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"Sigo cumpliendo, siempre trato de ser buena persona, y hacer sentir mejor

a la gente, pero por alguna razon los suefios que teniamos de nifios se
volvieron cargas ahora que soy adulto, y espero un final sinvergiienza, sigo
cumpliendo para volver a sentirme por solo un momento acompafiado. Fuiste el
alpha y era un omega, fuiste un hermoso principio, y aceptaste el horrible
final, espero que por ahora sea suficiente lo poco que he logrado. Se que no
es el final, porque nada estd bien y cuando todo estuvo bien fue tu final.
Espero volverte a ver y contarte tantas cosas, que la eternidad sea solo
nuestra. Un dia me despediré y para siempre asi serd, pero por ahora viviré

por aquellos que ya no estan”

“Seguimos con los virus, sigo siendo Megaman ya tengo mas cosas y los

planes siguen en pie, dentro de 2 afios te volvere a escribir y te dire que ha

pasado”
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Resumen

El virus Chikungunya (CHIKV) es un arbovirus reemergente que provoca una
enfermedad musculoesquelética inflamatoria en humanos, caracterizada por fiebre,
poliartralgia, mialgia, erupcién cutanea y dolor de cabeza. En este estudio, se realiz6
un andlisis usando la secuencia parcial de los genes que codifican para las proteinas E1
y E2, obtenidas a partir de muestras de pacientes mexicanos, complementadas con
secuencias de todo el continente americano. Se construy6 un arbol filogenético escalado
por fecha de colecta y una red de haplotipos para inferir las relaciones evolutivas y de
dispersion de estas secuencias. Se encontr6 que algunas de las secuencias de pacientes
mexicanos se encuentran en el mismo clado que varias de Nicaragua y de Ecuador,
como es de esperarse dada la cercania geografica y lo reportado para otros arbovirus.
El hecho de que las secuencias mexicanas no formen un grupo monofilético evidencia
varias introducciones a nuestro pais, mientras que las ramas mas largas senalan que ha
ocurrido un proceso de diversificaciéon dentro de México. Estos hallazgos no solo
contribuyen a la comprensiéon de la dindmica evolutiva de CHIKV en diferentes
poblaciones, sino que también proporcionan informacién valiosa para el disefio futuro

de estrategias de control y prevencion y vigilancia de este virus.
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INTRODUCCION

Caracteristicas generales

Los alfavirus constituyen un género de la familia Togaviridae, que son virus de
RNA monocatenario de sentido positivo. Por otro lado, los alfavirus también son
considerados como arbovirus, es decir, virus transmitidos por artrépodos hematéfagos
a hospederos vertebrados que causan artritis y encefalitis en humanos y animales

(Wang, 2019).

El virus Chikungunya (CHIKV) es un alfavirus perteneciente al grupo que se le
denomina del Viejo Mundo que incluyen a especies como el virus Sindbis (SINV), el
virus del bosque Barmah (BFV), el virus O'nyong'nyong (ONNYV), el virus del rio Ross
(RRV) vy el virus del bosque Semliki (SFV) (Fros, 2016). Aunque los ciclos de
transmision ocurren por lo general en ambientes selvaticos, los vectores y especies de
hospederos reservorios varian, por lo cual tienen potencial para entrar en contacto con

humanos e infectarlos, generando un brote epidémico.

El CHIKYV es un virus transmitido por mosquitos del género Aedes que se distribuye en
regiones cdlidas, y es responsable de brotes periddicos de una enfermedad febril
conocida como fiebre chikungunya (CHIKF) (Constant, 2021). Esta enfermedad se
caracteriza por producir poliartritis grave que en ocasiones puede prolongarse durante
varios meses. El término 'chikungunya', que fue adoptado para denominar a esta
enfermedad, proviene del idioma Kimakonde también Ilamado makonde o
chimakonde, que se habla en regiones de Tanzania y Mozambique particularmente
entre las tribus bantt de la costa este de Africa central, y su significado se traduce como
“lo que se dobla”, ya que provoca una postura encorvada y una marcha rigida de los

individuos infectados (Silva, 2017).

Morfologia del virus Chikungunya

Los viriones maduros del virus del CHIKV son esféricos y miden de entre 60 a

70 nm de didmetro (Fig. 1A). El virion esta constituido por una sola copia del RNA

13



gendmico de aproximadamente 11.4 kb empaquetado por 240 copias de la proteina C
que forman la nucleocdpside. Esta capa estd rodeada por una membrana lipidica
procedente de la célula hospedera, donde se anclan las glicoproteinas E1 y E2. Estas
glicoproteinas se conforman en 80 espiculas triméricas, cada una formada por tres
heterodimeros de E1/E2 (ver Fig.1B). E1 y E2 son proteinas transmembranales que
poseen regiones citoplasmaticas que interaccionan con la nucleocapside y que se
ordenan en forma icosaédrica con una simetria T = 4 (Calvo et al, 2021; Liodelvio s. f.;

Sharma et al, 2018).

licoproteinas E1 y E2
ol < B

Nucleocapsi

Bicapa
lipidica

lipidica
Proteinas de
la capside

ARN
Fig. 1. Esquema de la conformacién de la particula viral del virus Chikungunya (A) Estructura

de la particula viral vista como una seccién transversal del virus. (B) Visualizacién de las
espiculas proteicas de las glicoproteinas E1 y E2 de la envoltura. Imagen tomada y modificada

de Liodelvio s. f.

Genoma del virus Chikungunya

Como se mencioné anteriormente, el CHIKV tiene un genoma de RNA
monocatenario de sentido positivo con un tamafio de 11.8 kb. El genoma comprende
dos marcos de lectura abiertos (ORF, por sus siglas en inglés), ORF1 y ORF2,
flanqueados por una estructura de caperuza (cap) en el extremo 5 no traducido (UTR)
y una cola poliadenilada en el extremo 3' UTR, en la Fig. 2 se puede observar la

organizacion del genoma. E1 ORF1 codifica para una poliproteina de 2,424 aminoacidos
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que da lugar a las proteinas no estructurales responsables de la replicacion del genoma.
El ORF2 codifica para una poliproteina de 1,244 aminoécidos, que da lugar a las

proteinas estructurales. (Calvo et al, 2021; Holmes et al,2020; Liodelvio s. f.).

Genes y Proteinas

A partir de la poliproteina codificada por el ORF1 se generan cuatro proteinas
no estructurales (nsP, por sus siglas en inglés) que se denominan nsP1, nsP2, nsP3 y
nsP4. En el caso del ORF2 se producen cinco proteinas estructurales: la proteina de
capside (C), y las proteinas de envoltura E3, E2, 6K y E1 (Fig.2) (Holmes et al, 2020;
Khongwichit et al, 2021). En la tabla 1 se describen las funciones mas importantes de

las proteinas virales del CHIKV.

[ 8299.8490pb H 9760_9542pb |

CECT I e g
— I'-ES 6K

nsP1nsP2{ nsP3 | nsP4 H C [| E2 || Ef
| ! |

I I [ I I |
S |
{1631..4{]249'3 7516..11262pb 8491..9755pb
Corto -
[ 4025.5596pb J 7516..8298pb 9943..11262pb

I_I_l

Precursor de las proteinas no estructurales. Precursor de las proteinas estructurales.
Escision B B
Eégji;ﬁy:ga n-:\iPl 535aa C 261aa I_E:‘ o
nsP2 798aa p62 ——
nsP3 530aa B 1 6K 6laa ll-ll 423aa
nsP4 Gllaa El 435aa

Fig. 2. Organizaciéon del genoma del CHIKV. La organizacién del genoma y productos
proteicos generados después del procesamiento se muestran mediante un esquema. La
posicién de los genes se refiere a la cepa 05-115 con el No. de acceso AM258990.1. Imagen

tomada y modificada de Noranate et al, 2014 y Singh et al, 2018.
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Tabla 1. Funcién y localizacion de las proteinas del CHIKV

nsP1 Conformada por 535 aminoacidos (aa), tiene actividad de metiltransferasa y guaniltransferasa para la
modificacion del RNA viral, que evita su deteccién y degradacién por el sistema inmunolégico
formando el cap (Calvo et al, 2021; Rupp et al, 2015).

nsP2 Conformada por 798 aa. Contiene un dominio trifosfatasa de RNA que estd involucrado en la formacion
del cap. Ademads, es un nucleétido trifosfatasa (NTPasa) que aumenta la actividad de la RNA helicasa.
También posee un dominio de proteasa en su extremo C-terminal que es responsable de la escision
autocatalitica de las poliproteinas no estructurales nsP123 y nsP1234. Por ultimo, tiene un dominio
similar al de metiltransferasa cuya funcién no se ha descrito (Bourai et al, 2012).

nsP3 Conformada por 530 aa consta de tres dominios: el macrodominio N-terminal, el dominio tinico del
alfavirus central (AUD) y el dominio hipervariable C-terminal (HVD). Las funciones de nsP3 en la
replicacién de alfavirus no se comprenden bien, Sin embargo, esta proteina es esencial para la
replicacién del RNA viral (Meshram et al, 2018).

nsP4 Conformada por 611 aa, es una polimerasa de RNA dependiente de RNA que contiene el dominio
central RdRp, y suprime la fosforilacion de la serina-51 del factor de iniciacién de la traduccion
eucariota, subunidad alfa (elF2a), esta supresion refleja que la rama PERK de la via UPR, ya que parece
funcionar sinérgicamente con reguladores negativos de la fosforilacion de elF2a (Rathore et al, 2013).

Proteina  Conformada por 261 aminoécidos y dos dominios: el dominio C-terminal tiene actividad de serin-

C proteasa lo que permite su escisiéon de la poliproteina, mientras que el N-terminal interactda con el
RNA viral, permitiendo el empaquetamiento del genoma y la formacién de la nucleocapside (Calvo et
al, 2021; Lulla et al, 2013)

E3 Conformada por 64 aa, es un producto de la escisién de la glicoproteina precursora p624. Esta proteina
promueve la heterodimerizacién de E1-p62 y evita que El se exponga a un ambiente 4cido, lo que
provocaria una activacién fusogénica prematura (Yap et al, 2017).

E2 Conformada por 423 aa, es un producto de la escisiéon de la glicoproteina precursora p62. Es una
proteina de membrana tipo I y forma heterodimeros con la proteina E1. La glicoproteina E2 interactta
con los receptores del hospedero facilitando el reconocimiento del receptor (Calvo et al, 2021; Yap et al,
2017).

6K Es un polipéptido hidrofébico de 66 aa que esta acilado con 4cidos grasos, y puede formar canales
i6nicos que se asocian principalmente con las membranas del reticulo endoplasmico (ER) lo que facilita
la entrada, replicacién y salida del virus (Dey et al, 2019).

El Conformada por 435 aa, es una proteina de membrana tipo I que se deriva de un precursor de la
poliproteina estructural, participa en la fusién del endosoma, facilitando la entrada del virus a la célula
via endocitosis. Forma un heterodimero con E2 y en conjunto permiten el proceso de salida del virus

(Voss et al, 2010)

16



Clasificacion

El virus CHIKYV se ha clasificado en tres genotipos con base en sus relaciones
tilogenéticas (Fig. 3). Estos genotipos tienen una distribuciéon geografica diferencial y
se nombran de acuerdo con esta distribucién. Los genotipos principales son el de Africa
Occidental (WA), Sudéfrica Central Oriental (ECSA) y Linaje Urbano Asiatico (AUL)
(Spicher et al, 2021). El genotipo WA esta aislado geograficamente y comparte una
ancestria profunda con los otros genotipos. El genotipo ECSA se ha diversificado y se
clasifica en tres linajes epidémicos que difieren en su distribuciéon geografica, estos son:
el linaje de Africa Central (MAL), que posteriormente dio lugar a brotes epidémicos en
América del Sur y Haiti formando el Linaje Sudamericano (SAL), y el Linaje de Africa
Oriental (EAL) que dio origen al Linaje del Océano Indico (IOL) (Morrison, 2014;
Spicher et al, 2021; Volk et al, 2010).

-

Linaje de Africa Linaje del

Oriental Océano Indico
(EAL) (1OL)

Linaje
Sudamericano
(SAL)

Fig. 3. Esquema en el que se representa la relacion entre los genotipos del CHIKV.

La diversificaciéon del CHIKV ocurre por la presencia de mutaciones, y se ha observado
que algunas de estas son adaptativas y le confieren distintas caracteristicas fenotipicas,
antigénicas, infectividad y han favorecido la diseminacién de CHIKYV entre los vectores
responsables de transmitir este virus. Por ejemplo, las mutaciones no sinénimas
E1:A226V y E2:1.210Q incrementan el nimero de hospederos que diseminan este virus,
pues le permiten usar de manera eficiente a Ae. albopictus como vector (Rodriguez-
Aguilar et al, 2022). Asimismo, las mutaciones conducen a diferencias en el perfil
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antigénico, pues anticuerpos neutralizantes muestran diferencias significativas, de 4 a
8 veces, en la capacidad de neutralizacion se caracteriz6 los sueros inmunes humanos
recolectados durante dos brotes independientes en Malasia del genotipo WA en 2006

y del genotipo ECSA en 2008-2010 (Chua, 2016).

Epidemiologia

En el afio de 1823 se registraron los primeros casos de una enfermedad similar a
CHIKF, en Zanzibar, Africa, seguido del reporte de una epidemia similar en la isla de
St. Thomas, en el Caribe, durante los afios 1827 y 1828. Desde entonces no se tiene un
registro de alguna enfermedad similar, hasta que en 1952 se reporté el caso de un
hombre perteneciente a la tribu Makondo, ubicada en Tanzania, a partir del cual se
aislé el CHIKYV vy se caracterizé como un arbovirus ya que en esta misma epidemia se
aislo el virus en mosquito (Constant, 2021; Da Costa & Saivish, 2023). Desde su primer
registro, se han reportado brotes epidémicos esporadicos de CHIKV en varios paises

africanos y asiaticos.

En abril de 2005, se confirmé que el CHIKYV era el causante de una epidemia en las Islas
Comoras, al norte de Mozambique; lo que constituy¢ el primer reporte de CHIKV en
la zona suroeste del Océano Indico (Morrison, 2014). En este brote més de una tercera
parte de la poblacién de dicha isla se infectd, con un promedio de 40.000 casos nuevos

por semana y 284 muertes (Constant, 2021).

La propagacioén de los casos por CHIKV fue en aumento, con reportes de casos en las
localidades de Mayotte, Mauricio y la isla francesa de La Reunién. En estas areas los

casos aumentaron de manera preocupante, con tasas de ataque que llegaban al 75%

(Morrison, 2014).

A'lo largo del 2005 y 2006, la India report6 casos de CHIKV en maltiples estados, y el
registro oficial lleg6 a més de 11.3 millones de casos (Acosta-Reyes et al., 2015). Se
piensa que durante este periodo personas con altos niveles de viremia introdujeron el
CHIKV en paises donde no es endémico, como: Butdn, Francia, Italia, Nueva
Caledonia, Paptia Nueva Guinea, Yemen y EEUU (Morrison, 2014).
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En diciembre del 2013, la OMS informé del primer caso de transmisién local de CHIKV
en el hemisferio occidental, especificamente en la isla caribefia de San Martin. Para el
18 de julio del 2014, CHIKV ya habia ocasionado mas de 440,000 casos de la
enfermedad en mas de 20 paises de las regiones del Caribe, América Central y América
del Sur (Fig. 4). También, los Centros para el Control y Prevencién de Enfermedades
(CDC) informaron de 230 casos importados de CHIKF en Estados Unidos, asi como de

casos adquiridos localmente en Florida (Morrison, 2014).
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Fig. 4. CHIKV en el hemisferio occidental. Reporte de la OMS de la primera transmisién local

en diciembre de 2013, ocurrida en la isla de San Martin. Imagen tomada de Morrison, 2014.

Para el 2015, la presencia de CHIKV se confirmé en 16 paises latinoamericanos,

incluyendo a México. Los brotes estuvieron asociados en su mayoria con el genotipo

AUL (Bettis et al, 2022).

Hoy en dia el CHIKV se distribuye en casi todos los continentes del mundo, con
mayor presencia del virus en América, Asia y Africa. En la Fig. 5 se muestra un mapa
donde se sefialan los 128 paises con casos autdctonos (anexo I), causando brotes
epidémicos. El virus ha estado completamente adaptado a un ciclo de transmisién
urbana, lo que representa un grave riesgo para muchas regiones tropicales y templadas

(de Lima Cavalcanti et al, 2022).
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@. 5. Paises y territorios donde se han notificado casos de CHIKV, (casos de CHIKV

autoctonos hasta el 30 de octubre del 2020). Imagen tomada y modificada del Centro de

Enfermedades Contagiosas (CDC).

Transmision del virus del Chikungunya

La transmisién del CHIKV a hospederos vertebrados se produce mediante la
picadura de mosquitos Aedes (subgénero Stegomyia) particularmente por las especies
Ae. aegypti y el Ae. albopictus (Silva, 2017). E1 CHIKV se involucra en dos ciclos de
transmision: el ciclo selvatico/enzoético y el ciclo urbano epidémico/endémico.
(Fernandez, 2015) (Fig. 6). En Africa, el CHIKV circula en un ciclo enzoético que incluye
mosquitos que residen en areas boscosas y primates no humanos (NHP), donde los
NHP sirven como hospederos de amplificacion. Estos ciclos dan lugar a la aparicion de
CHIKYV urbano en un ciclo humano-mosquito peridoméstico (Eastwood et al, 2017). En
el ciclo de transmisién enzodtico se han descrito dos grupos de vectores; uno incluye
Ae. vitatus, Ae. dalzieli, Ae. furcifer y Ae. formosus, que tienen alta plasticidad ecolégica.

Dichas especies de mosquitos viven en el bosque, estas especies también son activas
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en pueblos cercanos. El segundo grupo incluye Ae. Africanus, Ae. luteocephalus y Ae.
Taylor, que estdn confinados principalmente a los bosques (Weaver et al, 2019).
Ciclos de

transmision
selvatico/enzodtico

Aedes furcifer Aedes aeqgypti t
aedes africanus aedes aabop.'crus
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Humanos
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Fig. 6. Ciclos de transmisién del CHIKV y sus agentes transmisores.

Aunque el proceso que inici6 la transmision epidémica no se ha dilucidado, podria
deberse a humanos o hospederos enzodticos que introdujeron el virus a las aldeas
cercanas después de haberse infectado en el bosque o por el cambio en el rango de los

mosquitos del bosque.

La transmision en entornos urbanos es facilitada principalmente por los mosquitos Ae.
aegypti o Ae. albopictus, en un ciclo de transmision que involucra a los seres humanos y
los mosquitos de manera continua (Fig. 6). Como podemos observar en la Fig. 7,
CHIKYV se presenta principalmente en los paises calidos, ya que estan presentes ambos
mosquitos, ademas que se ha expandido a paises con temperaturas anuales medias mas

bajas, lo cual seguramente se debe a Ae. albopictus.

El mosquito Ae. Aegypti es el vector del CHIKV mas importante y tiene una amplia
distribucion mundial, existiendo principalmente en areas tropicales y subtropicales,
mientras que Ae. albopictus puede prosperar en regiones templadas (Monteiro et al,
2019), y donde los mecanismos empleados para la propagacion del CHIKV dependen

de las interacciones entre el virus, vector y hospedador (Solis Vidal, 2022).
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Mosquito Chikungunya lineage

[ Ae. aegypti W West African
[ Ae. albopictus @ Asian 1958 to 2009
771 Both vectors @ Asian 2008 to present

@ ECSA enzoonotic 1952 to present
@ ECSA-IOL (E1: 211K, E1: A226V, E2: 264V) 2004 to present
# Novel ECSA (E1: K211E, E2: V264A mutations with E1: 226A) 2010 to present

Fig. 7. Distribucion geogréfica de los genotipos de CHIKV durante 1952-2020 y la de sus

principales vectores. Imagen tomada de Khongwichit, 2021.

Dentro de los mecanismos de transmision del CHIKV se encuentra la transmisiéon
horizontal, en la cual un mosquito infectado transmite el virus a un vertebrado, y este
a su vez es picado por otro mosquito durante la fase aguda de la infeccién, con lo cual
el vector se infecta para repetir el ciclo. Ademads, existen reportes de transmision
vertical, donde un mosquito hembra infectada transmite el virus a su descendencia;
asimismo en humanos también se ha reportado transmisién vertical de madre a hijo,

lo cual se da con mayor frecuencia durante el parto (Weaver et al, 2018).

El proceso de infeccién en los mosquitos se puede dividir en tres partes: adquisicion,

diseminacién y transmision (Fig. 8).

Cuando un mosquito no virémico pica a un vertebrado virémico el virus debe pasar las
barreras fisicas e inmunitarias del mosquito para poder establecer la infeccién en

células de tejido epitelial en el intestino medio.
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Fig. 8. Ciclo de vida de los arbovirus en mosquitos. Imagen tomada y modificada de Wu, 2019.
Se ha determinado que el tracto digestivo del mosquito es la primera estructura en
interaccionar con el CHIKYV, en este lugar ocurre la primera replicacién del CHIKV en
el mosquito, proceso que se denomina adquisicién (Fig. 9). La diseminacién del virus
puede ocurrir a partir del tercer dia después de la exposicién, en esta etapa el virus
viaja a través del sistema sanguineo e infecta a las células del intestino se replica y se
dispersa al hemocele que es una cavidad corporal donde se almacena sangre que
funciona como parte del sistema circulatorio y eso permite que se disemine otros

6rganos, como las glandulas salivales.

El CHIKYV debe llegar a la ldmina basal de las células acinares, replicarse dentro de ellas
y llegar a la cara apical, donde se mantiene la saliva del mosquito, esto se debe a que la
saliva del mosquito puede llegar a una homeostasis vascular y atenuar la respuesta
inmune del huésped; en este punto el mosquito ya es competente para transmitir la

infeccién a un nuevo hospedero vertebrado (Monteiro, 2019; Solis 2022).
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Fig. 9. Replicacion de CHIKV en el mosquito. Imagen tomada y modificada de
Monteiro, 2019.

En las primeras 24 a 48 horas posteriores a que el mosquito ingiere al virus, la respuesta
inmune se activa. Esto incluye la inmunidad intestinal relacionada con la activacion
de vias de transduccién como la Toll y Jak, los mecanismos de RNA de interferencia
(RNAI), y los componentes de la hemolinfa como las inmunoglobulinas M y G.
Ademas, el microbioma del mosquito puede influir en el proceso de infecciéon y su
establecimiento, como se muestra en la Fig. 10 (Monteiro, 2019; Solis Vidal, 2022; Wu,

2019).

En la figura 10 en el inciso A se observa que la presencia de la bacteria Wolbachia en el
intestino medio del mosquito disminuye la carga viral en Aedes sp. Por otro lado, el
inciso B muestra como Serratia odorifera facilita la entrada de CHIKV en las células del
hospedero. El inciso C detalla la interaccién directa entre la proteina Cry4B de Bacillus
thuringiensis var. israelensis (Bti) y PHB, un receptor de CHIKV en Aedes sp., lo que
podria brindar protecciéon al mosquito contra la citotoxicidad de Cry4B. Ademas, en el
inciso D se ilustra como Ascogregarina spp. contribuye al mantenimiento de CHIKV

mediante un mecanismo de transmision vertical en Ae. albopictus. Finalmente, en el
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inciso E se sefiala como Dirofilaria immitis podria aumentar la transmision de CHIKV

en Aedes sp. (Monteiro, 2019).

Aedes sp. eggs

! D
C . Ascogregarina spp mantiene (@),
PHB Interactia con CHIKV CHIKV durante el periodo de
y protege al mosquito de la silencio en Ae. Albopictus
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Fig. 10 El papel del microbioma del intestino medio en la infeccién por CHIKV en el vector

Aedes. Imagen tomada y modificada de Monteiro, 2019.

En mamiferos, los eventos generales de la replicacion de CHIKV son comparables a los
de otros alfavirus, pero CHIKV muestra un mayor rango de tropismo, ya que puede
replicarse en varias células adherentes humanas, incluidas las células epiteliales y
endoteliales, asi como los fibroblastos y macréfagos primarios (Silva et al, 2017;

Sourisseau et al, 2007).

La entrada del CHIKYV a su célula blanco estd mediada por varios receptores. Hasta el
momento se han descrito como receptores a la prohibitina (PHB), TIM-1 y otros
miembros de la familia TIM, también conocidos como receptores PVEER (receptores
para la entrada aumentada de virus mediada por fosfatidilserina), asi como
glicosaminoglicanos (GAG) como el heparan sulfato y la Mxra8, que también
funcionan como receptores de varios alfavirus artritogénicos. La unién del virus a la
superficie celular estd mediada por una hendidura formada por los heterodimeros de
E2-E1 del CHIKV. Las particulas unidas al receptor se internalizan mediante

endocitosis mediada por clatrina. Los cambios de pH en el compartimento endosomal
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provocan cambios conformacionales que generan una infecciéon exitosa.
Posteriormente la nucleocépside se libera en el citoplasma, y el genoma viral se traduce
para producir la replicasa viral y otras nsps. La replicaciéon del virus genera mds copias
del genoma viral, asi como un RNA subgendémico (26S), el cual codifica para las
proteinas estructurales. Por tltimo, las proteinas virales se ensamblan nuevamente en
un virion y este se libera fuera de las células infectadas (Fig. 11) (Basore et al, 2019;

Moneriz et al., 2016; Silva et al, 2017).
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Fig. 11. Ciclo replicativo del CHIKV en células de mamiferos. Imagen tomada y modificada

Pretell, 2016.

Patogénesis

El CHIKYV se replica en el lugar de la inoculacién en fibroblastos y macréfagos.
El periodo de incubacién del CHIKV puede oscilar entre 1 y 12 dias. La mayoria de las
personas infectadas presentan los sintomas indicados en la tabla 2, aunque el 15% de

los infectados no desarrollan ningtn sintoma (Constant et al, 2021).
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Tabla 2. Manifestaciones tipicas y atipicas de la enfermedad CHIKV en humanos.

Organo/Sistema Sintomas tipicos Sintomas atipicos
Sistémico Fiebre; astenia Linfadenopatia
Musculoesquelético | Artralgia; artritis; mialgia; | Reumatismo inflamatorio crénico;
edema articular; tenosinovitis; | destruccion articular
dolor de espalda; poliartralgias
persistentes o0  recurrentes-
remitentes
Dermatolégico Sarpullido; eritema Dermatosis ampollosa;
hiperpigmentacién; estomatitis;
Xerosis
Neurolégico Dolor de cabeza Meningoencefalitis; encefalopatia;
convulsiones; anomalias
neurosensoriales; Sindrome de
Guillain-Barré; paresia; paralisis;
neuropatia
Gastrointestinal Nauseas; vomito; dolor abdominal;
anorexia; diarrea
Hematologico Linfopenia; trombocitopenia Hemorragia
Ocular Dolor retro-orbitario; = Neuritis 6pticas; retinitis; uveitis
fotosensibilidad
Cardiovascular Miocarditis; pericarditis;
insuficiencia cardiaca; arritmias;
cardiomiopatias
Hepatico Hepatitis fulminante
Pulmonar Insuficiencia respiratoria;
neumonia
Renal Nefritis; fallo renal agudo

La mayoria de los sintomas de esta enfermedad se resuelven en un periodo de 7 a 10

dias, que corresponde a la fase aguda de la enfermedad; sin embargo, muchas personas
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infectadas han informado artralgia prolongada que ha durado semanas o incluso meses
y a esto se le conoce como fase crénica o reumatismo inflamatorio crénico post-

chikungunya (Vu et al, 2017).
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ANTECEDENTES PARTICULARES

Mecanismos de la evolucion

El estudio de la evolucién de los virus es de gran interés multidisciplinario y
abarca desde los estudios epidemiolégicos hasta el desarrollo de nuevas y mejores
estrategias antivirales, y su uso como modelos para estudios sobre los mecanismos de
evolucion y diversificaciéon de los seres vivos. Los virus de RNA se caracterizan por
altas tasas de mutacion, debido a que la RNA polimerasa dependiente del RNA viral
(RARP), que replica al genoma viral, ya que la mayoria de estos carecen de actividad
de exonucleasa y no es capaz de corregir errores. Ademads, los tiempos de generaciéon
cortos y los grandes tamafios de poblacién contribuyen a que estos virus generen alta

diversidad en muy poco tiempo (Ali et al., 2018).

La diversidad genética esta definida como el conjunto de variaciones heredables
intraespecificas que estan presentes en los individuos de una poblacién (Solis Vidal,

2022).
Existen diversos mecanismos que modulan la diversidad:

e Mutacion: Cambio en la secuencia de ADN de un organismo.

e Migraciéon: Intercambio de individuos reproductores entre poblaciones
distintas.

e Seleccién natural: Es el cambio en la frecuencia de variantes de acuerdo a su
adecuacion.

e Deriva génica: Es el cambio de frecuencias de variantes por procesos aleatorios

y acttia disminuyendo la diversidad.

El CHIKYV, al igual que otros virus de RNA, genera poblaciones heterogéneas dentro
de los organismos hospederos virémicos lo cual les permite soportar eventos de deriva
génica extremos e inclusive, les permite responder a las presiones de seleccion negativa

y positiva que les influyen en su adaptabilidad (Fig. 12).
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Fig. 12. Mecanismos involucrados en la seleccion natural.

Cuellos de botella

La tasa de sustitucion de nucle6tidos de CHIKV de 4.33 x 104 sustituciones de

nucleétidos por sitio por afo (subs/nt/afo). Esta tasa relativamente baja, es

comparable a la de otro arbovirus como el dengue, y esto se debe a que estos virus

deben alternar entre dos hospederos diferentes lo que restringe su evolucionabilidad

(Volk et al., 2010). Ademas, durante los eventos de transmisiéon entre artrépodos y

vertebrados ocurren cuellos de botella que disminuyen la variabilidad genética de

la

poblacion (Fig. 13), lo que disminuye la variabilidad viral y permite la fijacion de

mutaciones de manera independiente de su valor selectivo (Solis Vidal, 2022).
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Deriva génica.

Seleccién natural

La evidencia de la seleccion natural sobre secuencias codificantes puede
determinarse comparando el nimero de mutaciones sinénimas y no sinénimas. Para
ello se calcula la relacion dN/dS (ndmero de sustituciones no sinénimas por sitio no
sinénimo/ndmero de sustituciones sinénimas por sitio sinénimo). En la genética de
poblaciones se encontré que la relacién entre la presion de seleccion y el coeficiente
dN/dS difiere en términos cualitativos cuando se estudian en individuos de una sola
poblaciéon en comparacién con muestras de genotipos que presentan divergencias.
Cuando se comparan genotipos divergentes, es decir, poblaciones que han
evolucionado por separado durante un periodo significativo, la relacién entre la
presion de seleccién y el coeficiente dN/dS puede ser mas compleja, ya que puede
haber cambios en la funcién de la proteina en diferentes genotipos, lo que podria llevar
a valores dN/dS diferentes incluso si hay una presion de selecciéon similar

(Kryazhimskiy, et al 2008; Solis Vidal, 2022).
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A) Seleccién positiva
A pesar de la baja tasa de mutaciéon de CHIKYV, la acumulacién gradual de cambios

genéticos importantes en virus provenientes de Africa oriental y central ha impulsado

los cambios epidemioldgicos de la infeccion de CHIKV.

En la epidemia del Océano Indico se identificé la mutacién en la posicion 226 de la
glicoproteina que provoca la sustituciéon de Alanina por Valina (E1-A226V). Se ha
demostrado que esta mutacion es suficiente para aumentar drasticamente la capacidad
de diferentes cepas de CHIKYV para infectar Ae. Albopictus (Tsetsarkin et al, 2011). Esta
mutante se transmite mas eficientemente por el vector predominante en la isla, el Ae.
Albopictus. Este cambio de vector permiti6 que el CHIKV se diseminé de manera
acelerada ya que, aunque Ae. aegypti se encuentra ampliamente distribuido en regiones
tropicales y subtropicales de todo el mundo, Ae. Albopictus también puede sobrevivir
en climas mas frios y, por lo tanto, se encuentra en las regiones templadas de China,
las Américas, Europa y el este de Australia (Spicher et al,2021). Ademas, se han descrito
sustituciones epistaticas en E2 y en E3 que pueden proporcionar una ventaja selectiva
adicional para la transmisién de CHIKV por Ae. albopictus (Fig. 14). La adaptacién de
CHIKYV a Ae. Albopictus es epidemiolégicamente importante, porque esta especie de
mosquito es mas exofila y, en algunos lugares, se alimenta de una variedad de animales
domésticos y salvajes ademds de humanos, dandole al virus el potencial de expandir

su rango de vectores y hospederos (Acosta et al, 2016; Chen et al,2021).
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E2-60 E2-234
2-233

£2-211

Fig. 14. Mapa que muestra las sustituciones en las glicoproteinas de la envoltura que afectan la
capacidad de transmisién del CHIKV por Ae. albopictus (modelo 3D del pico E3/E2/E1). La
estructura atomica del complejo de glicoproteinas CHIKV E3 (gris), E2 (azul) y E1 (dorado).

Imagen tomada y modificada de Weaver, 2015.

Tsetsarkin y colaboradores demostraron que las mutaciones en las posiciones E2-60 y
E2-211 tenian un papel critico en la infeccién de vectores. Se demostré que E2- D60G
produce un cambio importante en la infectividad de CHIKV ya que se determiné que
la presencia de este cambio juega en contra de la capacidad infectiva del CHIKYV,
ademas que la presencia de E2-D60G genera un impacto negativo en la capacidad de
prescindir del colesterol y crecer de manera mas eficiente del CHIKV, aptitud ventajosa
que le otorg6 la mutacién E1-A226V. La mutaciéon E2-T2111 disminuye hasta casi 50
veces la capacidad del CHIKV de infectar a Ae. Albopictus otorgada por la mutaciéon E1-
A226V (Tsetsarkin et al 2009).

Aunque el estudio de estos cambios ha sido intenso, atin no se comprende en su
totalidad el efecto que tiene sobre la capacidad de infectar a los vectores, en la tabla 3
se muestra un resumen de lo que se conoce acerca del efecto de las sustituciones de aa

en la capacidad de trasmision del virus por el mosquito vector.
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Tabla 3. Sustitucién de aminoacidos que han demostrado que en IOL CHIKYV afectan

la transmisién por mosquitos vectores urbanos. Tabla tomada y modificada de

Weaver 2020.

Sustitucion

A226V

K252Q

K233E

R198Q/S18f

L210Q

K211E/V264A

121171

Proteina

E1

E2

E2

E2/E3

E2

E1/E2

E2

Afo de

deteccion

2005

2007

2008

2008

2009

2010

Desconocido

Genotipo

de CHIKV

IOL

AUL

IOL

AUL

IOL

AUL

IOL

AUL

IOL

AUL

IOL

ECSA

Efecto de 1la
aptitud de
trasmision en
Ae. Albopictus
Aumento de 40
veces

Ninguno
detectado
Aumento de 8
veces

Ninguno
detectado
Aumento de 6
veces

Ninguno
detectado
Aumento de 16
veces

Ninguno
detectado
Aumento de 5
veces

Ninguno
detectado
Ninguno
detectado
Ninguno
detectado*

Efecto de la aptitud

de transmisién en

Ae. aegypti

Ligera disminucion

Ninguno detectado

Ninguno detectado

Ninguno detectado

Ninguno detectado

Ninguno detectado

Pequeiio incremento

Ninguno detectado

1 La treonina se encuentra solo en cepas de genotipo AUL y se cree que es el resultado de un

efecto fundador cuando se introdujo una cepa ECSA ancestral en algin lugar de Asia.

*Epistatico, treonina permite la penetracién de E1-A226V.
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Como podemos observar, algunos genotipos pueden haber experimentado eventos de
seleccion positiva, ya que si el valor de dN/dS es >1 habra evidencia de seleccién
positiva y si es <1 indicard la accién de la seleccién negativa. En caso de que el
coeficiente sea igual a 1 tendremos presencia de neutralidad y esto se da cuando las
mutaciones son sinénimas y en algunos casos en mutaciones no sinénimas

(Kryazhimskiy, et al 2008; Solis Vidal, 2022).

B) Seleccién negativa

Al igual que los procesos epistaticos pueden expandir la gama de vectores de CHIKV
también existen eventos que redujeron significativamente la aptitud del CHIKV para

infectar vectores (Fig.15).

Chen y colaboradores han sefialado las mutaciones E2-198Q), E2-233E y E2-252Q en el
genotipo AUL como perjudiciales para la replicacién del virus en Ae. Albopictus. Esto
se demostré cuando introdujeron las mutaciones adaptativas E2 en la cepa Mal06 del
genotipo AUL. En el caso de la mutacién E2-198Q), se observé una disminucién de
aproximadamente dos veces en la aptitud replicativa, aunque no alcanzé significancia
estadistica, sugiriendo un cambio casi neutro. E2-252Q también mostré un impacto
negativo, reduciendo la aptitud en siete hasta trece veces. Sin embargo, la mutacién
mas deletérea result6 ser E2-233E, que disminuy9 la aptitud entre 50 y 100 veces. En
dicho trabajo, los autores demostraron que las mutaciones anteriormente mencionadas
no estan presentes en el genotipo AUL, no solo por la incapacidad del genotipo para
adquirir la mutacién E1-226V, sino mas bien que las mutaciones en E2 mencionadas
previamente pueden ser neutras o tener un efecto perjudicial en esta aptitud. Esto
subraya como las mutaciones en las proteinas E2 y E3 pueden influir de manera critica

en la adaptaciéon del CHIKYV a sus vectores.

Existe un caso especifico en la proteina E3 donde E3-K33E tiene su interacciéon con E2-
198Q), mientras su interacciéon con E3-33K no mostré un cambio que afectara la aptitud
del virus, la dindmica fue diferente en el contexto de E3-33E mutante. En este caso, la

mutacion E3-33E result6 perjudicial, ocasionando una disminucién de ocho veces en la
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aptitud replicativa. Ademas, E2-233E, que ya se consideraba deletérea en combinacién
con E3-33K, result6é en una disminucién en la adecuacién del virus, y al observarse
junto con la mutacién E3-33E, produjo una disminucion hasta de 33 veces de su

capacidad en adecuarse al vector (Chen et al 2021).
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Fig. 15. Las glicoproteinas de la envoltura del CHIKV de genotipo asiatico. La proteina E1 esta

en azul claro, la proteina E2 est4 en rojo claro y la proteina E3 estd en amarillo. La imagen
muestra los cambios de aminoécidos que perjudican la aptitud replicativa de la cepa asiatica

en Ae. Albopictus. Imagen tomada y modificada de Chen, 2021

Riemersma y Coffey en el 2019 demostraron que las poblaciones de CHIKV estan
sujetas a una selecciéon negativa en mosquitos con una conservacion sustancial de la
secuencia en regiones no codificantes. Ademas, CHIKV se somete a una selecciéon
purificadora a medida que infecta y se disemina en Ae. aegypti. En este estudio, se
explor6 la dinamica de las poblaciones del CHIKV en mosquitos para lo que se llevo
a cabo la secuenciacion y caracterizacion detallada de poblaciones de CHIKYV aisladas
de mosquitos infectados con la variante tipo salvaje (WT) que es el CHIKV rescatado
de un clon infeccioso que se pasé en pases en serie en cultivos de células de mosquitos

veinte veces en presencia o ausencia de antiviral.
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Se determind la competencia del vector de la cepa 06-049 del brote de IOL CHIKYV a los
5 y 12 dias después de la alimentaciéon (dpf). Durante este periodo, se evaluaron las
tasas de infeccion, diseminacion y transmisién del virus, proporcionando un anélisis
de la transmision de la cepa en relacion con la alimentacion de los mosquitos. La
diversidad de variaciones genéticas en las muestras de sangre fue menor en las
poblaciones del CHIKYV, es decir disminuy¢ significativamente y también su frecuencia

de sustitucion. (Riemersma et al, 2019).

Estos cambios se manifiestan en la variabilidad de sus genotipos a nivel global, por lo
que se han hecho esfuerzos para continuar la vigilancia del CHIKV para monitorear
procesos de adaptacion y cambios en su capacidad de transmisién, utilizando la
herramienta Nexstrain (Fig. 16). En la imagen podemos ver que los genotipos maés

representativos en América, son ECSA y AUL, siendo México nuestro lugar de interés.

Geografia
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Fig.16. Epidemiologia molecular del CHIKYV visualizada en Nexstrain 3.0.

CHIKYV en México

Segtn la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS), las infecciones por

CHIKYV notificadas en las Américas disminuyeron de més de 2.5 millones de casos
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entre 2013 y 2017 a menos de 800 000 casos entre 2018 y 2022. Sin embargo, este niimero
puede ser erréneo, ya que es dificil discriminar entre CHIKF y otras enfermedades
producidas por otros arbovirus debido a la similitud de sus manifestaciones clinicas o

posibles coinfecciones (Zurbia-Flores et al, 2023).

En 2014 se detect6 CHIKV por primera vez en México, y se acumularon 13,569 casos
confirmados en los siguientes tres afios. Un estudio identific6 a la cepa circulante en
México como parte del genotipo AUL, y se agrup¢ filogenéticamente con genotipos de
las cepas del Caribe (Rodriguez-Aguilar et al., 2021). La mayoria de los estudios sobre
la diversificacion molecular de CHIKYV en México se enfocaron en regiones geogréficas
limitadas del pais, generalmente en las fronteras de Chiapas y Tamaulipas o
investigaron solo el gen estructural E1 del virus, lo cual limitaba los estudios (Galan-
Huerta et al., 2019). Se han extendido estos estudios tomando en cuenta mas regiones
de México y ademads otras proteinas estructurales y no estructurales (Tabla 4). Estudios
tilogenéticos mostraron que el tnico genotipo circulante era el genotipo asiatico (Fig.
17). Las introducciones multiples del virus al sur de México desde América Central y
el Caribe y su propagaron de manera breve y localizada, jugé un papel muy importante

en la transmisién del mismo (Galdn-Huerta et al, 2019; Rodriguez-Aguilar et al, 2022)

Tabla 4. Cambios de aminoacidos identificados entre las secuencias ECSA, I0L,

AUL, caribefio y mexicano.

Gen | Mutacion = Genotipos
ECSA | IOL AUL | AUL-Am | AUL-Am
(Caribe) (Meéxico)
El A226V A \% A A A
K211E E K E E E
T145A T T A A A
S225A A A S S S
E2 G118S G G S S S
5194G G G S S S
V2551 I I \% \Y% \Y%
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Fig. 17. Filogenia de maxima verosimilitud del clado construida con un grupo de 59 secuencias

de CHIKYV junto a otras cuatro secuencias obtenidas al comienzo del brote México durante el

brote de 2014-2016 y otras 48 secuencias de otras partes del mundo. Imagen tomada y

modificada de Rodriguez-Aguilar et al, 2022.
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Diagnéstico y vacunas

El CHIKYV junto con otros arbovirus se considera una amenaza para la salud
mundial, ademas el poder diferenciar las manifestaciones clinicas entre enfermedades
arbovirales es un reto para el diagnostico, mas atin cuando circulan en la misma regioén
al mismo tiempo. Ademas, la fiebre por chikungunya contintia siendo una enfermedad
tropical descuidada, en gran medida debido a su epidemiologia compleja y a la falta
de claridad en cuanto a su incidencia y su impacto en la salud en todo el mundo

(Zurbia-Flores et al., 2023).

Debido a que el CHIKF tiene distintas manifestaciones clinicas durante la infeccion
complica la tarea de un diagndstico de rutina, esto puede solucionarse aplicando
diagnosticos moleculares que son més sensibles y rdpidos, ademas de que logran
detectar los genotipos del CHIKV, pero muchas veces este tipo de diagndstico no esta
al alcance de las regiones afectadas, ya que estas cuentan con recursos limitados, donde
la carga econdémica y la falta de personal médico especializado hace que el CHIKV pase

desapercibido y facilite su posible expansion (Montalvo et al, 2023; Silva et al., 2018).

Subudhi et al, en el 2018 describen las dificultades de que CHIKYV sea candidato al uso
de antivirales utilizados contra otras enfermedades pues no se tienen evidencias claras
de su utilidad contra CHIKV. Ademas, se debe considerar que son pocos los candidatos
con los que se cuenta, lo cual lo hace un desafio mucho més grande. Finalmente, no se
tiene un modelo animal adecuado para la infeccién por CHIKYV, de tal manera que los

estudios que se pueden hacer son limitados (Subudhi et al., 2018).

Al no ser una enfermedad mortal y ubicarse en regiones geograficas limitadas, hace
que el CHIKYV sea subestimado, lo cual es un error ya que hay casos en los que se
presenta con dolor intenso y puede ser invalidante, a eso se le puede agregar que los
casos siguen siendo menores que el Zika y el Dengue, pudiendo ser subdiagnosticados,
por lo que los diagndsticos pueden llegar a ser erréneos ya que tienen cuadros clinicos

muy similares, lo cual lo hace que se pase desapercibido.
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En noviembre del 2023, la FDA aprob¢ la primera vacuna que previene la infecciéon en
contra del CHIKV denominada “Ixchiq” la cual se administra como dosis tnica
mediante una inyeccion intramuscular. Esta vacuna se basa en la cepa La Reunién
(LR2006-OPY1) del genotipo ECSA y se caracteriza por una deleciéon de 61 aminoacidos
en la proteina nsp3, codificada por un gen del complejo replicasa viral, que atentia el
virus in vivo. Esta vacuna contiene al virus del chikungunya de manera atenuada y
puede causar sintomas leves a los que experimentan las personas infectadas de CHIKV.
Es un logro importante ya que se puede reducir el niimero de casos en los mas de 100

paises donde el CHIKV esta presente (Schneider et al., 2023).
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JUSTIFICACION

El CHIKV ha sido histéricamente endémico en regiones tropicales y la
introduccion ocasional del virus en areas urbanas provoca brotes periddicos de la
enfermedad por CHIKYV, lo cual ocurre en un ciclo de transmisién humano-mosquito.
CHIKEF es una enfermedad reemergente que al aumentar su rango de vectores aumento
su velocidad de dispersién dando lugar a su resurgimiento reciente y la propagacion
mundial. Estos factores hacen que CHIKV sea de importancia para la salud publica.
Aunque esta enfermedad no tiene tasas de mortalidad muy altas, causa una
enfermedad inflamatoria musculoesquelética incapacitante que puede persistir
durante meses o afios después de la infecciéon aguda. El tener un mayor conocimiento
sobre los patrones de distribucién y diversidad de este virus nos permitira proponer
mejores estrategias terapéuticas contra él, ya que en la actualidad no existe una terapia
dirigida autorizada para la infecciéon por CHIKV.

El estudio de la epidemiologia de dichos virus y la identificaciéon de variantes virales
que conduzcan a este patégeno a ocasionar infecciones con mayor gravedad o que se
puedan transmitir con mayor facilidad es de suma importancia en términos de salud
publica. Ademas, es indispensable contar con un sistema de diagnéstico rutinario que
permita realizar el diagnoéstico diferencial para CHIKV y DENV (cuyos cuadros
clinicos son muy similares).

La inclusion de secuencias derivadas de mosquitos en este estudio es de particular
importancia, ya que nos brinda una visiéon completa del ciclo de transmisién del
CHIKV. Ademas de que nos permitird analizar la variabilidad genética y evolucién en
secuencias provenientes de pacientes y por otro lado de mosquitos, el inferir los
patrones de distribucién del virus y la construcciéon de una red de haplotipos, nos va a
proporcionar un entendimiento mas profundo de estas relaciones entre las secuencias
de pacientes y mosquitos.

Los andlisis filodindmicos nos conducirdn a comprender los procesos epidemiolégicos
de los virus, ya que nos permitira estimar el tamafio de la poblaciéon de determinada
variante haciéndonos notar el crecimiento del niimero de infecciones efectivas a lo

largo del tiempo (Federico, 2016). Esto nos ayudaran a entender los patrones de
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acumulaciéon de mutaciones en las muestras de CHIKV obtenidas de humanos y
mosquitos. Los resultados de los andlisis mencionados nos permitiran:
e Comparar los genomas de CHIKV obtenidos de muestras de humanos y de
mosquitos.
e Inferir los patrones de distribucién del virus.
e Construir una red de haplotipos que permita realizar un andlisis de las

relaciones entre secuencias de pacientes y mosquitos.
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Hipotesis
Las secuencias del genoma viral de aislados mexicanos de CHIKV obtenidas a

partir de pacientes infectados en 2015 presentan mutaciones tnicas que reflejan su

circulacion local.
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OBJETIVOS

Objetivo general

Determinar los patrones de distribuciéon geografica y diversidad de virus
Chikungunya aislado de humanos y mosquitos de secuencias del continente

americano.

Objetivos especificos

e Obtener las secuencias parciales del genoma de CHIKV a partir de muestras
colectadas en México.

e Obtener la reconstruccion filodindmica de CHIKV de secuencias americanas.

e Determinar los patrones de polimorfismos diferenciales de secuencias de virus
obtenidos en humanos y mosquitos.

e Identificar la distribucion geogréfica y por hospedero de los haplotipos

observados de CHIKV en América.
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Estrategia Experimental
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Fig. 18. Estrategia experimental.
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METODOLOGIA

Obtencién de secuencias.

Las secuencias parciales de E1 y E2 del genoma del CHIKV se obtuvieron de la
base de datos publica Bacterial and Viral Bioinformatics Resource Center (BV-BRC)

(https:/ /www.bv-brc.org/). Los criterios de basqueda de las secuencias fueron por

especie: Chikungunya virus. Los filtros usados fueron: genoma completo, regiones de
Norte y Sudamérica y hospederos humanos y mosquitos. Las secuencias que cumplian

con estos criterios se descargaron el dia 12 de junio del 2023 en formato FASTA.

Ensamble de las secuencias

Los archivos Forward y Reverse, resultado de la secuenciacién, fueron
ensamblados realizando la visualizacion de las secuencias y ediciéon de las mismas en

Aliview (Larsson, 2014), y los electroferogramas en el Software 4Peaks.

Alineamiento de secuencias.

Después de obtener las secuencias de las regiones E1 y E2 de las muestras de
pacientes, procedimos a alinearlas junto con las obtenidas de la base de datos
utilizando MAFFT v7
(https:/ /mafft.cbrc.jp/alignment/software/algorithms/algorithms.html). (Katoh &
Standley, 2013). Luego, con el editor de alineamientos AliView, delimitamos las
secuencias descargadas a las regiones amplificadas, obteniendo dos alineamientos

correspondientes a los segmentos de E1 y E2.

Para aumentar la cantidad de sitios informativos, los alineamientos se concatenaron
mediante un script de Python3, cuyo cédigo se reporta en el Anexo II. El cédigo se

ejecut6 con el siguiente comando:
$python3 concatenar.py

Posteriormente, volvimos a realizar el alineamiento de las secuencias concatenadas

utilizando MAFFT v7. Finalmente, para visualizar los resultados se utiliz6 AliView.
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Disefio de primers para E1y E2

Para disefiar los primers se uso6 la herramienta PrimerDesign-M, en el servidor
HIV sequence database
(https:/ /www hiv.lanl.gov/content/sequence/ PRIMER_DESIGN/primer_design.ht
ml), utilizando como input, un alineamiento que fue generado, tomando en cuenta las
ocho secuencias mexicanas de CHIKV completas mediante el software MAFFTv7,
buscando amplicones de un tamafio de 700pb, sin adaptador, sin ningtin tag, con un
tamafio maximo de 25pb y con un tamafio minimo de 20pb, ademés con una diferencia

méaxima de Tm=1.

Los primers seleccionados se muestran en la Tabla 6, y las regiones que se amplificaron

y el tamafio del amplicén se pueden observar en la Fig. 19.

Tabla 5. Primers utilizados para la amplificacion, para los genes E1 y E2.

Nombre del primer Tamafio del amplicon Secuencia de 5’ a 3’

E1Fw 9991-10009 18pb GTA ACA GTG ATC CCG AAC
E1Rev 10759-10777 18pb CGG GTT TGT TGC TAT TTG
FwE2 8490 18pb TCC TTA ACA TGT TCT CCC
RVE2 9223 18pb TTT TTG TGA TTG GTG ACC

E1

[ | [ |
8490pb—9223pb 9991pb —10777pb

733pb 786pb

Fig. 19. Mapa de las regiones amplificadas de los genes que codifican para las proteinas E1 y

E2 de CHIKV. Las posiciones se refieren al genoma de referencia con nimero de acceso

AM258990.1.
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Muestras

Las cinco muestras de pacientes infectados con CHIKV fueron obtenidas del
Centro Médico Nacional Siglo XXI del IMSS, y fueron donadas por la Dra. Rosalia Lira
Carmona de la Unidad de Investigacion Médica en Enfermedades Infecciosas y
Parasitarias, IMSS. Estas muestras se obtuvieron de pacientes infectados con CHIKV
en Veracruz en el afio 2015. Ademas, se obtuvo una muestra proveniente de un paciente

de Guerrero en el mismo afio.

Las muestras de mosquitos fueron obtenidas a partir de pools de Aedes o Culex
colectados en el mismo afio en dreas urbanas de los estados de una de Guerrero y otra

de Veracruz.

Extraccion de RNA

El proceso de extraccion de RNA de las muestras de pacientes se realiz6 en el
Laboratorio de Virologia del Posgrado en Ciencias Genémicas (PCG), usando el kit de

extraccion QIAamp Viral RNA Kit siguiendo las instrucciones del fabricante.

De cada muestra de suero se tomaron 140pL, a los que se afiadieron 560pL del buffer

AVL-carrier RNA; la mezcla se incub6 a temperatura ambiente por 10 min.

Pasado ese tiempo se afadieron 560pL de etanol grado molecular (100%).
Posteriormente se transfirieron 630pL de la mezcla a una columna de coleccién de 2ml
y se centrifugé a 8000 rpm (6000 xg) por 1 min. Terminada la centrifugacion se descart6
el contenido del filtrado. Se repiti6 la transferencia de los 630pL de la mezcla en la
misma columna de coleccién de 2ml y se centrifugé a 8000 rpm (6000 xg) por 1 min.
Terminada la centrifugacion se descart6 el contenido del filtrado. Se agregaron 500pL
de buffer AW1 y se centrifugé a 8000 rpm por 1 minuto, se descarté el contenido del
tiltrado. Posteriormente se agregaron 500pL de buffer AW2 y se centrifugo a 14000 rpm
(20000 xg) por 3 min. Después de la centrifugacion se descarta el contenido del filtrado,
se cambio el filtro a una columna nueva y vuelve a centrifugar a 14000 rpm por 1 min,

esto para descartar cualquier residuo del buffer AW?2.
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Por altimo, el filtro se pasé a un tubo de microcentrifuga de 1.5ml y se agregaron 60 pL
de buffer AVE, se incub6 por 3 min y se centrifugé a 14000 rpm por 3 min. Finalmente
se midi6 la concentracion del extracto de RNA en un espectrofotémetro NanoDrop™
2000 y se almacenaron las muestras a -70°C. La extraccién de RNA de las muestras de
mosquitos positivos a CHIKV se habia realizado previamente por la M. en C. Ménica

Izquierdo en el Laboratorio de Virologia del PCG.

RT-PCR

Se realiz6 la sintesis de cDNA a partir de las muestras de pacientes y de
mosquitos utilizando el kit High Capacity cDNA Reverse Transcription (Thermo
Fisher), de acuerdo con las instrucciones del fabricante. Para ello en un tubo para PCR

de 0.2 ml se prepar¢ la reaccién de acuerdo con lo indicado en la Tabla 6.

Tabla 6. Condiciones de la enzima High Capacity cDNA Reverse Transcription Kit.

Reactivos Volumen
10x RT-Buffer 2.0 pL
25X dNTP Mix (100 mM) 0.8 pL
10X RT Random Primers 2.0 pL

MultiScribe Reverse Transcriptase (50 U/pL) 1.0 pL

Inhibidor de RNAsas 20 U/ ul 1.0 pL
Molde RNA Variable*
Agua libre de nucleasas. c.b.p. 20 pL
Total delareaccién 20.0 pL

*El volumen de cada muestra fue diferente ya que sus concentraciones eran distintas, para
cada muestra se utiliz6 el volumen suficiente para alcanzar una concentracion de 1000ng en

cada reaccion.

Los tubos en los que se prepararon las reacciones se mezclaron brevemente en el vortex
y se centrifugaron. Las reacciones se llevaron a cabo en un termociclador ABI Applied

Biosystems GeneAmp PCR System 9700 Thermocycler 96 Well Silver con las siguientes
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condiciones: 10 min a 25 °C, 120 min a 37 °C, 5 min a 85 °C. Posteriormente, las muestras

pueden ser usadas o almacenadas a -20°C.

PCR

La amplificacién de los fragmentos de interés a partir de las muestras de pacientes
y mosquitos se realizé con 2 enzimas diferentes: la enzima Phusion® High-Fidelity
(New England Biolabs) y la Invitrogen™ Platinum™ SuperFi™ II DNA Polymerase
(Thermo Fisher), siguiendo las instrucciones de los fabricantes, las mezclas de reacciéon

se prepararon de acuerdo con lo reportado en la Tabla 7.

Tabla 7. Instrucciones de pipeteo.

Phusion® High-Fidelity DNA Invitrogen™ Platinum™ SuperFi™ Il DNA Polymerase

Polymerase
Reactivos Volumen Reactivos Volumen
2X Phusion Master Mix 5.0 pL 5X Superfi Buffer 5.0pL
2 uM Forward Primer 0.5 pL 2 uM Forward Primer 1pL
2 uM Reverse Primer 0.5 pL 2 uM Reverse Primer 1pL
DMSO 100% 0.3 pL Platin um Superfi DNA Polymerase (2U/ 0.2pL

nb)
Molde de DNA 2pL Molde de DNA 2pL
Agua libre de nucleasas c.b.p. 10puL Agua libre de nucleasas c.b.p. 10 pL
Total delareaccion  10.0 pL Total delareaccion 10.0 pL

El uso de dos enzimas diferentes fue por cuestiones del desempefio de las enzimas con
los diferentes pares de primers, ya que los primers de E1 solo produjeron un amplicén
del tamafio esperado con la enzima Invitrogen™ Platinum™ SuperFi™ II DNA
Polymerase; mientras que en los primers de E2, solo amplificaron un fragmento del

tamarfio predicho con la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase.
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Las reacciones de amplificacion se llevaron a cabo usando las condiciones mostradas

en las tablas 8 y 9.

Tabla 8. Instrucciones de ciclaje para la enzima Phusion® High-Fidelity DNA

Polymerase.

Desnaturalizacion inicial | 98°C | 30 seg [ 1 ciclo

Desnaturalizacién 98°C | 10 seg

Alineamiento 52°C [ 30 seg

45 ciclos

Extension 72°C | 45 seg

72°C [ 5 min
Extension final 1 ciclo

4°C ©

Tabla 9. Instrucciones de ciclaje para la enzima Platinum™ SuperFi™ II DNA

Polymerase.
Desnaturalizacion inicial | 98°C | 30 seg [ 1 ciclo
Desnaturalizacion 98°C | 10 seg
Alineamiento 60°C | 10 seg 45 ciclos
Extension 72°C | 30 seg
72°C | 5min
Extensién final 1 ciclo
4°C 00

Al terminar la PCR, se verificé el tamafio del producto en un gel de agarosa al 0.8%. La

electroforesis se realiz6 usando buffer TBE al 0.5% a 110 volts por 25 min.

El gel se visualiz6é en un fotodocumentador ChemiDoc XRS+ de Bio-Rad, la banda de

interés se cort6 y se almacen6 a -20 °C hasta su purificacion.
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Purificacién del DNA a partir de gel

La purificacién del producto de PCR a partir de gel se realiz6 con el kit QIAEX®
IT Gel Extraction Kit, siguiendo las instrucciones del fabricante. Al fragmento de gel
que contiene nuestro amplicon se le afiade buffer QX1 de acuerdo con el tamafio del
amplicon. Luego se agregaron a la muestra 30 ul de QIAEX II (previamente

homogenizado) durante 15 s.

Después de mezclarla por 15 s la muestra se incubé a 50°C por 10 min, cada 2 min se
mezcl6 en el vortex por 10 s, en total se hizo 5 veces en 10 min. Enseguida se centrifuga
la muestra a 13,000rpm por 1 min para después quitar el sobrenadante con la ayuda de
una micropipeta. Posteriormente se agregaron 500 pL de buffer QX1 al pellet, re-
suspenderemos esto mezclando en el vortex de 10 a 15 s y después centrifugamos a
13,000rpm por 1 min, y se retirare el sobrenadante. En seguida se agregaron 500 pL de
buffer PE para resuspender el pellet la mezcla se agito en el vortex de 10 a 15 sy
finalmente se realiz6 una centrifugaciéon a 13,000rpm por 1 min, se retird el
sobrenadante y se dejo secar el pellet al aire dejando el tubo abierto, esto se lleva
alrededor de 30 min; pasado el tiempo se eluy6 el DNA, agregando 20 pul de buffer TE
(10mM Tris-Cl, InM EDTA, pH 8.0), re-suspendiendo el pellet mezclando en el vortex
de 10 a 15 seg e incubando por 5 min a temperatura ambiente. Por tltimo, pasado el
tiempo se centrifugd a 13,000rpm por 1 min y el sobrenadante conteniendo el DNA se
coloc6 en un tubo nuevo, se cuantificé su concentracién usando el espectrofotémetro
NanoDrop™ 2000 y se almacené a -20°C hasta su uso. El DNA purificado se cargd y se
separ6 en gel de agarosa para corroborar que el tamafio del DNA obtenido

correspondia al que se pretendia aislar.
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Secuenciacion de las muestras

Las muestras obtenidas tanto de pacientes humanos, como de mosquitos, fueron
secuenciadas en el Instituto de Fisiologia Celular de la Universidad Nacional
Auténoma de México, a través de método de Sanger, que se explica en la Fig. 20.
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Fig. 20. Esquema del proceso para la secuenciacion de Sanger. La técnica de secuenciacion
enzimética Sanger-capilar implica la realizacién de una reaccién de secuenciaciéon en la que se
usan ddNTPs marcados con diferentes fluorocromos. Estos ddNTPs funcionan como
bloqueadores, lo que da como resultado fragmentos de ADN de diferentes longitudes. Estos
fragmentos se introducen en capilares mediante electroinyeccién y se separan mediante
electroforesis capilar. A medida que las moléculas pasan a través de la ventana de deteccion,
se detecta la fluorescencia, lo que permite determinar la secuencia. El resultado de esta
secuenciacion se representa en forma de un electroferograma. Imagen tomada y modificada de

Taller de Actualizaciéon Bioquimica, Facultad de Medicina, UNAM, 2023.

Genotipificacion
La genotipificacion de las secuencias de CHIKV se realiz6 mediante la

construccion de arboles filogenéticos que incorporan secuencias de referencia
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especificas de cada genotipo de CHIKV. Para llevar a cabo la construccién del arbol, se
obtuvieron 102 secuencias de cada genotipo y se alinearon con nuestras muestras
problema. Posteriormente se construyé una filogenia con el método de Neighbor

Joining, con 1000 réplicas de bootstrap utilizando el software SeaView v5.0.4 (Galtier

et al., 1996).

Eliminacion de las secuencias redundantes.

Para eliminar las secuencias duplicadas de nuestro alineamiento, empleamos el
software Jalview (Waterhouse et al, 2009), usando la funcién “Redundancy” este se abre
ingresando de esta manera Edit » Remove Redundancy con un valor de corte del

100%, lo que result6 en la eliminacion de todas las secuencias duplicadas.

Anilisis filodinamicos.

El anélisis filodindmico se realizé con el propésito de identificar relaciones
evolutivas de las secuencias teniendo en cuenta el contexto temporal de las mismas. El
programa de ig-tree2 (Minh et al., 2020), es uno de los paquetes de software de cédigo
abierto que se usan con mads frecuencia para la inferencia filogenética utilizando el
criterio de maxima verosimilitud, con el modelo de sustituciéon GTR (Tavare, 1986),
escalado por fechas en las que fueron colectadas. Ademas, este arbol se visualizé con
ggtree en R y las hojas se colorearon por pais de colecta, usando el sistema hexadecimal,

el script est4 en el Anexo III.

Red de haplotipos.

Con el mismo alineamiento, procedimos a crear una red de haplotipos con el
propoésito de obtener una representacion visual de las relaciones genéticas entre las
secuencias analizadas. Para llevar a cabo este analisis, utilizamos el software PopART
(Population Analysis with Reticulate Trees) (Leigh & Bryant, 2015), ampliamente
reconocido por su utilidad en estudios relacionados con relaciones genéticas,
evolucion, deteccién de patrones de dispersion, entre otros usando el algoritmo TCS

(Clement et al., 2002) y los nodos de la red se colorearon de acuerdo con el pais de
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colecta. Previo a los anélisis se llev6 a cabo la conversién de los archivos en formato
FASTA a formato .phylip. El formato phylip tiene restricciones en el nimero de
caracteres que pueden tener los nombres, por lo que se tuvo que realizar un cambio en
el nombre de las secuencias. Para realizar este cambio se programo un script en Python

que se encuentra en el anexo IV, que se ejecut6 de la siguiente manera:
$python3 phylip.py

Analisis comparativo basado en metadatos (Meta-CATS).

Para determinar los patrones de polimorfismos diferenciales de secuencias de
virus obtenidos en humanos y mosquitos, usamos el alineamiento donde estan
incluidas las secuencias de humanos y mosquitos y lo subimos a BV-BRC, ya que tiene
una herramienta llamada meta-CATS (Metadata-driven Comparative Analysis Tool),

que nos ayudaria a obtener este andlisis.
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RESULTADOS

Extraccion de RNA de las muestras de pacientes humanos y mosquitos

Las muestras de suero de 6 individuos infectados con CHIKV fueron obtenidas
en 2016 en el Estado de Veracruz. En el caso de las muestras de mosquitos, éstas fueron
obtenidas a partir de pools de Aedes o Culex colectados en el mismo afio en areas
urbanas de los estados de una de Guerrero(22G1228) y otra de Veracruz (6LG1230),

conteniendo alrededor de 250ng de RNA por microlitro de muestra.

En primer lugar, se realiz6 la extraccion de RNA viral usando el kit High Capacity
cDNA Reverse Transcription, como se describe en la seccién de metodologias. Las
concentraciones de RNA para cada muestra de suero de pacientes se encuentran en la

tabla 10.

Tabla 10. Concentraciones de RNA de cada una de las muestras de pacientes.

M1 (Veracruz) | 159.3ng/pl

M2 (Veracruz) | 60.3ng/pl

M3 (Veracruz) | 131.4ng/pl

M4 (Veracruz) | 48.7ng/pl

M5 (Veracruz) | 136.8ng/pl

M6 (Guerrero) | 132.1ng/pl

Obtencion de amplicones.

Para sintetizar el cDNA se us6 el kit Multiscribe Reverse Transcriptase y
posteriormente se obtuvieron los amplicones utilizando dos enzimas de alta fidelidad,
a saber, la enzima Invitrogen™ Platinum™ SuperFi™ II DNA Polymerase y la enzima
Phusion® High-Fidelity DNA Polymerase. Esto fue porque los fragmentos de E1

amplificaron con la enzima Invitrogen™ Platinum™ SuperFi™ II DNA Polymerase,
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pero no los fragmentos de E2, estos amplificaron por la enzima Phusion® High-Fidelity

DNA Polymerase, pero no los fragmentos de E1.

Para corroborar que se hubieran obtenido los amplicones esperados se corrié un gel
de agarosa al 0.8%. Los resultados nos indicaron que los fragmentos de El
amplificados por la enzima Invitrogen™ Platinum™ SuperFi™ II DNA Polymerase y
E2 amplificados por la enzima Phusion® High-Fidelity DNA Polymerases tenian los
tamarfios esperados (Fig.21 y Fig 22).

M1 M2 M3 M4 M5 Meée . +
Fig 21. Separacion por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En este gel, se cargaron las

muestras correspondientes a los genes E1. En la parte inferior de la Fig. se indican las muestras
cargadas en cada carril, asi como el control negativo y positivo de la reaccion. En el extremo
izquierdo se carg6 el marcador de tamafio molecular GeneRuler 100 bp DNA Ladder (Thermo

Fisher).
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MI M2 M3 M4 M5 Mé +

Fig 22. Separacién por electroforesis en gel de agarosa al 0.8%. En este gel, se cargaron las
muestras correspondientes a los genes E2. En la parte inferior de la Fig. se indican las muestras
cargadas en cada carril. En el extremo izquierdo se cargé el marcador de tamafio molecular

GeneRuler 100 bp DNA Ladder Thermo Fisher.

Al no amplificar la region de interés en las muestras M1, M2 y M6 provenientes de
humano y las muestras 22G1228 y 6L.G1230 en mosquito, se decidi6é continuar con las

muestras de pacientes M3, M4 y M5. Esto se resumen en la tabla 11.

Tabla 11. Muestras de pacientes con las diferentes enzimas utilizadas.

Muestras M1l M2 | M3 | M4 | M5 | M6 |22G1228 | 6L.G1230 | Control

E1 (Phusion) | - - + |+ |+ |- - - +

E2 (Superfi) |- - + + + |- - - +

Con el objetivo de obtener suficiente DNA para realizar la secuenciacién se realizaron
reacciones de amplificacion por quintuplicado de las muestras M3, M4 y M5. Los
amplicones obtenidos se separaron en geles de agarosa y las bandas de interés se
cortaron y purificaron con el kit de extraccion QIAEX® II Gel Extraction Kit (Qiagen).
El DNA resultante se cuantificé en un espectrofotometro NanoDrop™ 2000 y los
resultados se muestran en la tabla 12. Los productos de PCR se enviaron al Instituto de
Fisiologia Celular UNAM para su secuenciacion
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Tabla 12. Concentracion de DNA correspondiente a los amplicones de los genes E1
y E2.

Muestras | Concentracion E1 | Concentracion E2

M3 23 ng/pl 24.6ng/nl
M4 19.1ng/pl 22.3ng/ul
Mb5 15.3ng/pl 24.7ng/ul

Ensamble y alineamiento de las secuencias de pacientes.

Para ensamblar los fragmentos secuenciados se utiliz6 el programa AliView
como base y los genomas de referencia de México con los ntiimeros de acceso GB
(GBAccessions) KP851709, KP851710, KT327163, KT327164, KT327165, KT327166,
KT327167 y MG921596 (Fig. 23). Ademads, como referencia, también empleamos los

electroferogramas utilizando el software 4peaks (Fig. 24)

10 20 30 40 50

accn|MG921596 Chikungunya virus
accn|KP851710 Chikungunya virus
accn|KP851709 Chikungunya virus
accn|KT327165 Chikungunya virus
accn|KT327163 Chikungunya virus
accn|KT327164 Chikungunya virus
accn|KT327166 Chikungunya virus
accn|KT327167 Chikungunya virus
accn|M3 2016 Mexicov

accn|M5 2016 Mexicov

accn|M4 2016 Mexicov

Fig 23. Alineamiento de las muestras del presente estudio con las secuencias mexicanas como

referencia utilizando el programa AliView, usando el fragmento E2.
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Al ensamblar las secuencias de pacientes, se procedi6é a realizar un alineamiento
multiple con las secuencias con las descargadas utilizando MAFFT v7 colocando como

input los archivos fasta.

Se llevé a cabo el alineamiento de 892 secuencias de todo el mundo, sin embargo, los
resultados obtenidos eran pocos informativos pues los arboles realizados eran poco
concisos, entonces para genotipificar se eliminaron las secuencias que no fueran del

continente americano de tal manera que se incluyeron sélo 404 secuencias.
Genotipificacion

Con el objetivo de identificar las diferentes variantes genéticas del virus que
pueden estar circulando en una poblacion o area geografica e identificar a qué variante
pertenece nuestro grupo de secuencias, se realiz6 la genotipificaciéon de las secuencias
de pacientes humanos y secuencias de mosquitos descargados de la base de datos (Fig.

25). Los resultados nos muestran que nuestras secuencias se agrupan en el clado
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perteneciente al genotipo AUL (color azul), donde se localiza un gran grupo de
secuencias de humanos y mosquitos de paises vecinos. Mientras que el genotipo ECSA
(color verde), agrupa secuencias de paises que estdn ubicados en Sudamérica; cabe

mencionar que las muestras obtenidas de mosquitos se encuentran en el mismo clado

y solo un pequefio grupo pertenece al genotipo WA (color morado).

M3 2016 Mexico

M4 2016 Mexco

ME 2016 Mexico
001

Fig. 25. Genotipificacion de secuencias de CHIKV bajadas de BV-BRC de humano y mosquito
de diferentes partes del mundo y de nuestras muestras mexicanas, usando una reconstrucciéon

filogenética mediante el método de Neighbor-Joining, y 1000 réplicas de bootstrap.
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Limpieza de las secuencias redundantes

Se obtuvieron 404 secuencias de la base de datos BV-BRC, de las cuales cumplian
con los criterios de btsqueda mencionados en la metodologia. Para eliminar la
redundancia en el conjunto de datos y garantizar una diversidad representativa, se
empled la herramienta Jalview con un valor de corte de identidad del 100%. Este
proceso de filtrado result6 en la eliminaciéon de secuencias duplicadas. Después de

aplicar el filtro se mantuvieron 102 secuencias tinicas en el set de datos.

Reconstruccién de la filogenia

Con el alineamiento de 102 secuencias, que incluyen secuencias procedentes de
Norte y Sudamérica y de nuestras tres secuencias procedentes del pais de México. Con
el alineamiento concatenado se realizé una reconstruccion filogenética de maxima
verosimilitud, escalada por fecha de colecta, el arbol resultante fue visualizado en R

usando la libreria ggtree, donde las hojas fueron coloreadas por pais de colecta.

64



" Mex

M3_Mex

Aruba ® Cuba ® Martinique ® Nicaragua ® USA
e Brazil Dominican Republic ® Mexico Saint Martin
Colombia ® Ecuador ®  Mexicov @ Trinidad and Tobago

Fig. 26. Arbol filogenético obtenido por Maxima Verosimilitud realizado en IQ-Tree2. En la
Fig. A se observan las secuencias M4 y M5, agrupadas con secuencias ecuatorianas, mientras
que en la Fig. B podemos ver a la secuencia M3 se agrupa con secuencias nicaragiienses. La

escala representa distancias temporales donde fueron colectadas.

El arbol nos muestra una divisiéon en dos ramas, en una de éstas se encuentran
presentes secuencias mexicanas (azul claro) y una ecuatoriana (morada) en la otra rama
se agrupan todas las demas secuencias, donde podemos ver que se agrupan secuencias
provenientes de Sudamérica. Hay grupos dentro de esta segunda rama, las secuencias
nicaragtienses (verdes) y ecuatorianas (moradas) forman grupos monofiléticos, al igual
que algunas secuencias estadounidenses (azul fuerte) aunque estos grupos estin
compuestos de pocas secuencias o comparten secuencias con otros paises como

Trinidad y Tobago, lo cual no es tan representativos (Verde claro).

65



Esto nos revela las relaciones evolutivas entre las secuencias del CHIKV obtenidas de
diferentes regiones de Norte y Sudamérica en las cuales podemos destacar las

relaciones de las secuencias mexicanas.

Las secuencias M4 y M5 se agrupan con secuencias procedentes de Ecuador, lo cual
sugiere una relacion cercana y un posible ancestro en comin entre las secuencias.

Mientras que la secuencia M3 se agrupa con secuencias de Nicaragua.

Todo lo anterior nos sugiere que las secuencias de los pacientes mexicanos tienen una
relacion filogenética cercana, estas agrupaciones podrian implicar una fuente comutn
de infecciébn o una conexién epidemiolégica entre las muestras y las regiones de
Ecuador y Nicaragua, las cuales son por el comercio que tiene México con estos paises

por el TLC de ambos paises.

Red de haplotipos

Se utilizé el alineamiento que contenia todas las secuencias de genomas
completos, es decir que no pasaron por los filtros sefialados en la metodologia. El
alineamiento se compone de 892 secuencias, de las cuales 37 secuencias provenientes
de mosquitos y 855 de humanos incluidas las tres muestras de nuestro estudio, con el
cual se generd una red de haplotipos en la que se utiliz6 el software PopArt para inferir
los patrones de dispersion de dichas secuencias, usando el método de TSC Network

como se muestra en la Fig. 27.
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En esta red podemos visualizar tres grandes grupos de haplotipos, donde uno se
destaca por contener solo secuencias brasilefias (verde oscuro), en este haplotipo
podemos ver que esta presente secuencias de humano y mosquito Ae. Albopictus lo que
nos dice que comparte haplotipo en Brasil, ademds de esta red se desprende un
pequefio grupo de haplotipos auténomos donde podemos ver que existen secuencias
provenientes de mosquitos de otras especies, el que no se vea esto podréa deberse a un
sesgo por la falta de vigilancia activa de vectores en gran parte de México. Por otro
lado, hay un haplotipo donde se encuentran las secuencias del continente asiatico
(morado) y aqui la especie mds representativa es Ae. Albopictus y Ae. Aegypti mientras
que las secuencias Ae. Aegypti comparten haplotipo con los humanos, y Ae. Albopictus
son haplotipos individuales no muy alejados del haplotipo mas representativo, ademas
este grupo tiene una relacion muy cercana con haplotipos mas pequefios que contiene
secuencias africanas y europeas que solo son, aunque estas no forman un grupo y se
pueden visualizar de manera aislada; por ultimo, se identific6 un haplotipo del
continente americano, se trata de un grupo de secuencias muy extendido en Estados
Unidos y Nicaragua. Este haplotipo tiene una correlacién con secuencias asiaticas, que
tiene solo dos mutaciones que los diferencian, mientras que en otros haplotipos que
tienen mayor representatividad podemos ver mayor nimero de mutaciones que la

separan (Fig 27).

Para ver con mas detalle esta seccion se decidi6 usar el alineamiento que ya habia sido
usado para el arbol filogenético. Dicho alineamiento concatenado se utilizé para
generar una red de haplotipos con el software PopArt con la finalidad de inferir los
patrones de dispersion de estas secuencias y método de TSC Network (Fig. 28). Ambas

redes, coloreados por Pais/Continente y por Especie se encuentra en el Anexo V.
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Fig. 28. Red de Haplotipos Generada en PopArt mediante el Método de TCS Network. La red
de haplotipos contiene secuencias 13 paises pertenecientes al continente americano basada en
las secuencias del gen E1 y E2 del genoma de CHIKV (n = 102; 1444 pb). Cada uno de los
circulos en el grafico representa un haplotipo tnico, y el tamafio de estos circulos refleja
cuantas secuencias estdn asociadas a cada haplotipo. Las diferencias en la secuencia de
nucledtidos se muestran a través de marcas de sombreado que atraviesan las lineas que
conectan los haplotipos, donde cada marca de sombreado indica una variacién de un
nucleétido particular. Los circulos mds oscuros y sin etiquetar se utilizan para representar
nodos ancestrales que se han inferido en el andlisis. Ademas, se utiliza un cédigo de colores

para identificar el pais de origen de cada haplotipo.
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En esta red se puede visualizar que el haplotipo mas representativo estd compuesto en
su totalidad de secuencias estadounidenses (violeta) ubicada en el centro, y alrededor
podemos ver haplotipos tnicos de diferentes paises, que se alejan del centro con un
maximo de cuatro mutaciones, podemos ver que la mayor parte de secuencias
presentes son de paises como Nicaragua (azul claro), Estados Unidos (rosa) y Ecuador
(morado). El haplotipo estadounidense muestra esta forma estrellada, con maltiples
haplotipos auténomos a su alrededor, lo cual sugiere que hay una gran y rdpida

difusioén de esta poblacion.

En la Fig. 28A, las secuencias correspondientes a las muestras M4 y M5 se agrupan
directamente con un ancestro no muestreado, representado por circulos negros que no
permite que se identifique la relaciéon inmediata de su pais de origen mas cercano. Sin
embargo, es interesante destacar que después de estas secuencias no muestreadas, se
observa una relacion con secuencias procedentes de Ecuador y Brasil, lo que sugiere la

posibilidad de conexiones epidemiolégicas mas amplias.

Mientras que, en la Fig. 28B, la secuencia M3 se agrupa con secuencias de Nicaragua
incluidas en este estudio, donde su relacién genética mas cercana esta separada por 2

mutaciones de la secuencia nicaragiiense.

Determinacion de los polimorfismos

Al no contar con las secuencias de mosquitos de este estudio, se decidi6 ver los
cambios polimoérficos de las secuencias de mosquitos que si esta presentes en bases de
datos, y al pertenecer al linaje ECSA solo nos centraremos en los paises con secuencias

de este genotipo, que son Brasil, Colombia y Ecuador.

Los resultados del Meta-CATS son resumidos en la tabla 13 y las regiones se veran en

la figura 29, este tiene analisis fue evaluado con un valor de p=0.05.
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Tabla 13. Posicion del nucledtido en el que se encontraron polimorfismos en las
secuencias de E1 y E2. El namero indica la posicién nucleotidica con respecto al inicio

de cada gen.

E2 53 374 539 562 692 698

El 901 962 1434 1446

E1

53 374 | 562 698 901 962 1446

539 692 1434
Fig. 29. Regiones de las proteinas E1 y E2, donde se encuentran los polimorfismos detectados

por Meta-CATS.

Los resultados nos muestran 10 polimorfismos que son significativos, seis se
encuentran en la region de la proteina E2, y cuatro en la proteina El, en ciertas
posiciones lo que nos podria indicar adaptaciones genémicas del virus a los diferentes
ambientes de los huéspedes humanos y mosquitos. Puede ser que estos cambios
permitan que haya una mayor facilidad para la infeccién del virus para sus respectivos

hospederos.
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DISCUSION

En este estudio se estim6 la diversidad genética de la poblaciéon del CHIKV en
funcién de muestras obtenidas de pacientes y las secuencias de los genes E1 y E2. En
este trabajo se utilizaron varios grupos de datos que nos permitieron llevar a cabo un

anélisis filodindmicos con resultados interesantes.

La aplicacion de anélisis individuales para cada gen puede generar incongruencias en
los resultados; en este sentido, se encontraron estudios que demostraron que usar
secuencias combinadas pueden eliminar estos sesgos. Por lo anterior, la estrategia de
concatenar las secuencias E1 y E2 y eliminar las secuencias redundantes permiti¢ dar
una mejor resoluciéon de ramas internas del &rbol filogenético. Por otro lado, la
estrategia seleccionada para este estudio se bas6é en la amplificacién de tinicamente
dos regiones del genoma viral, las cuales son altamente variables, lo que implica
necesariamente una pérdida de datos. Sin embargo, a pesar de esta limitacion, este
trabajo nos permitié confirmar otros hallazgos muy relevantes en el contexto de la

epidemiologia del CHIKV (Rodriguez-Aguilar et al, 2022).

Nuestros andlisis genotipicos respaldan las observaciones previamente mencionadas
por Galan-Huerta et al. (2018), quienes establecieron una asociacién entre los brotes en
América Latina y el genotipo AUL del virus, la cual también se puede ver en el mapa
de Nextrain (Figura 16). Nuestras muestras se agruparon dentro de este clado,
confirmando asi esta conexién genética con el genotipo asidtico. Aunque también
pudimos observar un grupo de secuencias ECSA generalmente compuestas por
secuencias pertenecientes a Sudamérica en especifico Brasil, que tuvo una introducciéon
por parte de Africa a mediados del 2014, ademas se encontré correlacién con haplotipos
de secuencias africanas, vista en la red de haplotipos, y un pequefio grupo presente del

genotipo WA.

En este proyecto se ha descrito por primera vez la red de haplotipos del CHIKYV con un
enfoque que considera dos angulos, el primero tomando todas las secuencias del

mundo, de lo cual cabe resaltar que el grupo perteneciente al continente americano
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estaba muy extendido, lo que puede indicar una larga historia de diversificacion dentro
el continente. En la segunda red de haplotipos, que se centra en el continente
americano, se aprecia que existen una gran cantidad de haplotipos individuales, lo que
sugiere una alta tasa mutacional que podria deberse a que hay una rédpida expansion
de la poblacién con un bajo nivel de divergencia entre las secuencias. En ambas redes
se corrobord que, como se esperaba, las muestras secuenciadas en este estudio se

mantienen juntas en el arbol filogenético.

Otro de los hallazgos que resulta interesante es que las secuencias M4 y M5 se
relacionan con secuencias ecuatorianas y brasilefias lo que concuerda con estudios
realizados por Nunes et al. (2015) donde detectaron por primera vez la transmision
continua del genotipo ECSA CHIKYV en las Américas, especificamente en Brasil, cabe
mencionar que la obtencién de las muestras de suero conteniendo al virus fue en la
misma época de la epidemia en estos paises. Sin embargo, que dichas muestras tengan
ancestros no muestreados, nos impide trazar una ruta de transmisiéon. Por otro lado, el
arbol filogenético muestra que M4 y M5 comparten grupo con secuencias ecuatorianas,
de tal manera que se establece la posibilidad de que el pais de introduccion sea

Ecuador, aunque no se puede asegurar.

La secuencia M3, aunque filogenéticamente poco relacionada con M4 y M5 presenta
una relacion esperada y también ya sefialada por Galan-Huerta et al. (2018), en cuyo
trabajo observaron que los virus aislados en Chiapas se agruparon con otros aislados
que continuaron circulando en el Caribe y fueron detectados en Nicaragua y Cuba.
Inclusive se menciona que es posible que Chiapas haya tenido una tercera introduccién
de CHIKV durante 2015, esta vez desde Nicaragua ya que secuencias obtenidas en
Tapachula estan agrupadas con secuencias de Nicaragua que fueron obtenidas durante

el 2014 y 2015, lo que coincide con la gran epidemia que acontecié en esos afios.

En nuestro estudio, hemos observado que nuestras muestras no forman un grupo
monofilético, lo que sugiere la presencia de multiples introducciones del virus del

CHIKYV a nuestro pais, siendo Ecuador y Nicaragua los paises de origen mas probables,
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aunque también se deba a que nuestra N, es muy pequefia, lo cual podria dejar fuera a
las muestras de un grupo representativo. Ademas, la longitud de las ramas en el arbol
tilogenético indica que la transmisién dentro de México ha permitido un proceso de

diversificacion del virus.

Algo que nos muestra la red de haplotipos es que el haplotipo més representado es el
de secuencias de Estados Unidos, y de este se generan haplotipos tinicos que indican
una alta propagacion, pero baja divergencia. Teniendo en cuenta esto, parece tener
sentido con los resultados de un estudio en 2007 (Lanciotti et al, 2007), donde la
epidemia generalizada de CHIKV en el sur de la India ha infectado a viajeros
estadounidenses teniendo pacientes en Carolina del Sur y Luisiana donde hay
presencia de mosquitos Ae. albopictus y los cuales podria haber tenido un papel

importante en la distribucion del CHIKV.

Las secuencias no muestreadas son incognitas que al esclarecerlas podrian ayudarnos
a entender la ruta en como del norte llegaron al sur, y posteriormente al centro de
América. Estas secuencias desconocidas desempefian un papel crucial en la
comprensién de los patrones de dispersion del CHIKV en la region, ayudandonos a

trazar el camino que estas variantes genéticas siguieron a lo largo de su evolucion.

La identificacién de polimorfismos en las regiones de E1 y E2 nos permite discernir que
los fragmentos de E1 y E2 contengan cuatro y seis polimorfismos respectivamente,
sefialando las regiones como un hotspot de variabilidad genética. En estos podemos
especular que puede ser de ayuda para que el virus tenga una mayor capacidad de
diseminarse en diferentes vectores y hospederos ya que recordemos que las proteinas

que codifican estos genes son importantes para la interaccién celular.

El CHIKYV es uno de los arbovirus que pertenece a un grupo de importancia médica a
nivel mundial, considerado un peligro de diferentes indoles, causando dafios graves,
hasta provocar consecuencias fisicas en corto, mediano, largo plazo y, en algunos casos,

provocar la muerte.
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La vacuna Ixchiq, basada en el virus atenuado del genotipo ECSA, emerge como una
opcién para reducir el nimero de casos de gravedad, especialmente en el contexto de
la abundancia de secuencias que, como revela este estudio, pertenecen
mayoritariamente a la variante ECSA y se espera que tenga una buena capacidad de
combatir los diferentes genotipos ya que la diversidad filogenética identificada en este
trabajo sugiere que las cepas analizadas se ramifican significativamente dentro de este

genotipo.

Ademds de tomar en cuenta los cambios que sufren, no solo para replicarse en
humanos, sino que ademas que permiten aumentar su habilidad de reproducirse en
mosquitos que, por la densidad poblacional nos pone en contacto con estos potenciales

vectores.

También se busca determinar una mejor comprensién de la dindmica del virus ya que
este conocimiento nos permitird desarrollar mejores herramientas de diagnéstico, que
aportaran en una manera mas eficaz de identificar el CHIKV por que muchas veces se
pierde informacién cuando los brotes se dan en regiones desatendidas y no se tienen

una vigilancia epidemiolégica a la altura.
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CONCLUSION

En este estudio se ha utilizado un enfoque de analisis filogenético basado en
secuencias del virus CHIKV obtenidas de diferentes regiones de América. La
concatenaciéon de secuencias E1 y E2, junto con la eliminacién de secuencias

redundantes, ha permitido obtener arboles filogenéticos més resolutivos.

Nuestros resultados respaldan la observacion previa de que los brotes de CHIKV en
América Latina estan asociados con el genotipo asiatico del virus, y nuestras muestras

se agrupan en este clado, lo que confirma esta conexién genética.

En nuestro andlisis, hemos establecido las relaciones entre nuestras muestras y las
muestras de paises sudamericanos, lo que sugiere que esta regién es la fuente mas
probable de introduccién del virus en nuestro pais, esto debido a las multiples rutas de
intercambios que existen, y a su vez estos también comparten rutas con paises asiéticos,
lo que permite otra entrada del genotipo asidtico, ademads de la migracién tan presente
en nuestros dias. Ademas, hemos observado procesos de diversificaciéon del virus
dentro de México, lo que indica la adaptacién continua del virus a nuevas condiciones

locales.
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Anexol. Paises
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Burundi
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Comoras

Costa de Marfil
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Congo
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Guinea Ecuatorial
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Gabén
Guinea
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Madagascar
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Mauricio
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Mozambique
Nigeria
Congo
Reunion
Senegal
Seychelles

Sierra Leona

con

ANEXOS

casos autdctonos de CHIKV.

Bangladés
Butan
Camboya
China
India
Indonesia
Laos
Malasia

Maldivas

Myanmar
(Birmania)
Nepal
Pakistan
Filipinas
Arabia Saudita
Singapur

Sri Lanka
Taiwan
Tailandia
Timor Oriental
Vietnam
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Antigua y Barbuda
Argentina
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Bolivia
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Sudafrica Martinica

Somalia México

Sudan Montserrat

Tanzania Nicaragua

Uganda Panama

Zimbabue Paraguay
Pera

Puerto Rico

San Bartolomé

San Cristobal y Nieves
Santa Lucia

San Martin

San Vicente y las
granadinas

San Martin

Surinam

Trinidad y Tobago
Islas Turcas y Caicos
Estados Unidos

Islas Virgenes de los
Estados Unidos

Venezuela

Anexo II. Cédigo del archivo concatenar.py

from Bio import SeqlO
e2_records = SeqlO.to_dict(SeqlO.parse('Rv.fasta", "fasta"))
el_records = SeqlO.to_dict(SeqlO.parse("'Fw.fasta", "fasta"))
concatenated_sequences = {}
for name in e2_records:
if name in el_records:
concatenated_sequence = e2_records[name] + el_records[name]

concatenated_sequences[name] = concatenated_sequence
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with open("CHIKV3.fasta", "w") as output_file:
for name, sequence in concatenated_sequences.items():
SeqlO.write(sequence, output_file, "fasta")
print("Las secuencias se han concatenado con éxito en el archivo 'CHIKV1.fasta'

manteniendo los nombres de las secuencias.")

Anexo III. Script para la visualizacion del arbol filogenético en el Software R,

con el paquete ggtree.

library(tidyverse)

library(treeio)

library(ggplot2)

library(ggtree)

tree<-read.tree("pruebavl3.fasta.timetree.nwk")

state<- read.csv('ChikPaises.tsv', sep ='\t', head = T)

state$Country<- as.factor(state$Country)

statecolors<- read.csv('paises.tsv', sep ='\t', head = T)

colstate<- statecolors$ID

names(colstate)<- statecolors$Grupos

p3 <- ggtree(tree, size =0.5, color= "grey", layout='circular') + theme_tree() +
theme(legend.position="bottom") +
theme(legend.title=element_blank())

p3 <- p3 %<+% state + geom_tippoint(aes(color=Country))+

scale_color_manual(values= colstate)

p3

Anexo IV. Cédigo del archivo phylip.py

with open('pruebavl3.fasta’, 'r') as fasta_file:

lines = fasta_file.readlines|()

with open('‘pruebavl5.phylip', 'w') as phylip_file:
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num_sequences = len(lines) // 2
alignment_length = len(lines[1].strip())
phylip_file.write(f'{num_sequences} {alignment_length}\n")
for i in range(0, len(lines), 2):

header = linesJi].strip()

sequence = lines|[i+1].strip()

parts = header.split('\t)

accession = parts[0]

country = parts|[-1].split()[-1]

name_parts = accession.split('|')

new_name = f"{name_parts|[1]}_{country}"

phylip_file.write(f'{new_name} {sequence}\n")
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Anexo V. Redes de haplotipos por pais/continente y por especie.
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Anexo VI. Tabla de resultados del analisis filogenético en meta-CAT.

D Position Chi-square_value |P-value Degrees_of_freedol Fewer_5 Unlabeled Human Insect
D 53 59.5922749701454 4.32548633318833e-9 10 v 2c 1t Me Tc
D 374 18.9201335873047 0.0412889120310597 10 v 2c, 1t 169¢c 2t Tc
D 539 25.0523114843149 0.00524722729984545 10 v Jc Me e 1t
D 562 65 1452831833954 1.00860475328065e-11 10 v 3a 4a 167 g 5a2g
D 692 56.1480034910444 167051186972569e-9 12 v 2g, 1t 1043 679 Ta
D 698 88.9877780697727 8.50051851933485e-1! 10 v 3c Jc, 1681t Tt
D 801 79.0611723302126 7 6672856755644%e-1. 10 v 1a 2g 1708 149 Ta
D 962 124 755277354567 6.939546836151%e-21 12 v ic,2g 104 3 67 c Ta
D 1434 59.5922749701454 4.32548633318833e-9 10 v 1c. 2g 171g Ta
D 1446 119.808565293933 5.53347105346195e-2° 10 v 1c.2n 17ic Tc
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