7453.5005| 15347.001 0] 15424.6687 0] 16511.9134 0
TIM2+F+| -7446.606 [ 15337.2121 0| 15416.4217 0| 16512.7146 0
TNe+G4 -7461.2454 | 15358.4908 0] 15434.6344 0] 16512.8131 0
TNe+l+G4 -7458.0618 | 15354.1235 0] 15431.0269 0] 16513.7409 0
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Anexo 3. Figura suplementaria |

Prueba de saturacion y ruido realizada en Dambe 7.0.

Las

ANexos

transiciones (azul) vy

transversiones(verdes) contra distancia génica para las tres posiciones en los codones (+1, +2, +3)

0.09

0.07 -

0.04 -

s and v

0.03 |-

0.01 |-

] P

|

1

0.00 NS L

0.0000 0.0197 0.0394 0.0591 0.0788

TN93 distance

0.0985

0.1182

Tabla suplementaria 3. Prueba de Xia y colaboradores para saturacion.

Iss: Indice de saturacién

Iss.cSym: indice de saturacion critica para prueba simétrica

Iss.cAsym: indice de saturacion critica para prueba asimétrica

NumOTU | Iss Iss.cSym | T DF P Iss.cAsym T DF P

4 0.057 | 0.833 126.302 | 1472 | 0.0000 | 0.803 121.349 | 1472 | 0.0000
8 0.059 | 0.808 112.277 | 1472 | 0.0000 | 0.708 97.245 | 1472 | 0.0000
16 0.057 | 0.792 112.325 | 1472 | 0.0000 | 0.607 84.151 | 1472 | 0.0000
32 0.058 | 0.774 108.571 | 1472 | 0.0000 | 0.489 65.407 | 1472 | 0.0000

Diferencias Significativas

Si No
Iss>Iss.c Poca Saturacion Saturacion
sustancial
Iss<lIss.c Secuencias no Pobre para
utilizables filogenética
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Anexo 3. Figura suplementaria 2.

Mapeos de Verosimilitud para las secuencias del gen E realizados en TreePuzzle ver 5.3.

28.8%

8.7%

33.4% 33.6%

29.4% 1.2% 29.7%

75



Anexos

Anexo 4. Tabla suplementaria 4.

Rutas de conexiones epidemioldgicas con BF>3.Se puntualiza los sitios de origen, destino. En color
verde las rutas de trasmision con origen y destino en América(verde), asiatica(rojo) e
intercontinentales(azul).

| Desde Hasta BF |

Martinica

Guadalupe 96.17306098

Martinica Senegal 20.31516547

CUBA India 15.90330851
Paraguay Suriname 9.81957941
Guadalupe Maldivas 8.434890362

Panama Puerto Rico 7.527846924
India  Martinica  7.300464915
Brazil Panama 6.713614264
Guadalupe India 6.145829951
Brazil Colombia 5.669080185
Brazil Suriname 5.230339757
Paraguay Puerto Rico 5.216546279

Costa Rica México 4.566482534

76



Brazil Peru 4.464943126
Colombia Peru 4.464943126
Colombia Ecuador 4.277844191
Puerto Rico Venezuela 3.927813838
Peru Venezuela 3.281548956

| Guadalupe Senegal 3.120024274 |

Anexos
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Anexo 5. Tabla suplementaria 5.

Anexos

Resultado de la seleccion episodica por el método MEME con un valor de corte (p-value= 0.05)

# branches | Total
under branch | MEME FEL
Site | Partition | alpha | Beta! | P! Beta* P+ LRT | p-value | selection length | LogL FEL LogL |alpha |FEL beta

1 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0

2 1| 5.01 0 0 1.62 1 0 0.67 0 0 -8.3 -8.3 1 5

3 1 0 0 0 3.04 1| 0.96 0.33 1 0| -13.64 -13.63 0.99 0

4 1) 11.16 0 0 2.85 1 0 0.67 0 0| -21.44 -21.44 1 11.31

5 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0

6 1) 16.77 13 0 1.09 1 0 0.67 0 0| -29.75 -29.75 1 16.66

7 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0

8 1| 5.24| 0.02 0 6.67 1 0 0.67 1 0| -23.89 -23.9 1 5.29

9 1] 20.13 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -21.34 -21.34 1 20.12
10 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
11 1| 2.45 0 0 0.81 1 0 0.67 0 0 -9.81 -9.81 1 2.43
12 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
13 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
14 1) 15.57 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -30.82 -30.82 1 15.49
15 1| 2.97| 0.04 0 5.72 1 0 0.65 1 0| -22.35 -22.35 1 2.97
16 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
17 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
18 1] 8.62 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0 -22.4 -22.4 1 8.58
19 1] 16.03 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -23.84 -23.84 1 16.22
20 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
21 1 0 0 0 1.25 1] 1.01 0.32 1 0| -10.39 -10.39 1 0
22 1 0 0 0 1.85 1] 1.04 0.31 1 0| -11.07 -11.07 1 0
23 1| 3.67 0 0 1.36 1 0 0.67 0 0 -9.55 -9.55 1 3.72
24 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
25 1] 855 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -28.78 -28.78 1 8.51
26 1) 14.96 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -14.58 -14.58 1 14.9
27 1] 8.33 0 0 1.33 1 0 0.67 0 0| -19.71 -19.71 1 8.42
28 1| 5.92 0 0 1.68 1 0 0.67 0 0| -17.22 -17.22 1 6
29 1] 3.68 0 0 1.4 1 0 0.67 0 0 -8.77 -8.77 1 3.67
30 1) 241 0 0 1.08 1 0 0.67 0 0| -11.35 -11.35 1 2.4
31 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
32 1] 13.23 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -28.11 -28.11 1 13.2
33 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
34 1] 0.08| 0.04 0 1.84 1] 0.01 0.64 0 0| -11.37 -11.37 1 0.07
35 1| 8.41 0 0 1.4 1 0 0.67 0 0| -20.51 -20.51 1 8.37
36 1| 8.62 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0 -16.2 -16.2 1 8.58
37 1] 2.64 0 0 1.15 1 0 0.67 0 0 -9.66 -9.66 1 2.64
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38 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
39 1] 10.51 0 0 1.48 1 0 0.67 0 0| -27.45 -27.45 1 10.44
40 1 7.2 0 0 5.91 1 0 0.67 0 0| -23.32 -23.27 0.96 7.43
41 1| 4.95 0 0 1.3 1 0 0.67 0 0| -20.52 -20.52 1 4.87
42 1| 16.69 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -26.28 -26.28 1 16.57
43 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
44 1 4.3 0 0 1.51 1 0 0.67 0 0 -9.48 -9.48 1 4.29
45 1| 6.29 0 0 1.52 1 0 0.67 0 0| -16.87 -16.87 1 6.21
46 1| 4.17 0 0 1.04 1 0 0.67 0 0 -9.07 -9.07 1 4.24
47 1 4.3 0 0 1.51 1 0 0.67 0 0| -10.03 -10.03 1 4.29
48 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
49 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
50 1| 4.63 0 0 1.02 1 0 0.67 0 0| -13.01 -13.01 1 4.62
51 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
52 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
53 1| 6.15 0 0 1.34 1 0 0.67 0 0| -22.67 -22.67 1 6.13
54 1| 3.93 0 0 1.45 1 0 0.67 0 0 -8.63 -8.63 1 3.92
55 1| 2.27 0 0 1.04 1 0 0.67 0 0 -9.8 -9.8 1 2.27
56 1| 2.96 0 0 0.97 1 0 0.67 0 0 -14 -14 1 2.91
57 1| 4.18 0 0 1.45 1 0 0.67 0 0 -8.48 -8.48 1 4.24
58 1| 9.25 0 0 1.44 1 0 0.67 0 0| -10.94 -10.94 1 9.2
59 1| 7.46 0 0 2.35 1 0 0.67 0 0| -30.88 -30.88 1 7.44
60 1| 2.88 0 0 1.18 1 0 0.67 0 0 -10.8 -10.8 1 2.91
61 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
62 1| 4.27 0 0 1.25 1 0 0.67 0 0 -9.34 -9.34 1 4.29
63 1| 11.7 0 0 4.01 1 0 0.67 0 0| -15.35 -15.35 1 11.64
64 1 5.5 0 0 8.25 1| 0.02 0.63 1 0| -15.84 -15.82 0.98 5.5
65 1| 4.69 0 0 1.24 1 0 0.67 0 0| -13.98 -13.98 1 4.65
66 1| 9.46 0 0 1.44 1 0 0.67 0 0| -23.64 -23.64 1 9.41
67 1| 837 0.29 0 6.53 1 0 0.67 0 0| -27.42 -27.42 1 8.24
68 1]|16.04] 1.06 0 1.08 1 0 0.67 0 0| -18.79 -18.78 1 16.07
69 1 0 0 0 1.12 1| 0.51 0.43 1 0| -12.35 -12.35 1 0
70 1| 6.16 0 0 1.71 1 0 0.67 0 0| -16.32 -16.32 1 6.24
71 1| 2.65 0 0 0.78 1 0 0.67 0 0 -8.87 -8.87 1 2.49
72 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
73 1| 8.96 0 0 1.55 1 0 0.67 0 0| -11.48 -11.48 1 9.08
74 1| 5.13 0 0 1.28 1 0 0.67 0 0| -11.88 -11.88 1 5.08
75 1| 10.73 0 0 2.79 1 0 0.67 0 0| -26.77 -26.77 1 10.65
76 1| 7.12 0 0 1.32 1 0 0.67 0 0| -15.96 -15.97 1 7.24
77 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
78 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
79 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
80 1| 7.59 0 0 1.76 1 0 0.67 0 0| -13.24 -13.24 1 7.44
81 1| 3.99| 0.13 0 6.53 1| 0.38 0.46 0 0| -36.02 -36.02 1 3.95
82 1| 9.89 0 0 3.26 1 0 0.67 0 0| -25.56 -25.56 1 9.85
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83 1 0 0 0 1.88 1 0.8 0.36 1 0| -13.32 -13.31 0.99 0
84 1| 4.38 0 0 1.53 1 0 0.67 0 0 -9.42 -9.42 1 4.37
85 1| 4.24 0 0 1.5 1 0 0.67 0 0 -9.65 -9.65 1 4.23
86 1| 4.07 0 0 1.1 1 0 0.67 0 0 -9.58 -9.58 1 4.29
87 1| 2.64 0 0 1.15 1 0 0.67 0 0| -11.05 -11.05 1 2.64
88 1| 14.38 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -16.58 -16.58 1 13.66
89 1| 533 0 0 1.61 1 0 0.67 0 0| -15.43 -15.43 1 5.39
90 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
91 1| 734 0 0 1.38 1 0 0.67 0 0| -14.88 -14.88 1 7.59
92 1| 7.62 0 0 1.36 1 0 0.67 0 0| -20.42 -20.42 1 7.59
93 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
94 1]15.28 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -22.75 -22.75 1 15.21
95 1| 3.96 0 0 1.17 1 0 0.67 0 0| -10.29 -10.29 1 4.07
96 1| 2.68 0 0 1.13 1 0 0.67 0 0| -10.77 -10.77 1 2.71
97 1]11.84 0 0 2.83 1 0 0.67 0 0| -18.49 -18.49 1 12.01
98 1| 5.28 0 0 1.6 1 0 0.67 0 0| -15.11 -15.11 1 5.33
99 1| 4.75 0 0 1.59 1 0 0.67 0 0| -12.88 -12.88 1 4.74
100 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
101 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
102 1 7.5 0 0 1.34 1 0 0.67 0 0 -13.6 -13.6 1 7.64
103 1| 533 0 0 1.61 1 0 0.67 0 0| -13.93 -13.93 1 5.39
104 1| 471 0 0 1.84 1 0 0.67 0 0| -17.88 -17.88 1 4.63
105 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
106 1| 1.92 0 0 0.84 1 0 0.67 0 0| -11.84 -11.84 1 1.92
107 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
108 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
109 1| 4.63 0 0 1.33 1 0 0.67 0 0| -14.59 -14.59 1 4.56
110 1| 8.75 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -14.67 -14.67 1 8.7
111 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
112 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
113 1| 3.91 0 0 1.13 1 0 0.67 0 0 -15.2 -15.2 1 3.84
114 1| 3.96 0 0 1.45 1 0 0.67 0 0 -9.59 -9.59 1 3.95
115 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
116 1| 7.77 0 0 1.37 1 0 0.67 0 0| -15.58 -15.58 1 7.73
117 1| 8.23 0 0 2.3 1 0 0.67 0 0| -13.58 -13.58 1 8.02
118 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
119 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
120 1| 541 0 0 1.43 1 0 0.67 0 0| -10.44 -10.44 1 5.35
121 1| 5.29 0 0 1.39 1 0 0.67 0 0| -13.24 -13.24 1 5.21
122 1| 14.57 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -43.18 -43.18 1 14.48
123 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
124 1| 32.4) 8.25 0 9.7 1 0 0.67 0 0| -80.28 -80.29 1 32.22
125 1 0 0 0 1.92 1| 0.15 0.55 1 0 -11.3 -11.29 0.99 0
126 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
127 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
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128 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
129 1|31.36 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -40.87 -40.87 1 31.63
130 1| 6.95 0 0 1.54 1 0 0.67 0 0| -16.49 -16.49 1 6.94
131 1| 15.36 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -19.28 -19.28 1 15.19
132 1 0 0 0 4.31 1| 2.87 0.11 2 0| -21.29 -21.29 1 0
133 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
134 1| 533 0 0 1.61 1 0 0.67 0 0] -13.99 -13.99 1 5.39
135 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
136 1| 16.5 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -18.12 -18.12 1 16.47
137 1| 2.65 0 0 0.78 1 0 0.67 0 0| -10.56 -10.56 1 2.49
138 1| 13.66 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -26.57 -26.57 1 13.8
139 1] 10.34 0 0 694.03 1| 1.22 0.28 1 0| -28.88 -28.23 0.52 9.77
140 1 24| 0.03 0 2.52 1 0 0.66 0 0| -27.33 -27.33 1 2.38
141 1| 9.79 0 0 2.1 1 0 0.67 0 0| -25.18 -25.18 1 9.73
142 1| 3.89 0 0 1.44 1 0 0.67 0 0| -10.83 -10.83 1 3.88
143 1| 3.67 0 0 1.36 1 0 0.67 0 0 -9.64 -9.64 1 3.72
144 1]11.41 0 0 2.71 1 0 0.67 0 0| -23.14 -23.14 1 11.36
145 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
146 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
147 1| 2.59 0 0 1.14 1 0 0.67 0 0 -9.66 -9.66 1 2.59
148 1| 5.29 0 0 1.39 1 0 0.67 0 0| -10.47 -10.47 1 5.21
149 1| 8.16 0 0 1.32 1 0 0.67 0 0| -21.88 -21.88 1 8.24
150 1 0 0 0 7.03 1| 1.14 0.29 1 0| -12.43 -12.42 0.99 0
151 1| 3.59 0 0 1.38 1 0 0.67 0 0| -11.76 -11.76 1 3.59
152 1| 3.89 0 0 1.44 1 0 0.67 0 0 -9.68 -9.68 1 3.88
153 1| 241 0 0 1.08 1 0 0.67 0 0 -9.18 -9.18 1 2.4
154 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
155 1| 7.46 0 0 1.58 1 0 0.67 0 0| -13.62 -13.62 1 7.44
156 1| 433 3.12 0 3.29 1 0 0.67 0 0| -17.15 -17.15 4.38
157 1| 8.06 0 0 8.82 1 0 0.66 1 0| -24.32 -24.28 0.96 8.25
158 1| 10.71 0 0 16.83 1| 0.08 0.58 1 0| -43.68 -43.6 0.92 10.28
159 1|11.46 0 0 1.33 1 0 0.67 0 0| -19.17 -19.17 1 11.36
160 1| 4.07 0 0 4.94 1| 0.01 0.65 1 0 -19.3 -19.29 0.99 4.14
161 1]19.05] 1.36 0 3.65 1 0 0.67 0 0| -31.35 -31.35 1 18.86
162 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
163 1| 7.96 0 0 6.26 1 0 0.67 0 0| -23.98 -23.95 0.96 8.08
164 1|11.51 0 0 2.98 1 0 0.67 0 0| -24.76 -24.76 1 11.48
165 1| 417 0 0 1.04 1 0 0.67 0 0 -10.9 -10.9 1 4.24
166 1| 7.99 0 0 1.61 1 0 0.67 0 0| -14.06 -14.06 1 7.97
167 1| 7.18 0 0 121.7 1| 0.34 0.48 1 0| -21.76 -21.57 0.83 7.88
168 1|14.74 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -30.61 -30.61 1 14.68
169 1]11.08 0 0 21.17 1| 0.24 0.51 1 0| -34.34 -32.9 0.24 11.21
170 1| 537 0 0 1.09 1 0 0.67 0 0 -9.42 -9.42 1 5.35
171 1| 2.29 0 0 4.08 1| 0.02 0.62 1 0 -16.4 -16.39 0.98 2.29
172 1 0 0 0 5.26 1| 1.66 0.22 2 0| -15.93 -15.92 0.99 0
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173 1| 6.09 0 0 1.26 1 0 0.67 0 0| -18.74 -18.74 1 6.06
174 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
175 1| 16.25 0 0 0 1 0 0.67 0 0] -15.11 -15.11 1 16.22
176 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
177 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
178 1| 2.61 0 0 1.14 1 0 0.67 0 0] -11.09 -11.09 1 2.6
179 1 1.9 0 0 0.89 1 0 0.67 0 0| -10.58 -10.58 1 1.92
180 1| 7.41 0 0 1.28 1 0 0.67 0 0| -13.98 -13.98 1 7.48
181 1| 9.01 0 0 1.2 1 0 0.67 0 0| -32.93 -32.93 1 9.01
182 1| 5.22 0 0 1.07 1 0 0.67 0 0 -8.32 -8.32 1 5.21
183 1| 2.65 0 0 0.78 1 0 0.67 0 0| -10.45 -10.44 1 2.49
184 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
185 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
186 1| 9.81 0 0 1.9 1 0 0.67 0 0| -17.38 -17.38 1 9.94
187 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
188 1| 3.94 0 0 1.05 1 0 0.67 0 0| -15.24 -15.24 1 3.81
189 1| 9.81 0 0 2.56 1 0 0.67 0 0| -31.41 -31.41 1 9.85
190 1] 15.36 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -27.48 -27.48 1 15.19
191 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
192 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
193 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
194 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
195 1| 8.43 0 0 1.55 1 0 0.67 0 0| -18.75 -18.75 1 8.65
196 1| 8.16 0 0 1.86 1 0 0.67 0 0| -22.92 -22.92 1 8.22
197 1| 4.83 0 0 1.02 1 0 0.67 0 0| -16.83 -16.83 1 4.79
198 1| 3.87 0 0 4.94 1| 0.01 0.64 1 0| -16.25 -16.23 0.98 3.97
199 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
200 1| 8.62 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -13.67 -13.67 1 8.58
201 1 0 0 0 3.75 1| 1.04 0.31 1 0 -13 -12.99 0.99 0
202 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
203 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
204 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
205 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
206 1| 3.93 0 0 1.16 1 0 0.67 0 0 -9.08 -9.08 1 4.03
207 1 11 0 0 2.69 1 0 0.67 0 0 -21.1 -21.1 1 10.93
208 1 0 0 0 3.78 1| 0.67 0.39 1 0| -11.05 -11.04 0.99 0
209 1| 531 0 0 1.4 1 0 0.67 0 0 -9.02 -9.02 1 5.26
210 1 0 0 0 247.15 1| 5.87 0.02 1 0| -16.94 -14.02 0.05 0
211 1| 241 0 0 1.06 1 0 0.67 0 0| -11.33 -11.33 1 2.43
212 1 0 0 0 1.01 1| 0.69 0.38 1 0| -11.96 -11.96 1 0
213 1| 8.19 0 0 1.47 1 0 0.67 0 0| -16.84 -16.84 1 8.15
214 1| 1.44) 0.02 0 1.75 1| 0.01 0.64 0 0 -19.5 -19.5 1 1.45
215 1| 3.99 0 0 62.24 1| 0.25 0.51 1 0| -27.16 -27.03 0.87 3.86
216 1| 7.62| 1.35 0 3.57 1 0 0.67 0 0| -36.37 -36.38 1 7.68
217 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
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218 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 0
219 1| 3.94] 0.05 0 4.28 1 0 0.65 0 0| -17.17 -17.17 1 3.79
220 1 3.9 0 0 1.4 1 0 0.67 0 0] -12.33 -12.33 1 3.95
221 1| 3.84 0 0 1.43 1 0 0.67 0 0 -7.63 -7.63 1 3.84
222 1| 20.92 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -36.41 -36.41 21
223 1] 19.28 0 0 973.34 1| 3.38 0.09 2 0| -38.53 -36.63 0.15 16.36
224 1| 4.43) 0.02 0 4.67 1 0 0.67 1 0| -16.72 -16.71 0.99 4.42
225 1 0 0 0 1.92 1| 0.64 0.39 1 0 -8.85 -8.85 1 0
226 1 0 0 0 1.14 1 0.5 0.43 1 0 -9.64 -9.64 1 0
227 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
228 1| 16.98 0 0 697.74 1 2.4 0.15 2 0| -40.99 -39.64 0.26 12.98
229 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
230 1| 19.67 0 0 0 1 0 0.67 0 0 -27 -27 1 19.72
231 1| 4.09] 3.56 0 3.81 1 0 0.67 0 0| -20.58 -20.58 1 4
232 1| 4.57 0 0 1.56 1 0 0.67 0 0 -6.98 -6.98 1 4.56
233 1| 4.09] 1.69 0 2.51 1 0 0.67 0 0| -15.35 -15.35 1 4.24
234 1| 2.09 0 0 0.72 1 0 0.67 0 0| -10.06 -10.06 1 2.08
235 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
236 1| 3.59 0 0 1.38 1 0 0.67 0 0 -12 -12 1 3.59
237 1| 7.89] 1.09 0 1.32 1 0 0.67 0 0| -19.82 -19.82 1 7.96
238 1]12.29 0 0 2.88 1 0 0.67 0 0| -23.77 -23.77 1 12.36
239 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
240 1|35.64] 1.85 0 1.25 1 0 0.67 0 0| -45.85 -45.85 1 35.42
241 1| 7.77) 0.73 0 2.72 1 0 0.67 0 0| -23.87 -23.88 1 7.71
242 1| 5.47 0 0 1.32 1 0 0.67 0 0| -13.64 -13.64 1 5.42
243 1] 9.19 0 0| 2241.88 1| 5.92 0.02 1 0| -26.03 -22.43 0.03 11.44
244 1{10.34 0 0 2.03 1 0 0.67 0 0| -13.57 -13.57 1 10.18
245 1| 5.27 0 0 1.66 1 0 0.67 0 0| -11.24 -11.24 1 5.26
246 1| 511 2.32 0 3.82 1 0 0.67 0 0| -17.36 -17.36 1 5.34
247 1| 5.73 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0 -9.39 -9.39 1 5.52
248 1| 3.89 0 0 1.44 1 0 0.67 0 0 -11 -11 1 3.88
249 1| 7.37 0 0 1.28 1 0 0.67 0 0| -20.05 -20.05 1 7.44
250 1| 4.69 0 0 0.93 1 0 0.67 0 0| -13.24 -13.24 1 4.65
251 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
252 1| 3.98 0 0 0.94 1 0 0.67 0 0 -9.8 -9.79 1 4.03
253 1| 7.46 0 0 1.58 1 0 0.67 0 0| -13.47 -13.47 1 7.44
254 1| 10.96 0 0 2.83 1 0 0.67 0 0| -16.29 -16.29 1 10.76
255 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
256 1| 7.99 0 0 1.54 1 0 0.67 0 0| -15.65 -15.65 1 7.85
257 1| 3.84 0 0 1.43 1 0 0.67 0 0| -12.15 -12.15 1 3.84
258 1 0 0 0| 292731 1| 0.97 0.32 1 0| -21.28 -13.84 0 0
259 1] 13.62 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -22.72 -22.71 1 13.8
260 1]11.82 0 0 2.74 1 0 0.67 0 0| -21.53 -21.53 1 11.75
261 1| 7.91 0 0 1.61 1 0 0.67 0 0 -17.7 -17.7 1 7.89
262 1| 11.93 0 0 1.43 1 0 0.67 0 0 -35.2 -35.2 1 12.01

83




Anexos

263 1| 3.82 0 0 1.05 1 0 0.67 0 0| -11.13 -11.13 1 3.79
264 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
265 1| 4.67 0 0 4.91 1 0 0.66 1 0 -22.4 -22.38 0.98 4.74
266 1| 7.99 0 0 1.61 1 0 0.67 0 0| -15.84 -15.84 1 7.97
267 1 4.8 0 0 1.59 1 0 0.67 0 0 -6.91 -6.91 1 4.79
268 1| 2.37 0 0 1.07 1 0 0.67 0 0| -10.64 -10.64 1 2.36
269 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
270 1| 10.2) 1.15 0 3.2 1 0 0.67 0 0| -26.57 -26.58 1 10.57
271 1 0 0 0 1.06 1| 0.48 0.43 1 0| -11.96 -11.96 1 0
272 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
273 1| 2.29 0 0 1.04 1 0 0.67 0 0] -11.26 -11.26 1 2.28
274 1]12.07 0 0 3.12 1 0 0.67 0 0| -21.92 -21.92 1 12.01
275 1|14.84 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -26.52 -26.52 1 14.68
276 1| 6.59 0 0 5.54 1 0 0.67 0 0| -25.13 -25.11 0.98 6.72
277 1 0 0 0 0.98 1| 0.69 0.38 1 0| -10.46 -10.46 1 0
278 1| 15.4 0 0 0 1 0 0.67 0 0 -23.1 -23.1 1 15.33
279 1| 7.39 0 0 1.88 1 0 0.67 0 0| -13.24 -13.24 1 7.46
280 1| 5.56 0 0 1.33 1 0 0.67 0 0| -17.49 -17.49 1 5.5
281 1| 4.36 0 0 1.19 1 0 0.67 0 0| -15.08 -15.08 1 4.32
282 1| 10.47 0 0 2.18 1 0 0.67 0 0| -12.19 -12.19 1 10.39
283 1| 7.89 0 0 1.37 1 0 0.67 0 0| -17.99 -17.99 1 7.85
284 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
285 1] 11.23 0 0 2.7 1 0 0.67 0 0| -26.88 -26.88 1 11.17
286 1| 8.62 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -18.01 -18.01 1 8.58
287 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
288 1| 2.65 0 0 1.06 1 0 0.67 0 0| -10.61 -10.61 1 2.66
289 1| 10.73 0 0 2.19 1 0 0.67 0 0| -13.85 -13.85 1 10.65
290 1| 5091 0 0 1.25 1 0 0.67 0 0| -21.32 -21.32 1 5.89
291 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
292 1| 9.38 0 0 1.53 1 0 0.67 0 0| -23.01 -23.01 1 9.47
293 1| 13.25 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -16.46 -16.46 1 13.38
294 1| 3.63 0 0 0.91 1 0 0.67 0 0 -9.61 -9.61 1 3.72
295 1| 0.08] 0.04 0 1.84 1| 0.01 0.64 0 0| -13.05 -13.05 0.99 0.07
296 1| 2.61 0 0 1.14 1 0 0.67 0 0 -9.92 -9.92 1 2.6
297 1| 241 0 0 1.08 1 0 0.67 0 0 -9.6 -9.6 1 2.4
298 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
299 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
300 1| 551 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -18.02 -18.02 1 5.42
301 1 3.9| 3.35 0 4.29 1 0 0.67 0 0| -22.51 -22.51 1 3.69
302 1| 5.13] 2.68 0 7.23 1| -0.01 0.67 0 0| -32.66 -32.66 1 4.99
303 1 23| 0.14 0 3.48 1| 0.14 0.55 0 0| -25.86 -25.86 1 2.29
304 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
305 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
306 1| 6.02 0 0 1.26 1 0 0.67 0 0 -18.6 -18.6 1 6
307 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
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308 1| 5.22 0 0 1.65 1 0 0.67 0 0 -8.75 -8.75 521
309 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
310 1 4.7 0 0 1.3 1 0 0.67 0 0] -12.96 -12.96 1 4.56
311 1| 9.41 0 0 1.1 1 0 0.67 0 0| -15.84 -15.84 1 9.47
312 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
313 1] 12.61 0 0 2.66 1 0 0.67 0 0| -16.49 -16.49 1 12.17
314 1] 29.93 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -24.69 -24.69 1 29.8
315 1| 244 0 0 1.09 1 0 0.67 0 0| -10.56 -10.56 1 2.43
316 1| 3.63 0 0 0.91 1 0 0.67 0 0 -9.98 -9.98 1 3.72
317 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
318 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
319 1| 2.29 0 0 1.04 1 0 0.67 0 0 -12.2 -12.2 1 2.28
320 1| 20.66 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -34.92 -34.92 1 20.74
321 1| 4.24 0 0 1.5 1 0 0.67 0 0 -9.83 -9.83 1 4.23
322 1| 4.97 0 0 1.15 1 0 0.67 0 0 -14 -14 1 4.91
323 1| 4.23) 0.08 0 6.97 1| 0.01 0.64 0 0| -20.91 -20.91 0.99 4.34
324 1| 2.65 0 0 0.78 1 0 0.67 0 0| -10.55 -10.55 1 2.49
325 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
326 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
327 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
328 1| 8.41 0 0 1.49 1 0 0.67 0 0| -16.05 -16.05 1 8.37
329 1| 3.32) 1.48 0 172.59 1| 2.38 0.15 0 0| -44.28 -43.32 0.38 3.9
330 1| 3.88 0 0 1.44 1 0 0.67 0 0| -16.64 -16.64 1 3.88
331 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
332 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
333 1| 2.06 0 0 0.97 1 0 0.67 0 0| -10.21 -10.21 1 2.06
334 1| 10.63 0 0 2.79 1 0 0.67 0 0| -31.35 -31.35 1 10.65
335 1| 541 0 0 1.09 1 0 0.67 0 0| -14.51 -14.51 1 5.39
336 1| 7.08 0 0 1.57 1 0 0.67 0 0| -18.87 -18.87 1 6.95
337 1| 3.86 0 0 1.06 1 0 0.67 0 0 -7.55 -7.55 1 3.84
338 1|17.97 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -19.84 -19.84 1 18.03
339 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
340 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
341 1 0 0 0 6.23 1 0.9 0.34 1 0| -13.37 -13.37 0.99 0
342 1{11.38 0 0 2.71 1 0 0.67 0 0| -18.57 -18.57 1 11.31
343 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
344 1| 4.23 0 0 0.98 1 0 0.67 0 0 -12.7 -12.7 1 4.22
345 1| 5.56| 0.38 0 4.26 1 0 0.67 0 0| -21.34 -21.34 1 5.43
346 1 0 0 0 1.68 1| 1.04 0.31 1 0| -10.83 -10.83 1 0
347 1| 2.26 0 0 0.95 1 0 0.67 0 0| -10.05 -10.05 1 2.27
348 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
349 1| 6.02 0 0 1.33 1 0 0.67 0 0| -28.71 -28.71 1 6
350 1| 7.96 0 0 1.65 1 0 0.67 0 0| -18.36 -18.36 1 7.85
351 1| 3.95 0 0 1.14 1 0 0.67 0 0| -12.16 -12.16 1 3.81
352 1| 6.62 0 0 1.24 1 0 0.67 0 0| -15.02 -15.02 1 6.67
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353 1| 2.67 0 0 1.06 1 0 0.67 0 0 -9.14 -9.14 1 2.68
354 1| 3.91 0 0 1.06 1 0 0.67 0 0] -11.16 -11.16 1 3.88
355 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
356 1]11.82 0 0 2.39 1 0 0.67 0 0| -15.41 -15.41 1 11.85
357 1| 13.25 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -30.17 -30.17 1 13.38
358 1| 4.25 0 0 1.5 1 0 0.67 0 0 -8.58 -8.58 1 4.24
359 1 0 0 0 3.9 1| 1.55 0.23 2 0| -14.39 -14.39 1 0
360 1| 14.04 0.1 0 7.14 1 0 0.67 0 0| -24.92 -24.93 1 13.98
361 1| 18.1 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -28.25 -28.25 1 17.86
362 1| 6.23] 0.03 0 6.81 1| -0.01 0.67 1 0| -28.72 -28.74 1 6.24
363 1| 9.44 0 0 6.28 1 0 0.67 0 0] -29.38 -29.37 0.99 9.6
364 1| 5.23 0 0 1.93 1 0 0.67 0 0| -12.98 -12.98 1 5.14
365 1 0 0 0 2.43 1| 0.92 0.33 1 0| -11.54 -11.54 0.99 0
366 1| 4.25 0 0 1.5 1 0 0.67 0 0| -10.06 -10.06 1 4.24
367 1| 4.99 0 0 1.27 1 0 0.67 0 0| -16.69 -16.69 1 4.94
368 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
369 1 6.5 0 0 1.51 1 0 0.67 0 0| -16.92 -16.92 1 6.49
370 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
371 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
372 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
373 1| 5.22 0 0 1.65 1 0 0.67 0 0| -11.23 -11.23 1 5.21
374 1]36.19] 1.25 0 2.11 1 0 0.67 0 0| -54.09 -53.15 0.39 36.84
375 1| 16.83 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -25.19 -25.19 1 16.72
376 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
377 1|14.72) 131 0 0.98 1 0 0.67 0 0 -21.8 -21.8 1 14.77
378 1| 2.06 0 0 0.97 1 0 0.67 0 0 -9.68 -9.68 1 2.06
379 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
380 1| 2.07 0 0 113.87 1 2.9 0.11 5 0| -40.14 -39.23 0.4 211
381 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
382 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
383 1{10.21) 1.75 0 1.92 1 0 0.67 0 0] -21.01 -21.01 1 10.4
384 1| 7.21 0 0 6.1 1 0 0.67 0 0 -32.4 -32.36 0.96 7.35
385 1| 1.87 0 0 0.9 1 0 0.67 0 0| -11.74 -11.74 1 1.87
386 1| 5.28) 0.15 0 5.76 1| 0.01 0.64 0 0| -27.38 -27.38 1 5.13
387 1| 10.8 0 0 2.79 1 0 0.67 0 0 -26 -26 1 10.86
388 1| 5.64 0 0 1.65 1 0 0.67 0 0| -13.32 -13.32 1 5.71
389 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
390 11126 1.32 0 2.86 1 0 0.67 0 0| -29.15 -29.16 1 11.11
391 1| 4.25 0 0 1.5 1 0 0.67 0 0 -8.96 -8.96 1 4.24
392 1 8.9 0 0 1.42 1 0 0.67 0 0| -14.15 -14.15 1 8.85
393 1]12.16 0 0 4.06 1 0 0.67 0 0| -20.98 -20.98 1 12.1
394 1 26| 1.55 0 1.74 1 0 0.67 0 0| -16.15 -16.15 1 2.65
395 1| 10.12 0 0 2.12 1 0 0.67 0 0| -23.81 -23.81 1 10.06
396 1| 2.06 0 0 0.97 1 0 0.67 0 0| -10.56 -10.56 1 2.06
397 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
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398 1| 8.75 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -14.73 -14.73 8.7
399 1| 2.02] 1.56 0 3.03 1 0 0.67 0 0 -18.2 -18.2 1 2.18
400 1| 8.67 0 0 0.96 1 0 0.67 0 0| -15.32 -15.32 1 8.58
401 1| 4.25 0 0 1.5 1 0 0.67 0 0 -9.17 -9.17 1 4.24
402 1| 4.69 0 0 0.93 1 0 0.67 0 0| -13.79 -13.79 1 4.65
403 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
404 1| 4.66 0 0| 1055.52 1 7.6 0.01 2 0| -39.84 -35.64 0.01 6.26
405 1| 20.1 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -21.58 -21.58 1 19.94
406 1| 1.92 0 0 0.84 1 0 0.67 0 0 -9.93 -9.93 1 1.92
407 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
408 1| 3.93 0 0 1.45 1 0 0.67 0 0| -10.22 -10.22 1 3.92
409 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
410 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
411 1| 234 0 0 1.06 1 0 0.67 0 0| -10.27 -10.27 1 2.33
412 1| 2.44 0 0 1.09 1 0 0.67 0 0| -10.02 -10.02 1 2.43
413 1| 143 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -36.75 -36.75 1 14.48
414 1 0 0 0 4.23 1| 0.84 0.35 1 0| -11.85 -11.84 0.99 0
415 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
416 1 4 0 0 1.46 1 0 0.67 0 0| -10.71 -10.71 1 3.99
417 1| 6.29 0 0 1.52 1 0 0.67 0 0| -16.24 -16.24 1 6.21
418 1| 0.01] 0.01 0 4.4 1| 0.02 0.63 1 0 -13.9 -13.89 0.99 0
419 1 0 0 0 3.99 1| 1.08 0.3 1 0| -14.08 -14.07 0.99 0
420 1| 2.49) 1.83 0 3.21 1 0 0.66 0 0| -25.92 -25.92 2.48
421 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
422 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
423 1| 20.07 0 0 0 1 0 0.67 0 0 -28.2 -28.2 1 19.94
424 1| 6.39 0 0 1.29 1 0 0.67 0 0| -21.62 -21.62 1 6.49
425 1| 3.88 0 0 1.25 1 0 0.67 0 0| -14.26 -14.26 1 3.95
426 1| 7.98 0 0 1.38 1 0 0.67 0 0 -21.5 -21.5 1 7.94
427 1]10.28) 1.57 0 2.36 1 0 0.67 0 0| -35.81 -35.81 1 10.25
428 1| 2.55 0 0 1.12 1 0 0.67 0 0 -7.38 -7.38 1 2.54
429 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
430 1| 15.4) 1.73 0 6.77 1 0 0.67 0 0| -50.47 -50.47 1 15.32
431 1]18.18 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -31.56 -31.56 1 18.09
432 1| 5.22 0 0 1.65 1 0 0.67 0 0 -8.99 -8.99 1 521
433 1| 0.08] 0.04 0 1.84 1| 0.02 0.63 0 0| -12.54 -12.53 0.99 0.07
434 1| 3.62 0 0 1.35 1 0 0.67 0 0| -12.92 -12.91 1 3.66
435 1| 5.77 0 0 1.34 1 0 0.67 0 0| -12.23 -12.23 1 5.71
436 1| 5.29 0 0 1.39 1 0 0.67 0 0 -9.82 -9.82 1 521
437 1 0 0 0 4.19 1| 0.32 0.48 2 0 -17.4 -17.38 0.98 0
438 1 5.3 0 0 1.08 1 0 0.67 0 0| -12.48 -12.48 1 5.28
439 1] 3.93 0 0 1.45 1 0 0.67 0 0 -9.12 -9.12 1 3.92
440 1| 4.85 0 0 1.39 1 0 0.67 0 0 -13.2 -13.2 1 4.94
441 1 1.9 0 0 0.89 1 0 0.67 0 0| -11.35 -11.35 1 1.92
442 1| 2.64 0 0 1.15 1 0 0.67 0 0| -10.36 -10.36 1 2.64
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443 1| 3.86 0 0 1.06 1 0 0.67 0 0 -7.55 -7.55 1 3.84
444 1| 4.92 0 0 4.87 1 0 0.67 0 0| -23.15 -23.15 1 4.87
445 1| 6.43 0 0 1.36 1 0 0.67 0 0| -27.65 -27.65 1 6.32
446 1| 10.85 0 0 2.81 1 0 0.67 0 0| -23.08 -23.08 1 10.76
447 1 5 0 0 1.23 1 0 0.67 0 0| -15.82 -15.82 1 5
448 1| 3.95 0 0 1.14 1 0 0.67 0 0| -10.88 -10.88 1 3.81
449 1| 2.29 0 0 1.04 1 0 0.67 0 0 -9.85 -9.85 1 2.29
450 1| 6.32 0 0 1.49 1 0 0.67 0 0| -15.59 -15.59 1 6.31
451 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
452 1| 5.41) 1.17 0 1.13 1 0 0.67 0 0] -13.33 -13.33 1 5.34
453 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
454 1| 10.6 0 0 1.94 1 0 0.67 0 0| -14.59 -14.59 1 10.76
455 1 4.3 0 0 880.03 1| 8.62 0.01 1 0| -32.19 -26.71 0 4.27
456 1 0 0 0 4.23 1| 0.83 0.35 1 0| -13.82 -13.82 0.99 0
457 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
458 1 2.3 0 0 0.96 1 0 0.67 0 0| -11.99 -11.99 1 2.31
459 1|11.08 0 0 21.81 1| 0.07 0.59 3 0| -41.86 -41.8 0.94 10.87
460 1| 11.42 0 0 2.83 1 0 0.67 0 0 -28.5 -28.5 1 11.48
461 1 8.2 0 0 7.66 1 0 0.67 0 0| -32.38 -32.35 0.97 8.41
462 1| 4.11 0 0 1.35 1 0 0.67 0 0| -13.15 -13.15 1 4.12
463 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
464 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
465 1]11.43 0 0 2.71 1 0 0.67 0 0] -21.28 -21.28 1 11.36
466 1| 5.85 0 0 1.24 1 0 0.67 0 0| -19.87 -19.87 1 5.82
467 1| 8.75 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -19.13 -19.13 1 8.7
468 1 0 0 0 2.21 1| 0.56 0.41 1 0 -13.6 -13.59 0.99 0
469 1 0 0 0 4.15 1| 0.64 0.39 1 0| -10.98 -10.97 0.99 0
470 1| 541 0 0 1.41 1 0 0.67 0 0| -14.01 -14.01 5.4
471 1| 6.12) 0.85 0 2.07 1 0 0.67 0 0| -18.22 -18.22 1 6.1
472 1| 7.27 0 0 1.27 1 0 0.67 0 0| -17.07 -17.07 1 7.34
473 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
474 1| 3.98 0 0 1.07 1 0 0.67 0 0| -12.07 -12.07 1 3.95
475 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
476 1| 3.75 0 0 4.44 1 0 0.65 1 0| -18.42 -18.41 0.99 3.89
477 1| 2.64 0 0 1.15 1 0 0.67 0 0| -10.62 -10.62 1 2.64
478 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
479 1|19.89| 3.73 0 3.59 1 0 0.67 0 0| -40.16 -40.16 1 20.16
480 1|14.44) 0.99 0 0.94 1 0 0.67 0 0| -17.11 -17.11 1 14.25
481 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
482 1| 2.42) 0.08 0 3.76 1 0 0.67 0 0| -16.97 -16.97 1 2.39
483 1| 16.68 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -30.13 -30.13 1 16.47
484 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
485 1 0 0 1 0 0 0 1 0 0 0 0 1 0
486 1| 4.84) 0.17 0 5.31 1| -0.02 0.67 0 0| -22.55 -22.57 1 4.96
487 1| 4.59 0 0 1.07 1 0 0.67 0 0| -22.33 -22.33 1 4.56
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488 1| 7.99 0 0 1.54 1 0 0.67 0 0| -16.53 -16.53 1 7.85
489 1| 8.68 0.5 0 3.46 1 0 0.67 0 0| -27.09 -27.09 1 8.73
490 1| 19.86 0 0 0 1 0 0.67 0 0| -25.42 -25.42 1 19.94
491 1| 3.68 0 0 5.81 1| 0.02 0.62 1 0| -18.32 -18.29 0.97 3.84
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Anexo 6. Tabla suplementaria 6.

Anexos

Resultado de la seleccion de presiones evolutivas dominantes determinados por el método
FUBAR para un valor de corte (probabilidad posterior=0.9)

Site Partition | alpha | beta beta- Prob[alpha>beta] Prob[alpha<& | BayesFactor[alpha
&alpha beta] <&beta]

1 1| 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
2 1| 2414 0.175 -2.239 0.95 0.039 0.145
3 1| 0.558 0.584 0.027 0.392 0.548 4.345
4 1) 3.594 0.125 -3.47 0.998 0.001 0.004
5 1) 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
6 1| 6.543 0.493 -6.049 0.998 0.001 0.004
7 1) 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
8 1| 2.074 0.53 -1.544 0.848 0.116 0.468
9 1| 5.834 0.218 -5.616 1 0 0.001
10 1| 0.731 0.307 -0.424 0.638 0.301 1.538
11 1 1.73 0.165 -1.565 0.928 0.055 0.207
12 1) 1.158 0.227 -0.931 0.765 0.188 0.828
13 1) 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
14 1) 5551 0.227 -5.324 1 0 0
15 1) 1.315 0.56 -0.755 0.742 0.204 0.918
16 1| 1.242 0.197 -1.045 0.797 0.159 0.675
17 1| 1144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
18 1 3.08 0.099 -2.982 0.999 0.001 0.003
19 1| 4.844 0.149 -4.695 1 0 0.001
20 1) 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
21 1) 0.522 0.55 0.028 0.393 0.546 4.297
22 1| 0.588 0.646 0.058 0.379 0.563 4.602
23 1 2.23 0.152 -2.078 0.953 0.036 0.134
24 1| 1.158 0.227 -0.931 0.765 0.188 0.828
25 1) 3.014 0.096 -2.918 0.999 0.001 0.003
26 1) 4.166 0.175 -3.99 0.997 0.002 0.006
27 1) 2.948 0.111 -2.837 0.996 0.003 0.01
28 1) 2.706 0.149 -2.557 0.981 0.014 0.051
29 1| 2.184 0.188 -1.996 0.935 0.051 0.192
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30 1.646 0.208 -1.438 0.898 0.079 0.307
31 1.158 0.227 -0.931 0.765 0.188 0.828
32 4.294 0.134 -4.16 1 0 0
33 0.774 0.237 -0.537 0.7 0.238 1.117
34 3.404 0.453 -2.951 0.727 0.235 1.102
35 3.059 0.098 -2.961 0.999 0.001 0.003
36 3.036 0.153 -2.883 0.986 0.01 0.036
37 1.721 0.221 -1.5 0.895 0.083 0.323
38 1.144 0.281 -0.863 0.726 0.227 1.048
39 3.337 0.091 -3.247 0.999 0 0.001
40 3.035 0.418 -2.617 0.944 0.041 0.152
41 2.514 0.135 -2.379 0.985 0.011 0.039
42 5.102 0.206 -4.896 1 0 0
43 2.036 0.161 -1.875 0.884 0.09 0.354
44 2.253 0.192 -2.061 0.936 0.05 0.188
45 2.752 0.091 -2.661 0.996 0.003 0.01
46 2.207 0.23 -1.977 0.918 0.065 0.248
47 2.261 0.19 -2.071 0.937 0.049 0.184
48 0.774 0.237 -0.537 0.7 0.238 1.117
49 1.142 0.284 -0.858 0.725 0.228 1.059
50 2.418 0.123 -2.295 0.98 0.014 0.052
51 0.774 0.237 -0.537 0.7 0.238 1117
52 1.226 0.316 -0.91 0.718 0.237 1.115
53 2.737 0.116 -2.621 0.995 0.003 0.011
54 2.303 0.139 -2.164 0.96 0.03 0.11
55 1.694 0.174 -1.52 0.921 0.06 0.229
56 1.831 0.2 -1.631 0.933 0.05 0.19
57 2.262 0.18 -2.082 0.942 0.045 0.17
58 3.126 0.154 -2.972 0.987 0.009 0.033
59 2.885 0.11 -2.775 0.998 0.001 0.003
60 1.835 0.193 -1.642 0.916 0.065 0.25
61 0.702 0.253 -0.449 0.672 0.263 1.274
62 2.246 0.192 -2.053 0.936 0.05 0.19
63 3.747 0.157 -3.59 0.997 0.002 0.007
64 2.161 0.562 -1.599 0.789 0.171 0.739
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65 2.406 0.128 -2.278 0.979 0.016 0.057
66 3.161 0.099 -3.061 0.999 0.001 0.002
67 3.084 0.489 -2.595 0.95 0.033 0.121
68 5.671 0.447 -5.224 0.98 0.014 0.051
69 0.817 0.505 -0.312 0.523 0.42 2.588
70 2.746 0.1 -2.646 0.995 0.003 0.012
71 1.713 0.226 -1.487 0.892 0.085 0.334
72 1.242 0.197 -1.045 0.797 0.159 0.675
73 3.116 0.147 -2.97 0.988 0.008 0.03
74 2.431 0.143 -2.289 0.975 0.018 0.067
75 3.434 0.092 -3.342 1 0 0
76 2.849 0.1 -2.749 0.996 0.003 0.01
77 1.226 0.316 -0.91 0.718 0.237 1.115
78 1.101 0.277 -0.824 0.723 0.229 1.062
79 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
80 2.936 0.112 -2.824 0.992 0.006 0.021
81 1.319 2.288 0.97 0.193 0.668 7.193
82 3.263 0.122 -3.141 0.999 0 0.001
83 0.534 0.474 -0.061 0.448 0.488 3.409
84 2.273 0.191 -2.082 0.937 0.049 0.184
85 2.249 0.192 -2.056 0.936 0.05 0.189
86 221 0.229 -1.98 0.918 0.065 0.248
87 1.714 0.226 -1.488 0.892 0.085 0.334
88 4.155 0.203 -3.952 0.996 0.002 0.009
89 2.466 0.156 -2.31 0.972 0.021 0.075
90 0.799 0.287 -0.512 0.665 0.275 1.358
91 2.928 0.12 -2.808 0.99 0.007 0.024
92 2.844 0.119 -2.725 0.994 0.004 0.015
93 1.144 0.281 -0.863 0.726 0.227 1.048
94 4.317 0.146 -4.171 1 0 0
95 2.312 0.137 -2.175 0.962 0.029 0.106
96 1.755 0.209 -1.546 0.904 0.075 0.292
97 3.693 0.127 -3.566 0.998 0.001 0.004
98 2.461 0.159 -2.302 0.971 0.022 0.079
99 2.374 0.176 -2.198 0.947 0.041 0.152
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100 0.728 0.309 -0.419 0.635 0.303 1.554
101 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
102 2.972 0.149 -2.824 0.986 0.01 0.036
103 2.466 0.156 -2.311 0.972 0.021 0.075
104 2.431 0.16 -2.271 0.97 0.022 0.082
105 0.747 0.279 -0.469 0.662 0.276 1.366
106 1.451 0.248 -1.203 0.863 0.109 0.436
107 0.629 0.3 -0.328 0.618 0.315 1.644
108 0.783 0.227 -0.556 0.71 0.228 1.057
109 2.362 0.164 -2.199 0.966 0.025 0.092
110 3.049 0.153 -2.895 0.986 0.01 0.036
111 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
112 0.798 0.29 -0.508 0.664 0.277 1.371
113 2.181 0.168 -2.013 0.959 0.031 0.113
114 2.298 0.149 -2.149 0.956 0.033 0.124
115 1.23 0.206 -1.024 0.789 0.166 0.714
116 2.867 0.119 -2.748 0.994 0.004 0.014
117 3.043 0.113 -2.93 0.993 0.005 0.018
118 1.274 0.266 -1.009 0.753 0.204 0.916
119 0.783 0.227 -0.556 0.71 0.228 1.057
120 2.428 0.215 -2.214 0.934 0.052 0.195
121 2.452 0.142 -2.31 0.976 0.018 0.065
122 5.51 0.216 -5.295 1 0 0
123 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
124 16.24 3.935 -12.313 0.974 0 0.001
8
125 1.63 0.465 -1.165 0.665 0.291 1.465
126 1.142 0.284 -0.858 0.725 0.228 1.059
127 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
128 1.274 0.266 -1.009 0.753 0.204 0.916
129 12.71 0.305 -12.408 1 0 0
3
130 2.856 0.12 -2.737 0.99 0.007 0.027
131 4.351 0.208 -4.142 0.996 0.002 0.008
132 0.506 1.258 0.752 0.151 0.804 14.662
133 1.142 0.284 -0.858 0.725 0.228 1.059
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134 2.467 0.156 -2.312 0.972 0.021 0.075
135 0.789 0.217 -0.572 0.719 0.219 1.003
136 4.464 0.181 -4.283 0.998 0.001 0.005
137 1.736 0.21 -1.526 0.902 0.077 0.298
138 4.071 0.127 -3.945 1 0 0
139 3.769 0.419 -3.35 0.99 0.006 0.021
140 1.061 0.728 -0.333 0.541 0.389 2.278
141 3.192 0.106 -3.086 0.999 0.001 0.002
142 2.307 0.137 -2.17 0.961 0.029 0.107
143 2.24 0.152 -2.088 0.953 0.036 0.132
144 3.39 0.116 -3.273 0.999 0.001 0.002
145 1.23 0.206 -1.024 0.789 0.166 0.714
146 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
147 1.699 0.227 -1.472 0.891 0.086 0.338
148 2.397 0.216 -2.182 0.933 0.053 0.201
149 2.924 0.111 -2.813 0.996 0.003 0.011
150 0.751 0.841 0.09 0.391 0.554 4.439
151 2.23 0.152 -2.077 0.953 0.036 0.134
152 2.242 0.188 -2.054 0.938 0.049 0.183
153 1.619 0.227 -1.392 0.886 0.09 0.353
154 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
155 2.93 0.11 -2.82 0.992 0.006 0.02
156 1.798 0.733 -1.065 0.699 0.249 1.185
157 3.353 0.522 -2.831 0.925 0.054 0.205
158 4.369 0.897 -3.472 0.931 0.027 0.099
159 3.594 0.115 -3.479 0.998 0.001 0.004
160 1.871 0.441 -1.43 0.87 0.099 0.392
161 7.09 0.601 -6.489 0.995 0.001 0.005
162 2.036 0.161 -1.875 0.884 0.09 0.354
163 3.227 0.414 -2.812 0.951 0.036 0.132
164 3.602 0.097 -3.505 1 0 0
165 2.206 0.23 -1.976 0.918 0.065 0.249
166 3.003 0.113 -2.89 0.992 0.005 0.019
167 3.199 0.401 -2.797 0.954 0.034 0.125
168 4.676 0.147 -4.529 1 0 0
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169 4.892 0.633 -4.26 0.99 0.003 0.012
170 2.456 0.181 -2.274 0.948 0.04 0.149
171 1.178 0.489 -0.69 0.714 0.233 1.09
172 0.533 0.745 0.212 0.284 0.66 6.933
173 2.682 0.126 -2.556 0.99 0.007 0.024
174 0.707 0.21 -0.497 0.709 0.224 1.031
175 4.426 0.181 -4.245 0.998 0.001 0.005
176 0.739 0.292 -0.447 0.65 0.288 1.45
177 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
178 1.814 0.165 -1.649 0.931 0.053 0.199
179 1.562 0.169 -1.393 0.919 0.061 0.233
180 2.947 0.148 -2.799 0.986 0.01 0.037
181 3.111 0.115 -2.996 0.999 0 0.001
182 2.422 0.182 -2.24 0.947 0.041 0.154
183 1.751 0.2 -1.55 0.908 0.072 0.276
184 1.242 0.197 -1.045 0.797 0.159 0.675
185 1.272 0.177 -1.095 0.815 0.141 0.589
186 3.41 0.124 -3.286 0.998 0.002 0.006
187 1.23 0.206 -1.024 0.789 0.166 0.714
188 2.231 0.174 -2.057 0.958 0.031 0.115
189 3.269 0.123 -3.146 0.999 0 0.001
190 4.372 0.176 -4.196 1 0 0.001
191 0.847 0.225 -0.622 0.722 0.219 1.004
192 0.734 0.301 -0.433 0.642 0.296 1.503
193 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
194 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
195 2.987 0.107 -2.88 0.997 0.002 0.008
196 2972 0.117 -2.855 0.997 0.002 0.006
197 2.499 0.137 -2.363 0.984 0.011 0.041
198 1.868 0.453 -1.415 0.818 0.146 0.61
199 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
200 3.038 0.153 -2.885 0.986 0.01 0.036
201 0.583 0.634 0.051 0.381 0.56 4.56
202 1.274 0.266 -1.009 0.753 0.204 0.916
203 1.225 0.21 -1.015 0.786 0.169 0.73
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204 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
205 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
206 2.289 0.15 -2.139 0.956 0.034 0.125
207 3.327 0.113 -3.214 0.999 0.001 0.002
208 0.841 0.611 -0.23 0.473 0.47 3.178
209 2.403 0.215 -2.188 0.933 0.053 0.199
210 3.66 1.087 -2.574 0.486 0.463 3.081
211 1.722 0.165 -1.557 0.927 0.055 0.208
212 0.572 0.506 -0.066 0.443 0.495 3.507
213 2.922 0.134 -2.788 0.993 0.005 0.017
214 0.809 0.597 -0.212 0.563 0.37 2.1
215 1.845 0.397 -1.448 0.889 0.083 0.325
216 3.081 0.437 -2.644 0.985 0.007 0.026
217 1.272 0.177 -1.095 0.815 0.141 0.589
218 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
219 1.876 0.45 -1.426 0.82 0.144 0.601
220 2.324 0.131 -2.193 0.965 0.027 0.097
221 2.226 0.187 -2.038 0.937 0.049 0.185
222 7.627 0.235 -7.392 1 0 0
223 6.901 0.666 -6.235 0.995 0.002 0.007
224 1.99 0.447 -1.543 0.832 0.134 0.554
225 0.863 0.634 -0.229 0.469 0.474 3.23
226 0.82 0.504 -0.316 0.525 0.418 2.57
227 1.272 0.177 -1.095 0.815 0.141 0.589
228 5.424 0.638 -4.786 0.993 0.002 0.007
229 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
230 5.887 0.232 -5.654 1 0 0
231 1.658 0.906 -0.752 0.588 0.344 1.875
232 2.312 0.186 -2.125 0.941 0.046 0.173
233 1.8 0.587 -1.213 0.745 0.208 0.942
234 1.649 0.163 -1.486 0.926 0.056 0.212
235 0.699 0.223 -0.476 0.697 0.236 1.106
236 2.222 0.153 -2.07 0.952 0.036 0.135
237 3.224 0.414 -2.81 0.951 0.036 0.132
238 3.507 0.106 -3.401 0.999 0 0.001
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239 1.274 0.266 -1.009 0.753 0.204 0.916
240 13.95 0.716 -13.239 1 0 0
5
241 3.2 0.419 -2.781 0.949 0.037 0.139
242 2.487 0.128 -2.359 0.981 0.014 0.051
243 4.486 0.457 -4.03 0.978 0.016 0.057
244 3.246 0.155 -3.091 0.989 0.008 0.029
245 2.432 0.18 -2.252 0.948 0.04 0.15
246 2.066 0.696 -1.37 0.735 0.217 0.992
247 2.487 0.18 -2.307 0.95 0.039 0.145
248 2.29 0.15 -2.14 0.956 0.034 0.125
249 2.927 0.108 -2.818 0.996 0.003 0.01
250 2.405 0.132 -2.273 0.977 0.017 0.06
251 0.699 0.223 -0.476 0.697 0.236 1.106
252 2.241 0.188 -2.054 0.938 0.049 0.183
253 2.928 0.105 -2.823 0.993 0.005 0.018
254 3.358 0.185 -3.174 0.985 0.011 0.038
255 1.142 0.284 -0.858 0.725 0.228 1.059
256 3.022 0.15 -2.871 0.986 0.01 0.035
257 2.293 0.14 -2.153 0.96 0.03 0.112
258 3.604 0.643 -2.961 0.608 0.347 1.905
259 3.93 0.132 -3.798 1 0 0
260 3.587 0.112 -3.475 0.999 0 0.001
261 2.995 0.113 -2.882 0.992 0.005 0.019
262 3.989 0.151 -3.838 1 0 0
263 2.283 0.138 -2.145 0.96 0.03 0.11
264 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
265 2.036 0.433 -1.603 0.887 0.085 0.332
266 3.01 0.111 -2.899 0.993 0.005 0.018
267 2.362 0.185 -2.177 0.943 0.044 0.165
268 1.704 0.183 -1.521 0.916 0.064 0.246
269 1.226 0.316 -0.91 0.718 0.237 1.115
270 3.943 0.459 -3.485 0.987 0.007 0.025
271 0.824 0.491 -0.333 0.535 0.409 2.472
272 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
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273 1.618 0.233 -1.385 0.883 0.093 0.366
274 3.703 0.118 -3.585 0.999 0.001 0.003
275 4.249 0.162 -4.087 1 0 0.001
276 2.733 0.41 -2.323 0.959 0.028 0.105
277 0.572 0.504 -0.068 0.444 0.494 3.488
278 4.63 0.145 -4.485 1 0 0.001
279 2.952 0.148 -2.804 0.986 0.01 0.037
280 2.516 0.129 -2.388 0.981 0.014 0.05
281 2.292 0.158 -2.134 0.966 0.025 0.092
282 3.271 0.155 -3.115 0.989 0.008 0.029
283 2.879 0.119 -2.76 0.994 0.004 0.014
284 1.244 0.261 -0.983 0.753 0.203 0.913
285 3.548 0.101 -3.447 1 0 0
286 3.034 0.153 -2.881 0.986 0.01 0.036
287 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
288 1.712 0.226 -1.486 0.892 0.085 0.335
289 3.312 0.155 -3.156 0.989 0.008 0.027
290 2.66 0.127 -2.532 0.989 0.007 0.026
291 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
292 3.148 0.091 -3.057 0.999 0 0.002
293 3.91 0.166 -3.744 0.997 0.002 0.007
294 2.183 0.189 -1.995 0.935 0.051 0.192
295 3.311 0.453 -2.859 0.725 0.237 1.111
296 1.728 0.212 -1.515 0.9 0.078 0.304
297 1.629 0.219 -1.41 0.891 0.086 0.335
298 1.225 0.21 -1.015 0.786 0.169 0.73
299 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
300 2.488 0.141 -2.347 0.977 0.017 0.061
301 1519 0.929 -0.59 0.532 0.393 2.32
302 1.678 141 -0.269 0.492 0.402 2.401
303 0.984 0.936 -0.047 0.413 0.508 3.694
304 0.783 0.227 -0.556 0.71 0.228 1.057
305 1.158 0.227 -0.931 0.765 0.188 0.828
306 2.673 0.127 -2.547 0.99 0.007 0.025
307 1.144 0.281 -0.863 0.726 0.227 1.048
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308 2.425 0.18 -2.244 0.948 0.041 0.152
309 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
310 2.415 0.131 -2.284 0.978 0.016 0.059
311 3.228 0.1 -3.127 0.998 0.001 0.004
312 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
313 3.709 0.118 -3.501 0.999 0.001 0.003
314 10.69 0.407 -10.291 1 0 0
7
315 1.691 0.188 -1.503 0.912 0.067 0.259
316 2.182 0.189 -1.993 0.934 0.051 0.193
317 1.23 0.206 -1.024 0.789 0.166 0.714
318 2.036 0.161 -1.875 0.884 0.09 0.354
319 1.744 0.157 -1.587 0.933 0.05 0.19
320 7.051 0.228 -6.824 1 0 0
321 2.251 0.191 -2.06 0.937 0.049 0.186
322 2.456 0.129 -2.327 0.98 0.015 0.054
323 1.833 0.586 -1.247 0.749 0.205 0.923
324 1.736 0.21 -1.526 0.902 0.077 0.298
325 1.274 0.266 -1.009 0.753 0.204 0.916
326 1.101 0.277 -0.824 0.723 0.229 1.062
327 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
328 2.934 0.133 -2.801 0.993 0.005 0.016
329 1.331 2.95 1.62 0.105 0.776 12.372
330 2.325 0.11 -2.215 0.982 0.013 0.046
331 0.808 0.275 -0.533 0.676 0.265 1.287
332 1.144 0.281 -0.863 0.726 0.227 1.048
333 1.565 0.193 -1.373 0.904 0.074 0.285
334 3.472 0.093 -3.379 1 0 0
335 2.514 0.113 -2.4 0.985 0.011 0.039
336 2.821 0.093 -2.728 0.996 0.002 0.009
337 2.291 0.138 -2.154 0.961 0.03 0.109
338 5.271 0.213 -5.057 0.999 0 0.001
339 0.731 0.307 -0.424 0.638 0.301 1.538
340 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
341 0.832 0.779 -0.053 0.423 0.521 3.899
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342 3.689 0.154 -3.535 0.997 0.002 0.007
343 1.274 0.266 -1.009 0.753 0.204 0.916
344 2.357 0.126 -2.231 0.978 0.016 0.058
345 2.14 0.456 -1.684 0.884 0.087 0.342
346 0.553 0.626 0.073 0.371 0.57 4.74
347 1.605 0.234 -1.371 0.881 0.094 0.371
348 1.244 0.261 -0.983 0.753 0.203 0.913
349 2.723 0.116 -2.607 0.995 0.003 0.012
350 2.906 0.105 -2.801 0.996 0.003 0.009
351 2.303 0.137 -2.165 0.961 0.029 0.108
352 2.792 0.101 -2.69 0.995 0.003 0.011
353 1.732 0.22 -1.511 0.896 0.082 0.319
354 2.336 0.117 -2.22 0.97 0.022 0.08
355 1.158 0.227 -0.931 0.765 0.188 0.828
356 3.706 0.128 -3.578 0.998 0.001 0.004
357 4.321 0.135 -4.186 1 0 0
358 2.246 0.191 -2.055 0.936 0.05 0.187
359 0.699 1.039 0.34 0.284 0.661 6.972
360 5.187 0.551 -4.636 0.982 0.01 0.037
361 5.195 0.211 -4.984 0.999 0 0.001
362 2.624 0.554 -2.07 0.924 0.053 0.201
363 3.697 0.418 -3.279 0.989 0.006 0.023
364 2.44 0.155 -2.284 0.971 0.021 0.077
365 0.534 0.538 0.004 0.405 0.533 4.083
366 2.243 0.193 -2.05 0.935 0.051 0.19
367 2.519 0.118 -2.401 0.984 0.012 0.042
368 1.272 0.268 -1.004 0.751 0.205 0.926
369 2.78 0.086 -2.695 0.997 0.002 0.008
370 0.707 0.21 -0.497 0.709 0.224 1.031
371 0.783 0.227 -0.556 0.71 0.228 1.057
372 1.101 0.277 -0.824 0.723 0.229 1.062
373 2.424 0.182 -2.242 0.947 0.041 0.154
374 14.38 0.686 -13.701 1 0 0
7
375 5.149 0.205 -4.945 1 0 0
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376 2.036 0.161 -1.875 0.884 0.09 0.354
377 5.599 0.464 -5.135 0.992 0.005 0.018
378 1.565 0.193 -1.372 0.904 0.074 0.285
379 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
380 0.858 2.167 1.309 0.118 0.812 15.464
381 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
382 0.787 0.307 -0.48 0.649 0.291 1.47
383 3.672 0.495 -3.177 0.966 0.021 0.078
384 2.903 0.398 -2.504 0.967 0.023 0.083
385 1.407 0.239 -1.168 0.866 0.105 0.421
386 1.821 1.609 -0.212 0.424 0.483 3.345
387 3.363 0.111 -3.252 0.999 0.001 0.002
388 2.512 0.152 -2.36 0.975 0.019 0.068
389 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
390 4.089 0.474 -3.615 0.987 0.007 0.024
391 2.246 0.191 -2.055 0.936 0.05 0.187
392 3.071 0.154 -2.917 0.987 0.01 0.035
393 3.852 0.161 -3.691 0.997 0.002 0.006
394 1.221 0.57 -0.651 0.673 0.271 1.332
395 3.343 0.099 -3.245 0.999 0 0.001
396 1.564 0.193 -1.372 0.904 0.074 0.285
397 1.101 0.277 -0.824 0.723 0.229 1.062
398 3.056 0.154 -2.902 0.986 0.01 0.035
399 4,131 0.644 -3.487 0.617 0.339 1.833
400 2.958 0.097 -2.861 0.997 0.002 0.007
401 2.244 0.193 -2.051 0.935 0.05 0.19
402 2.416 0.123 -2.293 0.98 0.014 0.052
403 0.687 0.243 -0.444 0.678 0.256 1.229
404 2.505 0.699 -1.805 0.836 0.121 0.494
405 5.791 0.217 -5.574 1 0 0.001
406 1.459 0.248 -1.211 0.864 0.108 0.433
407 1.225 0.21 -1.015 0.786 0.169 0.73
408 2.215 0.182 -2.033 0.939 0.048 0.179
409 0.759 0.258 -0.501 0.68 0.258 1.243
410 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
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411 1.719 0.175 -1.544 0.921 0.06 0.228
412 1.733 0.181 -1.553 0.919 0.062 0.238
413 4.923 0.19 -4.733 1 0 0
414 0.777 0.634 -0.143 0.448 0.495 3.512
415 0.787 0.307 -0.48 0.649 0.291 1.47
416 2.326 0.136 -2.19 0.962 0.028 0.104
417 2.748 0.102 -2.647 0.995 0.004 0.013
418 3.511 0.642 -2.869 0.635 0.322 1.701
419 0.581 0.647 0.065 0.376 0.566 4.66
420 1.074 0.665 -0.409 0.576 0.356 1.981
421 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
422 1.242 0.197 -1.045 0.797 0.159 0.675
423 6.51 0.207 -6.303 1 0 0
424 2.773 0.133 -2.64 0.991 0.006 0.022
425 2.237 0.173 -2.064 0.959 0.031 0.114
426 2.997 0.103 -2.893 0.998 0.001 0.004
427 4.116 0.462 -3.654 0.995 0.001 0.004
428 1.691 0.222 -1.469 0.893 0.085 0.33
429 1.242 0.197 -1.045 0.797 0.159 0.675
430 6.574 0.785 -5.789 0.994 0 0.001
431 5.943 0.238 -5.705 1 0 0
432 2.424 0.18 -2.243 0.948 0.041 0.152
433 3.403 0.453 -2.951 0.727 0.236 1.102
434 2.202 0.154 -2.048 0.951 0.037 0.139
435 2.543 0.127 -2.416 0.982 0.013 0.047
436 2.396 0.216 -2.181 0.933 0.053 0.201
437 1.454 0.662 -0.791 0.517 0.43 2.702
438 2.499 0.113 -2.386 0.985 0.011 0.04
439 2.245 0.187 -2.057 0.938 0.049 0.183
440 2.392 0.151 -2.241 0.971 0.021 0.078
441 1.53 0.189 -1.341 0.905 0.073 0.281
442 1.738 0.21 -1.528 0.902 0.077 0.297
443 2.291 0.138 -2.154 0.961 0.03 0.109
444 2.062 0.433 -1.63 0.889 0.084 0.327
445 2771 0.108 -2.663 0.996 0.002 0.008
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446 3.266 0.099 -3.167 0.999 0 0.002
447 2.412 0.15 -2.261 0.972 0.021 0.075
448 2.241 0.188 -2.053 0.937 0.049 0.183
449 1.67 0.19 -1.48 0.911 0.069 0.265
450 2.753 0.094 -2.66 0.996 0.003 0.01
451 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
452 2.287 0.454 -1.833 0.848 0.121 0.493
453 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
454 3.308 0.155 -3.152 0.989 0.008 0.027
455 1.705 0.679 -1.026 0.741 0.202 0.904
456 0.78 0.634 -0.146 0.448 0.495 3.502
457 2.036 0.161 -1.875 0.884 0.09 0.354
458 1.677 0.228 -1.449 0.889 0.088 0.345
459 5.014 0.901 -4.113 0.96 0.009 0.032
460 3.59 0.102 -3.488 1 0 0
461 3.279 0.451 -2.828 0.978 0.012 0.044
462 2.349 0.125 -2.224 0.978 0.016 0.058
463 3.129 0.241 -2.888 0.857 0.118 0.478
464 2.036 0.161 -1.875 0.884 0.09 0.354
465 3.699 0.154 -3.545 0.997 0.002 0.007
466 2.65 0.128 -2.523 0.989 0.007 0.027
467 2.965 0.13 -2.835 0.994 0.004 0.015
468 0.824 0.49 -0.334 0.535 0.408 2.468
469 0.864 0.628 -0.236 0.472 0.472 3.199
470 2.464 0.156 -2.308 0.972 0.021 0.076
471 2.601 0.414 -2.186 0.928 0.053 0.201
472 2.858 0.093 -2.765 0.997 0.002 0.008
473 3.014 0.152 -2.862 0.909 0.07 0.27
474 2.324 0.13 -2.193 0.965 0.026 0.097
475 0.783 0.227 -0.556 0.71 0.228 1.057
476 1.879 0.437 -1.442 0.828 0.137 0.569
477 1.751 0.2 -1.551 0.908 0.071 0.276
478 0.702 0.253 -0.449 0.672 0.263 1.274
479 8.868 0.965 -7.903 0.995 0.001 0.002
480 4.687 0.435 -4.253 0.927 0.057 0.216
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481 1.144 0.276 -0.868 0.729 0.224 1.03
482 1.189 0.502 -0.687 0.707 0.24 1.129
483 5.124 0.17 -4.954 1 0 0
484 1.23 0.206 -1.024 0.789 0.166 0.714
485 0.789 0.217 -0.572 0.719 0.219 1.003
486 1.951 0.512 -1.439 0.844 0.119 0.483
487 2.449 0.141 -2.308 0.982 0.013 0.047
488 3.023 0.15 -2.873 0.986 0.01 0.035
489 3.476 0.394 -3.082 0.989 0.006 0.023
490 6.448 0.206 -6.242 1 0 0
491 1.819 0.48 -1.339 0.799 0.162 0.691
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Anexos
Anexo 7. Figura suplementaria 3

Representacion espacial del dimero E de dengue obtenido por Cristalografia y difraccion de rayos
X. Se identifican los ectodominios (Rojo EDI, Amarillo EDIl'y Azul EDIII) asi como las posiciones de
los aminoécidos involucrados. Fuente: Modis et al., 2015.

1 52 132 191 278 294 392 493

Figura suplementaria 4

Ploteos de variabilidad para el gen E de dengue 3. Fuente: Nextstrain 2024.
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Anexo 8. Figura suplementaria 5

Descripcidn de los motivos de estructura secundaria realizados en el servidor PDBSUM.

MRCVGVGNRDFVEGLSGATWVINVLEHGGCVTIMAKNK PTLDI ELOKTFATOIATLRKLIC
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Hélice y hoja plegada w-’

Motivos de estructura secundaria F‘_’. beta turn 7 gamma turn == beta hairpin
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Anexo 9. Figura suplementaria 6

Interacciones entre residuos de interés obtenidos en el servidor PDBSum.

Anexos

Turn Residue i+1 Residue i+2 ito i+3
No. Turn Sequence* type Phi Psi Chi1l Phi Psi Chi1 CA-dist H-bond
=l Met1-Val4 MRECV | 90.2 -39.4 -177.8 -79.9 -145 -69.1 6.4 Yes
r 2 Cys3-Val6 CVGV | -80.8 -7.8 - 5.4 No
S Val6-Arg9 VGNR V) -90.4 50.0 -1571 55 No
* 4. Leu15-Ala18 LSGA I 92.7 -11.3 - 5.6 No
* 5. Glu26-Gly29 EHGG Il 740 -2.8 - 5.1 No
6. Ala35-Lys38 AKNK Il 2 59.2 215 -545 5.3 No
7. Cys74-GIn77 CPTQ | 922 -02 534 5.3 No
8. Pro75-Gly78 PTQG | : -1004 11.2 -70.2 6.6 Yes
9. Asp87-Tyr90 DONY | . -82.2 -11.3 -60.0 5.8 No
10. GIn150-Asn153 QVGN | ‘ 6 -998 -43 - 5.6 Yes
11. Thr163-Ala166 TrQA | 7 -82.3 -286 -55.9 4.8 Yes
12. Pro164-Ser167 POAS v : 9 -122.6 69.5 - 5.5 Yes
13. Leu173-Tyr176 LPEY Il 242 664 -6.3 -44.9 5.3 No
14. Pro174-Gly177 PEYG v ) -118.7 -10.8 -64.9 6.3 Yes
15. Asp190-Glu193 DFNE | -72.6 -32.0 -62.2 5.7 No
16. Phe191-Met194 FNEM | 2.0 -96.6 4.7 -70.8 4.8 Yes
17. Met199-Lys202 MKNK 18 5 -96.0 74 -63.0 54 No
18. Thr224-Pro227 TETP VIl -118.3 87.1 524 5.5 Yes
19. Trp229-Lys232 WNRK v 3.1 540 422 -57.3 6.3 Yes
20. His242-Lys245 HAKK v 8.1 -116.1 3.0 -438 5.4 No
21. Leu262-Ala265 LTGA | 13 -5 -88.8 -0.1 - 5.0 No
22. Asn270-Gly273 NSGG Il 722 65 - 5.5 No
23. Met287-Leu290 MDKL I 55.8 -T° -84.0 123 -56.1 5.2 No
24. Leu292-Met295 LKGM Il 5% =TT 76.1 155 - 6.2 No
25. Gly294-Tyr297 GMSY | 4 -80 -79.3 -94 564 5.1 No
26. Thr313-Gly316 TOHG | .5 67 -102.8 111 -57.8 §.7 No
27. Asp328-Cys331 DAPC v 9.3 -85.2 1395 33.7 6.6 Yes
28. Asp339-Gly342 DGQG | -945 50 -60.5 5.3 No
29. Leu349-Ala352 LITA v 35 7 -725 99.0 -57.9 6.5 Yes
30. Thr351-Pro354 TANP \Y] 4.4 466 70.1 -169.1 6.1 Yes
31. Lys358-Glu361 KKEE Il 2.9 63.1 -4.2 -49.8 5.6 No
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Anexo 10. Figura suplementaria 7.

Tasa de sustitucion nucleotidica por afio del gen E de dengue 3. Fuente: Nextstrain 2024.
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Anexo 11. Tabla suplementaria 7

Anexos

Genotipaje de las secuencias empleadas en el estudio a través del sitio Flavivirus Genotyping
Tool (https://www.rivm.nl/mpf/typingtool/flavivirus/)

Dengue virus

Cepas de Dengue BLAST result BLAST | refseq Regionl Regionl
score subcluster result subcluster
support

Bangladesh_LC436661_ 2017 Flaviviridae Flavivirus 91.64402 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bangladesh_LC436663_ 2017 Flaviviridae Flavivirus 91.71196 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bangladesh_LC436665_ 2017 Flaviviridae Flavivirus 91.64402 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bangladesh_0Q826973_ 2021 Flaviviridae Flavivirus 91.57609 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bangladesh_0Q827009_2022 Flaviviridae Flavivirus 91.23641 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bangladesh_0Q827013_2022 Flaviviridae Flavivirus 91.30435 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bangladesh_0Q827014_2022 Flaviviridae Flavivirus 91.50815 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bangladesh_0Q827015_2022 Flaviviridae Flavivirus 91.30435 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Bolivia_DQ177886_2003 Flaviviridae Flavivirus 96.671196 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Brazil_DQ118882_2007 Flaviviridae Flavivirus 96.875 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Brazil_FJ850079_2003 Flaviviridae Flavivirus 96.94294 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Brazil_OQ706228_2023 Flaviviridae Flavivirus 95.587234 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_1033_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.723015 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_1052_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.99457 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_1099 2022 Flaviviridae Flavivirus 95.99457 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_1144 2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_1166_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_1191_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

CUBA_1206_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.723015 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

CUBA_1255 2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

CUBA_1261_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.858795 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

CUBA_147_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_181_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.99457 NC_001477 DENV-3 Genotype llI 100
Dengue virus

CUBA_234 2022 Flaviviridae Flavivirus 96.062454 | NC_001477 DENV-3 Genotype llI 100
Dengue virus

CUBA_280_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_297_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.99457 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_318 2022 Flaviviridae Flavivirus 96.062454 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_350_2022 Flaviviridae Flavivirus 96.062454 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_415_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.858795 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
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CUBA_419_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.99457 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

CUBA_502_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.99457 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_530_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_538_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.858795 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

CUBA_629_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.99457 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

CUBA_703_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

CUBA_705_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.65513 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

China_MG840490_2015 Flaviviridae Flavivirus 96.33401 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

China_MG840492_2015 Flaviviridae Flavivirus 92.1875 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

China_MG840494_2015 Flaviviridae Flavivirus 96.198235 | NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

China_MG840496_2015 Flaviviridae Flavivirus 92.25544 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

China_MG840505_2016 Flaviviridae Flavivirus 96.198235 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

China_MG840514 2017 Flaviviridae Flavivirus 91.915764 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

China_MG840515_ 2017 Flaviviridae Flavivirus 91.847824 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

China_MG840516_2017 Flaviviridae Flavivirus 92.32337 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Colombia_KX926478_2009 Flaviviridae Flavivirus 96.603264 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Colombia_KX926479_2009 Flaviviridae Flavivirus 96.33152 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Colombia_KX926480_2010 Flaviviridae Flavivirus 96.059784 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Colombia_MK040425_2013 Flaviviridae Flavivirus 95.652176 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Colombia_MK040426_2013 Flaviviridae Flavivirus 95.72011 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Colombia_MK040427_2013 Flaviviridae Flavivirus 95.652176 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Colombia_MK614071_2013 Flaviviridae Flavivirus 96.80706 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Colombia_MZ505712_2016 Flaviviridae Flavivirus 96.39946 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Colombia_0Q821502_2021 Flaviviridae Flavivirus 96.33152 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Costa Rica_MZ505714_2013 Flaviviridae Flavivirus 95.99185 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Ecuador_MH346207_2014 Flaviviridae Flavivirus 96.39946 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Filipinas_0Q579499_ 2015 Flaviviridae Flavivirus 92.32337 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Filipinas_PP234923 2019 Flaviviridae Flavivirus 91.847824 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Filipinas_PP234925 2018 Flaviviridae Flavivirus 92.05163 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Filipinas_PP234926_2018 Flaviviridae Flavivirus 91.915764 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Guadalupe_OR229980_2020 Flaviviridae Flavivirus 96.062454 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Guadalupe_OR229981_2020 Flaviviridae Flavivirus 96.062454 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

India_MZ310551_2019 Flaviviridae Flavivirus 96.33401 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

India_MZ505718_2018 Flaviviridae Flavivirus 96.13035 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

India_OP164332_2019 Flaviviridae Flavivirus 96.198235 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

India_OP164333_2019 Flaviviridae Flavivirus 95.04413 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100

Dengue virus
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India_OP164335_2019 Flaviviridae Flavivirus 95.858795 | NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

India_OP164336_2018 Flaviviridae Flavivirus 94.636795 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

India_OP164341_2019 Flaviviridae Flavivirus 95.858795 | NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

India_OP895705_2018 Flaviviridae Flavivirus 96.198235 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

India_0OP921002_2022 Flaviviridae Flavivirus 96.4019 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

India_0Q721959 2022 Flaviviridae Flavivirus 96.13035 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

India_0Q721962_2022 Flaviviridae Flavivirus 96.13035 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

India_PP087307_2021 Flaviviridae Flavivirus 96.13035 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Indonesia_MH036413 2016 Flaviviridae Flavivirus 91.372284 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Indonesia_MH036414 2015 Flaviviridae Flavivirus 92.1875 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Indonesia_MH036415 2016 Flaviviridae Flavivirus 91.50815 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Indonesia_MT122198_2017 Flaviviridae Flavivirus 91.50815 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Indonesia_MT122199 2017 Flaviviridae Flavivirus 91.57609 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Indonesia_MT122200_2017 Flaviviridae Flavivirus 91.77989 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Indonesia_ON229519 2020 Flaviviridae Flavivirus 91.77989 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Maldivas_LC461024_2019 Flaviviridae Flavivirus 96.198235 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Martinica_ OR229978_2020 Flaviviridae Flavivirus 96.198235 | NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Martinica_ OR229983_2020 Flaviviridae Flavivirus 95.587234 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Martinica_ OR229984_2020 Flaviviridae Flavivirus 95.65513 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

México_MH936415_ 2016 Flaviviridae Flavivirus 95.85598 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

México_MH936416_2016 Flaviviridae Flavivirus 95.92391 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

México_MH936417_2016 Flaviviridae Flavivirus 95.92391 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

México_OM417340_2021 Flaviviridae Flavivirus 95.92391 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Nicaragua_HQ541802_2009 Flaviviridae Flavivirus 96.26359 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Nicaragua_HQ541803_2009 Flaviviridae Flavivirus 96.46739 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Nicaragua_HQ541804_2009 Flaviviridae Flavivirus 96.46739 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Nicaragua_KF973478_ 2012 Flaviviridae Flavivirus 96.127716 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Nicaragua_KF973486_2012 Flaviviridae Flavivirus 96.26359 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Nicaragua_KF973487_2011 Flaviviridae Flavivirus 96.33152 NC_001477 DENV-3 Genotype llI 100
Dengue virus

Nigeria_0Q132878_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.723015 | NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Panaméa_DQ341209 1994 Flaviviridae Flavivirus 97.48641 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Paraguay EU045322_ 2004 Flaviviridae Flavivirus 96.875 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Paraguay_EU045324_2006 Flaviviridae Flavivirus 96.535324 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Paraguay_EU045325_2006 Flaviviridae Flavivirus 96.26359 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Peri_DQ177888_2004 Flaviviridae Flavivirus 96.875 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Per(i_KJ189298_2008 Flaviviridae Flavivirus 96.26359 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100

Dengue virus
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Per(i_KJ189300_2008 Flaviviridae Flavivirus 96.46739 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Perd_KJ189301_2008 Flaviviridae Flavivirus 96.46739 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Puerto Rico_EU529692_2006 Flaviviridae Flavivirus 96.26359 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Puerto Rico_EU596494 2007 Flaviviridae Flavivirus 97.146736 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Puerto Rico_EU854298_ 2002 Flaviviridae Flavivirus 97.28261 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Puerto Rico_0Q836206_2022 Flaviviridae Flavivirus 95.723015 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Senegal_MW288037_2018 Flaviviridae Flavivirus 95.65513 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Senegal_MW288040_2018 Flaviviridae Flavivirus 95.587234 | NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Siri Lanka_OR394023_2019 Flaviviridae Flavivirus 91.847824 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Siri Lanka_OR394043_2019 Flaviviridae Flavivirus 91.915764 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Siri Lanka_OR394048_ 2019 Flaviviridae Flavivirus 96.13035 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Siri Lanka_OR394052_2020 Flaviviridae Flavivirus 91.983696 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Siri Lanka_OR394054 2020 Flaviviridae Flavivirus 91.915764 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Suriname_KU728208_2005 Flaviviridae Flavivirus 96.73913 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Suriname_KU728209_2005 Flaviviridae Flavivirus 96.603264 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Suriname_KU728210_2005 Flaviviridae Flavivirus 96.603264 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Tailandia_MG840498_2015 Flaviviridae Flavivirus 96.4019 NC_001477 DENV-3 Genotype IlI 100
Dengue virus

Tailandia_MZ636817_2020 Flaviviridae Flavivirus 92.05163 NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

Tailandia_MZ636818_2020 Flaviviridae Flavivirus 95.858795 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Tailandia_MZ636819_2020 Flaviviridae Flavivirus 91.847824 | NC_001477 DENV-3 Genotype | 100
Dengue virus

USA_0Q445927_2022 Flaviviridae Flavivirus 96.46979 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

USA_0Q445948 2022 Flaviviridae Flavivirus 95.858795 | NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

USA_0Q445953 2022 Flaviviridae Flavivirus 95.92668 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Venezuela_DQ367721_2003 Flaviviridae Flavivirus 96.94294 NC_001477 DENV-3 Genotype Il 100
Dengue virus

Venezuela_KF955481 2007 Flaviviridae Flavivirus 96.73913 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Venezuela_KF955484_2008 Flaviviridae Flavivirus 96.73913 NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Nepal_OR821726_2022 Flaviviridae Flavivirus 96.062454 | NC_001477 DENV-3 Genotype I 100
Dengue virus

Puerto Rico_0Q836208_2022 Flaviviridae Flavivirus 96.062454 | NC_001477 DENV-3 Genotype llI 100

Dengue virus
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