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Resumen

La epidemiologia del Dengue en Cuba es compleja. En las ultimas décadas se
reportaron brotes y epidemias de diferente magnitud causadas indistintamente por
los cuatro serotipos del complejo del virus dengue. En el afio 2021, con el
levantamiento de las medidas de restriccion instauradas durante la epidemia de
COVID-19, aumenté la movilidad de la poblacion humana, favoreciendo la
dispersién del dengue por todo el pais. En el afio 2022, se notificd por primera vez
la circulacion simultanea de los cuatro serotipos del virus, con un predomino de
dengue 3, superior al 90% del total de los casos, con respecto a los restantes
serotipos. Entre los afios 2022 y 2023, en el continente americano, se reporto la
introduccion de un nuevo linaje del genotipo lll, del dengue 3. Teniendo en cuenta
todo este panorama epidemioldgico, se realizé un estudio filogenético y filodinamico
con muestras colectadas entre los afos 2022 y 2023, mediante secuenciacion
parcial del gen de la envoltura por el método de Sanger y secuenciacion del genoma
completo con tecnologia de Nanoporos. Se realizaron construcciones filogenéticas
de Maxima Verosimilitud con el objetivo de establecer inferencias filogenéticas. Las
secuencias parciales del gen de la envoltura se analizaron en la plataforma
NGPhyloneny.fr. Los genomas completos se analizaron con diferentes paquetes
bioinformaticos como MAFFT, AliView, BEAST, Ry TempEst. Tanto las secuencias
parciales de la envoltura como los genomas completos, pertenecen al nuevo linaje
(3lll_B.3) reportado en 2022 en las Américas. Todos los genomas cubanos
mostraron estrecha relacion con secuencias de la regién, del mismo periodo de
tiempo en el que fueron colectadas. Las inferencias filogenéticas sugieren al
subcontinente indio como origen de introduccion del nuevo linaje. Como posible
fecha de introduccion, se infiere el afio 2019, y como fecha de remplazo del linaje
previamente establecido (3lll_C), el afo 2020. El analisis espacio-temporal y el de
idoneidad viral en mosquitos, mostré una marcada estacionalidad entre los meses
de mayo a noviembre, sugiriendo que la movilidad del nuevo linaje comenzo en el
centro del pais en el afio 2019, extendiéndose al resto del territorio nacional,

particularmente a finales de 2022 e inicios de 2023.

Palabras claves: dengue, linaje, genotipo, filogenética, filodinamica, genoma

completo y Cuba.
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CAPITULO I. Introduccion

El término dengue se origina en el continente africano y deriva de una frase en

lengua swahili: "Ka-dinga pepo", que significa enfermedad provocada por un

fantasma. El primer informe de dengue aparece en una enciclopedia médica
china de la Dinastia Jin (265-420 d.C) que asocia el vuelo de insectos con agua
venenosa. Se describe por primera vez en 1635, en Martinica y Guadalupe. La
enfermedad fue identificada y nombrada como tal en el 1779. En ese mismo afo,
Benjamin Rush describe el dengue como "fiebre rompe huesos”. Las primeras
epidemias se produjeron casi simultdneamente en Asia, Africa y América del
Norte, en 1781 (1).

La enfermedad producida por la infeccion con el virus dengue (VDEN) es la de
causa viral transmitida por mosquitos que mas rapidamente se extendio por el
mundo. El vector principal de su trasmision es el mosquito Aedes aegypti (2). La
enfermedad puede cursar con varias formas clinicas de presentacion. Algunos
casos evolucionan hacia un Dengue Grave con complicaciones vinculadas a
hemorragias graves, insuficiencia organica o extravasacion de plasma, lo cual es
poco frecuente, aunque conlleva un mayor riesgo de muerte si no se trata

adecuada y tempranamente (3, 4)

En nuestros dias, la enfermedad es endémica en mas de 100 paises de Africa,
las Américas, el Mediterraneo Oriental, Asia Suroriental y el Pacifico Occidental.
Las regiones mas gravemente afectadas son las Américas, Asia Sudoriental y el
Pacifico Occidental. Con los afios se hace notorio el aumento sustancial de la
enfermedad a medida que la transmision se extiende a nuevas zonas. Europa
ya se enfrenta a la posibilidad de brotes de Dengue. La transmision local se
notificd por vez primera en Francia y Croacia en el 2010 y se detectaron casos

importados en otros tres paises (5).

La mayoria de las areas endémicas de virus dengue en las Américas tienen co-
circulacién de varios serotipos, o que aumenta la probabilidad de infecciones
secuenciales y coinfecciones. El primer caso confirmado de coinfeccién por
VDEN se reporté durante el brote de 1982 en Puerto Rico, en un paciente
infectado con los serotipos VDEN-1y VDEN-4 (4).



El 2023 fue el afio con el mayor reporte de casos de Dengue en las Américas
con mas de 4,5 millones de enfermos, 7.665 (0,17%) casos graves y 2.363
fallecido (6). Este incremento en la trasmision fue precedido por diferentes
factores como: la reduccion o eliminacion de las medidas de control del mosquito
Aedes debido a COVID-19; la apertura de las fronteras de los paises al disminuir
el reporte de casos de COVID-19; una amplia circulacion de VDEN en 2022 (2
811 452 casos reportados) por la primera introduccion del genotipo

Cosmopolitan de DENV-2 (7)y la co-circulacién de mas de un serotipo del virus

en diferente paises del continente (Brasil, México, Ecuador, Brasil, Costa Rica).
Conjuntamente con esta situacion, Naveca y colaboradores reportan la
emergencia de un nuevo linaje del genotipo Ill de VDEN-3 (linaje Americano I
del genotipo Il de DENV-3) cuyo origen se asoci6 con la introduccién de cepas

asiaticas del genotipo Ill, posiblemente del subcontinente indio (8).

En el 2024, se registré el mayor numero casos de Dengue notificado en todo el
mundo, con aproximadamente 14 millones de enfermos y 13 millones de ellos

reportados en las Américas (9).

En Cuba, en el afio 2022, se reportd un incremento en la transmisién y la
severidad de los casos de Dengue, probablemente asociada a la introduccién
del serotipo VDEN-3 que no se detectaba en el pais desde el ano 2018. Al
concluir el ano 2022, cerca del 90 % del total de muestras recibidas en el
Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus, como parte de la red de
vigilancia molecular de VDEN, se identificaron como VDEN-3. Ese mismo ano,
se reportd por vez primera la co-circulaciéon de los cuatro serotipos del virus

dengue.

Simultaneamente, en el continente americano y en El Caribe se notifica la
introducciodn y circulacion de un nuevo linaje del Genotipo Il de VDEN-3 vy el

incremento en la transmision y reporte de casos de los cuatro serotipos del virus.

Basado en el contexto epidemiolégico de Cuba y la region de las Américas, se
decide hacer un estudio retrospectivo con la finalidad de conocer los genotipos
circulantes de VDEN-3 en el pais y su patrén de dispersion. Para ello se

plantearon los siguientes objetivos:



Objetivo general
Caracterizar filogenéticamente el virus dengue 3 identificado en Cuba en el
periodo 2022-2023.

Objetivos especificos
1. Identificar los genotipos del virus dengue 3 en muestras clinicas
analizadas en el Laboratorio Nacional de Referencia de Arbovirus del

Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri” en el periodo 2022-2023.

2. Analizar las relaciones filogenéticas y filogeograficas de los genomas

completos del virus dengue 3 obtenidos de las muestras estudiadas.



CAPITULO II: Marco Teoérico

I.1. Enfermedad del Dengue

La infeccion aguda con el VDEN ocasiona una enfermedad febril, con un amplio
espectro de manifestaciones clinicas que abarca desde una infeccidon
asintomatica hasta casos fatales, relacionados mayormente con la propia
respuesta inmunoldgica del hospedero y otros factores. Esta enfermedad
representa una de las mayores cargas sociales y econémicas para las naciones,
ademas de una gran amenaza para el panorama de salud en las Américas
debido a su endemicidad, el incremento en la transmision, circulacion y
confirmacion de casos en las ultimas décadas (10, 11). Se considera una de las
enfermedades tropicales mas comunes que afectan al humano. Se inicia con un
estado febril inespecifico que dificulta el diagnéstico diferencial con otras
arbovirosis. La fase febril dura aproximadamente entre dos y siete dias, periodo
en el cual los pacientes pueden presentar ademas, malestar general, mialgias,
artralgias, dolor de cabeza, odinofagia, dolor retro-orbital, anorexia, nauseas y

vomitos, que pueden acompanarse o no de exantema (12, 13).

La clasificacién clinica de la enfermedad del Dengue propuesta por la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) se emple6 hasta el 2009 y constaba de
tres categorias o grupos: Fiebre Dengue (FD) y Fiebre Hemorragica de Dengue
(FHD) (14) subdividida en cuatro grados de severidad. Esta clasificacion
dependia de los resultados del laboratorio clinico y no incluia todas las posibles
manifestaciones de gravedad: afectacion del sistema nervioso central (SNC)
(encefalitis), del corazén (miocarditis) o del higado (hepatitis grave). Debido a
esto la organizacion Mundial de la Salud (OMS) propuso una nueva clasificacion
dirigida a identificar los signos de alarma de la enfermedad para un mejor manejo
clinico del paciente, evitando casos graves y fallecidos. La nueva clasificacion
de la OMS que entré en vigor en 2009 integra tres categorias: Dengue sin signos

de alarma, Dengue con signos de alarma y Dengue grave (15).

Segun la nueva clasificacién, la enfermedad puede tener dos formas de
presentacion clinica: Dengue y Dengue grave. Se toma como criterio de caso
sospechoso de Dengue a toda persona que vive o viajo en los ultimos 14 dias a

zonas con transmision de virus dengue y que presenta fiebre aguda de dos a



siete dias de evolucion y dos o mas de las siguientes manifestaciones clinicas:
nausea, vomitos, exantema, cefalea, dolor retro-ocular, mialgia, artralgia,
petequias, prueba de torniquete positiva o leucopenia; a su vez, el paciente
puede o no, presentar cualquier signo de alarma: dolor abdominal, sangrado de
mucosas, alteracion del estado de consciencia, trombocitopenia,
manifestaciones de dafio organico y choque por extravasacion de plasma o

sangrado severo (16).
La enfermedad se divide en tres fases clinicas:

Fase 1: nombrada febril, puede cursar de forma asintomatica (en el 80 por ciento
de los pacientes o sintomatica como una enfermedad leve que comienza
después de un periodo de incubacién de dos a ocho dias; puede aparecer un
cuadro febril inespecifico y la forma tipica se manifiesta con fiebre alta, cefalea
(especialmente retro-ocular), mialgias y artralgias (68). Ademas, puede ocurrir
inflamacion de los ganglios linfaticos y erupciones en la piel, desde un rash
exantematico escarlatiniforme hasta francas petequias. El 80 % de los infectados

por VDEN pueden desarrollar una infeccion asintomatica (17).

Fase 2: nombrada critica, inicia con la desaparicion de la fiebre y la aparicion de
los signos de alarma: dolor abdominal, vomito, sangrado de mucosas, alteracion
del estado de consciencia, trombocitopenia, manifestaciones de dafo organico
(hepatopatias, miocarditis, encefalopatia) y choque por extravasacién de plasma
o0 sangrado severo (normalmente asociado a hemorragias de vias digestivas
(17).

Fase 3: nombrada de recuperacion, comienza cuando el paciente sobrevive a la
Fase 2 y puede durar desde unos dias hasta varios meses, con una elevacion
del recuento plaquetario y de linfocitos, estabilizacion hemodinamica y

restablecimiento del resto de las funciones del organismo (17).
Il.2. Historia del Dengue en el mundo

El primer informe de Dengue aparece en una enciclopedia médica china de la
Dinastia Jin (265-420 a.C.) que asocia el vuelo de insectos con agua venenosa.
Se describe por primera vez, en 1635, en Martinica y Guadalupe. La enfermedad

se identificé y nombro como tal en 1779, afio en el cual Benjamin Rush describe



al Dengue como "fiebre rompe huesos”. En el afio 1780, durante una epidemia
en Filadelfia, Estados Unidos, Rush realizé la primera descripcién clinica de la
enfermedad. Las primeras epidemias se produjeron casi simultaneamente en
Asia, Africa y América del Norte, en 1781. El primer informe oficial registrado
sobre la enfermedad de origen viral data de 1935 en las Indias Francesas
Occidentales (18).

A fines del siglo XIX e inicios del XX, se notificaron diferentes epidemias en
regiones tropicales y subtropicales afectando a millones de personas: Estados
Unidos 1920, 1922; Australia 1925-26, 1954-55; Sudafrica 1926-27; Grecia
1927-28; Japdn 1942-45, el Caribe 1963-69 (18).

La primera cepa de VDEN-1, la Mochizuki, se aislé en 1943 en Japon. En 1977
se reportaron casos en las Américas y 1984 en Africa. El VDEN-2 fue notificado
por primera vez en 1944 en Asia (Papua Nueva Guinea e Indonesia), en 1953
en América (Republica de Trinidad y Tobago) y en 1964 en Africa (Nigeria). El
VDENS-3 se notifico por primera vez en 1953 en Asia (Filipinas y Tailandia), en
1963 en América (Puerto Rico) y durante 1984-1985 en Africa (Mozambique). El
VDEN-4 se informé por primera vez en Asia en 1953 y en las Américas en 1981
(19, 20).

En Jamaica se desarrollaron dos epidemias: en 1963 (VDEN-3) y en 1967
(VDEN-2) con extension a otros paises de El Caribe. Desde ese momento y
hasta la fecha, la enfermedad se mantiene endémica en la region tropical del
continente americano. En Jamaica, en 1977, se inicia la primera epidemia
causada por el VDEN-1 en las Américas (Dengue Clasico o FD sin casos fatales)
que se extendié hasta Puerto Rico, Bahamas, Cuba, Republica Dominicana,

Guyana, Trinidad y Tobago y Venezuela (21-23).

En el afio 1981 tuvo lugar la primera epidemia de Dengue Hemorragico en las
Américas. Esta vez afecté a Cuba y el agente etioldgico resultd ser una cepa de
origen asiatico de VDEN-2, con un total de 344 203 casos, de los cuales 10 312

fueron graves y 158 fatales (el 60 % menores de 15 afos) (24).



11.3. Historia del Dengue en Cuba

Desde el primer reporte clinico de la enfermedad en Cuba, han acontecido varios
brotes y epidemias. La primera clasificacion serotipica del virus se realizd
durante el brote del afios 1977, describiéndose como VDEN-1(25). En 1981
ocurrié la primera epidemia de Dengue Hemorragico por VDEN-2. Durante el
verano de 1997, en Santiago de Cuba, se notifica un pequefio brote de VDEN-2,
confirmandose 3 012 casos, de los cuales 205 reunieron los criterios de DH y
fallecieron 12 de ellos (24). Posteriormente, en el 2000, se desato un pequefo
brote de VDEN-3 en el municipio Boyeros, en la capital del pais, controlado de
forma eficiente y oportuna (26). A mediados de 2001 y hasta febrero de 2002,
ocurrié una gran epidemia de VDEN-3, que afecto principalmente a la provincia
de La Habana, aunque ocurrieron reportes de transmisién en otras cinco
provincias. En 2005, se detecté VDEN-3 en La Habana y en 2006, se detecta
VDEN-4 por primera vez en el pais, en la provincia de Camaguley,
diseminandose posteriormente a otras provincias. Entre los afios 2007-2014, se
mantuvo la vigilancia y se notificaron pequefios brotes controlados de los

serotipos 2, 3 y 4 del virus (27).

Entre los afos 2014-2018, se detectaron los VDEN 2, 3 y 4. En 2016 se reportd
transmision de VZIK, con baja circulacion de VDEN-2 y 3. El ultimo caso de Zika
se reportd en enero de 2020, con fecha de inicio de los sintomas en diciembre
de 2019. De 2019 a 2021, se detectaron los VDEN-1y 2, con un mayor numero
de casos de Dengue en 2019. En 2021, la transmision de VDEN-1 predominé
sobre la de VDEN-2. No se detecto transmision de VDEN-3 y 4 entre 2019 y
2021. En 2015 se reportd un pequefo brote de Chikungunya en el oriente de
Cuba (27, 28).

A finales de 2021, coincidiendo con la apertura de las fronteras cubanas en la
etapa post COVID-19, se incrementaron los casos de Dengue. A principios de
2022 se identificaron los virus VDEN-1 y VDEN-2, mientras que el VDEN-3 se
reporté a finales de abril en La Habana y posteriormente, en la provincia de
Camaguey. Para la semana epidemiologica (SE) 27, el VDEN-3 era el serotipo
predominante confirmado en las muestras recibidas de todo el pais como parte

de la vigilancia molecular de dengue. La infeccion viral se asocié con casos de



Dengue con signos de alarma y Dengue grave, tanto en nifios como en adultos
(28).

Sumado al contexto sanitario desencadenado en este espacio temporal, Cuba,
reporta por vez primera la co-circulacidon de los cuatro serotipos del virus dengue
en el afo 2022, situacion propiciada por la apertura de las fronteras del territorio
luego de la pandemia de COVID-19. El aumento de la transmision del dengue en
Cuba en 2022, estuvo asociado probablemente a la introduccion del serotipo 3,
ya que el 90 % de las muestras recibidas a través de la vigilancia molecular del
dengue, se identificaron como VDEN-3. También se observé un aumento en la

gravedad de la enfermedad.

En 2023, Martinez y colaboradores estudiaron a 306 nifios hospitalizados en el
Centro de Referencia de La Habana para pacientes pediatricos con Dengue
(Hospital Pediatrico Docente del Cerro). De ellos, el 62,7 % clasificaron como
Dengue con signos de alarma, mientras que el 37,6 % como Dengue grave con
choque hipovolémico. No se reportaron fallecimientos. Se confirmd la infeccidn
por VDEN-3 en varios pacientes. No se habian reportado en el pais casos de
nifos con Dengue grave en condiciones epidémicas desde la epidemia cubana
de Dengue Hemorragico de 1981. Aunque el aumento en la transmision de
dengue y la gravedad de la enfermedad aparentemente se asociaron con la
circulacién de VDEN-3, no se puede excluir que otros factores como la infeccién
secundaria por VDEN, la secuencia de la infeccion viral y el intervalo entre
infecciones, asi como los antecedentes genéticos del individuo, pudieran estar

involucrados (29).

11.4. Origen del virus dengue, clasificacion taxonémica, estructura viral y

genoma

El virus emergié hace unos mil afios en primates no humanos (VDEN selvatico)
en Africa y Asia, pero la transmisién entre humanos quedé establecida hace tan
solo unos cientos de afos. Malasia se considera una zona donde todos los
serotipos del VDEN evolucionaron de forma independiente a partir de un linaje

ancestral salvaje (30).

El complejo del virus dengue incluye cuatro serotipos con propiedades

antigénicas diferentes (VDEN1-4). Se trata de un arbovirus perteneciente a la
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familia Flaviviridae, género Orthoflavivirus (31). La particula viral es de
aproximadamente 40-50 nm y su nucleocapside (NC) presenta simetria
icosaédrica. Las proteinas de envoltura (E) y membrana (prM/M) forman la
cubierta glicoproteica. El genoma viral esta compuesto por una simple cadena
de acido ribonucleico de polaridad positiva (ARNsc+), que presenta un unico

marco abierto de lectura (ORF, del inglés Open Reading Frame) flanqueado por

regiones no codificantes (UTR). EI ORF codifica para una poliproteina, que
posteriormente es escindida por proteasas para dar lugar a las diez proteinas
virales; de ellas tres son proteinas estructurales (Capside (C), prM y E) y siete
proteinas no estructurales (NS: non structural, del inglés) conocidas como NS1,
NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS2B y NS5 (32). Los genes que codifican para
dichas proteinas se encuentran organizados del siguiente modo: 5 — C — prM —
E — NS1 - NS2A — NS2B— NS3 — NS4A/2K — NS4B — NS5 — 3’ (33).

11.4.1. Proteinas estructurales

La proteina C tiene un peso aproximado de 11 kDa; posee una estructura
secundaria con cuatro a-hélices que realizan diferentes funciones. Dos de sus a-
hélices poseen caracteristicas hidrofébicas y se encargan del anclaje a la
membrana del reticulo endoplasmatico. Una hélice de caracter basico formando
la nucleocapside se localiza en la cara citoplasmatica de la particula viral anclada
al ARN gendmico recién sintetizado. La ultima hélice, que posee también
caracteristicas hidrofobicas, promueve la estabilizacion de la nucleocapside y el
reclutamiento de gotas lipidicas del citoplasma, favoreciendo la formacion de la

particula viral (34).

La proteina prM, con un peso molecular de 26 kDa, esta presente en viriones
inmaduros y se procesa durante la exportacion de los viriones via trans-Golgi por
la proteasa celular furina, generando el péptido pr y la proteina M; conllevando

la consecuente maduracion del virion (35).

La proteina E es una glicoproteina con peso molecular de 60 kDa; se encuentra
en la superficie del virus formando complejos homodiméricos de tipo cabeza-
cola. Es el principal antigeno viral que estimula la respuesta inmune del
hospedero e induce la produccién de anticuerpos neutralizantes. Es la unica

proteina responsable de los eventos asociados a la entrada de la particula viral,



que involucra el reconocimiento de los receptores celulares y la fusion de las
membranas celular y viral en el endosoma (proteina de fusion viral clase Il). La
glicosilacion de esta proteina en la posicion 153 se conserva en muchos
flavivirus, mientras que en la posicion 67 es unica para los virus del dengue (36).
Estos sitios de N-glicosilacion son criticos para la biosintesis y ensamblaje de la
proteina E en la particula viral; estan implicados en la produccién de particulas
infecciosas y en la infectividad viral, y parecen mediar la unién de la proteina E
a los receptores celulares mediante la interaccién con lectinas y otras moléculas

expresadas en la superficie de las células hospederas (37).
1.4.2. Proteinas no estructurales

La NS1 es una glicoproteina que se encuentra unida al complejo de replicacion
viral en el reticulo endoplasmatico, en la superficie celular y en forma
extracelular. Presenta determinantes antigénicos especificos de serotipo y de
grupo. Su forma extracelular induce respuestas inmunes humorales fuertes y a
pesar de no generar anticuerpos neutralizantes, genera respuesta humoral
prolongada e inmunidad celular mediada, principalmente, por la actividad de
linfocitos TH1 y TH2 los cuales inducen en su mayoria anticuerpos IgG clase |,
asociados a la activacion del complemento. Independientemente del tipo de
respuesta inmune que genera, NS1 induce la secrecidn de citoquinas

proinflamatorias como IFN-y e IL-10 (38).

La NS2 se conforma con dos proteinas NS2A y NS2B; puede encontrarse
atravesando la membrana y se localiza en posibles sitios de replicacion del ARN.
Se conoce que la proteina participa en el ensamblaje del virion. NS2A presenta
epitopos de células T y en el serotipo VDEN-2 actua como antagonista del
interferén (INF) mediante la inhibicion de la sefal que estimula su produccién. La
proteina NS2B se asocia a la membrana y constituye un cofactor requerido para

la funcion serina-proteasa de NS3 al formar el complejo con NS2B-NS3 (39, 40).

La NS3 es la segunda proteina mas grande del virus (70 kD), altamente
conservada entre los flavivirus (67%), su estructura se divide en tres dominios y
es un componente de la maquinaria enzimatica de replicacién del ARN viral. Es
una proteina multifuncional, con actividad serina-proteasa, helicasa y nucleétido-

trifosfatasa que presenta epitopos de linfocitos T citotoxicos inductores de
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apoptosis (muerte celular programada). Algunas mutaciones en esta proteina

pueden disminuir sus funciones (41, 42).

La proteina NS4 da origen a dos proteinas relativamente pequefias: NS4A y
NS4B. La NS4A es una proteina asociada a membrana con cuatro hélices
transmembrana y una region citosélica N-terminal; y participa en la replicacién
del ARN anclando a membranas celulares componentes de la replicasa. NS4B
es una proteina integral que posee cinco dominios transmembrana, se localiza
en sitios de replicacion del ARN y puede aparecer dispersa en la membrana
citoplasmatica y en el nucleo (43). NS4B antagoniza la accion antiviral del INF-3
(44).

La NS5 es la mas grande y conservada de las proteinas no estructurales de los
flavivirus, con una homologia aminoacidica del 70% entre los cuatro serotipos.
Es una proteina basica que funciona como ARN polimerasa ARN dependiente
(ARNpARNd) y metiltransferasa (metilaciéon de la caperuza del extremo 5 del
ARN viral). Induce la transcripcion y traduccion de la IL-8, lo cual favorece la
diseminacion viral. También puede inhibir la respuesta inmune del INF, mediante
la interaccidn con el transductor de senales y activador de la transcripcién 2
(STAT2) o por modulacion del empalme del ARN dentro de la célula hospedera
(31, 45, 46).

I1.5. Ciclo replicativo

La etapa de adhesion entre la particula viral y las células humanas, esta mediada
por la interaccién entre la proteina E, receptores de la superficie celular y otros
factores de union. En el caso particular del VDEN se describen como receptores
celulares los glucosaminoglucanos, lectinas tipo C como DC-SING, receptores
de manosa, receptores de fosfatidilserina y proteinas de la inmunoglobulina-
mucina de linfocitos T (47-49). El reconocimiento de estos receptores y
correceptores sugiere que la unién virus-célula hospedera se puede realizar en
diversas combinaciones, en dependencia del tipo de células que se infecta
(tropismo celular). Una vez unido, el viridbn entra en la célula por endocitosis
mediada por clatrina y se trasporta a endosomas tempranos o intermedios. En
los endosomas, el medio acido induce cambios conformacionales fusogénicos

en las glicoproteinas de fusién de la envoltura lipidica del virion con la membrana
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del organelo. Subsecuente se produce la liberacién de la nucleocapside al
citoplasma celular. El desensamblaje de la capside que es un proceso poco
conocido, termina con la liberacion del genoma viral en el citoplasma y la
traduccion a proteinas en los ribosomas del reticulo endoplasmatico rugoso
(RER). Dada su naturaleza monocistréonica el genoma se traduce como una
poliproteina procesada por la proteasa viral NS3 y las proteasas del hospedero
(algunas aun desconocidas), para generar las tres proteinas estructurales (C,
prM y E) y las siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5). Estas ultimas cumplen funciones durante la replicacién viral y modulan la

respuesta innata de la célula hospedera (49-51).

La replicacion del genoma viral se desarrolla en invaginaciones de la membrana
del RER que el propio virus induce, conocidas como paquetes vesiculares (VP)
(39). Dentro de los VP se encuentran las proteinas NS3 y NS5 formando un
complejo. La proteina NS3 posee una funcién catalitica como proteasa vy
presenta también funciones de helicasa. La NS5 es la ARNpARNd vy tiene
actividad metiltransferasa (39, 50-52). La NS1 se ubica hacia el otro lado del
lumen del RER y se asocia a los VP, presumiblemente cumpliendo funciones de
andamiaje para el complejo replicativo (39, 52, 53). Las proteinas NS4A y NS4B
ubicadas en la membrana del RER son responsables de inducir la curvatura de
la membrana(39, 43). Una vez que el genoma se replica a través de
intermediarios de replicacion de ARN de doble cadena, el proceso de ensamblaje
comienza con la asociacion de dimeros de la proteina C con el ARN viral
progenie, seguido de la gemacion de membranas del RER que contienen el
complejo prM-E. Durante el ensamblaje y la liberacion de las nuevas particulas,
las proteinas del hospedero regulan el trafico intracelular y el procesamiento y la

adicién de azucares a la glicoproteina E (39, 54).

Los viriones inmaduros se transportan por medio de la via secretora clasica o
constitutiva, a través del aparato de Golgi, hacia el espacio extracelular. El ultimo
paso en la maduracion del viridn es un reordenamiento de prM-E debido al pH
acido del Golgi y a la accion de una proteasa propia del Golgi, llamada furina.
Las particulas virales se liberan de la célula mediante exocitosis, proceso por el
cual adquieren la envoltura a partir de la membrana de la célula hospedera (51,
54, 55).
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I1.6. Diversidad genética de los VDEN

Los cuatro serotipos del virus comparten aproximadamente un 65% de similitud
en la secuencia aminoacidica. Cada serotipo consta de varios genotipos que son:
grupo de aislados que no tienen mas de un 6% de divergencia en su secuencia

de nucledtidos en una region dada del genoma (19).

La ARNpARNd codificada por la proteina NS5 del VDEN posee baja fidelidad
debido a la carencia de actividad correctora de errores e induce una mutacién
por cada ciclo replicativo. Este alto nivel de mutaciones le confiere al virus una
elevada diversidad genética que explica la existencia de los genotipos en los
cuatro serotipos del complejo viral (56). La carencia de la actividad correctora de
errores de la ARNpARNd provoca la acumulacibn de genomas virales
genéticamente distintos, organizados alrededor de una secuencia consenso en
cada hospedero. Las cuasiespecies o variantes intrahospedero, interactuan
colectivamente, a nivel funcional, lo cual hace posible la adaptacion de la

poblacion viral (56).

Los serotipos del complejo dengue se clasificaron en varios genotipos a fines de
la década del 90 del siglo pasado y principios del 2000, basandose en la

diversidad gendmica del complejo viral y empleando secuencias genéticas

parciales del genoma: VDEN-1 (LII, 111, 1V, V); VDEN-2 (Asiatico 1, Asiatico 2,
Cosmopolita, Americano, Asiatico/Americano y Selvatico); VDEN-3 (LII, lll, IV, V)
y VDEN-4 (L,I1, lll, IV) (12, 20, 57).

En 2024, Hill y colaboradores introdujeron un nuevo sistema mucho mas
dinamico para la clasificacion genotipica del VDEN. Cada serotipo se representa
con numeros arabicos del 1 al 4, seguido del genotipo en numeros romanos del
| al VI separados estos ultimos de los linajes mayores por un guion bajo y por un
punto y seguido los linajes menores. Los linajes mayores se designan usando
letras del alfabeto romano y responden a escalas regionales (A, B, C). Los linajes
menores se identifican con numeros arabicos y proporcionan una escala mas

resolutiva similar a lo descrito para SARS-CoV-2 (ejemplo: 3lll_B.3)(58).
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I1.7. Transmision de los VDEN

El virus se transmite por la picada de la hembra infectada del mosquito del
género Aedes cuyo origen es africano, fundamentalmente A. aegypti. A.

albopictus es un vector limitado a algunas areas geograficas.

Se reportan dos ciclos de transmisién bien definidos para los virus del dengue.
El primero se conoce como ciclo de transmision selvatico y ocurre entre los
reservorios naturales del virus, los primates no humanos y los vectores. El
segundo se denomina ciclo de transmisién urbana y ocurre debido a un proceso
de domesticacion del vector en el ambiente intradomiciliario, lo cual favorece el
estrecho contacto del virus con el hospedero accidental, el hombre. Ambos ciclos
difieren ecoldgica y evolutivamente. Los ciclos urbanos ocurren en paises donde
los principales vectores pueden ser Aedes aegypti y Aedes albopictus (59, 60)

Debido a la expansién y adaptacion del vector fue posible la propagacién del
virus desde la jungla hasta las zonas periurbanas y urbanas (61). Otros factores
favorecen también la transmision: la migracion, el comercio y la facilidad de
trasportarse de un continente a otro a través de vuelos transcontinentales en tan
solo en cuestion de horas o dias. Estos factores potencializan la distribucién del
vector o el humano infectados con el virus en regiones no endémicas, lo que

ayuda a la aparicién y circulacion del agente viral en dichos territorios (61).

La transmision vertical del mosquito hembra a su descendencia, es esencial en

el mantenimiento de ambos ciclos, urbano y selvatico, especialmente mientras
dura la estacion de sequia o los periodos interepidémicos (59). Hasta el
momento no se reportan otras rutas de transmision como transfusiones de
sangre, trasplante de 6rganos y transmision perinatal. No existe evidencia de
que pueda transmitirse por via sexual como ocurre durante la infeccién con el
VZIK (62, 63).

I1.8. Inmunopatogenia de la infeccién por VDEN

La patogénesis de la infeccién por VDEN depende de la compleja interaccion de
factores dependientes del virus y del hospedero. Los factores virales son
aquellos asociados al tropismo celular (afinidad del virus por determinado tipo
celular), la capacidad replicativa del virus y la alteracion de la bioquimica y la

funcion celular. Los factores dependientes del hospedero median la respuesta
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inmunologica, determinan si el virus es eliminado de forma rapida y
eficientemente, favoreciendo un curso clinico de la enfermedad leve o grave. La
respuesta inmunoldgica inducida por el propio hospedero determina la gravedad
de la enfermedad (18, 64).

Las células diana de esta infeccion son las propias del sistema inmune: los
monocitos y otras células de origen reticulo-endotelial. El virus también posee
tropismo por las células dendriticas (CD) epidérmicas, dérmicas y las

plasmocitoides que son los blancos iniciales en la infeccion (18).

Cuando un mosquito Aedes infectado con el VDEN introduce su saliva dentro de
la piel del humano, el virus puede infectar los queratinocitos epidérmicos, los
fibroblastos de las capas subcutaneas y las células de Langerhans. Los
queratinocitos humanos desempefian un papel importante en el control de la
infeccidn inicial a través de la interaccion con receptores de genes inducibles por
acido retinoico. La infeccion de los fibroblastos primarios de la piel se asocia con
la regulacion de la expresion de ARN mensajero, y potencia la transcripcion de
RIG-1 y MDAS, los cuales son reconocidos en la respuesta inmune innata que
se origina a raiz de la infeccion por virus con genoma ARN. A esto sigue la
potenciacion de la expresion de INF a y B. Los INF tipo | y Il pueden suprimir la
carga viral de las células infectadas. Las células de la piel, que estan infectadas,
pueden presentar vacuolizacion citoplasmatica y edema en el estrato granuloso
(64).

Después de la replicacion en células del tejido local y en la regién de los n6dulos
linfaticos, el VDEN se disemina por via sanguinea hacia las células
mononucleares del bazo y el higado, como primeras dianas permisivas para la
multiplicacion viral. El virus posee tropismo por células del sistema nervioso y

puede causar degeneracion neuronal e infiltracion celular a ese nivel (64).

La infeccion primaria puede cursar de forma asintomatica, trascurrir como una
enfermedad febril leve y en pocas ocasiones, provocar la muerte. Una segunda
infeccion por el virus representa un alto riesgo de desarrollar la FHD debido al
fenomeno de amplificacion dependiente de anticuerpos (ADE): fendmeno en el
que los anticuerpos especificos pueden incrementar o amplificar la replicaciéon

viral. La infeccién con un serotipo de dengue induce una inmunidad homotipica
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de por vida y provoca también la formacion de anticuerpos heterotipicos que
reaccionan cruzadamente, a corto plazo, con el resto de los serotipos. La
proteina de envoltura tiene en su superficie epitopes antigénicos de diferente
especificidad que inducen la formacion de anticuerpos especificos y de
reactividad cruzada entre varios serotipos del género Flavivirus. Las células del
sistema inmunolodgico y las células endoteliales (CE) que recubren los vasos
sanguineos, desempefan un papel vital en el tropismo y la patogénesis del
VDEN (16).

En respuesta a la infeccion por VDEN el sistema inmune produce diversas
citocinas proinflamatorias relacionadas con la patogenia de la enfermedad. La
proteina viral NS1 se reconoce por los receptores tipo toll (TLR2 y TLR6) que
contribuyen a la expresién de citocinas proinflamatorias (65). Los macréfagos se
convierten en uno de los principales productores de interleuquinas (IL-18, IL-2,
IL-6, IL-8) y TNF-a que se relaciona con las manifestaciones hemorragicas, al

favorecer la trombocitopenia y la disfuncion endotelial (16).

Las células dendriticas presentan los antigenos a los linfocitos TCD4,
activandolos. Estos comienzan a cooperar con los linfocitos B produciendo
anticuerpos. La respuesta de anticuerpos constituye un elemento critico en la
patogenia de la enfermedad, ya que los anticuerpos producidos contra un
serotipo no son necesariamente, neutralizantes contra otro. Esto se debe a
diferencias entre los epitopes del dominio Ill de la proteina E (66). Los
anticuerpos no neutralizantes favorecen la entrada de los virus a las células

mononucleares, amplificando la infeccion (67).

La accién de los anticuerpos heterdlogos provoca la activacién de la via clasica
del complemento, con el aumento de las anafilotoxinas C3a y Cba, que
constituyen mediadores importantes del aumento de la permeabilidad vascular
(68). Por otra parte, estos anticuerpos estan implicados en la aparicion de los
eventos hemorragicos, pues existe reactividad cruzada contra las plaquetas, las
células endoteliales y las proteinas plasmaticas relacionadas con la cascada de

la coagulacion (69).

El virus es capaz de infectar directamente las células progenitoras sanguineas

en la médula dsea, suprimiendo la hematopoyesis y la formacion de anticuerpos
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que reconocen por reaccion cruzada estructuras de las plaquetas. Esto
contribuye a la trombocitopenia caracteristica de esta enfermedad (70). Dichos
eventos inducen apoptosis provocando disfuncion endotelial y aumento de la
permeabilidad vascular, lo que facilita la ocurrencia de hemorragias (71). La
necrosis de los hepatocitos, secundaria a la infiltracion de este 6rgano por células
del sistema inmune como linfocitos T citotoxicos y NK, termina siendo inevitable,
y como consecuencia de la misma, se elevan los niveles de aminotransferasas
y disminuye la capacidad de producir factores de la coagulacién y proteinas

plasmaticas en el higado que estimulan el sangrado (17, 72).

11.9. Métodos de diagnéstico de VDEN

Los métodos de diagndstico para el VDEN se clasifican en directos e indirectos.
Los primeros identifican identifican las particulas virales completas, las proteinas
que actuan como antigenos o el acido nucleico viral y los segundos, determinan
la respuesta inmune del hospedero al virus, ya sea humoral (IgM o 1gG) o celular.
Otra forma de clasificar los métodos diagndstico se basa en el fundamento de

las técnicas: de aislamiento viral, inmunolégicas y moleculares (73).

Para el diagndstico virolégico de la infeccion por el VDEN, se utilizan como
muestras el suero, el plasma, la sangre total, el liquido cefalorraquideo
(pacientes con infeccién presuntiva y con manifestaciones clinicas en el sistema
nervioso central, como encefalopatia y meningitis aséptica), asi como los tejidos

del higado, rifion, bazo y pulmédn, utiles para diagnostico post mortem (73).

11.9.1 Técnicas de aislamiento e identificacion de VDEN

Existen varios sistemas de aislamiento viral: la inoculacién intracerebral en
ratones lactantes de uno a tres dias de edad, los cultivos de células (primario,
diploide y de linea), la inoculacion intratoracica de mosquitos adultos y el uso de

cultivos de células de mosquitos (73).

La inoculaciéon de ratones lactantes por via intracerebral, a pesar de ser uno de
los sistemas bioldgicos mas empleados en el aislamiento del virus, presenta baja
sensibilidad comparada con otros métodos. La inoculaciéon en mosquitos por via
intratoracica es la técnica de mayor sensibilidad para el aislamiento del VDEN
(73).
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Para el aislamiento en cultivos celulares, se pueden emplear lineas de
mamiferos: la Vero (riidn de mono verde africano), BHK-21 (riidn de hamster
recién nacido), LLCMK2 (rindbn de mono). Las lineas celulares obtenidas de
mosquitos son las mas sensibles y de amplio uso: AP61 (Aedes
pseudoscutellaris), Tra-284 (Toxorrhynchites amboinensis), C6/36 (Aedes
albopictus), AP64 y CLA-1 (clonos de una linea celular de Aedes
pseudoscutelaris), NIV-AA-706 (obtenida de larvas de Aedes aegypti). La

sublinea celular C6/36HT (alta temperatura, del inglés high temperature) se

adapto a crecer a 33° C y muestra una gran sensibilidad a los VDEN (73, 74).

El aislamiento viral en cultivos celulares no se utiliza para el diagndstico habitual,
ni es un requisito para la confirmacion del diagnéstico de VDEN, debido a la
complejidad técnica, los costos y la bioseguridad necesarias para su realizacion.
Sin embargo, resulta importante para realizar estudios posteriores de
caracterizacién fenotipica y genotipica de VDEN. Los aislamientos obtenidos a
través de esta técnica puedan servir como referencia y controles para las

pruebas seroldgicas y moleculares (73).

1.9.2. Técnicas serolégicas para el diagnéstico de VDEN

Los métodos de diagnostico serologico se basan en la deteccion de la respuesta
inmune contra los antigenos del virus que produce la infeccion. La sensibilidad
de los métodos seroldgicos depende sobre todo, de la dinamica temporal de la
produccion de anticuerpos (73, 75). Pueden realizarse mediante pruebas de
inmunocaptura enzimatica de la inmunoglobulina M (MAC-ELISA) e
inmunoglobulina indirecta G (ELISA); por inhibicién de la hemaglutinacion (IH);
por fijacion de complemento (FC); por neutralizacion en cultivo de células
mediante reduccioén de placas (PRNT) y por la deteccién de anticuerpos contra
la proteina no estructural del dengue NS1 (NS1-ELISA) (73).

Existen diferentes ensayos inmunoenzimaticos sobre fase sdlida (ELISA), del

inglés enzime linked immunosorbent assay, para la deteccion de anticuerpos IgM

e IgG. Estos sistemas son econdmicos, rapidos, faciles de ejecutar, sensibles y
especificos. La sensibilidad del ELISA de captura de IgM se encuentra entre 90
y 97%, comparado con la sensibilidad de la IH. En menos del 2% de los casos

se observan reacciones falso-positivas (76).
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Durante una infeccién primaria por dengue, el sistema inmunoldégico del
hospedero produce anticuerpos IgM entre cinco y seis dias posteriores al inicio
de los sintomas, y anticuerpos IgG entre los siete y diez dias. Durante la infeccidn
secundaria, los niveles de anticuerpos IgM son mas bajos y en algunos casos
estan ausentes, y los niveles de anticuerpos IgG altos son detectables incluso,
desde el primer o segundo dia del inicio de los sintomas, y se mantienen
elevados entre dos y tres meses posteriores, Los titulos altos de anticuerpos 1gG,

son un criterio de infeccion secundaria (76, 77).

El método de ELISA de inhibicion (MEI) permite la deteccion y titulacion de las
inmunoglobulinas totales contra el VDEN. El empleo de sueros pares permite

clasificar el caso como primario o secundario.

La deteccion de anticuerpos neutralizantes mediante la técnica PRNT, se
considera la prueba de oro para el diagndstico serolégico de las infecciones
arbovirales (79). Al igual que otras pruebas de neutralizacién, se basa en la
capacidad de los anticuerpos séricos para neutralizar al virus en cultivos
celulares. Es la prueba seroldgica mas especifica entre los flavivirus y serotipo-
especifica para los VDEN. Este método correlaciona los niveles de anticuerpos

del suero frente a la infeccion (77, 78).

La inhibicidon de la hemaglutinacién (IH) y la fijacion del complemento (FC) no
permiten la determinacion de anticuerpos especificos contra los antigenos del

serotipo infectante (42, 77).

11.9.3. Técnicas moleculares de diagnéstico de VDEN

Las técnicas moleculares posibilitan la deteccidén directa del genoma viral en
poco tiempo y son mas sensibles y especificas comparadas con otros tipos de
técnicas de cultivo de células y serolégicas. Constituyen una herramienta de gran
importancia para la vigilancia epidemiologica, especificamente para la tipificacion
y la determinacién de los genotipos y linajes circulantes, ya que las técnicas
moleculares pueden ser mas confiables que las basadas en anticuerpos que

pueden presentar reacciones cruzadas con otros serotipos (73, 79-81).

La PCR con transcripcion reversa (RT-PCR del inglés Reverse Transcription

Polymerase Chain Reaction) convencional constituye un método sensible,
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especifico y muy rapido para el diagnostico del VDEN. Puede detectar el ARN
viral en muestras de suero, cultivos celulares infectados, mosquitos, larvas
infectadas, asi como muestras de tejidos frescos de fallecidos y fijados en

formalina e incluidos en parafina (79).

La RT-PCR consiste en una transcripcion reversa inicial, en la que el ARN viral,
mediante la accion de la enzima transcriptasa reversa, se convierte en ADN

copia, y a partir de éste se realiza una PCR (del inglés Polymerase Chain

Reaction) convencional en la que se amplifica una regién conservada del
genoma del virus del dengue. La RT-PCR es la técnica molecular que mas se
utiliza en los estudios de deteccion del virus en cualquiera de sus serotipos

circulantes (81-83).

Existen dos tipos de RT- PCR: la RT-PCR a punto final o cualitativa, utilizada
para la serotipificacién y la RT-PCR en tiempo real o cuantitativa (QRT-PCR),

empleada para la serotipificacidn y para la evaluacién de la carga viral (73, 81).

La gRT-PCR combina los principios de una PCR convencional con el uso de
marcadores fluorescentes que permiten la deteccion de la amplificacion en
tiempo real. En el caso del VDEN, esta técnica comparte los primeros pasos de
una RT-PCR convencional: extraccion de ARN y transcripcion reversa, pero la
lectura es diferente, pues no necesita visualizacion en un gel, sino que se
observan las curvas de amplificacion en el equipo y se obtiene un resultado
cuantitativo (87). En esta técnica se emplean cebadores especificos para cada
serotipo del VDEN vy fluorocromos o sondas tipo TagMan, que emiten
fluorescencia a medida que se amplifica el genoma viral presente en la muestra.
Por esta razén, la cantidad de fluorescencia es proporcional a la cantidad de
ADN copia inicial de la muestra. Esta prueba puede ser de tipo singleplex, en la
que se detecta un solo serotipo o multiplex, en la que se identifican los cuatro
serotipos (83-85).

La gqRT-PCR no sélo es mas rapida que la convencional, sino que presenta
mayor sensibilidad y permite la cuantificacion de los &cidos nucleicos
amplificados convirtiéndose en una herramienta muy util para la determinacion

del papel de la viremia en la patogénesis del VDEN (86).
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1.10. Secuenciacién de acidos nucleicos y analisis filogenético de

secuencias de VDEN
1.10.1. Secuenciacién de Sanger

Desde la década del 90 del siglo pasado, se introduce la primera generacion de
técnicas de secuenciacion de &acidos nucleicos denominada Sanger. La
secuenciacion se considera la prueba de oro para la deteccion de variantes en
el ADN. Esta técnica consiste en hacer muchas copias de una region blanco del
ADN. Su principio se basa en el proceso de replicacion del ADN. Para ello se
necesita: una ADN polimerasa; un cebador que actua como iniciador (fragmento
de ADN monocatenario complementario a una region del ADN molde que se
desea secuenciar); los cuatro nucleotidos del ADN, en forma de dinucleétidos
(dATP, dTTP, dCTP,dGTP) y el molde de ADN a secuenciar. La reaccién de
secuencia contiene también, terminadores de cadena de los cuatro nucleoétidos,
en forma de dideoxinucleétidos, (ddATP, ddTTP, ddCTT, ddGTP) marcados con
sondas diferentes. Estos terminadores difieren de los nucleétidos normales
porque no poseen grupo hidroxilo en el carbono 3" del anillo de azucar. En el
nucledtido normal el grupo hidroxilo actia como gancho para la union de un
nuevo nucledtido en la cadena que se extiende. Una vez unido un dideoxi la

sintesis de la cadena termina (87).

La mezcla de reaccidon de secuencia anteriormente descrita, se calienta para
lograr la desnaturalizacion del ADN, posteriormente se enfria para lograr la unién
de los cebadores y una vez unidos, se eleva la temperatura para que la ADN
polimerasa pueda sintetizar el ADN. La enzima afadira nucleétidos hasta que se
incorpore de forma aleatoria un terminador de cadena. Este proceso se repetira
multiples veces vy, finalmente, se obtendran fragmentos de diferentes longitudes,

que se solapan, posibilitando obtener secuencias de mayor tamafio (87).

Una vez concluida la reaccidn de secuencia, los fragmentos obtenidos pasan por
una electroforesis capilar en gel. Los de menor tamafio pasan primero y al
atravesar todo el capilar son impactados por un laser lo que permite la deteccién

de la sonda asociada(87).
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1.10.2. Secuenciacidén de nueva generacion

Se desarrollaron también otras técnicas moleculares como la secuenciacion de

nueva generacion (SNG) (del inglés Next Generation Sequencing), la cual

permite secuenciar gran cantidad de segmentos de ADN de forma masiva y en
paralelo, en menor cantidad de tiempo y a un menor costo por base (88).
Conceptualmente, la secuenciacién de nueva generacion es como hacer un
numero muy grande de pequefias reacciones de secuenciacién de Sanger en

paralelo (87).

Existe una variedad de técnicas de SNG que hacen posible realizar muchas
reacciones de secuenciacion al mismo tiempo (altamente paralelas) a
microescala (las reacciones son diminutas y se pueden hacer muchas a la vez
en un chip) y de forma muy rapida (como las reacciones ocurren en paralelo, los
resultados estan listos mucho mas rapido) con un costo mas barato por base,
obteniendo lecturas con fragmentos de entre 50 a 700 nucleotidos de longitud
(88).

La capacidad de secuenciar genomas completos de forma rutinaria abre nuevas
posibilidades en la investigacidon y en aplicaciones biomédicas. Por ejemplo, en
la medicina personalizada se puede aplicar un tratamiento médico a la medida
de las necesidades de un individuo, con base en las variantes genéticas de su
genoma (88, 89).

Para la comprension del proceso y resultados de esta técnica es necesario tener
en cuenta dos conceptos fundamentales: cobertura (porcentaje de bases del
genoma de referencia que estan siendo secuenciadas una cantidad de veces
determinada) y profundidad (el numero promedio de veces que cada base en el

genoma es secuenciada en los fragmentos de ADN) (89).

Dentro de los métodos de SNG se encuentran la secuenciacion [llumina
(segunda generacion) y la secuenciacion por Nanoporos (tercera generacion).
En la primera, la amplificacién de los fragmentos de ADN para la generacion de
grupos (cluster o grupos del mismo fragmento) se realiza mediante PCR en
puente, y la deteccion de bases en la secuenciacion se hace a través de

etiquetas fluorescentes (89). La segunda, es uno de los métodos de
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secuenciacion de tercera generacidon, mas usados actualmente en la
secuenciacion de campo, por su facil manejo y rapida obtencién de datos,
aunque su tasa de error es superior a la de los métodos de primera y segunda
generacion. En esta técnica la secuenciacion de ADN se obtiene a medida que
una copia unica del ADN, pasa a través de los Nanoporos insertados en una
membrana artificial, rodeada de una solucién de iones. Este sistema se conecta
a una fuente de voltaje que genera un flujo constante de corriente, a medida que
el ADN se en el poro, lo que genera una variacion de potencial, que
posteriormente se convertira en bases nitrogenadas, obteniendo de esta forma
la secuencia del genoma. Este enfoque ofrece un proceso rapido y de bajo costo

para estudiar genomas largos (89).

1.10.2. Edicidn de secuencias y analisis filogenético

La nocidn basica de la reconstruccion filogenética es la idea intuitiva de todos los
naturalistas desde los tiempos de Aristoteles y antecede a todo proceso de
clasificacion biolégica: que el grado de similitud entre dos taxas nos habla de sus

relaciones evolutivas (90).

La estructura jerarquica de la vida fue propuesta originalmente por Darwin (1859)
utilizando un arbol filogenético hipotético. El analisis filogenético de los productos
de la evolucion es de fundamental importancia en la teoria de Darwin, porque
constituye un esquema magnificado de los procesos que ocurren dentro de las

poblaciones (90).

A partir de Darwin y Haeckel, un gran numero de evolucionistas propusieron
filogenias para muchos grupos bioldgicos. Sin embargo, estas filogenias fueron
construidas sin reglas, ni principios, y basicamente se elaboraron segun las ideas
intuitivas que estos investigadores tenian sobre un grupo de organismos. Por
esta razon, a lo largo del siglo XX la reconstruccion de filogenias
progresivamente cayo en desprestigio, y las filogenias producidas fueron
tomadas solamente como bonitas historias y metaforas para ilustrar libros

infantiles y museos, pero no dignas de un interés cientifico formal (91).
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A partir de los anos cincuenta, diferentes investigadores intentaron dar reglas
formales que permitieran, por un lado, la reconstruccion filogenética y, por otro,

unir la taxonomia/sistematica con la biologia evolutiva (90, 91).

Desde entonces y hasta la actualidad, la filogenia, como parte inherente de la
ciencia, avanza de forma exponencial debido al surgimiento y desarrollo de
programas bioinformaticos con lenguaje de lineas de comando para la edicién
de secuencias y el analisis filogenético (programas MAFFT, R, IQ-TREE y otros
que pueden ser corridos en plataforma Windows como Mega, AliView,
Sequencher, Fig-TREE, asi como sitios Web (NGPhylogeny.fr)).

Con estas herramientas potentes es posible obtener relaciones filogenéticas y
filogeograficas, y detectar la aparicion de nuevos genotipos y linajes dentro de
las poblaciones virales, fundamentalmente en el caso de los virus de ARN, como
el VDEN, que tienen una elevada tasa de mutacion por la carencia de actividad
correctora de errores de la ARN polimerasa ARN dependiente. Esto es
sumamente importante porque posibilita la deteccion de nuevas

recombinaciones y con ello, nuevos genotipos y linajes (92).
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CAPITULDO lil: Materiales y métodos

lll.1. Diseio de estudio, universo y muestra

Se realiz6 un estudio retrospectivo con la finalidad de identificar la circulacion de
los genotipos de VDEN-3, a partir de genomas de los virus obtenidos de
muestras clinicas, como parte de la vigilancia del Laboratorio Nacional de
Referencia de Arbovirus (LNR) del Departamento de Virologia, del Centro de
Investigacion, Diagndstico y Referencia (CIDR) del IPK (Instituto de Medicina
Tropical "Pedro Kouri”, IPK).

11.1.1. Universo

Quedd constituido por todas las muestras clinicas recibidas en el LNR de
Arbovirus, desde la red de laboratorios y hospitales de Cuba, como parte de la

vigilancia molecular que se desarroll6 en el pais entre 2022 y 2023.
l1l.1.2. Criterios de inclusién

Muestras con valor de Ct en el RT-PCR para VDEN inferior o igual al ciclo 28 (Ct
< 28) que contaran con una metadata robusta y con un volumen de muestra

suficiente para realizar nuevamente la extraccion del material genético viral.
lll.1.3. Criterio de exclusidén

Todas las muestras con valor de Ct en el RT-PCR para VDEN superior al ciclo
28 (Ct > 28), que no contaran con una metadata robusta o con un volumen de
muestra suficiente para realizar nuevamente la extraccion del material genético

viral.

lll.1.4 Criterio para suspensién y terminacién del estudio
El estudio solo seria suspendido bajo condiciones de carencia de reactivos.

111.1.5. Tamaino muestral

Estuvo condicionado por el numero de muestras recibidas en el LNR de

Arbovirus, en el periodo en estudio, que cumplieron con los criterios de inclusién.
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111.1.6. Casos confirmados

Aquellos pacientes que cumplian con los criterios de caso sospechoso, a los que
se les confirmara la infeccién por el VDEN-3, mediante la deteccion de ARN viral

por RT-PCR en tiempo real, en cualquiera de las muestras clinicas.
ll.1.7. Muestras

Se emplearon 75 muestras positivas a VDEN-3, confirmadas por RT-PCR, que

cumplieron los criterios de inclusion.
111.1.8. Aspectos éticos de la investigaciéon

Este estudio se llevd a cabo de acuerdo a los principios éticos expresados en
la Declaracién de Helsinki (93) y las normas de CIOMS (94). Esta incluido en el
Proyecto Sectorial “Fortalecimiento de la estrategia de gestion integrada para
el enfrentamiento de los arbovirus dengue, Zika y Chikungunya en Cuba”
(No.2505001) del LNR de Arbovirus del IPK, aprobado por el Comité de Etica
del IPK (CEI-IPK-30-18), al cual se le atribuiran los resultados obtenidos en el

estudio.

Este estudio no implica riesgos para los participantes y no se recoge
consentimiento informado, pues solo se analizan los resultados de las muestras
que se envian al LNR de Arbovirus como parte de la vigilancia molecular, sin
identificacién. Los investigadores involucrados en el estudio mantienen el
compromiso ético de confidencialidad de los resultados y solo los
investigadores a cargo tendran acceso a las bases de datos confeccionadas al
efecto.

EILNR de Arbovirus es el designado por el Ministerio de Salud Publica (Minsap)
para la vigilancia genémica de Arbovirus en Cuba y tiene experiencia en este

campo.
111.1.9. Publicacién de resultados o usos para propoésitos pedagégicos

Los resultados finales del estudio se divulgaran mediante informes al Minsap,
seran presentados en eventos cientificos nacionales e internacionales y se
realizaran publicaciones, siempre manteniendo la confidencialidad de los datos

de los pacientes.
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111.1.10. Almacenamiento de datos

Los datos de las muestras clinicas recibidas en el LNR de Arbovirus de los
pacientes sospechosos, se registraron y almacenaron en una base de datos en
Excel, teniendo en cuenta: numero de entrada al laboratorio, nombre y apellidos
del paciente, edad sexo, provincia de origen, fecha de entrada, la definicion de
caso. Los datos de identificacién de los pacientes no seran utilizados en el

estudio.
lll.2. Técnicas y procedimientos
lll.2.1. Tipos de muestras clinicas empleadas para el estudio

Las muestras clinicas colectadas para casos sospechosos fueron 1 mL de suero.
Las mismas se recogieron en tubos plasticos estériles de 1,5 mL y se

almacenaron a -80 °C hasta su utilizacion.
lll.2.2. Extraccion del ARN viral y mezcla para la RT-PCR en tiempo real

La extraccion del material genético (ARN) se realiz6 empleando el estuche
comercial QlIAamp Viral RNA Mini Kit, QIAGEN de Alemania. EI ARN purificado

se almacend a -20 °C hasta su procesamiento.

Para la mezcla de la reaccion del RT-PCR en tiempo real se empled el estuche
comercial Quantinova (QIAGEN, Alemania) en un area de trabajo limpia,
utilizando cabina de flujo de aire horizontal (AIRTECH, California, EE. UU). Se
preparé una mezcla de reaccion de PCR en un volumen final de 15 pL de
reaccion, compuesta por agua libre de ARNsas, cebadores, sondas (para cada
uno de los serotipos de VDEN) y mezclas de enzimas. Posteriormente, fue
dispensada en placas de 96 pocillos Micro Amp Fast Optical 96-well reaction
Plate with Barcode (0,1 mL), (Applied Biosystems (ABI), Estados Unidos). Las
placas se transportaron hacia el area de amplificacion en condiciones de

refrigeracion y cubiertas con papel aluminio para evitar la degradacion de las

sondas por la incidencia de la luz.

En el area de amplificacion se afiadié en cada pocillo 5 uL del ARN previamente
purificado de cada una de las muestras clinicas, en una cabina de trabajo UVP

(DBA Analytik Jena, California, Estados Unidos), utilizando puntas con barreras

libres de nucleasas. Se adicionaron en pocillos independientes 5 puL del ARN
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purificado de los controles positivos y negativos. Por ultimo, las placas se
sellaron con pelicula adhesiva para evitar la evaporaciéon de la mezcla de

reaccion.
111.2.3. Controles de la RT-PCR

Como control positivo para la RT-PCR en tiempo real se empled una mezcla de
ARN de antigenos virales de VDEN-1-4, previamente confirmados como
positivos con un Ct < 20 y conservados a -20 °C en el LNR Arbovirus. Como
control negativo se emple6 ARN de una muestra negativa y como control de
mezcla de reaccion se empled agua de calidad biologia molecular. En cada caso

se utilizaron 5 pL.

lll.2.4. Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcripcion Inversa o

Reverso Transcripcion (RT-PCR)

La amplificacion y deteccion del genoma viral se realizé mediante RT-PCR en
tiempo real, empleando el sistema propuesto por la OPS y la OMS para la Red
de Laboratorios de Diagndstico de Arbovirus (RELDA), de la cual, el LNR de
Arbovirus del IPK es centro colaborador desde 2005. El sistema utiliza sondas
de hidrdlisis o TagMan®. Se emplearon los cebadores propuestos por los
Centros para el Control y la Prevencion de Enfermedades de Atlanta, Estados
Unidos (CDC, sigla en inglés) para el diagnéstico molecular de VDEN. Los
cebadores amplifican las siguientes regiones de genoma viral: VDEN-1 (NS5),
VDEN-2 (Env), VDEN-3 y 4 (PrM) (83, 92).

Los ciclos de la RT-PCR, (Sequence Detection Software (Version 1.4.1, IVD)),

fueron los siguientes:

Tabla 1. Ciclos de la RT-PCR de Diagnostico de VDEN

Etapa No. Ciclos Temperatura Tiempo

Reverso Transcripcidn 1 50°C 30 min

Inactivacion de la
transcriptasa

Inversa 1 95°C 2 min

45 ciclos
Amplificacion Desnaturalizacion 95°C 15 seg
Elongacién 60°C 1 min

Fuente: (Sequence Detection Software (Version 1.4.1, IVD)) fuente (83, 92).
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La deteccion de la fluorescencia se cuantificd durante la amplificacion en tiempo
real. Se emplearon cuatro canales de lectura FAM (VDEN-1 y Control Interno),
HEX (VDEN-2), Texas Red (VDEN-3) y Cys (VDEN-4) (83).

Una vez concluida la corrida del RT- PCR en tiempo real, los datos se analizaron
siguiendo las instrucciones del fabricante. Se consideraron positivas aquellas
muestras cuya linea umbral (Ct), estuvo igual o por debajo del ciclo 38, y

negativas aquellas muestras cuyo Ct se encontré por encima del ciclo 38 (83).
111.2.5. Seleccién de muestras para secuenciacion

Para la secuenciacion se emplearon las 75 muestras positivas a VDEN-3 que

cumplian con los criterios de inclusion descritos en el acapite 111.1.2:

111.2.5.1. Secuenciacién de gen de la envoltura de VDEN-3 mediante el
método Sanger

Se generaron secuencias del gen de la envoltura de cuatro muestras clinicas
confirmadas como VDEN-3, colectadas en el periodo de mayor trasmisién (SE
31-38). EI ARN se extrajo del suero utilizando el estuche comercial QIAGEN
(QlAamp Viral RNA Mini Kit, QIAGEN, Alemania). Se utilizé6 el protocolo

ViGenDA para la secuenciacion de nucleotidos de VDEN, desarrollado por

Santiago y colaboradores en 2019 (95). La RT-PCR de la region E se realizé con
el sistema SuperScript [l Platinum One-Step RT-PCR (ThermoFisher, EUA),
empleando los cebadores para VDEN-3 propuestos por Santiago y
colaboradores en 2019 (95) (PCR-F: TAG CCC TAT TTC TTG CCC ATT ACy
PCR-R: AGT TCA TTG GCT ATT TGC TTC CA). El producto de la RT-PCR a
punto final se purificé mediante el estuche comercial QlIAquick® PCR Purification
Kit (QIAGEN, Alemania).

Para la reacciéon de secuenciacién se empled 1 uL de cada uno de los ocho
cebadores de secuencia (aproximadamente 1400 pb) (D3SEQ1: AGG CACTTC
CTT GAC CCA GAA; D3SEQ2: TGG CAA GGG AAG CTT GGT AA; D3SEQ3:
AAC AGG AAG GAG CTT CTT GTG ACA; D3SEQ4: GAG CCT GTC AAT ATT
GAG GCT GA; D3SEQ5: TGT CAT GGA TGG GGT GAC CA; D3SEQ6: TCC
CTC TAT TGG TTC CAG GCA; D3SEQ7: CTT GCG ATC CAA GGA CAA CTA
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CT; D3SEQ8: GCG TTG TCT CCA ATT CCA ATY ACT) (95), 8 uL de la mezcla
de reaccion de secuencia DTCS Quick Star Master Mix (Dye Terminador
CycleSequencing (DTCS) Quick Start Kit (BeckmanCoulter, EUA), 5 yL de ADN

purificado y 6 uL de H20, hasta completar 20 uL de reaccién. Para esta reaccién

se realizaron 50 ciclos: 96°C por 30s, 50°C durante 20s y 60°C por 4 min.
El producto de la secuenciacion de ADN se purific6 de acuerdo al protocolo
propuesto por Santiago y colaboradores en 2019 (95) empleando el estuche

comercial DTCS Quick Star Master Mix (Beckman Coulter, EUA) y se montd en

el secuenciador automatico Beckman Coulter modelo CEQTM8800 (Genome

Lab Beckman Coulter, GeXP, EUA). Las secuencias obtenidas se ensamblaron
y alinearon en el programa Sequencher v4.10.1 (EUA), seguidamente se
compararon con secuencias cubanas de VDEN-3 colectadas en anos anteriores
y con otras secuencias depositadas en GenBank, incluyendo secuencias de
Genotipo | (Gl), Genotipo Il (Gll), Genotipo Ill-Americano-I (GllIAl) y Genotipo IlI-
Americano-Il (GlllAIll). Las secuencias se analizaron en la plataforma Flavivirus

Tiping Tool (http://www.rivm.nl/mpf/typingtool/flaviv).

Las muestras que cumplieron con los criterios de inclusion (acapite 111.1.2), se
secuenciaron empleando el protocolo de secuenciacién de genoma completo
para VDEN descrito por Adelino y colaboradores en 2021. Se utilizé la tecnologia

de Nanopore haciendo uso del secuenciador MinlON Mk1C, version off line

(Oxford Nanopore Technologie, MinlON, Reino Unido) (96). Se emplearon los

cebadores especificos disefiados por el Centro Conjunto Reino Unido-Brasil para
el descubrimiento, diagndstico, gendmica y epidemiologia de los Arbovirus

(CADDE) (https://www.caddecentre.org/) (96). Los cebadores fueron

reconstituidos con agua segun la concentracion de fabricacion, se prepard una
solucion madre 1:100 de cada cebador para una concentracion final de trabajo
de 10 uM/uL (96) (Tabla 2).

Se prepararon dos mezclas (A y B) de cebadores. La mezcla A se conformd por
10 uL de cada cebador Fw (forward) y Rv (reverse) con numeracién impar. La
mezcla B se preparé con 10 uL de cada uno de los cebadores Fw y Rv

identificados con numeros pares (96).
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Una vez preparadas las mezclas de cebadores el ARN viral se sometid a sintesis
de ADNc utilizando el estuche ProtoScript |l First Strand cDNA Synthesis

(Biolabs, Nueva Inglaterra), los reactivos se muestran en la Tabla 3. Se empled

el ciclaje mostrado en la Tabla 4.

Tabla 2. Cebadores de secuencia para VDEN-3 (96)

VDEN3 Secuencia
Mezcla A
VDEN3-1-F TCAATATGCTGAAACGCGTGAGA
VDEN3-1-R GCCTCGGTCTTCTGAAGCTCTA
VDEN3-3-F ACCAATAGAGGGAAAAGTGGTGC
VDEN-3-R TGGCCTCGAACATCTTCCCAAT
VDEN3-5-F GGCAAAAATAGTGACAGCTGAAACA
VDEN3-5-R TCTCCATGTTATTTGCCCTGAGAGA
VDEN3-7-F GCCAGTCTTCGAGCATGAGGAA
VDEN3-7-R TTCCCAGGCTCTACGGCAATAA
VDEN3-9-F GCAACAAAATCTGAACACACAGGA
VDEN3-9-R CCCTCCTCATGAGTTCCACGAA
VDEN3-11-F GGAAAGACTTCAATAGGACTCATTTGTG
VDEN3-11-R CAGGTGATCCTTCCCAGAGTGT
VDEN3-13-F AGTGGAAGAAAGCAGAACTATAAGAGT
VDEN3-13-R TGGAGTTCACGTTCTCTGTCCA
VDEN3-15-F TGGACATCATATCTAGGAAAGACCAAAG
VDEN3-15-R AGGTTGCTCTGGAAGTGAGACC
VDEN3 Secuencia
Mezcla B
VDEN3-2-F GGGAGTAGGAAACAGAGATTTTGTGG
VDEN3-2-R GAGTATTGTCCCATGCTGCGTT
VDEN3-4-F GCTGAACCTCCTTTTGGGGAAA
VDEN3-4-R TTCCACCTCCCACACATTCCAT
VDEN3-6-F AGGTGGACAACTTCACAATGGG
VDEN3-6-R CTCAGCCTCTTCCTCCCATGTT
VDENB3-8-F AAAGACTGGAACCAAACTGGGC
VDEN3-8-R TGCCTGAATTCCATGAGCGTTC
VDEN3-10-F AGACCATGCTCACTGGACAGAA
VDEN3-10-R TATGCGAGTTGGTTGTCTTGGG
VDEN3-12-F GTGGATGGGATAATGACAATAGACCT
VDEN3-12-R GGTGCTCAATCACAGTTGGCAT

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)
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Tabla 3. Reactivos para la sintesis del ADNc (92).

Reactivo Cantidad (pL) Concentracioén final
Plantilla de ARN 7,0 -
Hexameros aleatorios 1,0 2,5 uM
Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)
Tabla 4. Ciclaje para la generacion del ADNc (96).
Numero de ciclo Temperatura (°C) Tiempo
1 25 5 minutos
1 48 15 minutos
1 80 5 minutos

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)

Una vez concluida la RT-PCR, el producto final de la amplificaciéon se incubé en

un bloque térmico a 65°C durante 5 minutos; posteriormente se colocé en hielo

para prevenir la formacion de estructuras secundarias (96). Para la amplificacion

del producto de RT-PCR se emplearon los reactivos descritos en la Tabla 5 y el

ciclaje que muestra la Tabla 6.

Tabla 5. Mezcla de reaccion para la amplificacién del producto de RT-PCR de

VDEN-3 (800-900pb) (96).

Componentes Cantidad Componentes Cantidad
(uL) _ (bL)
Agua libre de nucleasas 16,11 Agua libre de 16,11
nucleasas
. . Tampdn de reaccion
Tampodn de reaccion Q5 (5x) 5 Q5(5x) 5
dNTP (10 mM) 0,5 dNTP (10 mM) 0,5
Cebadores para mezcla A Cebadores para
10uM 0,64 mezcla B 10 yM 0,64
Q5 ADN polimerasa 0,25 Q5 ADN polimerasa 0,25
Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)
Tabla 6. Ciclaje para la reaccion de amplificacién (96).
Paso Temperatura Tiempo Numero de
ciclo
Desnaturalizacion inicial 98°C 1 minuto 1
Desnaturalizaciéon 98°C 30 segundos
Hibridacion y extension 65°C 5 minutos 35
Extension final 4°C 0 1

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)
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Los productos de PCR se purificaron utilizando 1x AMPure XP Beads (Beckman

Coulter, California, EAU) y se cuantificaron utilizando el estuche Qubit dsDNA
HS Assay (Thermo Fisher Scientific, EUA) en un fluorimetro Qubit 3.0
(ThermoFisher Scientific, EUA) (Tabla 7). Este estuche contiene un tampdn
(Working Solution) y dos estandares (Standard1 and Standard 2) (96).

Tabla 7. Reactivos para la cuantificacion del ADN (96).

Cantidad en pl Cantidad de tampén pl
Estandar 1 10 190
Estandar 2 10 190
ADN 1 199

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)

Finalizada la cuantificacién y normalizacion del ADN se procedi6 a la preparacion
de la libreria. Fue necesario reparar los extremos de los ADN empleando una
enzima de restriccién y logrando que todos los fragmentos quedaran de igual
longitud. (Tabla 8), Se purificaron los ADN empleando perlas magnéticas y etanol
al 80% (96).

Tabla 8. Reactivos para la reparacion de los extremos del ADN (96).

Componentes Cantidad (pl)
Amplicones normalizados (mezclas A y B) 20
Ultra || End Prep Reaction Buffer 2,8
Ultra Il End Prep Enzyme Mix 1,2
Total 24

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)

Posterior a la purificacion, se adicionaron los marcadores (Cédigo de barras

nativo NBO1-NB24) utilizando los estuches Ligation Sequencing y Native

Barcoding (NBD104, Oxford Nanopore Technologies, Oxford, Inglaterra) (Tabla

9) y adaptadores (Tabla 10) (secuencias que funcionan como guias para ubicar
las hebras de ADN cerca de las porinas que forman el poro) y se purificé el
producto después de cada procedimiento con perlas magnéticas y etanol 80%
(96).

33



Tabla 9. Marcadores para secuencia (96).

Componente Cantidad (pl)
Amplicones de la reparacion del ADN (Paso 2.1) 10
Caddigo de barras nativo NB01-NB24 2,5
Blunt TA (Ligasa) 12,5
Volumen total 25

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)

Tabla 10. Adaptadores para secuenciacion (96).

Componente Cantidad (uL)
Muestra combinada con cédigo de barras (del paso 4) | 45
Mezcla de adaptadores (AMII) 5
Blunt TA (Ligasa) 50
Volumen total 100

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)

Terminada la preparacién de la libreria se procedio al cebado y carga de la celda

de flujo empleando los reactivos descritos en la Tabla 11.

Tabla 11. Reactivos para cargar la libreria en la celda de flujo (96).

Componente Cantidad (pL)
Sequencing Buffer (SQB) 37,5
LB (perlas de Carga) 25,5
Libreria de ADN (30 ng) 12
Volumen total 75

Fuente: (Adelino y colaboradores, 2021)

Una vez preparada la celda de flujo con la muestra, se inicio la secuenciacion
nucleotidica. La recopilacién de datos se realizé entre seis y ocho horas. Los
ficheros de sefales eléctricas sin procesar se convirtieron en secuencias de
bases (proceso conocido como llamado de bases) utilizando la herramienta

Guppy (https://nanoporetech.com/es/document/Guppy-protocol). Las

secuencias consenso se generaron mediante ensamblaje de novo utilizando la

plataforma web Genoma Detective (https://www.genomedetective.com) (97, 98).
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11l.2.6. Analisis filogenético

Para contextualizar el genotipo 11l de DENV-3 a nivel global, construimos arboles
filogenéticos. Para ello, recuperamos secuencias genodmicas relacionadas de
DENV-3 de GISAID (n=1923), que incluian datos publicados recientemente de
viajeros que regresaron de Cuba (99). El alineamiento de la secuencia se realizé
utilizando MAFFT (100) y las alineaciones se editaron en el paquete AliView.exe
(101). Se realizaron analisis filogenéticos mediante mapas de verosimilitud en
IQ-TREE 2, bajo el modelo de sustitucion HKY+G4, para confirmar la presencia
de senales filogenéticas (102). Las sefales temporales se evaluaron utilizando
TempEst y se infirieron arboles filogenéticos a escala temporal con el paquete
BEAST v1.10.4 (103, 104). Empleamos una rigurosa seleccion de modelos

mediante muestreo de rutas y procedimientos de “trampolin” (Stepping-Stone)

para determinar el modelo de reloj molecular mas adecuado. Se seleccioné el
modelo relajado no correlacionado, que incorpora el modelo SRD06 basado en
codones de sustitucion de nucledtidos y el modelo coalescente bayesiano no
paramétrico Skyline. Para modelar la difusién filogenética de los clados de
transmision detectados, aplicamos un modelo flexible de difusion de camino
aleatorio relajado, que considera la variacion especifica de rama en las tasas de
dispersion, utilizando una distribucion de Cauchy y una ventana de fluctuacion
de 0,01 (105). Se asignaron coordenadas geograficas a cada secuencia. Los

analisis MCMC (Markov Chain of Monte Carlo) se ejecutaron por duplicado

utilizando BEAST v1.10.4, con 50 millones de interacciones y tomando muestras

cada 10 000 pasos, y la convergencia se evalué mediante el programa Tracer.
Para el analisis de la distribucidn posterior de los arboles y la seleccion del arbol

de mayor credibilidad (del inglés Maximum Clade Credibility, MCC), se empleo

el programa TreeAnnotator tras descartar, como filtrado (burn-in), el 10% inicial
de los datos (98). Los patrones espaciotemporales integrados en los arboles se

visualizaron utilizando el paquete R «seraphim» v1.0. (105).
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1.2.7. Equipos y materiales

Refrigerador de 4 °C y Congelador -20 °C y -70 °C

Centrifuga

Microcentrifuga Eppendorf

Gabinete de Bioseguridad Clase Il
Cristaleria

Micropipetas graduadas

Material gastable

Computadora e impresora

Material de oficina

QlAcube HT

Cabina de Flujo de Aire horizontal (AIRTECH)
Puntas con barreras libres de nucleasas
Secuenciador MK1-C

Qubit

Placas de 96 pocillos.

LightCyler de 96

Estacién de trabajo

Gradillas refrigeradas

Solucién de limpieza RNAasa-DNAasa
Celdas de Flujo R.9 (Oxford Nanopore)

Gradillas magnéticas para placas y viales de 1,5 pL

Cinta selladora de placas de 96
Guantes

Enzimas

Perlas magnéticas
Adaptadores

Marcadores

Termociclador
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Figura 1. Flujograma de trabajo
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CAPITULO IV. Resultados y Discusién

En los ultimos afos se observa una tendencia al incremento del numero de casos
de Dengue en la region de las Américas, reportandose al cierre de 2024
aproximadamente 14 millones de casos sospechosos (9). También destaca la
aparicion de nuevos linajes que remplazaron a los que previamente se
establecieron, ratificando la importancia de mantener un estricto control y
monitoreo de la circulacion de los diferentes serotipos, genotipos y linajes. Los
cambios de linaje se deben, en gran medida, a eventos estocasticos
espontaneos e impulsados por la seleccion natural, que conducen a cuellos de
botella en las diferentes poblaciones o cuasiespecies y dan lugar a la evolucién

de variantes con mayor capacidad de adaptacion (106).

Desde la primera introduccién del VDEN en Cuba y hasta le fecha, ocurrieron
varios brotes y epidemias, todos en un contexto epidemioldgico e inmunoldgico
diferente (107, 108). En el ano 1981, con la introducciéon de VDEN-2 en Cuba y
luego de una epidemia de VDEN-1 en 1977, tuvo lugar la mayor epidemia de
Dengue Hemorragico (24). Los estudios realizados en Cuba por Guzman y
colaboradores (73), plantean que la secuencia de infeccion de VDEN-1-VDEN-2
tuvo consecuencias severas para la evolucién del cuadro clinico de los casos
reportados durante la epidemia de 1981, donde ocurrieron 158 muertes, 101 de

ellas en nifios y mas de 10 000 casos graves y muy graves (73).

Entre los anos 2000 y 2002, se reportd la introduccion del serotipo 3 del virus
dengue, antecedido por un pequefio brote de VDEN-2 en 1997. La cifra de casos
de FHD notificados fue relativamente inferior a las reportadas durante la
epidemia de 1981 (107).

El contexto epidemiolégico de la ultima década en Cuba es complejo. En el afio
2015 se reporto el primer brote controlado del virus Chikungunya en la provincia
de Santiago de Cuba; entre 2016 y 2020, una epidemia de virus Zika afect6 al
pais con 2 633 casos confirmados (109). En el ano 2019, se detectd la circulacion
del VDEN-1, que no se reportaba desde la epidemia de 1977. Durante los afos
2019, 2020 y 2021 solo se detectaron por RT-PCR los serotipos 1y 2 del virus
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dengue. Entre 2020 y 2021, ocurrio la pandemia de COVID-19, que implicé una
reduccion drastica del movimiento poblacional debido al aislamiento, y por tanto,
una disminucion del diagnéstico de casos de dengue, aunque se mantuvo la

vigilancia de esta enfermedad.

Al finalizar el afio 2022, mas del 90% del total de casos confirmados por RT-PCR
con infeccién de VDEN, se correspondian al serotipo 3 (LNR de Arbovirus, 2022,
IPK), datos que coinciden con los publicados en Nicaragua, donde reportan que
entre los afios 2004 y 2022, el VDEN-3 fue el serotipo con mas probabilidades
de causar infecciones sintomaticas y graves en comparacion con los VDEN-1 y
VDEN-2, en un escenario inmunoldgico con antecedentes previos de circulacion

de otros serotipos (110).

La circulacién de los cuatro serotipos del complejo del VDEN, se reportd
igualmente en varios paises del continente americano como Brasil, Colombia,
Puerto Rico, México, Nicaragua y El Salvador (110). En Cuba, a mediados del
afo 2022, comienzan a observarse casos de Dengue con signos de alarma y
Dengue grave en adultos y nifios, llegando a alcanzar cifras considerables que

no se reportaban en niflos desde la epidemia de 1981.

Esta investigacion se desarrollé debido al escenario epidemiologico que
presentaba el continente americano en los afos 2022 y 2023, donde varios
paises de la region reportaban la circulacion de, al menos, dos serotipos de
dengue, asi como un aumento en la severidad del cuadro clinico de los casos
con infeccidon confirmada por RT-PCR para el serotipo de 3 (9), y como parte de

la vigilancia molecular y genémica de los arbovirus en Cuba.

El resultado derivé en la obtencion de 75 genomas (cuatro parciales del gen de
la envoltura y 71 completos), todos autoctonos e identificados, mediante
diferentes herramientas, como pertenecientes al genotipo lll del VDEN-3. Este
hallazgo coincide con el genotipo que circulé en las Américas desde el afio 1994
y hasta el 2022 (111-113).

IV.1. Secuenciacién parcial del genoma viral por el método de Sanger (gen
que codifica para proteina de envoltura)

Se generaron cuatro secuencias del gen de la envoltura con una longitud de 1

230 nucledtidos que quedaron clasificadas como genotipo 11l del VDEN-3. En un
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primer momento, solo fue posible clasificar hasta genotipo, ya que en las bases
de datos GenBank y GISAID no estaban disponibles secuencias de VDEN-3 de

la region de las Américas, correspondientes al mismo periodo. Las secuencias
nucleotidicas quedaron clasificadas como genotipo lll, similar al que circulaba en
las Américas (linaje Americano I). Segun la inferencia filogenética, el ancestro
comun mas cercano correspondié con secuencias de la India de los afos 2018
al 2021.

Al notificarse internacionalmente un nuevo linaje (3lll_B.3) de este genotipo, y a
punto de partida de las secuencias generadas por estudios realizados en Puerto
Rico, Brasil, Niger y en el estado de Florida, EUA, se realiz6 un nuevo analisis
de las secuencias cubanas (8, 114) y se reclasificaron como linaje 3lll_C (Linaje

Americano |).

IV.1.1. Analisis filogenético de los genomas parciales del gen de envoltura

Para determinar las relaciones filogenéticas, se emplearon secuencias de
referencia de la plataforma GenBank de los genotipos | y Il, asi como secuencias
de los linajes 3lll_C y 3lll_B.3. Las cuatro secuencias cubanas se agruparon en
un clado monofilético junto a las secuencias de EUA, Puerto Rico y Niger, de
2022 y con secuencias de Jamaica (2016 y 2019) e India (2018, 2019, 2021 y
2022). Es de destacar que algunas secuencias de EUA y la de Niger, provenian

de viajeros procedentes de Cuba (114, 115) (Figura 2).

Con las secuencias parciales del gen de la envoltura, se identifico el genotipo y
el linaje del VDEN-3 que predominé en Cuba durante los afios 2022 y 2023. Este
resultado coincide con los reportes de la regién de las Américas del mismo
periodo; muestra la validez de la vigilancia gendmica desarrollada en Cuba y
ratifica la veracidad del sistema de nomenclatura dinamica para el VDEN
propuesta en 2024 (62).

Estos resultados, ademas, son similares a los generados por Naveca y
colaboradores en Brasil (8), quienes detectaron que en 2023 circul6 el genotipo
[l del VDEN-3 en la regién norte de ese pais, asociada con una nueva

introduccion de este genotipo desde el subcontinente indio hasta las Américas.

40



3111_B.3
Americano ll

Genotipol
- o
Americano| “, ;
Genotipoll
Leyenda

@ Cuba2022GH Al @ IndiaGlll ANl
@ Estados Unidos -Cuba Glll All # Jamaica Glll All _a" 5_ f C

¥ g A ]
@ Puerto Rico Gl All Genotipo | F £ © £
@ Estados Unidos Glll All @ Genotipoll
@ Niger Gl AlI @ Genotipo Il Al

Figura 2. Construcciéon filogenética de Maxima Verosimilitud del gen de la

envoltura de VDEN-3, realizada en la plataforma NGphylogeny.fr, para la cual se

tomaron secuencias de referencia de VDEN-3 de la base de datos GenBank,
identificadas por numero de acceso, serotipo, pais, afio y genotipo. También se
utilizaron secuencias cubanas del 2000 al 2022. Las de 2022 se representan en
color rojo por numero de muestra, serotipo de VDEN, pais y afio. Las secuencias
cubanas restantes aparecen en color negro, identificadas por serotipo, pais,
numero de muestra y afio. Las secuencias naranja pertenecen al Gl, las marron
claro al GllI, las negras al GllIAI (linaje 3lll_C) y el resto a GllIAIl (Cuba, Cubano-
Americano, EUA, Puerto Rico, Niger, India y Jamaica) (linaje 3lIl_B.3).
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IV.2. Secuenciacién del genoma viral completo mediante la tecnologia
Nanopore

Con la finalidad de ratificar los resultados descritos en el acapite IV.1 se realizé
un estudio del genoma completo a partir de la introduccién en el IPK de la

tecnologia Oxford Nanopore, en octubre de 2023.

Se secuenciaron 71 muestras, seleccionadas previamente mediante muestreo
por conveniencia entre las colectadas en Cuba entre los afios 2022 y 2023 para
obtener una vision mas global y concisa sobre el panorama epidemioldgico-
molecular del VDEN-3. (8, 114).

Las muestras se sometieron nuevamente, al analisis mediante RT-PCR para
corroborar la positividad. Todas resultaron ser positivas y mostraron valores de
Ct entre 15-30, siendo el valor promedio de 22.

Se generaron genomas completos de todas las muestras positivas, 27
correspondientes al afio 2022 y 44 al afio 2023, distribuidas entre las provincias
de Artemisa, Camagiiey, Ciego de Avila, Cienfuegos, Granma, Holguin,
Guantanamo, La Habana, Las Tunas, Matanzas, Pinar del Rio, Sancti Spiritus,

Santiago de Cuba y Villa Clara (Figura 3).

Secuencias gendmicas
5 1-2
() 3s
") 610

C Ynas

Figura 3. Proporcion de secuencias generadas por provincia. El tamafio de los
circulos, representa el numero de secuencias y la intensidad del color rojo hace

referencia a la densidad poblacional en cada provincia.

La edad de los pacientes oscil6 entre los 3 y los 85 afios (mediana=38), con un

49% de hombres (n=35) y un 51% de mujeres (n=36), sin diferencias
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significativas entre el numero de secuencias generadas para cada uno de los
géneros. Todos los casos fueron autdctonos, con un 93% clasificado como

Dengue sin signos de alarma y un 7% como Dengue Grave.

Un estudio realizado en Florida en 2023 por Jones y colaboradores, evidencio
que el 7% del total de casos notificados de Dengue, correspondia a casos
autoctonos y el 93% a viajeros, la mayoria procedentes de Cuba. El serotipo mas
frecuente fue el 3, representando el 64% del total de casos, seguido por los
serotipos 2, 1 y 4 con una positividad del 10%, 7% y 5%, respectivamente. La
proporcion de hombres y mujeres no mostré diferencias significativas (51%
hombres y 49% mujeres) (114). Estos datos se asemejan a los reportados por el
LNR de Arbovirus en Cuba durante el afio 2022.

La frecuencia de vuelos internacionales potencia la diseminacién de los agentes
infecciosos, generando la aparicién de brotes de una enfermedad determinada,
en regiones no endémicas. La proximidad geografica que existe entre algunos

territorios también favorece la propagacion (116).

IV.2.1 Construccion filogenética a partir del genoma completo

Para la construccion filogenética se emplearon 983 secuencias gendmicas del
VDEN-3 depositadas en GISAID y 93 secuencias cubanas (22 correspondientes
al periodo del 2001 al 2014 y las 71 generadas en este estudio, comprendidas
entre los afios 2022 y 2023) (Figura 3).

Con el empleo del sistema dinamico de clasificacion de linajes del VDEN,
propuesto en 2024 por Hill y colaboradores (58), se comprobd que, tanto las 22
secuencias cubanas del periodo 2001 al 2014, como los 71 genomas del VDEN-
3 generados en este estudio, pertenecian al genotipo lll, indicando una
transmision local sostenida. Las secuencias cubanas autéctonas se agruparon
en dos clados diferentes, el clado | correspondiente al linaje 3lll_C o linaje
Americano |, mas antiguo (2001 al 2014) y el clado I, que representa el linaje
31ll_B.3 o linaje Americano |l reportado recientemente en las Américas (2022 al
2023) (Figura 4).

El analisis filogenético corrobord que las 22 secuencias parciales cubanas del

2001 al 2014 pertenecen al linaje 3lll_C, mientras que de las 71 secuencias de
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genoma completo comprendidas entre los afios 2022 y 2023, 70 corresponden

al nuevo linaje 3lll_B.3 y una al linaje 3lII_C.

El analisis filogenético también reveld que el serotipo 3 del Dengue, fue
introducido en el pais multiples veces, primero desde el continente asiatico y
luego desde el continente americano. Los datos que aporta esta construccion
filogenética sugieren, ademas, que el linaje 3lll_C fue reemplazado por el linaje
311l_B.3 en el afio 2020.
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Figura 4. Filogenia de Maxima Verosimilitud del genoma completo del VDEN-3.
Se emplearon las secuencias genémicas completas de Cuba (n=71) generadas
en este estudio, combinadas con las secuencias disponibles publicamente
(n=983) del GenBank, recolectadas hasta el 20 de mayo de 2024. Los colores
indican la ubicacién geografica del muestreo. El apoyo a la estructura ramificada

se muestra mediante valores de bootstrap en nodos clave.

Resultados similares se observaron en Brasil, en 2023, donde los genomas

secuenciados se agruparon en un nuevo clado junto a secuencias de Asia,

44



independientes a su vez de las secuencias colectadas hasta 2022, que se
correspondian con el linaje 3lll_C establecido en el continente. Naveca y
colaboradores demostraron que se trataba de la introduccién de un nuevo linaje

del genotipo lll y no del resurgimiento del linaje 3lll_C.

El remplazo de serotipos, genotipos y linajes, es un fendmeno bien
documentado, en el cual influyen varios eventos de presion selectiva. Muchos
territorios a nivel mundial reportan el incremento de casos clinicos de Dengue

grave tras la introduccion de una nueva variante (117, 118).

En Myanmar, entre los afios 2017 y 2019, Soe y colaboradores, plantean que el
cambio de genotipo/recambio de serotipo confiere ventaja para una transmision
mejorada, que a su vez conduce a brotes mas grandes. También exponen que
la expansion de un genotipo en un area geografica determinada puede ser
consecuencia de la introduccion de una nueva cepa de virus dengue y su

evolucion a nivel local (119).

En Peru, Paraguay, Nicaragua, Sri Lanka y Malasia se documenté que el
remplazo de linajes, coincide con el desarrollo de importantes epidemias,
influenciado, posiblemente, por la diversidad de serotipos y linajes que circularon
en el pasado, resultando en el aumento de casos sintomaticos e incluso en la

aparicion de casos graves(113, 120-123).

En 2018, Pollett y colaboradores presumen que las introducciones repetidas del
VDEN en diversas regiones geograficas, espaciadas temporalmente, limitan la
persistencia de un unico linaje de dengue, ya que en la mayoria de las ocasiones
terminan desplazando la circulacion de los linajes previamente establecidos
dentro de los genotipos e incluso entre serotipos (124). Estos autores expresan
que la circulacion de varios serotipos y genotipos es posible, y que los genotipos
de nueva introduccion pueden causar cuellos de botella, desplazando a los
genotipos y linajes establecidos como dominantes, impulsando la diversidad de
genotipos y linajes distribuidos de forma espacial y temporal en los diferentes

continentes (124).
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IV.1.2.2 indice de idoneidad viral y analisis espacio-temporal

Se estimaron los indices de idoneidad viral de mosquitos basados en datos
climaticos, lo que indic6 una marcada estacionalidad (Figura 5), en consonancia
con hallazgos descritos previamente en El Caribe (125). Las variaciones
climaticas son ampliamente reconocidas como un factor clave que influye en la
actividad epidémica y la propagacion geografica de los virus transmitidos por el
Aedes, debido al impacto en la dinamica de la poblacién de mosquitos y en el

periodo de incubacion viral extrinseca (126).
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Figura 5. Serie temporal de casos notificados semanalmente (2014-2022)
(barras negras) normalizados por cada 100 000 personas (127) y media diaria

de idoneidad viral del mosquito (indice P — lineas blancas).

El analisis espacio-temporal confirmé la circulacién del genotipo Il del VDEN-3
en las regiones occidental, central y oriental de Cuba (Figura 6). Las
estimaciones retrospectivas de idoneidad entre los afios 1979 y 2022, revelaron
patrones espacio-temporales claves (Figura 6b). El analisis a largo plazo mostro
un periodo anual de alto riesgo entre los meses de mayo a noviembre (Figuras
6a, 6b), en los cuales la idoneidad viral es mayor; y esto coincide justamente con
el periodo lluvioso, en el que se favorecen las condiciones para la proliferacion
del vector y, por consiguiente, el aumento en el numero de casos notificados.
Historicamente en Cuba las epidemias de arbovirus se desarrollan en este
margen de tiempo (128). En mayo de 2024 se reportaron los primeros casos de
Fiebre de Oropouche en Cuba (129) y en julio de 2025, se notificaron los

primeros casos de VCHIK, epidemia que trascurre actualmente (130).
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Entre los afios 2015 y 2022, la idoneidad fue maxima en la Isla de la Juventud,
Camagtey y Las Tunas, y minima en Villa Clara, Sancti Spiritus, Santiago de
Cuba y Guantanamo (Figura 6c¢). La idoneidad durante la temporada de mayo a
noviembre alcanzé su punto maximo en el occidente y centro de la isla,
particularmente en la capital (Figura 6d), mientras que la idoneidad fuera de
temporada, entre diciembre y abril, fue mayor en el oriente del pais; en estos
ultimos meses, las temperaturas son superiores en las provincias mas orientales,

lo que pudiera estar explicando dichos patrones (Figura 6e).
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Figura 6. Tendencias de la temperatura en Cuba entre 1979 y 2022.

En un estudio realizado en cuatro archipiélagos del Atlantico (Madeira, Islas
Canarias, Cabo Verde y Sao Tomé y Principe) se sugiere que el aumento de la
distancia desde el ecuador (desplazamiento hacia regiones subtropicales y no
tropicales), puede estar vinculado a una reduccién global en la idoneidad de la
transmision. En dicho estudio se indicé que la idoneidad maxima es mucho mas
probable entre los meses de junio y octubre para los archipiélagos con una
estacionalidad fuerte (Cabo Verde, Madeira y Canarias) y para el archipiélago
con estacionalidad débil (Sao Tomé y Principe) entre los meses de octubre y

enero (131).
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IV. 1.2.3 Analisis filogeografico de los genomas completos del VDEN-3

Se emplearon los metadatos de las secuencias (provincia y fecha de colecta de

las muestras) para comprender la diseminacion geografica del VDEN-3.

Con la finalidad de garantizar que las estimaciones fueran lo mas correctas
posibles, se mapearon inicialmente los movimientos virales de las secuencias
del clado | (2000-2002), mostrando la dinamica de diseminacién cronolégica y
espacial dentro de La Habana. Se sugiere que la entrada del VDEN-3 ocurrio a
finales de marzo del afio 2000 (95% HPD: 24 de abril de 1999-28 de diciembre
de 2000), seguido de un pequerio brote de VDEN-3 y VDEN-4 en septiembre de
2000 en La Habana que se control6 rapidamente. La figura 7a muestra el analisis
espacio-temporal del clado | del VDEN-3 y evidencia que el virus se propagd
desde el centro hacia el sureste y el noreste, o que indica transmision

intraprovincial.
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Figura 7. Reconstruccion espacio-temporal de la propagacion de DENV3-III de
los clados | y Il en Cuba. Los circulos representan nodos de la filogenia de
maxima credibilidad del clado, coloreados segun su tiempo de ocurrencia inferido
(escala mostrada). Las areas sombreadas representan el intervalo de densidad
superior al 80% vy representan la incertidumbre de las estimaciones
filogeograficas para cada nodo. Las lineas curvas solidas denotan los vinculos

entre los nodos y la direccionalidad del movimiento.

La figura 7b refleja el analisis espacio-temporal del clado Il que incluye los
genomas completos generados en el estudio y muestra los movimientos virales
entre las provincias del pais, sugiriendo un origen medio a principios de julio de
2019 (95% HPD: 28 de agosto de 2018-5 de enero de 2021), dato que coincide
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con la fecha de entrada sugerida por Naveca y colaboradores para el linaje
3lll_B.3 en Brasil (8). Aunque no se detectaron casos humanos de VDEN-3 entre
2019 y 2021, Marquetti y colaboradores identificaron el VDEN-3 mediante RT-
PCR en larvas de Aedes albopictus en La Habana, en 2019 (132). Este clado se
propagd desde las provincias del norte a las del sur, particularmente a finales del
2022 e inicios del 2023.

Con el cese de las medidas de confinamiento establecidas durante la pandemia
de COVID-19, aumentd la movilidad de la poblacion humana hacia todas las
provincias y municipios (con un origen principalmente en la capital del pais) y por
consiguiente, se elevo la circulacion de diferentes patdgenos, lo que unido a los
altos niveles de infestacion del vector Aedes aegypti, provocd un incremento de

la circulacion de los virus dengue, particularmente el VDEN-3.

Las epidemias de VDEN en las regiones tropicales y subtropicales aparecen con
una frecuencia entre 2 y 5 afos, y estan influenciadas fuertemente por las
estaciones climaticas. El aumento en la duracién interanual de la trasmision del
virus, se ve influenciado por factores humanos, vectoriales y climaticos. La
movilidad humana, la migracion, la facilidad de viajar entre continentes en
cuestion de horas, son factores que potencian la diseminacion viral de forma
acelerada. El constante empefio del ser humano por colonizar zonas selvaticas,
aumenta la exposicion a eventos zoonoticos entre el vector y los humanos. La
union de estos elementos provoca el surgimiento de nuevos patrones de

trasmision ya sean no endémicos, endémicos o hiperendémicos (133).

Resultados similares se observaron en Colombia cuando estudiaron los efectos
de la movilidad humana estacional, del habitat del Aedes aegypti, y la gravedad
de la epidemia del virus Zika ocurrida entre 2015 y 2016. En dicho estudio se
plantea que la movilidad del hospedero es un factor determinante en la
propagacién del virus y que el aumento de casos se detectd durante la
temporada de turismo. El incremento de viajeros y la movilidad hacia areas sin
transmision previa del virus, generd que se estableciera en un plazo mucho mas

corto y que se expandiera a un area geografica mayor (126).
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Discusion general

Los analisis filogenéticos son una herramienta fundamental en virologia para
investigar la evolucién de rasgos clave, como la virulencia, y el impacto de las
presiones selectivas ejercidas sobre las cuasiespecies virales en determinada
poblacion hospedera. Las poblaciones virales estan sujetas a un proceso de
seleccion natural que favorece a las variantes con mayor eficacia replicativa y
capacidad de transmisién. Sin embargo, cuando un virus requiere adaptarse a
dos o mas especies para completar su ciclo de vida, como ocurre en los arbovirus
que circulan entre un vector y un hospedero humano, se restringe la acumulacién

de mutaciones y, en consecuencia, se modula el ritmo evolutivo (134, 135).

La determinacion de las inferencias filogenéticas, asi como el analisis de los
parametros dinamicos de propagacion del VDEN durante epidemias o brotes,
permite realizar estimaciones sobre el tiempo aproximado de la introduccién de
un nuevo serotipo, genotipo o linaje; determinar si se trata de introducciones
independientes y también inferir el tiempo de circulacion criptica en determinada
poblacion de vectores, hasta que el virus se establece como serotipo, genotipo

o linaje dominante (124).

Desde la reintroduccion del VDEN-3 en el continente Americano en el aio 1994
(113) y hasta el afio 2021, solo se notificaba la circulacion del linaje 3llI_C (linaje
Americano |). Investigaciones recientes realizadas en Brasil, Cuba, EEUU y
Puerto Rico, mostraron la existencia y circulacion de un nuevo linaje del VDEN-
3 (3ll_B.3) a partir del ano 2022, agrupadas en un clado monofilético cuyo

ancestro comun mas proximo parece ser el subcontinente indio (8, 114).

El aumento en el reporte de casos de Dengue con signos de alarma y Dengue
grave durante la epidemia que ocurrié en Cuba entre los afios 2022 y 2023, pudo
estar asociado a factores virales o a factores del hospedero o a ambos, como
fue descrito por Kouri y colaboradores en 1987 (136). La circulacién simultanea
de los cuatro serotipos del complejo dengue aumenta la posibilidad de que se
desarrollen infecciones secundarias y hasta terciarias en un mismo hospedero,
favoreciendo diferentes secuencias de infeccion, algunas mas asociadas al
desarrollo de la FHD. La inmunidad anti-VDEN prexistente puede aumentar la

gravedad de la infeccion secundaria y terciaria mediante la amplificacion viral
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dependiente de anticuerpos (ADE) (125). La tasa de mutacién viral y la evolucion

impulsan el aumento de la virulencia y la aparicién de nuevos linajes (125).

Segun los datos reportados por la vigilancia de laboratorio en Cuba, el serotipo
1 no circulaba desde 1977 y entra nuevamente al pais en 2019, circulando hasta
el 2022. El serotipo 2 se mantiene circulando desde su entrada y el serotipo 4
circulé desde el 2006 hasta el 2016, reintroduciéndose nuevamente en 2022
hasta hoy (datos no publicados del LNR Arbovirus del IPK).

La infeccién secundaria se confirma como un factor de riesgo importante para el
desarrollo de la forma severa de la enfermedad. No obstante, otros factores de
riesgo como el intervalo entre las infecciones, la edad, las enfermedades
cronicas, la secuencia de infeccion viral y la asociacion del segundo serotipo a

determinados genotipos, se identifican como de relativa importancia (107).

Aunque los cuatro serotipos de dengue se asocian con el desarrollo de FHD, los
VDEN-2 y VDEN-3 se detectan en un mayor porcentaje, en pacientes con FHD
en el curso de una infeccidn secundaria (137). Las secuencias de infeccion
VDEN-1/VDEN-3 y VDEN-2/VDEN-3 se relacionaron con casos de FHD durante
la epidemia cubana entre 2001 y 2002. La secuencia de infeccion VDEN-
3//VDEN-2, asi como las dos anteriormente mencionadas, se asocid a casos de
FHD en las epidemias de El Salvador 2000, y Brasil 2001 (138).

En un estudio realizado en Cuba en 2013, Rodriguez y colaboradores
describieron que las variaciones genéticas de los diferentes serotipos no se
asociaron de forma consistente con los diferentes cuadros clinicos. No obstante,
postularon que la introduccion repetida de nuevos serotipos o genotipos, que
conduzcan al reemplazo de los establecidos previamente durante un periodo
interepidémico, y los eventos de extincion y transmision sostenida del virus. se
pueden relacionar directamente con variaciones en los patrones de gravedad de

brotes y epidemias (112).

En el 2023 Brasil report6 la introduccion del nuevo linaje de dengue 3 Ill_B.3,
asociado a la aparicién de casos graves. Naveca y colaboradores plantearon que
la circulacion previa de otros serotipos del VDEN incrementa la probabilidad de

aparicion de casos graves debido a la acumulacién de individuos con riesgo de
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desarrollar una infeccién secundaria, similar a lo ocurrido en Cuba en 2022 y
2023 (8).

En Bangladesh, en 2023, Rummana y colaboradores analizaron genéticamente
el virus dengue en casos graves y casos sin complicaciones. Este estudio tenia
como antecedentes la co-circulacion de tres serotipos durante el afo 2018,
siendo el VDEN-2 el serotipo dominante. En el ano 2019, el VDEN-2 fue
remplazado totalmente por la circulacion de VDEN-1 (8.1%) y del VDEN-3
(91,9%), y durante los afios siguientes hasta 2022, el VDEN-3 fue el serotipo
dominante. En el estudio se identificé que el genotipo presente entre 2017 y 2022
era el |, introducido en el pais desde 2013. Estos investigadores plantean que
es posible que la gravedad de la enfermedad esté dada justamente por la
reactividad cruzada que existe entre los serotipos del complejo dengue, ya que
el desarrollo de Dengue grave esta estrechamente relacionado con infecciones

secundarias (139) .

Varios estudios plantean que la presencia de mutaciones individuales en los
flavivirus influye directamente en la interaccion virus-célula, dotandolos de mayor
o menor nivel de virulencia entre las diferentes cepas dentro de una familia viral.
Las variaciones genéticas en las proteinas virales pueden ser silentes o no, y
estar directamente relacionadas con los cambios funcionales de dichas proteinas
(140).

Debemos tener en cuenta los elementos antes abordados, dejando claro que el
desarrollo de la gravedad clinica en el Dengue no se debe solo a un unico
elemento. Es necesario observar todo el panorama con un enfoque
multidisciplinario, con el objetivo de que todas las teorias e hipotesis converjan
en una repuesta que haga posible esclarecer las interrogantes sobre el aumento
de la trasmision y patogenicidad viral durante una epidemia. Kouri y
colaboradores, luego de la epidemia de 1981, publicaron que la asociacion de
diferentes factores como los antecedentes genéticos del individuo, las
comorbilidades, la infeccion secundaria, la cepa viral y el contexto
epidemioldgico, determinan en gran medida el curso de la enfermedad por
dengue (136).
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Como toda investigacion, nuestro estudio tiene limitaciones, entre ellas que las
muestras seleccionadas se limitaron a un periodo especifico de la epidemia, y
que no se estudiaron los antecedentes de Dengue en los pacientes incluidos en
el mismo. Aunque en el estudio no nos trazamos como objetivo determinar las
implicaciones de los posibles cambios aminoacidicos presentes en las
secuencias analizadas, es una linea de investigacion que continua y dara la
posibilidad de realizar un analisis mas detallado, de la modelacion de las
proteinas para identificar la posicidn exacta de los cambios, y determinar su

papel en la estructura y funcionalidad de las mismas.

No podemos obviar que Cuba constituye uno de los destinos turisticos de
relevancia en la region de El Caribe. Semejante condicién le confiere una mayor
vulnerabilidad y riesgo de importacion de los virus. Al ser una isla pequeia,
comparada con paises cuya extension geografica es mayor, se acelera la
transmision de nuevos serotipos, una vez introducidos en el pais, lo cual

aumenta la probabilidad de divergencia genética.

El incremento global de las migraciones y viajes, el cambio climatico, el
crecimiento de la poblacion, la urbanizacién no controlada ni planificada y la
aplicacion de medidas de control vectorial poco efectivas son responsables de la
introduccion y transmisidn de serotipos y sus consecuencias tanto a nivel local,
regional como global, por lo que informar el serotipo y el cambio genotipico a
principios de cada afio, puede ayudar a predecir la severidad de la transmision

la epidemia y de la enfermedad (61).

La introduccion en Cuba del serotipo 3 del virus dengue después de varios afos
de ausencia; el surgimiento del nuevo linaje 3lll_B.3 con la posible presencia de
mutaciones especificas que confieran mayor virulencia intrinseca, mayor
eficiencia replicativa, y por ende, mayor carga viral; la inmunidad previa del
hospedero al VDEN con la posibilidad de desarrollo de casos de infeccion
secundaria por VDEN-3 en individuos con antecedentes de una infeccién
primaria por VDEN o incluso por VZIK y la posible capacidad de evasion de la
respuesta inmunoldgica, son factores a considerar como desencadenantes del

aumento en la trasmision y la aparicion del Dengue grave, en los casos
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confirmados durante la epidemia del VDEN-3 ocurrida entre los afos 2022 y
2023 (107, 124, 125, 134 y 135).

El fortalecimiento de la vigilancia gendmica y el estudio integrado de los factores
que pueden contribuir al incremento de la transmision viral y la severidad de la
enfermedad, son fundamentales al concebir estrategias integrales para el
manejo oportuno de brotes y epidemias e incidir en el tratamiento adecuado de

los pacientes.
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CAPITULO V. Conclusiones

v Se identifico la circulacion en el pais de un nuevo linaje del genotipo I
(3111_B.3) del virus dengue 3, causante de la epidemia de 2022-2023, y

probablemente asociado al desarrollo de casos graves en nifios y adultos.

v' Se determiné que el linaje 3lll_B.3 desplazé al 3lll_C en el ano 2020 y
que su diseminacion ocurrio del occidente al oriente del pais y que la
idoneidad maxima se relacion6 con patrones espacio-temporales claves

de mayor y menor trasmision en el pais.
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CAPITULO VI. Recomendaciones

v' Extender el estudio a los restantes serotipos del complejo dengue y al

resto de los arbovirus identificados en el pais durante los ultimos anos.

v' Realizar el andlisis de las mutaciones presentes en el genoma y su
repercusion en la estructura y funcionalidad de las proteinas virales que
puedan explicar una mejor adaptacion, evolucién, transmision, virulencia

y patogenicidad del virus dengue 3 en Cuba.
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CAPITULO VIIl. Anexos

Anexo 1. Modelo 84-43 para la recoleccion de datos de pacientes que solicitan

estudios microbiolégicos.
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Anexo 2. Datos de los genomas completos de VDEN-3 cubanos generados en el
estudio, correspondientes a los anos 2022-2023.

No. Muestra|Ct|Edad |Sexo| Clasificacion de Dengue Provincia  [Fecha de colecta| Profd de Covertura |Covertura Lineaje No. Acceo GenBank
D3-147 26| 10 | M |Dengue sin signos de alarma Matanzas 2022-07-03 5772,6 92,2 |DENV-3 Genotype Il PQ553469
D3-181 [26] 26 | M |Dengue sin signos de alarma |  La Habana 2022-07-03 6102,4 94,6 | DENV-3 Genotype lll PQ553470
D3-234 24| 13 | F |Dengue sin signos de alarma Matanzas 2022-07-10 3656,6 92 DENV-3 Genotype Ill PQ553471
D3-280 [21] 19 | F |Dengue sin signos de alarma | Guantanamo 2022-07-10 2509,4 93 DENV-3 Genotype Ill PQ553472
D3-297 |25/ 45 | F |Dengue sin signos de alarma |  Cienfuegos 2022-07-10 5426,6 91,4 |DENV-3 Genotype Il PQ553473
D3-318 (27 23 | M Dengue grave Matanzas 2022-07-17 4435,0 84,2 |DENV-3 Genotype Il PQ553474
D3-344 26| 26 | F |Dengue sin signos de alarma | Pinar del Rio 2022-07-17 8245,2 94,7 |DENV-3 Genotype Il PQ553475
D3-350 (27| 7 F Dengue grave Santiago de Cuba|  2022-07-17 2588,2 84,7 | DENV-3 Genotype lll PQ553476
D3-415 [20] 22 | M |Dengue sin signos de alarma La Habana 2022-07-24 3508,5 95,2 | DENV-3 Genotype lll PQ553477
D3-419 20| 36 | M |Dengue sin signos de alarma |  La Habana 2022-07-24 1734,8 94,7 | DENV-3 Genotype lll PQ553478
D3-502 |20) 50 | M |Dengue sin signos de alarma |Santiago de Cuba|  2022-08-14 1995,0 99,3 |DENV-3 Genotype Il PQ553479
D3-530 [20] 33 | F |Dengue sin signos de alarma |  La Habana 2022-08-14 4531,8 97,4 | DENV-3 Genotype Il PQ553480
D3-538 (22| 52 | F Dengue grave Las Tunas 2022-08-14 47641 87 DENV-3 Genotype Il PQ553481
D3-629 [21| 57 | M |Dengue sin signos de alarma La Habana 2022-08-28 8082,4 94 DENV-3 Genotype Il PQ553482
D3-643 (25| 78 | M Dengue grave Villa Clara 2022-09-04 4782,5 94 DENV-3 Genotype lll PQ553483
D3-703 [16] 19 | F |Dengue sin signos de alarma Artemisa 2022-09-18 6298,6 97,8 | DENV-3 Genotype Il PQ553484
D3-705 [24| 19 | F |Dengue sin signos de alarma Artemisa 2022-09-18 7720,6 93 DENV-3 Genotype Il PQ553485
D3-1033 (24| 29 | M |Dengue sin signos de alarma La Habana 2022-10-09 5688,9 92 DENV-3 Genotype lll PQ553486
D3-1144 (26| 39 | M Dengue grave Guantanamo 2022-10-30 9415,7 94,6 | DENV-3 Genotype lll PQ553487
D3-1166 |21] 26 | F |Dengue sin signos de alarma | Sancti Spiritus 2022-11-06 5212,5 91,7 |DENV-3 Genotype Il PQ553488
D3-1191 |27] 29 | M |Dengue sin signos de alarma |  La Habana 2022-11-13 7167,9 84,5 |DENV-3 Genotype Il PQ553489
D3-1206 [25] 38 | M |Dengue sin signos de alarma Granma 2022-11-13 5936,4 89  |DENV-3 Genotype lll PQ553490
D3-1255 [24| 23 | M |Dengue sin signos de alarma |Santiago de Cuba| ~ 2022-11-13 5821,3 90 DENV-3 Genotype lll PQ553491
D3-1261 (17| 29 | M |Dengue sin signos de alarma La Habana 2022-11-13 3952,3 97 DENV-3 Genotype lll PQ553492
D3-1099 [28] 32 | F |Dengue sin signos de alarma | Ciego de Avila 2022-10-23 8085,5 82,2 |DENV-3 Genotype Il PQ553493
D3-1052 |29 17 | F |Dengue sin signos de alarma La Habana 2022-10-16 6222,4 70 DENV-3 Genotype lll PQ553494
D3-1390 (28| 53 | F |Dengue sin signos de alarma |  Camaguey 2023-10-15 5880,1 82,9 |DENV-3 Genotype lll PQ553495
D3-1299 (23| 24 | M |Dengue sin signos de alarma Granma 2023-10-01 5975,9 91,3 |DENV-3 Genotype lll PQ553496
D3-1333 (28] 29 | F |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-10-08 4898,0 84,5 |DENV-3 Genotype lll PQ553497
D329 [21] 63 | M |Dengue sin signos de alarma | Camaguey 2023-01-22 3814,2 92 DENV-3 Genotype Ill PQ553498
D3-101 17| 85 | M |Dengue sin signos de alarma | Pinar del Rio 2023-02-12 5836,4 99 DENV-3 Genotype Ill PQ553499
D3-116 20| 33 | M |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-02-12 6793,5 92,2 |DENV-3 Genotype Il PQ553500
D3-121 20| 25 | M |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-02-12 6753,3 94,5 | DENV-3 Genotype lll PQ553501
D3-123 20| 56 | M |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-02-12 5231,7 95 DENV-3 Genotype Ill PQ553502
D3-124 [17| 50 | F |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-02-12 8440,2 96 DENV-3 Genotype Il PQ553503
D3-138 |18 49 | F |Dengue sin signos de alarma Artemisa 2023-02-19 5088,2 96 DENV-3 Genotype Il PQ553504
D3-252 21| 45 | M |Dengue sin signos de alarma |  Pinar del Rio 2023-03-12 6467,9 93 DENV-3 Genotype Ill PQ553505
D3-671 |28 38 | F |Dengue sin signos de alarma Holguin 2023-05-28 34191 86,7 | DENV-3 Genotype lll PQ553506
D3-688 [15| 35 | M |Dengue sin signos de alarma La Habana 2023-06-04 5885,2 98,3 | DENV-3 Genotype Il PQ553507
D3-792 [16] 17 | F |Dengue sin signos de alarma | Cienfuegos 2023-07-02 4780,6 94 DENV-3 Genotype Ill PQ553508
D3-793 |17| 47 | M |Dengue sin signos de alarma | Cienfuegos 2023-07-02 3869,6 95,2 | DENV-3 Genotype Il PQ553509
D3-835 [15] 23 | M |Dengue sin signos de alarma | Pinar del Rio 2023-07-09 3278,5 97,2 |DENV-3 Genotype lll PQ553510
D3-836 [22| 26 | M |Dengue sin signos de alarma | Pinar del Rio 2023-07-09 4725,2 94 DENV-3 Genotype Ill PQ553511
D3-838 [21] 53 | F |Dengue sin signos de alarma | Pinar del Rio 2023-07-09 4645,8 94 DENV-3 Genotype Il PQ553512
D3-852 |19 18 | F |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-07-09 2037,1 98 DENV-3 Genotype Il PQ553513
D3-863 [16] 41 | F |Dengue sin signos de alarma |  Camaguey 2023-07-09 2981,2 95,7 |DENV-3 Genotype Il PQ553514
D3-953 |18 37 | M |Dengue sin signos de alarma La Habana 2023-07-30 2651,7 99,8 | DENV-3 Genotype Il PQ553515
D3-1002 (26| 20 | M |Dengue sin signos de alarma Holguin 2023-08-13 2359,0 95,1 |DENV-3 Genotype lll PQ553516
D3-1006 [28] 73 | F |Dengue sin signos de alarma Holguin 2023-08-13 26484 81,7 |DENV-3 Genotype lll PQ553517
D3-1107 [18] 70 | F |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-09-03 24871 96,4 | DENV-3 Genotype lll PQ553518
D3-1108 [16] 60 | F |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-09-03 2554,0 96 |DENV-3 Genotype lll PQ553519
D3-1119 (21| 28 | F |Dengue sin signos de alarma | Ciego de Avila 2023-09-03 4180,9 95 DENV-3 Genotype lll PQ553520
D3-1120 (21| 16 | M |Dengue sin signos de alarma | Ciego de Avila 2023-09-03 3480,0 92 DENV-3 Genotype Il PQ553521
D3-1140 |27] 3 | M |Dengue sin signos de alarma | Sancti Spiritus 2023-09-10 2602,6 84,9  |DENV-3 Genotype Il PQ553522
D3-1141 [23] 50 | F |Dengue sin signos de alarma La Habana 2023-09-10 5184,5 92,8 | DENV-3 Genotype Il PQ553523
D3-1151 |23 33 | M |Dengue sin signos de alarma Granma 2023-09-10 25761 93,2 |DENV-3 Genotype Il PQ553524
D3-1208 (21| 42 | M |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-09-17 3948,7 95 DENV-3 Genotype lll PQ553525
D3-1215 (23] 72 | F |Dengue sin signos de alarma Granma 2023-09-17 5928,5 93 DENV-3 Genotype lll PQ553526
D3-1263 |24| 45 | F |Dengue sin signos de alarma Villa Clara 2023-09-24 4947,0 94 DENV-3 Genotype lll PQ553527
D3-1273 15| 81 | F |Dengue sin signos de alarma Holguin 2023-09-24 28294 98  |DENV-3 Genotype lll PQ553528
D3-1274 18] 49 | F |Dengue sin signos de alarma Holguin 2023-09-24 3460,0 95,6 | DENV-3 Genotype lll PQ553529
D3-1286 (20| 36 | F |Dengue sin signos de alarma La Habana 2023-10-01 3817,7 94,7 |DENV-3 Genotype lll PQ553530
D3-1290 (24| 39 | F |Dengue sin signos de alarma Holguin 2023-10-01 5871,0 95 DENV-3 Genotype Il PQ553531
D3-1304 (17| 28 | M |Dengue sin signos de alarma Granma 2023-10-01 3253,6 95 DENV-3 Genotype lll PQ553532
D3-1321 [22| 16 | F |Dengue sin signos de alarma |Santiago de Cuba|  2023-10-08 2997,6 95  |DENV-3 Genotype Il PQ553533
D3-1330 [28| 18 | M |Dengue sin signos de alarma | Pinar del Rio 2023-10-08 2626,4 82,5 |DENV-3 Genotype Il PQ553534
D3-1350 (25| 18 | F |Dengue sin signos de alarma Artemisa 2023-10-08 4321,5 94 DENV-3 Genotype lll PQ553535
D3-1354 (22| 45 | F |Dengue sin signos de alarma La Habana 2023-10-15 27071 93 DENV-3 Genotype lll PQ553536
D3-1364 |24] 25 | M |Dengue sin signos de alarma |  La Habana 2023-10-15 3446,0 91,1 |DENV-3 Genotype lll PQ553537
D3-1372 28] 51 | M |Dengue sin signos de alarma Matanzas 2023-10-15 37431 83,6 | DENV-3 Genotype lll PQ553538
D3-1388 (28] 32 | F |Dengue sin signos de alarma Granma 2023-10-15 9836,4 81,8 |DENV-3 Genotype lll PQ553539




