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1. Resumen.

El Mpox virus es un virus de ADN de doble cadena perteneciente a la familia Poxviridae del género
Orthopoxvirus. Desde mayo del 2022 los casos de esta enfermedad aumentaron de manera
significativa en paises no endémicos siendo confirmados en la actualidad mas de 100.000 casos en
todo el mundo. En Colombia, los primeros casos se registraron en junio del mismo afio, y desde
entonces se han reportado un total de 4.288 casos en el territorio nacional. Con el fin de identificar
los sublinajes del virus en el pais, se determin6é a través de un enfoque bioinformético la
distribucion y polimorfismos clave de 154 genomas de aislamientos de pacientes almacenados en
el GISAID y NCBI entre el afio 2022 y 2023. Asimismo, se evalué el indice de adaptacion de
codones respecto al hospedero humano con el fin de reconocer estrategias adaptativas. Dentro de
los resultados se hallaron 11 sublinajes los cuales se distribuyen en 12 regiones del pais de manera
heterogénea, observandose con predominancia los sublinajes B.1.10, B.1.11 y B.1.16 en la
mayoria de estas. Por otra parte, se hallaron polimorfismos clave que afectan genes implicitos en

la modulacién de la respuesta inmune del huésped y su capacidad de adaptacion.

Palabras clave: Mpox, epidemiologia molecular, Polimorfismos.

2. Introduccion



Desde mayo del 2022 se ha evidenciado un elevado nimero de casos de Mpox virus en paises no
endemicos alrededor del mundo, siendo confirmados en la actualidad méas de 100.000 casos segun
el CDC (Centro para el Control y Prevencion de Enfermedades) (1). En Colombia, los primeros
casos del virus fueron confirmados el 23 de junio del 2022, y hasta la fecha se han presentado
4.288 casos en el territorio nacional. En el pais se encuentra vigente la aplicacion de protocolos de
vigilancia de Mpox virus del Instituto nacional de salud (INS) que permite la deteccion de casos
oportunos y seguimiento continuo de la enfermedad (2).

La viruela simica es una enfermedad zoonotica causada por el Mpox virus, el cual es un patdgeno
de ADN de doble cadena con envoltura (membrana lipidica) perteneciente a la familia Poxviridae
del género Orthopoxvirus. Su presentacion clinica y transmision es muy parecida al ya conocido
Variola virus; no obstante, los sintomas que causa son mas leves.

Esta enfermedad es endémica en el centro y el oeste de Africa, donde la mayor parte de los casos
se han presentado en Republica Democratica del Congo (RDC) y Nigeria respectivamente (1).
Teniendo en cuenta esta distribucion de la enfermedad el virus histéricamente se ha clasificado
por sus caracteristicas genéticas en dos clados, el clado de Africa central y el clado de Africa
occidental, este ultimo en comparacion tiene tasas de mortalidad y transmision mas bajas y la
presentacion clinica de la enfermedad es mas leve. Sin embargo, gracias a la rapida dispersion del
virus en los ultimos afios, ha emergido un tercer clado (l1b) que se ha aislado a partir de brotes
entre 2017-2019 de la enfermedad, este clado se encuentra subdividido en 2 linajes, A.1ly A2,y
a su vez el linaje A.1 se subdivide en los linajes A1.1 y B.1 el cual fue el causante del brote
epidemioldgico en 2022 (3). Este tercer clado emergente tiene como caracteristica adquirida la
transmision entre humanos (4,5). En funcién de la rapida transmisién del virus este evoluciona

aceleradamente y se adapta de manera significativa a los humanos.



Diversos estudios filogenéticos han comparado el genoma del virus de cepas de brotes anteriores
con genomas actuales, identificando mutaciones sindbnimas y no sinénimas en el genoma, que
probablemente se relacionan en términos de adaptabilidad y microevolucion. Estas mutaciones
afectan proteinas implicadas en el proceso de infeccion, pero también procesos de replicacion y
modulacion de la respuesta inmune (6,7). Ademas, se cree que las mutaciones observadas en los
aislamientos del brote reciente favorecen a proteinas implicadas principalmente en la adaptacion
del virus a los humanos y su velocidad de transmision (8,9), por este motivo es importante describir
caracteristicas genéticas propias del virus asociadas a zonas demograficas del pais, la distribucion
de sublinajes e historia evolutiva para entender su comportamiento desde la aparicion de este en
el territorio nacional y la situacion epidemiologica actual en relacion con variables moleculares.

Debido al elevado nimero de casos de Mpox virus en Colombia y la poca informacion disponible,
el objetivo del presente estudio es realizar una descripcion molecular del virus en el territorio
nacional, identificando mutaciones en el genoma a traves de un acercamiento bioinformatico con
la finalidad de caracterizar variaciones de los ejemplares presentes en el pais y sus asociaciones

con dinamicas geogréficas.

3. Objetivos.

3.1 Objetivo General

Describir la epidemiologia molecular del Mpox virus en Colombia

3.2 Objetivos Especificos

e Caracterizar distribucion de sublinajes del Mpox virus en Colombia



e Identificar mutaciones de nucledtido Unico (SNP) en las secuencias de genoma completo
del Mpox virus disponibles en Colombia

e Determinar el perfil de uso de codones del Mpox virus respecto al hospedero humano.

4. Justificacion.

El agente infeccioso de la viruela simica es un virus reemergente que ha afectado gran parte de la
poblacion en los ultimos afios debido al brote epidemioldgico en el afio 2022. Esta enfermedad es
muy relevante, siendo actualmente el virus de mayor importancia del género Orthopoxvirus y una
amenaza para la seguridad global, suponiendo un reto en salud publica debido a su réapida
expansion. La naturaleza del virus y su rapida adaptacidn a nuevos entornos hacen que sus patrones
de transmision y enfermedad sean dificiles de predecir, por este motivo, se requiere una respuesta
efectiva de vigilancia frente al brote en desarrollo. En este contexto, el avance de tecnologias
gendmicas permite la identificacidn y seguimiento de la enfermedad, ademas de mejorar la gestion
de la prediccion y monitoreo. Tomar acciones basadas en una vigilancia gendémica efectiva de esta
enfermedad permite reducir los efectos y mantener bajo control el virus, disminuyendo su impacto
en las poblaciones mas vulnerables.

En Colombia, el brote epidémico del Mpox virus representa un problema de salud pablica a nivel
nacional. A pesar de los casos reportados en el pais, todavia no se dispone de informacidn detallada
sobre las dinamicas de la enfermedad y su distribucion en el territorio. Aunque la tasa de
mortalidad causada por la enfermedad no es preocupante, hay una alta tasa de morbilidad que
afecta a una parte significativa de la poblacidn, y en algunos casos, debido a las manifestaciones

clinicas la enfermedad pueden ser un factor de discriminacion social.



Por lo tanto, la investigacion propuesta busca realizar una descripcion general de la situacion del
Mpox virus en Colombia, enfocandose en variables gendmicas. Esta informacion pretende
proporcionar un panorama detallado de la situacion actual del brote en el pais, contribuyendo a la
vigilancia y control del virus en el territorio nacional. Para ello, se utilizaran herramientas
bioinformaticas que se centran en variables moleculares, permitiendo asi una vigilancia genémica
eficaz. De este modo, se mejorara el entendimiento general del virus y su distribucion en el pais,
ademas de llevar a cabo un control geografico de la distribucidn de variantes, posibilitando la toma
de decisiones en salud puablica para prevenir y controlar el desarrollo de la enfermedad, y

proporcionar una respuesta rapida frente al brote actual y su evolucion futura.

5. Antecedentes

En estudios previos, como el realizado por Xiao-Yong et al (2023) , se determind el mecanismo
evolutivo del Mpox virus evaluando seleccion positiva en proteinas seleccionadas y recombinacion
homologa. Como resultado, se determind que 10 genes evolucionaron bajo seleccion positiva, la
mayoria de los cuales codifican para anquirinas, que desempefian un papel muy importante en la
adaptacion del virus y en la determinacidn del reservorio del mismo. Ademas, se propone que estas
anquirinas pueden ser beneficiosas en la transmisién del virus entre humanos. Sin embargo, el 94%
de los genes codificantes de proteinas experimentaron seleccion negativa o neutral, lo que se ajusta
al modelo de seleccion neutral. Por otro lado, se llegd a la conclusién de que el virus no utiliza la
recombinacion homéloga como mecanismo evolutivo (8).

El estudio realizado por Lulan et al (2022) llevé a cabo un analisis sistematico de las secuencias

del virus del 2022 y las cepas aisladas del virus del 2018, lo cual incluyé anotacion genémicay un
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analisis de la evolucion molecular de sus proteinas. En este articulo se observaron un total de 46
mutaciones en las secuencias del virus del 2022 en comparacion con las del 2018, de las cuales 24
fueron mutaciones no sinénimas. Las zonas mas variables del virus se relacionan principalmente
con los extremos de la cadena de ADN, donde se encuentran los genes que codifican
principalmente las proteinas involucradas en el proceso infeccioso del virus (10).

Ademas, en el estudio llevado a cabo por Priya et al. (2023), se analizaron las tasas de mutacion
del Mpox virus a partir de secuencias obtenidas en todo el mundo durante el brote actual. Este
estudio se realizo utilizando herramientas bioinformaticas y arrojé como resultados destacables
gue, en comparacion con los aislados de brotes anteriores, las secuencias del brote actual mostraron
una alta tasa de mutaciones, siendo especialmente notorias las secuencias de paises europeos y
latinoamericanos (6).

Este estudio se complementa con el llevado a cabo por Nicolas et al. (2022), en el que se realiza
una reconstruccion de la caracterizacion filogenética de las primeras secuencias del brote de Mpox
en 2022. En este estudio, se realiz6 un andlisis filogenético con 337 secuencias, junto con un
analisis descriptivo de las mismas. Entre los resultados, se determind un tercer clado que surgio a
partir de secuencias aisladas desde 2017, y que actualmente se encuentra en expansion
epidemioldgica, con el surgimiento de nuevos linajes. Actualmente, el tercer clado del Mpox virus
es el predominante en todo el mundo, mientras que los dos primeros clados tienen una mayor
prevalencia en las zonas endémicas de la enfermedad. Segun el estudio, en Colombia existe una
alta probabilidad de que el sublinaje B.1 del tercer clado sea el predominante, aunque este resultado
se basa en un nimero muy reducido de secuencias del virus obtenidas en el pais. El estudio también
pone de manifiesto signos de microevolucién en el genoma del virus, lo que respalda la premisa

de que el virus se adapta y muta rapidamente como consecuencia del brote actual (4).
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En la investigacion llevada a cabo por Haifei et al. (2023) se realiz6 un estudio filogenético
utilizando secuencias completas del virus, con el objetivo de establecer sus dinamicas
demogréaficas. Ademas, se llevo a cabo la identificacion de las proteinas que evolucionaron bajo
seleccidn positiva y se observé un cambio correspondiente en los aminoacidos. Como resultado,
se identificaron dos codones que evolucionaron bajo seleccion positiva: los residuos de aal30 en
E13L, que codifica una proteina target de la rifampicina a la cual se le atribuye la resistencia del
virus debido a su mutacion, y el aal02 en B6R, que codifica una glicoproteina de superficie del
virus que actiia como un objetivo de neutralizacion en el hospedero. Estos resultados sugieren que
el virus estd bajo un sistema de adaptacion. Si bien los resultados de este andlisis solamente son
especulativos, podrian confirmarse en el futuro mediante otros estudios (11).

Por otra parte, en el estudio realizado por Guo. et al (2023) en el que se analiz6 el uso de codones
entre 2 diferentes clados; clado | y clado Ilb para determinar adaptacion del virus del hospedero se
identificd que el virus en el brote reciente presentaba indices de adaptacion menores en
comparacion con el clado I, ademas de presentar mutaciones no adaptativas en varios genes, que

se refleja en una menor virulencia del virus en el huésped (12) .

6. Marco tedrico

6.1. Generalidades de la enfermedad y epidemiologia.

6.1.1. Caracteristicas clinicas.

La viruela simica es una enfermedad zoondtica causada por el Mpox virus. Este virus fue
identificado y clasificado por primera vez en primates en 1958 dentro del género Orthopoxvirus.

El primer caso en humanos fue reportado en 1970, especificamente en RDC posteriormente se
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aislaron nuevos casos los cuales estaban relacionados con el contacto entre humanos y primates
(13).

El curso de la enfermedad es muy similar al causado por el Variola virus, el cual también pertenece
al género Orthopoxvirus, Sin embargo, es menos grave. Debido a que el cuadro clinico de ambas
enfermedades es similar, es necesario realizar ensayos clinicos para establecer un diagnéstico
diferencial (14). El periodo de incubacion del virus se estima entre 5-21 dias con un periodo medio
de incubacion reportado en varias investigaciones de 8-9 dias (15,16). en la mayoria de los casos
los sintomas perduran de 2-4 semanas debido a que se considera a la viruela simica una enfermedad
autolimitada (17), sin embargo, en algunos pacientes la enfermedad suele progresar y causar
diversas complicaciones, las cuales estan asociadas principalmente a pacientes no vacunados,
donde se percibe una mayor gravedad en los sintomas con sarpullido més vigoroso y pleomorfo
(14,18).

La enfermedad se divide principalmente en dos fases: fase prodrémica y sarpullido. En la fase
prodromica se evidencian sintomas como cefalea, falta de energia, escalofrios, dolor de garganta
y dolor muscular, no obstante, los sintomas mas caracteristicos de esta fase son la fiebre y la
linfadenopatia la cual se considera un rasgo caracteristico de Mpox virus ya que este signo no se
presenta durante la infeccion por el Variola virus (14,19-21). La linfadenopatia es un rasgo que se
presenta en el 90% de los pacientes (21,22), caracterizandose por nodos linfaticos de 1-4 cm de
diametro firmes, sensibles y ocasionalmente con dolor, asi como, aumento en el tamafio de los
ganglios linfaticos cervicales, submaxilares 0 ambos. Se hipotetiza que la linfadenopatia podria
sugerir una respuesta inmune mas efectiva frente al Mpox virus que al Variola virus (13). Después
de la fase prodrémica inicia la fase de sarpullido. Inicialmente el sarpullido aparece en el rostro y

luego se extiende por todo el cuerpo, pudiendo haber de unas pocas hasta miles de lesiones. El
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sarpullido presenta una progresion por diferentes fases (macular, papular, vesicular y pustular)
antes de secarse y descamarse (23). Durante el transcurso de la enfermedad se corre el riesgo de
una infeccion bacteriana secundaria, asimismo, se pueden presentar diversas complicaciones
asociadas como: dificultad respiratoria, bronconeumonia, encefalitis, infeccion corneal (con
pérdida de vision), vomitos y diarrea con deshidratacion (21,24,25). La tasa de mortalidad esta
entre el 1% y 11% (26), la cual varia en funcion del clado al que pertenece el virus, reportandose
en varios articulos una tasa significativamente menor en el clado de Africa occidental en

comparacion con el clado de Africa central (27).

6.1.2 Transmision

La transmision primaria del virus ocurre durante el contacto directo o indirecto con un animal
previamente infectado, ya sea, por contacto con lesiones o fluidos resultantes de estas, por
mordeduras o arafiazos, o incluso por el consumo de carne. Ademas, se cree que el virus ingresa
al organismo a través de aperturas en la piel, el tracto respiratorio y las membranas mucosas
(28,29). La transmision secundaria entre humanos también puede ocurrir mediante el contacto
cercano con un individuo infectado. Por lo general, se puede producir a través de gotas respiratorias
y por contacto directo. Ademas, el contacto con superficies contaminadas aumenta el riesgo de
infeccion. Es importante destacar que el contacto prolongado con pacientes infectados es un factor
de riesgo significativo para el personal de salud (21).

Recientemente, se ha observado un nimero elevado de casos relacionados a practicas sexuales con
frecuente aparicion de lesiones anogenitales, lo que sugiere que el virus se inocula durante el
contacto cercano con lesiones 0 mucosa durante la actividad sexual, adicionalmente, en varios

reportes de este tipo, hay una mayor prevalencia de casos de hombres que practican sexo con otros
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hombres, sin embargo, se necesita mas investigacion sobre esta via de transmision (30,31). En
Colombia, se han registrado casos concentrados en poblacion de hombres que practican sexo con
otros hombres, representando una mayor vulnerabilidad en aquellos pacientes con antecedentes de
VIH e inmunosupresion, pese a que no se considera una enfermedad de transmision sexual se ha
relacionado estrechamente con esta practica, por lo que se promueven estrategias de prevencion e
informacion dentro de la poblacion (32).

Aunque existe poca informacidn disponible sobre el comportamiento y la dinamica del virus en

mujeres embarazadas, se ha demostrado la transmision vertical de este (33).

A Animal to Human Transmission B Human 10 Human Transmission
(1* Transmission) (2* Transmission)

At /|

Bites/Scratches from uzu:l;:%u:n;,::if Close Contact Direct Contact with
Infocted Animals Infected Animal Cutancous Lesions
+ Recently
Blood/Bodily Contact with Respiratory Contaminated
Fluids Cutancous/Mucosal Lesions Droplets ObjectwSurfaces

Figura 1. Modelo de transmisién de Mpox virus. (A) Modelo de transmision primaria
(transmision desde reservorio animal hacia los humanos). (B) Modelo de transmision secundaria
de humano a humano. Tomado de Kaler, J. et al (29)

6.1.3 Reservorio

El Mpox virus es uno de los virus de la familia Orthopoxvirus que tiene la capacidad de infectar
no solo a los seres humanos, sino también a un nimero significativo de animales que pueden actuar
como portadores y transmitir el virus. Aunque no se ha identificado con certeza cuél es el

reservorio animal, se cree que varias especies de pequefios mamiferos, como las ratas gigantes



15

(Cricetomys spp), las ardillas listadas africanas (Funisciurus spp), las ardillas sol (Heliosciurus
spp) Y los lirones africanos (Graphiurus spp), pueden transmitir el virus a los humanos en Africa
central y occidental (34).

Diversas investigaciones han logrado detectar el virus en una amplia variedad de roedores salvajes.
Ademas, se ha estudiado su presencia mediante analisis moleculares y la identificacion de
anticuerpos especificos a través de estudios de seroprevalencia. Estos estudios han revelado la
presencia de anticuerpos positivos en varios generos de roedores, siendo los géneros mas comunes
el Funisciurus y el Heliosciurus (35,36).

Los primates no humanos como chimpancés (Pan troglodytes) orangutanes (Pongo pygmaeus),
macaco cangrejero (Macaca fascicularis) y el Mangabey gris (Cercocebus atys) también han
demostrado ser susceptibles al virus, adicionalmente se han encontrado anticuerpos frente al
patdgeno en varias especies de primates no humanos pudiendo ser vulnerables y presentando
signos y sintomas resultado de la infeccion, a comparacion de los pequefios mamiferos que pueden

llegar a ser asintomaticos y transportar el agente infeccioso (34).

6.1.4 Epidemiologia e historia de la enfermedad.

El primer caso de viruela simica se identificd en la Republica Democratica del Congo (RDC) en
un nifio de 9 meses de edad en 1970, inicialmente se crey6 que se trataba de un caso de viruela
causado por el Variola virus, sin embargo, gracias a pruebas realizadas por la Organizacion
Mundial de la Salud (OMS) se confirmé como el primer caso de Mpox virus en humanos (37).
Tras este caso, se registraron brotes esporadicos en varias regiones de Africa, como Gabon,
Camerun, Benin, Republica central de Africa, Republica democratica del Congo, Sudan, Nigeria,

Sierra ledn y Costa de Marfil, reportandose asi por la OMS entre 1970 hasta 1979 un total de 54
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casos (26). Posterior a la erradicacion de la viruela se considero al Mpox virus como la infeccion
mas importante causada por los Orthopoxvirus en humanos, por lo que a partir de 1980 se
implemento un programa de vigilancia epidemiologica, mediante el cual se registraron hasta 1986
un total de 404 casos confirmados, de los cuales la mayoria se presentaron en RDC (38). Desde
enero de 1996 hasta octubre de 1997 ocurri6 un brote importante en RDC, en el cual se reportaron
511 casos sospechosos en 54 villas (39). El curso de la enfermedad durante el brote fue
relativamente leve y la tasa de transmision que se presentd fue maés alta que las anteriormente
reportadas, lo que sugeria que algunos de los casos sospechosos reportados eran en realidad
causados por el virus de la varicela (26).

La viruela simica habia pasado desapercibida en gran parte del mundo hasta que se desat6 un brote
epidemioldgico en Estados Unidos en 2003 que se esparcio rapidamente por 6 estados: Illinois,
Indiana, Kansas, Missouri, Ohio, y Wisconsin. Durante este brote, se registraron un total de 47
casos confirmados que estaban relacionados con el contacto con perros de la pradera (Cynomys
spp) infectados, los cuales habian sido transportados junto con otros pequefios mamiferos desde
Ghana. Afortunadamente, no se reportaron muertes y tampoco se detectd transmision de la
enfermedad entre humanos. Posteriormente, mediante analisis genéticos, se confirmé que el clado
del virus aislado en los pacientes pertenecia al clado de Africa occidental (21,34,40).

A partir de septiembre de 2017, en Nigeria se presentd un brote epidemioldgico significativo de
Mpox virus reconocido como el mayor registrado hasta esa fecha del clado de Africa occidental.
El primer caso sospechoso fue un nifio de 11 afios que presentd sintomas caracteristicos de la
enfermedad, y 5 de sus hermanos con quienes compartia el hogar también desarrollaron sintomas
similares. Ante esta situacion, se tomaron rapidamente medidas de vigilancia y control por parte

del Centro de Control de Enfermedades de Nigeria. Como resultado del brote, se identificaron 115
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casos confirmados, 262 casos sospechosos y 7 muertes en 27 estados del pais, de los cuales, la
mayoria se presentaron en adultos con una edad entre 21-40 afios. Durante el analisis se
encontraron transmisiones asociadas a grupos familiares, 1o que sugiere una alta probabilidad de
transmision entre humanos durante el brote. Sin embargo, en muchos de los casos, no se pudo
establecer una conexion directa entre las personas infectadas, lo que indica a su vez posiblemente
la existencia de maltiples medios de transmision (41-43).

Segun la informacion recolectada de los diferentes casos ocurridos a lo largo de la historia, se ha
descrito un aumento significativo en la incidencia de la enfermedad desde 1970 hasta la actualidad,
de igual forma, se registré un aumento de las zonas donde anteriormente no se habia notificado el
virus en paises endémicos de Africa (44,45). En septiembre del 2018 se identificaron los primeros
casos de viruela simica fuera de Africa. En Reino Unido se diagnosticaron 3 casos del virus, de
los cuales, los 2 primeros habian viajado recientemente a Nigeria, zona en la cual estaba en curso
un brote epidemioldgico de la enfermedad, el tercer caso fue diagnosticado en un trabajador de la
salud que habia estado cuidando a los primeros dos pacientes, este hecho se asocia con una alta
probabilidad de que se haya producido una transmision entre humanos, ademas de que este modo
de transmision ya se habia registrado anteriormente en zonas endémicas (21,46). Desde mayo del
2022 multiples casos fueron reportados en paises de Europa donde anteriormente no se habia
notificado la enfermedad, los casos reportados no estaban vinculados con viajes recientes a zonas
endémicas (47). El 12 de mayo fueron confirmados 2 nuevos casos en Reino Unido, que no estaban
relacionados entre ellos y no habian tenido viajes recientemente, una semana después, 4 casos
nuevos fueron confirmados sin relacion entre ellos ni con casos anteriormente confirmados. Tras
el analisis genético se identificd que la cepa causante del brote era del clado de Africa occidental,

muy parecido a las cepas aisladas del brote en Nigeria 2018-2019 (17). Posteriormente un
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importante nimero de casos fueron reportados en varios paises de Europa, lo que conllevo a la
OMS a declarar en julio al Mpox virus como una emergencia de salud publica de importancia
internacional (48). Hasta el afio 2023 se reportaron por el CDC 87.756 casos de viruela simica y
132 muertes en 106 paises donde anteriormente no se habia notificado la enfermedad, siendo
Estados Unidos el pais con el mayor nimero de casos en todo el mundo con 30.611 casos y 45
muertes (49). Recientemente, en 2024 se reportaron 21.835 casos sospechosos en Republica
democratica del Congo, de los cuales fueron confirmados 5.160. Este incremento inici6é con el
reporte de casos nuevos asociados al contacto sexual y transmision continuada humano a humano
en la provincia de Kwango y Kivu Sur durante el afio 2023, consecuentemente se registrd un
aumento significativo de casos en mdultiples areas geograficas del pais. Este nuevo brote fue
causado por una variacion emergente del clado I (Clado Ib) que tiene como caracteristica particular
la transmision entre humanos (50). Hasta la fecha se han registrado casos de este clado emergente
en varios paises no endémicos en las regiones de Africa, Europa, Asia y Norte América como se

observa en la figura 2 (51).
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Figura 2. Epidemiologia global de Mpox virus. En la figura se representa la distribucion de
clados alrededor del mundo, siendo el mas comun el clado Ilb causante del brote epidemiologico
del 2022, sin embargo, se evidencia la creciente relevancia del clado Ib con presencia en distintas
regiones como Europa, Asia, Norte América y con mayor predominancia en el centro y oeste de
Africa. Tomado de: CDC (51).

En Colombia, el Instituto Nacional de Salud realiza control y vigilancia de la enfermedad en el
territorio nacional teniendo en cuenta ademas caracteristicas epidemioldgicas importantes. Hasta
la fecha en estos informes se ha reportado un total de 4288 casos de la enfermedad de los cuales
solamente uno se encuentra activo, la mayoria de casos fueron reportados en el afio 2022, a partir
del 2023 la frecuencia de reporte de los mismos disminuyd de manera significativa. La totalidad
de los casos se atribuyen al clado Ilb, sin reporte de casos del clado emergente Ib. La mayor
cantidad de casos reportados en el pais se encuentran distribuidos en Bogota, Medellin y Cali, que

también son las ciudades con mayor densidad poblacional, asimismo los casos se concentran en
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una poblacién masculina entre los 20 a 40 afios, siendo la principal ruta de transmision entre

hombres que tienen relaciones sexuales con otros hombres (52)

6.2 Caracteristicas generales de Mpox virus.

El Mpox virus es un virus envuelto de ADN de doble cadena perteneciente al género
Orthopoxvirus de la familia Poxviridae capaz de infectar tanto a animales como a seres humanos.
A pesar de la naturaleza de su genoma, la replicacién ocurre en el citoplasma de la célula infectada,
lo que implica que el virus contiene los genes que codifica las enzimas necesarias que llevan a
cabo el proceso de replicacion y transcripcion del genoma viral (17). EI genoma tiene un tamafo
de 197 kb y codifica alrededor de 200 proteinas (53). Esta informacion se distribuye en una region
central de aproximadamente 110 kb, que contiene genes esenciales para la transcripcion,
replicacion, ensamblaje y liberacion (54,55). Esta regién tiende a ser altamente conservada en
comparacion con la parte variable terminal del genoma, que contiene secuencias de repeticiones
invertidas en sus extremos y codifica proteinas involucradas en distintos factores de virulencia que
juegan un rol muy importante en la evasion del sistema inmune del hospedero (17,56).

Los viriones tienen forma ovoide con un tamafio aproximado de 280 x 220 nm y estan compuestos
por cuatro estructuras esenciales: nucleo (que contiene el material genético del virus) cuerpos
laterales, membrana externa y membrana lipidica. El virion maduro tiene 2 formas diferentes:
Virus envuelto extracelular (VEE) y virus maduro intracelular (VMI) el cual es expulsado durante
la lisis celular, la principal diferencia entre estos 2 tipos de viriones es que el VEE tiene membrana
lipidica adicional, aunque ambas formas pueden llegar a ser infectantes, el VEE es mucho mas

eficiente durante la penetracion del virus a la célula huésped (1,57,58).
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Figura 3. Estructura y genoma de Mpox virus. (A) Virion de Mpox virus con sus estructuras
caracteristicas. (B) Organizacion del genoma de Mpox virus; este se divide dentro de 3 regiones,
2 regiones variables a los extremos y una region central conservada. Tomado de: Li, H. et al (55)

6.2.1 Patogénesis y proceso de replicacion

Una vez se da la transmision este infecta inicialmente las células de la mucosa orofaringea o
respiratoria, donde sucede la replicacion del virus dentro de la célula hospedera, posteriormente,
los viriones migran por el sistema circulatorio hacia los nodos linfaticos e infecta la mucosa
circundante, este proceso ocurre durante la fase de incubacion de la enfermedad, por lo que los
sintomas son inespecificos, posteriormente durante la fase prodrémica ocurre el proceso de
replicacion en distintos 6rganos linfaticos y nodos distantes, entonces los viriones migran hacia

organos terciarios y hacia la piel, lo que consecuentemente genera la aparicion de los signos y
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sintomas caracteristicos de la enfermedad (29). EIl proceso de infeccion y replicacion es muy
parecido al realizado por otros patogenos de la familia Poxviridae, ademas de que se ha
identificado que el Mpox virus puede infectar a un amplio rango de células de mamiferos. El
proceso de infeccion inicia por la union y entrada del VEE a la célula huésped, esto ocurre a través
de un complejo de 11 proteinas de unidén que se encuentran en la membrana del virion y que
interaccionan con glucosaminoglicanos de la célula huésped tales como los sulfatos de condroitina
y heparina los cuales son abundantes (59). La entrada de los diferentes componentes a la célula
huésped puede ocurrir a través de endocitosis o fusion, durante este proceso el virion pierde su
membrana lipidica y todos sus componentes se depositan en el citoplasma de la célula huésped,
liberandose también las enzimas que median el proceso de infeccidn (60). Posterior a la entrada se
inicia el proceso de transcripcion de proteinas tempranas mediada por una ARN polimerasa
dependiente de ADN seguido de la interaccidn de los ribosomas de la célula huésped, este proceso
se repite para la produccién de las proteinas intermedias y tardias. La sintesis de ADN ocurre
simultaneamente en el citoplasma de la célula, donde posteriormente se transporta junto con las
proteinas tardias al reticulo endoplasmatico de la célula huésped donde ocurre el proceso de
ensamblaje (61). La mayoria de los viriones maduros se quedan dentro de la célula (VMI), mientras
gue unos pocos adquieren una membrana extra derivada del reticulo endoplasmico o el aparato de
Golgi, posteriormente estos viriones maduros realizan fusion con la membrana de la célula y salen

hacia el medio extracelular (62).
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Figura 4. Ciclo de vida de Mpox virus. Tomado de: Li, H. et al (63)

6.2.2 Filogenia del virus.
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El primer caso de viruela simica en humanos se reportd en 1970 en Republica democratica del

Congo, posteriormente desde 1970 hasta 1986 se reportaron 10 casos de la enfermedad en paises

de Africa occidental y 364 casos en paises de Africa central, el reporte de casos sugirié que la

presentacion de la enfermedad era menos severa en el caso de Africa occidental, la clasificacion

de los dos primeros clados asociados a la enfermedad se originaron por diferencias genéticas,

clinicas y geogréaficas. Desde entonces se ha clasificado el virus en funcion de su origen
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demografico en 2 clados, el clado de Africa occidental y clado de Africa central los cuales
comparten un 99% en el parentesco de su genoma, sin embargo, difieren en su presentacion clinica
y tasa de mortalidad.

A partir del brote del 2017 en Nigeria y las dindmicas epidemioldgicas, se observé en distintos
estudios filogenéticos una tasa de mutaciones en el genoma mucho mas alta que las reportadas
anteriormente en los virus del género Orthopoxvirus, adicionalmente en estos estudios se reporto
una importante cantidad de polimorfismos de nucleétido simple (SNP) en el genoma del brote
actual en comparacion con virus aislados de casos anteriores. Por este motivo, a partir del analisis
de secuencias del 2017 fue documentado el surgimiento de un nuevo subclado asociado al clado
de Africa occidental anteriormente descrito (Clado IIb) que posteriormente fue el causante del
brote epidemioldgico en 2022. No obstante, el genoma viral aislado del brote del 2022 difiere de
manera contrastada con los aislados en el 2017-2018 debido a que el virus durante estos afios
evolucion6 de manera acelerada dando lugar a diferentes sublinajes (5). Mas recientemente, dado
a el brote epidemioldgico en 2024 en Republica Democratica del Congo se describidé un nuevo
subclado asociado al clado I previamente descrito (Clado I1b), este nuevo subclado tiene como
caracteristica particular la transmision continua de humano a humano por contacto sexual.
Actualmente el virus se clasifica dentro de 4 grupos como se observa en la figura 5: Clado la
(Clado de Africa central), Clado Ib (Brote epidemioldgico RDC 2024) Clado Ila (Clado de Africa
occidental identificado antes del 2017) y clado 11b (Brote epidemiolédgico 2022), A su vez el clado
I1b se divide en los sublinajes A.1y A.2, y el sublinaje A.1 se divide también en los sublinajes
A.1.1y B.1, siendo este tltimo el causante de la mayor cantidad de casos reportados en el brote

del 2022, ademas, este sublinaje difiere de manera significativa con genomas aislados del 2017-



25

2018 lo que indica también la rapida evolucion del virus, con el surgimiento constante de nuevos
sublinajes (5).

El analisis de SNPs sugiere una importante dindmica de adaptacion, reportandose una tasa de
mutaciones no sinénimas mayor en comparacion con las mutaciones sindénimas, estos cambios
acelerados en el genoma viral se le atribuyen en varios estudios a el complejo de proteinas
APOBECS3 el cuél actia como un impulsor mutacional no aleatorio (7,11).

2022 global outbreak

B.1

‘ J*
.

R "_ﬂ

|'.
I <
2 =107
2024 South Kivu outbreak

Figura 5. Filogenia actual de Mpox virus. Actualmente el Mpox se divide dentro de 4 clados:
Clado la (Clado de Africa central), Clado Ib (Brote epidemiol6gico RDC 2024) Clado lla (Clado
de Africa occidental identificado antes del 2017) y clado IIb (Brote epidemioldgico 2022), A su
vez el clado I1b se divide en los sublinajes A.1y A.2, y el sublinaje A.1 se divide también en los
sublinajes A.1.1 y B.1, siendo este ultimo el causante de la mayor cantidad de casos reportados
en el brote del 2022. Tomado de: Otieno, J. et al (50).

7. Metodologia
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Figura 6. Diagrama de flujo metodologia. Elaboracion propia

7.1 Seleccién de secuencias

Para llevar a cabo este estudio, se descargaron todas las secuencias de Mpox disponibles en las

bases de datos GISAID (https://gisaid.org/) y NCBI (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/)

correspondientes a Colombia entre el afio 2022 y 2023. Posteriormente, estas se filtraron utilizando


https://gisaid.org/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
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como criterio de seleccion un porcentaje de ambigledad inferior a 10% en cada secuencia (N%).
Ademas de las secuencias genomicas, se recopilaron datos adicionales de relevancia para cada

muestra, incluyendo su longitud, departamento y la region geografica de procedencia.

7.2 Analisis filogenético y distribucion

Las secuencias fueron alineadas utilizando el software MAFFT (Version 7) a través de su servidor

web disponible en https://mafft.cbrc.jp/alignment/server/, empleando sus configuraciones

predeterminadas. Ademas de las muestras seleccionadas, se incluyeron dos secuencias adicionales
en el alineamiento; secuencia de referencia: NC_063383.1 y una secuencia outgrup: 0Q401160.2
(Secuencia de genoma completo del virus del molusco contagioso). Posteriormente, el
alineamiento resultante se exportd en formato FASTA. La construccion del arbol filogenético se
Ilevo a cabo mediante algoritmo de maxima verosimilitud, utilizando 1Qtree ejecutado a través del
software UGENE con la configuracién predeterminada del software, que infiere el mejor modelo
evolutivo para el caso particular. Adicionalmente, se utiliz6 la herramienta UShER

(https://genome.ucsc.edu/cgi-bin/hgPhyloPlace) (64), que realiza un alineamiento a través de una

metodologia de maxima parsimonia ubicando las secuencias dentro de un arbol filogenético global
ya existente asignando el sublinaje correspondiente a cada secuencia. El arbol resultante fue

exportado y visualizado con tvBOT (https://www.chiplot.online/tvbot.html) (65), mientras que, la

distribucion de sublinajes se correlaciond en una base de datos con los departamentos descritos

junto con el reporte de nimero de casos del INS.

7.3 Analisis de polimorfismos.

Para el analisis de polimorfismos de nucleotido unico (SNPs) se empled la herramienta Nextclade

(https://clades.nextstrain.org/) (66), utilizando como dataset de referencia “Mpox virus (linecage
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B.1)” que tiene como secuencia de referencia MPXV-M5312 HM12_ Rivers (NC_063383.1) e
incluye SNPs caracteristicos del linaje B.1. Se identificaron mutaciones no sinénimas clave
conservadas en todas las secuencias asociadas a cada linaje, determinando posteriormente la
proteina afectada por cada mutacién. Adicionalmente, se utilizd la herramienta Snipit
(https://github.com/aineniamh/snipit) para comparar las secuencias del estudio contra la
secuencia de referencia, permitiendo asi visualizar el perfil general de mutaciones presente en el

conjunto de secuencias analizadas.

7.4 Analisis de uso de codones

Para el andlisis del uso de codones, se emplearon las regiones codificantes de las secuencias. Se
realiz un alineamiento multiple con el dataset utilizando una secuencia de referencia fija con
anotaciones genodmicas localizadas que sirvieron como base para extraer un alineamiento por cada
gen, este proceso fue llevado a cabo mediante el software Geneious Prime. Posteriormente, se
exportaron 157 genes alineados individualmente con las 154 secuencias en formato FASTA. Para
determinar el uso de codones, se calcul6 el indice de adaptacion de codones (CAI) para cada uno
de los genes, utilizando la herramienta CAlcal. Este indice se compard con el patron de uso de
codones humano proporcionado por la misma plataforma (67).

Finalmente se realizé un andlisis estadistico de los resultados obtenidos y se graficé usando Python

8. Resultados.
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8.1. Seleccién de secuencias.

Para el presente estudio se obtuvieron 154 secuencias correspondientes a Mpox virus en Colombia
entre el afio 2022 y 2023, estas secuencias se corresponden con los departamentos de Antioquia,
Valle del Cauca, Bogota, Bolivar, Tolima, Cundinamarca, Santander, Cesar, Quindio, La guajira,
Meta y Sucre, como se observan en la tabla 1. Ademas de la filtracion de secuencias, la calidad de
las mismas se comprob6 con la herramienta Nextclade, eliminando asi secuencias que no

cumplieran con los criterios establecidos del software.

Tabla 1. Secuencias obtenidas de Mpox en Colombia por departamento utilizadas en el estudio.

Departamento  # De secuencias  Porcentaje

Antioquia 102 66,2%
Valle del cauca 16 10,4%
Bogota 10 6,5%
Bolivar 8 5,2%
Tolima 5 3,2%
Cundinamarca 4 2,6%
Santander 2 1,3%
Cesar 2 1,3%
Quindio 2 1,3%
La guajira 1 0,6%
Meta 1 0,6%
Sucre 1 0,6%
Total 154

8.2 Analisis filogenético y distribucion.

Las secuencias analizadas se agruparon dentro del linaje B.1 del clado Ilb, causante del brote

epidemioldgico del 2022, lo que concuerda con reportes previos de las secuencias en la base de



30

datos y con los resultados obtenidos en Nextclade. En el analisis filogenético, las secuencias fueron
clasificadas dentro de 11 sublinajes (B.1.11, B.1.10, B.1.16, B.1.12, B.1.15, B.1.2, B.1.6, B.1,

B.1.8, B.1.1y B.1.18), como se muestra en la Figura 7.
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Figura 7. Anlisis filogenético de Mpox en Colombia. Relacion filogenética de 154 secuencias
de genoma completo y su correspondencia de sublinajes estimada por UShER por maxima
parsimonia en el cual se observa la distribucion y presencia de 11 sublinajes en el territorio
nacional. En el Analisis se resalta la predominancia del sublinaje B.1.10, B.1.16 y B.1.11.
Elaboracion propia.
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Dentro del andlisis filogenético, se identificaron dos secuencias con un comportamiento
inesperado: 149 MPXV_La Guajiray 140 MPXV_Valle, situandose dentro del arbol filogenético
en una posicion no correspondiente a la asignacion de sublinaje hecha por UShER, por lo que se
procedio a realizar un analisis mas detallado de las secuencias individuales. Al ser evaluadas en
Nextclade contra la secuencia de referencia, ambas mostraron un mayor nimero de mutaciones en
comparacion con otras secuencias del mismo sublinaje. En el caso de la secuencia 149 MPXV_La
Guajira, si bien conserva las mutaciones caracteristicas de su sublinaje, también presenta
mutaciones sindnimas adicionales y varios sitios de segregacion no observados en otras secuencias
del mismo grupo. Un patron similar se encontrd en la secuencia 140 _MPXV_Valle; sin embargo,
en este caso, la secuencia mostrd una mayor similitud con otras secuencias de su mismo sublinaje,

lo que podria indicar una divergencia reciente dentro del sublinaje.

La distribucidn de estos sublinajes fue heterogéneo en cada departamento, ya que se identificaron
diferentes sublinajes dentro de una misma region, reflejando una importante diversidad, como se
muestra en la figura 8. No obstante, en algunos departamentos con menor nimero de secuencias,
se observo una distribucion de sublinajes uniforme, como es en el caso del Cesar, Sucre, Meta y
la guajira, sin embargo, esto podria estar influenciado por el bajo nimero de muestras obtenidas
en esas zonas, adicionalmente en estos departamentos se reporta una menor cantidad de casos en
comparacion con el resto. Un caso particular es el departamento de Valle del Cauca, donde se
identificd la presencia exclusiva del sublinaje B.1.18, lo que sugiere una posible introduccion

reciente o una circulacion predominante de este sublinaje en la regién.



32

-80.000 -75.000 -70.000

Sublinajes  Casos

B.1.6 [12-16
B.1.10 []16-45
B.1 B 45-179
B.1.16 179 - 2040
B.1.11
B.1.2
B.1.8
B.1.12
B.1.18
B B.1.15
B.1.1

10.500
00501

EEENE N
000°Z

7.000

3.500
005

-80.000 -75.000 -70.000

Figura 8. Distribucion geografica de sublinajes. Mapa realizado con la herramienta QGIS. Se
exhibe la distribucion de sublinajes de Mpox en correlacion con el nimero de casos reportados
hasta la fecha de la enfermedad por departamento, estos datos fueron adaptados de los reportes
epidemiologicos del INS de la enfermedad. Elaboracion propia.

Al analizar la relacion entre la diversidad de sublinajes y la distribucion geografica, se observo

que los departamentos con mayor cantidad de casos reportados presentaron una mayor diversidad
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de sublinajes, lo cual sugiere que la variedad en una region esta relacionada con el tamafio de la

poblacién misma y una dinamica de transmision mayor.

8.3 Analisis de polimorfismos.

En el analisis realizado con Nextclade se identificaron mutaciones conservadas por cada sublinaje;
gracias a estas mutaciones caracteristicas las secuencias se asignan en dicho sublinaje, aunque se
observo que las secuencias sindnimas son superiores a las no sindnimas dentro de todos los
sublinajes, también se reportaron SNPs no sindnimos, los cuales son mutaciones claves que
provocan un cambio en el aminoacido afectando asi a una proteina especifica del virus. Las
mutaciones clave se reportaron exclusivamente en los linajes B.1.10, B.1.12, B.1.15, y B.1.2 como
se observa en la figura 9, en el caso de los sublinajes restantes no se identificaron mutaciones clave
en estas secuencias o directamente no se obtuvo un numero significativo de muestras que
permitiera identificarlas. Dentro del andlisis se reportd entre 1 a 3 mutaciones clave por cada
sublinaje, las cuales se encuentran distribuidas tanto en la regién central del genoma como en las
regiones variables de los extremos, adicionalmente, la predominancia de estas mutaciones fue

G>Ay C>T.
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Figura 9. Mutaciones clave de secuencias de Mpox virus en Colombia. Comparacién contra
secuencia de referencia (NC_063383.1) donde se representan SNPs no sindnimos por cada
sublinaje. Las mutaciones graficadas con la herramienta Snipit fueron concordantes con los
resultados obtenidos en Nextclade. Elaboracién propia

En el anélisis de las mutaciones clave se observo que estas afectaban proteinas implicitas en el
proceso de replicacion y transcripcion, modulacion del hospedero y también proteinas de
membrana, las cuales se cree que interactian directamente con el sistema inmunoldgico del
hospedero, las proteinas se resumen en la tabla 2. Las mutaciones asociadas a las proteinas
implicitas en la modulacién del sistema inmunolégicos en el hospedero y proteinas de membrana
fueron las mutaciones mas predominantes en el conjunto de sublinajes, estas mutaciones se
encuentran en las zonas variables del genoma, donde se ha reportado anteriormente una mayor
variacion en el genoma del virus. Asi mismo, de los resultados obtenidos vale la pena resaltar la
mutacion que afecta a la proteina OPG210, ya que este polimorfismo se encontré tanto en el

sublinaje B.1.16 y B.1.2,
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Tabla 2. Proteinas afectadas por las mutaciones clave reportadas por Nextclade. En este analisis
se observan mutaciones que afectan a proteinas involucradas en la replicacion y transcripcion,
modulacion del huésped y proteinas de membrana.

Linaje
B.1.10
B.1.16

B.1.11
B.1.15

B.1.2

Sustitucion
50672G>A
89906C>T
94798G>A
161797G>A
185557A>C
159277G>A
40335C>T
149818G>A
96073G>A
186165G>A

Gen CDS
OPG70
OPG110
OPG115
OPG188
OPG210
OPG185
OPG058
OPG176
OPG117
OPG210

Gen
Proteina de membrana E8

Factor de transcripcion tardia VLTF-4

Proteina de nucleo viral D3
Poxin-Schlafen

Familia de proteinas B22R
Hemaglutinina

Proteina de membrana F14
Proteina Bcl-2-like
NTPasa 1

Familia de proteinas B22R

Clasificacion funcional
Proteina de membrana
Replicacién y transcripcion
Desconocido

Modulacion de huésped
Proteina de membrana
Modulacion de huésped
Proteina de membrana
Modulacion de huésped
Replicacion y transcripcion
Proteina de membrana

Por otra parte, en el resultado obtenido por Snipit, en el que se comparan las secuencias de estudio

contra la secuencia de referencia se logré observar el panorama general de mutaciones que

presentaron las secuencias. Como resultado se evidencié que las mutaciones no se hallaron en

zonas especificas del genoma, distribuyéndose de manera uniforme a lo largo del genoma, esta

distribucion se puede observar en la figura 10. Como resultado destacable vale la pena mencionar

que en su mayoria al igual que las mutaciones clave también destaca la predominancia de

mutaciones G>A 'y C>T, siendo este un patron de importancia caracteristico de los polimorfismos

de las secuencias.
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Figura 10. Perfil general de polimorfismos. Caracterizacion de SNPs de secuencias por sublinaje contra secuencia de referencia
(NC_063383.1). En la figura se muestra la distribucion de polimorfismos en el genoma desde la posicion inicial hasta la posicion
125000, la zona restante del genoma tiene un patrén similar. El color azul oscuro representa los cambios de sustitucion G>A, mientras
que el verde la sustitucion C>T.
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8.4 Analisis de uso de codones.

Se analizaron un total de 157 genes mediante el indice de Adaptacion de Codones (CAl). Los
resultados revelaron un valor promedio de CAI de 0.7025, lo que sugiere que la mayoria de los
genes presentan una adaptacion moderada en el uso de codones preferidos por el huésped humano.
Sin embargo, se identificaron genes con valores de CAl moderadamente mas altos, indicando una
mejor adaptacion respecto al resto de los genes analizados. La desviacidn estandar de los datos fue
0.0272, reflejando asi una baja dispersion en los datos, lo que confirma una homogeneidad

generalizada en la preferencia de codones como se observa en la figura 11.

A Distribucién del CAl B Distribucién del CAl
40 ! -= Umbral (20.72) . °

Count
]
CAIl promedio

0.60 e]

0.60 0.65 0.70 0.75
CAl promedio

Figura 11. Distribucion indice CALl. (A) Histograma de distribucion media del indice CAl de 157
genes analizados, se establece el umbral de percentil igual o mayor al 75% de los genes
analizados. (B) Boxplot de distribucion media de los genes por el indice CAl.

La distribucion del CAI mostrd una asimetria negativa (como se observa en el histograma de
distribucion de la figura 11), evidenciando una mayor concentracion de genes con valores por

debajo de la media. Solo el 25% de los genes (n=39) superaron el umbral de CAI> 0.719 (percentil
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75), y Unicamente el 5% (n=8) alcanzaron valores superiores a 0.75. Entre estos Ultimos, destacan
los genes OPG005 (CAI=0.779), OPG146 (CAI=0.758) y OPG051 (CAI=0.751), los cuales

pueden considerarse como los mejor adaptados a la maquinaria traduccional humana.

Por otro lado, la Figura 12 muestra que los valores de CAl se distribuyen de manera uniforme a lo
largo del genoma, sin fluctuaciones significativas en regiones especificas. Este patron sugiere que

la adaptacion de codones es un fendémeno global en el genoma analizado, sin sesgos posicionales

0.75 +-

CAl promedio
©
o
o
s

|4
o)
o

e 0.60
0.64
0.68
0.72
0.76
--- CAl Alto (umbral)

0.60

Figura 12. Distribucidon indice CAI por gen en el genoma de Mpox virus. Correlacion el indice
CAl por gen y su posicién dentro del genoma del virus.

9. Discusioén

En los hallazgos del presente analisis se identifico la circulacion de 11 sublinajes asociados al
linaje B.1, el cual fue el causante del brote epidemioldgico de 2022. Esto sugiere que el virus fue
introducido al pais a partir del brote en circulacion y que posteriormente se dispersé generando

nuevos casos. Este hallazgo coincide con lo reportado por Luna, N. et al. en 2022, quienes
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realizaron un analisis filogenético y de distribucion del Mpox virus utilizando 337 secuencias de
genoma completo. En dicho estudio se evidencia la circulacion del clado I1b, linaje B.1, en diversos
paises de Europa, Norteamérica y Sudamérica, incluyendo su circulacion en Colombia a partir de
este mismo afio. No obstante, el nimero de secuencias utilizadas del territorio nacional en ese

estudio fue limitado (4).

En adicion, la distribucion de los 11 sublinajes hallados fue heterogénea, lo que indica que no hubo
una predominancia de sublinajes asociados a una region especifica, reflejaindose una importante
divergencia de variables gendmicas en el territorio nacional. Esto concuerda con el
comportamiento que ha mostrado el virus desde la aparicion del linaje B.1 en el afio 2022. En el
estudio posterior realizado por Luna, N. et al. en el afio 2023, en el que se analizaron 1900
secuencias de genoma completo, se evidenci6 una divergencia de sublinajes en los primeros paises
con reportes de casos de Mpox en 2022, como Alemania, Reino Unido, Portugal y Estados Unidos,
los cuales fueron las principales zonas geogréaficas que originaron y posteriormente dispersaron
los distintos sublinajes. Adicionalmente, en este mismo estudio se evidencia que, aunque la
mayoria de los linajes presentan una amplia distribucion, algunos muestran predominancia en
paises especificos. Por ejemplo, el linaje B.1.6 es predominante en Per(, B.1.4 en Canaddy B.1.11
es el principal en Estados Unidos (68). Este mismo patrén de predominancia de sublinajes también
se observa en otros estudios, como el realizado por Patifio, L. et al. 2023, en el que se evaluaron
23 secuencias de casos aislados de Mpox virus en la ciudad de Nueva York. En dicho analisis se
identificaron seis sublinajes distintos, aunque se evidencidé una marcada predominancia de los
sublinajes B.1.3 y B.1.8 (69). Asimismo, en el estudio filogenético realizado por Zhang, S. et al.
2024, donde se analizaron mas de 5.000 secuencias de genoma completo, se observé a partir del

afio 2023 la predominancia del linaje C.1 en el continente asiatico, especialmente en paises como
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Japén, Corea del Sur e Indonesia (70). Esta tendencia de predominancia también se reflejé en el
presente estudio, en el que se observd que, en el caso de Colombia, los linajes B.1.10, B.1.11 y
B.1.16 tuvieron una mayor predominancia representando mas del 50% de las secuencias

analizadas.

Por otra parte, el tnico sublinaje con distribucién uniforme fue el B.1.18 reportado exclusivamente
en Valle del Cauca, sin embargo, no es posible asegurar una relacion exclusiva de la aparicion del
sublinaje en la region debido a la limitada cantidad de secuencias que se obtuvieron de dicho

sublinaje.

En el anélisis de polimorfismos se identificaron 10 mutaciones no sinénimas clave en cinco
sublinajes reportados en el pais. Estas mutaciones se distribuyen de manera uniforme a lo largo
del genoma, tanto en la region central como en la region variable. Estos hallazgos concuerdan con
reportes previos sobre el perfil de mutaciones, en los que se han identificado SNPs con un patrén
de distribucién similar. En el estudio realizado por Wang, L et al. 2022, en el que se analizaron
1.958 secuencias de genoma completo, se compararon los clados preexistentes con el fin de
identificar los polimorfismos asociados al surgimiento del linaje B.1. En este trabajo se empled la
herramienta Nextclade para identificar las mutaciones, comparando las secuencias contra la
referencia NC_063383.1, y posteriormente se anotaron en un genoma de referencia. En dicho
estudio se identificaron 18 mutaciones sinbnimas y 24 no sinénimas, distribuidas de manera
uniforme a lo largo del genoma (10). Por otra parte, en el estudio realizado por Luna N. et al. 2023,
en el que se describen mutaciones caracteristicas asociadas a los sublinajes emergentes del linaje
B.1, se compararon las secuencias del estudio contra una secuencia de referencia utilizando la

herramienta Nextclade, con el fin de identificar las mutaciones asociadas a cada sublinaje. En este
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analisis se reportaron mutaciones tanto en las regiones de los extremos del genoma como en la

region central (68).

La region central del genoma es considerablemente mas conservada en comparacion con la region
variable de los extremos, ya que estas Ultimas son mas susceptibles a variaciones genéticas. En la
region central se encuentran genes que codifican proteinas implicadas en los procesos de
replicacion y transcripcion, mientras que en la region variable se localizan genes que codifican
proteinas relacionadas con la infeccion y la adaptacion del virus a su hospedero. Por ello, se
considera que las mutaciones observadas en la regién central del genoma podrian ser un reflejo de

una importante presion selectiva (71).

En el anélisis de mutaciones clave se hallaron alteraciones en genes que codifican proteinas
implicadas en procesos de replicacion, transcripcion, modulacion del huésped y proteinas de
membrana. Estas mutaciones, que afectan este tipo de proteinas, también han sido reportadas en
otros estudios, como el realizado por Yadav P. et al. 2022, en el que se identificaron mutaciones
no sinénimas caracteristicas de 11 cepas del virus Mpox en la India utilizando la herramienta
Nextclade. Como resultado, se identificaron 17 cambios en proteinas, de las cuales cinco
presentaron mas de seis mutaciones. Las proteinas afectadas fueron clasificadas en tres grupos:
proteinas de union (proteinas de membrana), replicacion y transcripcion, y evasion de la respuesta
inmune del hospedero. Las mutaciones mas destacadas en este analisis fueron las encontradas en
las proteinas OPG176 (proteina tipo Bcl-2), OPG210 (familia de proteinas B22R), OPG205,
OPGO023 (proteinas con repeticiones de anquirina) y OPGO071 (polimerasa). Adicionalmente, este
estudio resalta un aumento en la tasa de mutaciones a partir del afio 2022 con respecto a cepas del

virus de afos anteriores (10).
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Asimismo, en este mismo estudio se resalta la importancia de las proteinas tipo Bcl-2, en las cuales
se identificaron cambios en los genes OPG176 y OPGO005(gpl74), Se considera que estas
alteraciones estan directamente relacionadas con una mejora en el fitness del virus y su capacidad
de adaptacion (10). Estas proteinas juegan un rol importante, ya que estan implicitas en la
regulacion del sistema inmunolégico, inhibiendo y generando un estado de inmunosupresion en el
hospedero. Ademas, no solo se han identificado en el Mpox virus, sino también en diversos

miembros de la familia Poxviridae (72).

La importancia de las proteinas asociadas a la evasion del sistema inmune también fue destacada
en el estudio realizado por Yu, J. et al. 2023, donde se identificaron mutaciones no solo en los
genes OPG176 y OPGO005 (gpl174), sino también en OPG025 y OPGO036, los cuales codifican
proteinas que desempefian un papel clave en la regulacion de la respuesta inmune del hospedero
(73). De igual forma, en el estudio llevado a cabo por Luna, N. et al. 2023, se evidencia la aparicion
de mutaciones en los genes OPG176 y OPGO005 (gp174) desde la emergencia del linaje B.1, las
cuales se han mantenido en el surgimiento de nuevos sublinajes (68). En el caso de Colombia, la
mutacion en el gen OPG176 fue identificada unicamente en el linaje B.1.15. Adicionalmente, en
este estudio se destaca la aparicion de multiples mutaciones asociadas al gen OPG210 en varios
sublinajes relacionados con el linaje B.1. Este gen codifica una glicoproteina de membrana
perteneciente al grupo B22R, la cual participa en la unién con las células del hospedero y en la
modulacion de la interaccion con anticuerpos (68). Por lo tanto, los cambios observados en este
gen en multiples sublinajes podrian estar relacionados con una mayor capacidad de evasién del
sistema inmune y con nuevas dinamicas de transmision (10). De forma similar, se han reportado
mutaciones en este gen en diversos sublinajes en otros estudios, como los realizados Wang, L. et

al. 2022 y Patifio, L. et al 2023 (10,69). La recurrencia de estas mutaciones sugiere un papel
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relevante de OPG210 en la evolucion y adaptacion del virus. En el presente estudio se identificaron
mutaciones en este gen en dos linajes distintos: B.1.2 y B.1.16, siendo este ultimo uno de los mas
predominantes en el pais. Sin embargo, las mutaciones detectadas ocurrieron en diferentes sitios
del gen, lo cual concuerda con lo reportado previamente sobre la aparicion de mdultiples

polimorfismos asociados a esta region.

Las proteinas de membrana desempefian un papel esencial en la patogenicidad del virus, ya que
participan en procesos de entrada celular, modulacién inmune y diseminaciéon viral (63). En este
contexto, se identificaron mutaciones en genes que codifican proteinas de membrana, como
OPGO070, OPG058 y OPG185. Este ultimo ha sido reportado previamente en distintos sublinajes
desde la aparicion del linaje B.1, segun el estudio de Luna N, et al. 2023, Ademas, se trata de un
gen de relevancia funcional por estar asociado a factores de virulencia. Se ha propuesto que la
mutacion en este gen podria estar vinculada a la accion de las proteinas APOBEC3 (68). A nivel
nacional, esta mutacién se detectd exclusivamente en el linaje B.1.11, uno de los mas
predominantes en el territorio. Por otra parte, en el mismo estudio se destaca una mutacién en el
gen OPG110, el cual codifica una proteina implicada en los procesos de replicacion y
transcripcion. A diferencia de otros genes, las mutaciones en esta region se han descrito
Unicamente en el linaje B.1.10, lo cual podria deberse a que los genes involucrados en funciones
de replicacion tienden a ser altamente conservados (68). Esta observacion concuerda con los
hallazgos del presente analisis, donde la mutacion en OPG110 también fue exclusiva del linaje
B.1.10, el mas prevalente en el pais. A pesar de las mutaciones identificadas en el pais, muchas de
ellas presentan implicaciones funcionales ain desconocidas. Por ello, es fundamental continuar
investigando los efectos que estas alteraciones pueden tener sobre las proteinas virales y su

funcionalidad.
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En la visualizacion general de mutaciones se observé un patron predominante de polimorfismos,
siendo en su gran mayoria G>C y C>T, este perfil mutacional se ha descrito en multiples analisis
y se cree que es causado directamente por el grupo de enzimas (Apolipoprotein B mRNA Editing
Enzyme, Catalytic Polypeptide-like 3) APOBEC3. Las enzimas APOBEC3 hacen parte del
sistema inmune del huésped, generalmente inducidas ante una infeccién viral este grupo de
enzimas introducen mutaciones en el genoma del virus, no obstante, en algunas ocasiones las
mutaciones podrian no llegar a interrumpir completamente el virus, generando asi nuevas variantes
gendmicas del mismo. Las mutaciones causadas por este grupo de proteinas se identifican gracias
al patron caracteristico GA >AA 'y TC>TT, el cuél ha sido comun en diferentes variables desde la
aparicion del virus en 2022, por lo que se asocia la rapida evolucion del virus a una accién continua
de este grupo de enzimas (7). En el caso de la investigacion actual este patron se observa en los
resultados tanto en el panorama general de mutaciones como en la identificacion de mutaciones

clave.

El analisis de uso de codones revel6 una distribucién homogénea con baja variabilidad entre genes
(desviacion estandar de 0.027). La mayoria present6 valores del indice CAl entre 0.68 y 0.74, lo
gue sugiere una adaptacion moderada sin extremos marcados. No obstante, tres genes (OPGO005,
OPG146 y OPG051) mostraron un indice CAIl superior a 0.75. Sin embargo, estos valores podrian
estar influenciados por la longitud de dichos genes, ya que en todos los casos presentan menos de
500 pares de bases. Dado que las secuencias cortas tienen mayor probabilidad de reflejar una
aparente adaptacion de forma aleatoria, es posible que estos valores elevados no representen

necesariamente una mejor adaptacién al hospedero humano.

Este patron de distribucion de valores concuerda con reportes previos, como el realizado por Guo,

X. et al. 2023 En dicho estudio se llevé a cabo un anélisis comparativo del uso de codones del
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virus Mpox en relacion con el hospedero humano, comparando especificamente los clados 1y I1b
del Mpox virus. Para este analisis, se extrajeron individualmente 175 genes mediante un script en
Python, utilizando como referencia la secuencia NC_063383.1. Las secuencias resultantes se
agruparon en los dos clados (I'y Ilb), incluyendo para el clado Ilb cepas prevalentes desde el afio
2022. Con estas secuencias se evaluaron tres indices relacionados con la adaptacion del uso de
codones: CAI (indice de Adaptacion de Codones), RCDI (indice Relativo de Desoptimizacion de
Codones) y RSCU (Uso Relativo de Codones Sindnimos). Como resultado, se obtuvo un valor
promedio de CAIl de 0.757 para los genes del clado Ilb, un valor cercano al promedio de 0.702
reportado en la presente investigacion, lo cual sugiere un nivel de adaptacion comparable. Sin
embargo, el estudio de Guo et al. concluye que las cepas del clado Ilb muestran un patrén de
adaptacion de codones inferior en comparacion con el clado I, reflejando un proceso evolutivo no
adaptativo. Aunque el valor del indice CAl sugiere una adaptacién moderada, se concluye que el
virus presenta una optimizacion deficiente en el uso de codones respecto al hospedero humano.
Esta conclusion se fundamenta en el analisis conjunto del uso de codones con los indices RCDI y
RSCU: los valores elevados de RCDI indicaron una mayor divergencia entre los patrones de
codones del virus y los del hospedero, mientras que el analisis del RSCU revel6 que el uso de
codones del Mpox era menos similar al de los genes del hospedero regulados al alza, y mas similar
al de los regulados a la baja tras la infeccion, lo que sugiere que el patron de uso de codones del
virus podria interferir negativamente con la expresion génica del hospedero. Por tanto, una
limitacion del presente estudio es la consideracion exclusiva del indice CAl, sin integrar los

analisis complementarios ofrecidos por los indices RCDI 'y RSCU.

Esta conclusion sobre la desoptimizacion en el uso de codones coincide parcialmente con la

investigacion realizada por Shan et al.,2024 en la cual se analizaron los patrones evolutivos del
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virus. En dicho estudio, el anélisis de uso de codones tuvo en cuenta el indice CAl, calculado a
partir de las frecuencias de codones presentes en los transcriptomas de las secuencias del Mpox
virus. Como resultado, se obtuvo un valor promedio de CAI de 0,609, significativamente menor
al observado tipicamente en genes humanos. En comparacion con el presente estudio, los valores
del indice CAl difieren, lo que podria atribuirse a las diferencias metodoldgicas empleadas por los

autores (74).

10. Conclusién.
En el territorio nacional circula el clado Ilb, linaje B.1 del Mpox virus desde su aparicién en el
pais en 2022 hasta la fecha. Actualmente, se encuentran en circulacion 11 sublinajes distintos que,
aunque presentan una distribucion variable, muestran una predominancia definida por los
sublinajes B.1.10, B.1.11 y B.1.16, Desde su aparicion, el virus se ha mantenido en constante
cambio, lo cual se evidencia en el surgimiento de nuevos sublinajes y en la aparicién de mutaciones
asociadas a variables gendémicas. Estas mutaciones, que se fijan en los distintos sublinajes del
linaje B.1, incluyen también cambios en genes clave presentes en maltiples sublinajes. La mayoria
de estas mutaciones afectan principalmente a proteinas implicadas en la evasion del sistema
inmune y en el proceso de infeccién. En Colombia también se han detectado estas mutaciones en
distintos sublinajes, ademas, en su mayoria de estas estuvo presente el patron caracteristico de
edicion de las proteinas APOBEC3. Por otra parte, es necesario seguir investigando aquellas
mutaciones cuya funcion e impacto en las caracteristicas del virus aun se desconocen. Finalmente,
el analisis de uso de codones muestra un nivel de adaptacion moderado, con valores de CAI
relativamente homogéneos entre genes; sin embargo, la metodologia empleada es limitada para

confirmar un proceso de adaptacion del virus hacia el hospedero.
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12. Anexos

Readme Se consolida Scripts utilizados para el procesamiento y anélisis de
datos genomicos en el estudio.

*Se recomienda visualizar con editor de notas.
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