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DATOS DEL GRUPO DE INVESTIGACION

1. DATOS DEL GRUPO DE INVESTIGACION

El presente Trabajo de Fin de Grado se ha desarrollado en el grupo de investigacion
Cheminformatics and Nutrition Research Group de la Universitat Rovira 1 Virgili, con
consolidada experiencia en disefio computacional de farmacos (cribados virtuales,
docking proteina-ligando, farmacéforos) aplicados a productos naturales para identificar

ingredientes bioactivos.

Desde la pandemia de COVID-19, el grupo reorient6 significativamente sus esfuerzos al
estudio del SARS-CoV-2, enfocandose en el desarrollo de inhibidores antivirales para la
proteasa principal (M-pro) y en el andlisis de las mutaciones del virus. Mediante cribado
virtual, se identificaron cuatro compuestos (celecoxib, carprofen, sarafloxacina y
perampanel) que demostraron actividad inhibitoria in vitro contra la M-pro, validando la
aproximacion. Adicionalmente, se analizaron las limitaciones de los métodos de docking

para predecir nuevos inhibidores de esta proteasa.

En cuanto a la evolucion viral, se desarrolld6 un método de aprendizaje automatico
(machine learning) para predecir mutaciones recurrentes en SARS-CoV-2 y se analizaron
los puntos calientes (hotspots) y frios (coldspots) de mutacion en la M-pro. Los avances
del grupo en SARS-CoV-2 se han publicado en revistas como International Journal of
Molecular Sciences, International Journal of Infectious Diseases y Medicinal Research
Reviews. Este TFG se enmarca en esta linea de investigacion sobre virus ARN y analisis

de mutaciones, aprovechando la experiencia y recursos del grupo.
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2. RESUMEN Y PALABRAS CLAVE

Los virus del Zika (ZIKV) y del Dengue (DENV), Flavivirus de gran impacto en la salud
publica global, presentan una alta variabilidad genomica que complica el desarrollo de
contramedidas. El analisis eficiente de sus mutaciones es crucial para identificar dianas
biotecnoldgicas. Este Trabajo de Fin de Grado se centrd en analizar esta variabilidad

mediante el desarrollo de un algoritmo bioinformatico paralelo.

Para ello, se implementd una herramienta en C++ que integra OpenMP para la
paralelizacion de tareas y la libreria Parasail para la aceleracion de alineamientos
mediante instrucciones SIMD. Dicho algoritmo, optimizado adicionalmente con una
estrategia de procesamiento segmentado por genes para reducir la complejidad
computacional, fue validado con 1.093 genomas de ZIKV y 25.917 de DENV (GISAID).
Los resultados demostraron notables aceleraciones (speedup) de hasta 69x para ZIKV y

entre 43-65x para DENV, subrayando su idoneidad para el analisis a gran escala.

La aplicacion de este algoritmo al analisis genémico de ZIKV y DENV revel6 que ambos
virus comparten una fuerte seleccion purificadora sobre mutaciones con cambio de
sentido, asi como patrones de sustitucion nucleotidica dominantes consistentes con la
accion de enzimas editoras de ARN del hospedador (APOBEC/ADARs). Ademas, se
identificé una variabilidad heterogénea por gen: por un lado, las regiones UTR y ciertas
proteinas de superficie (E y M en ZIKV; NS2A y 2K en DENV) mostraron mayor
plasticidad, lo cual es relevante para el diseno de vacunas. Por otro lado, y en contraste,
genes estructurales internos y enzimaticos (ancC, NS2B, NS3, NS4A y NS5 en ZIKV;
NS1 y NS3 en DENV) exhibieron una mayor conservacion funcional, confirmandose

como prometedores objetivos para farmacos antivirales de amplio espectro.

En definitiva, la herramienta bioinformética desarrollada se presenta como una solucion
eficaz para el estudio de la evolucion viral. Los hallazgos sobre la variabilidad y
conservacion genomica en ZIKV y DENV ofrecen informacion fundamental que
contribuye al disefio de futuras intervenciones biotecnoldgicas contra estos patogenos,

cumpliendo asi los objetivos planteados.

Palabras clave: Virus del Zika, Virus del Dengue, Flavivirus, Variabilidad Genémica,
Analisis de Mutaciones, Bioinformatica, Alincamiento de Secuencias, Paralelizacion,

OpenMP, SIMD, Parasail, Tasas de Mutacion, Dianas Biotecnolédgicas, Evolucion Viral.
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3. INTRODUCCION

3.1. Incidencia Global y Contexto Epidemiologico de Dengue y Zika

Los virus del dengue (DENV) y del zika (ZIKV) son arbovirus ARN pertenecientes a la
familia Flaviviridae. Estos virus son transmitidos principalmente por mosquitos del
género Aedes, en particular las especies 4. aegypti 'y A. albopictus y ambos representan
amenazas sanitarias globales significativas (Bhandari et al., 2023; Martin Reyes-Baque
et al., 2020). Aunque presentan similitudes diagnosticas, DENV puede causar cuadros
graves como dengue hemorragico, mientras ZIKV, a menudo leve, es alarmante por sus
complicaciones neurologicas y defectos congénitos (ej. microcefalia), como evidencio la
epidemia en Brasil (2015-2016) declarada emergencia sanitaria internacional por la OMS

(Martin Reyes-Baque et al., 2020).

Tal y como se observa en la Figura 1 y Figura 2, el impacto global de ambos virus es
considerable, especialmente en regiones tropicales y subtropicales vulnerables (América
Latina, Sudeste Asiatico, Africa) (Brady et al., 2024; Liang & Dai, 2024). DENV afecta
a decenas de millones anualmente; ZIKV, con menor incidencia, preocupa por sus
secuelas severas y rdpida expansion, problemas agravados por la densidad poblacional

urbana y condiciones ambientales que favorecen al vector (Brady et al., 2024).

s N .

Figura 1. Distribucion global de la transmision del virus del Zika y presencia de vectores
competentes.  Fuente:  https://www.who.int/publications/m/item/zika-epidemiology-
update-may-2024.
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Figura 2. Incidencia global de Dengue notificada (Primer Trimestre 2025). Fuente:
https://www.ecdc.europa.eu/en/dengue/surveillance/dengue-virus-infections-travellers.

El calentamiento global altera drasticamente los patrones climdticos (temperatura,
precipitacion, etc.), creando condiciones mas favorables para la proliferacion de Aedes y
la transmision viral (Feng et al., 2024). Este fenomeno acelera el ciclo del vector, reduce
la incubacion extrinseca del virus, puede incrementar los criaderos y expande las zonas
de riesgo y las temporadas de actividad (Feng et al., 2024; Martin Reyes-Baque et al.,
2020). Estas proyecciones configuran una "invasion climatica" que exige incorporar el
cambio climatico en las politicas de salud publica. Factores como la urbanizacion
acelerada, "islas de calor", movilidad humana y cambios en el uso del suelo también
facilitan el establecimiento de nuevos focos epidemiologicos, retando a los sistemas de

vigilancia (Brady et al., 2024; Martin Reyes-Baque et al., 2020).

Ante este panorama, urgen estrategias de intervencion efectivas y multifactoriales, que
incluyan control vectorial, mejores métodos diagnosticos (dada la similitud clinica y
coinfeccion) y la consideracion de determinantes sociales (Cortes et al., 2023; Guanche
Garcell et al., 2020; Liang & Dai, 2024; Morgan et al., 2021). La modelizacion
geoespacial y analisis predictivos son herramientas avanzadas para identificar "areas

calientes" y proyectar escenarios (Brady et al., 2024; Liang & Dai, 2024), reconociendo
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que la expansion viral es una convergencia de factores ambientales, vectoriales y

socioeconomicos (Brady et al., 2024).

En resumen, DENV y ZIKV constituyen crecientes desafios sanitarios globales. Su
compleja epidemiologia y expansion, influenciada por factores como el calentamiento
global, subrayan la urgencia de un conocimiento molecular detallado de estos virus para

fundamentar el desarrollo de nuevos farmacos y vacunas.

3.2. Caracteristicas Virologicas y Organizacion Genomica de ZIKV y DENV

Los virus del Dengue y Zika, del género Flavivirus (familia Flaviviridae), comparten una
organizacion genomica ARNmc+ de ~10.7-11 kb con otros flavivirus como el de la fiebre
amarilla y Nilo Occidental (Contreras et al., 2021a; Démocratique Et Populaire,s. f.). Su
genoma, representado esquematicamente en la Figura 3, presenta un Unico marco de
lectura abierto (ORF) flanqueado por regiones no traducidas (UTR) 5' y 3', cuyas
estructuras secundarias y motivos conservados son cruciales para la replicacion del ARN
viral, su traduccion eficiente y la interaccion con factores del hospedador (BOULDJEDJE

etal., 2019; Ye et al., 2016).
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Figura 3. Organizacion genomica y procesamiento de la poliproteina en ZIKV y DENV.
Fuente: https://viralzone.expasy.org/24.
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El ORF se traduce en una poliproteina precursora de ~3400-3500 aminoacidos, procesada
co- y postraduccionalmente por proteasas virales (principalmente NS3/NS2B) y del
hospedador. Este clivaje secuencial genera tres proteinas estructurales (C, prM/M, E) y
al menos siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5)
(BOULDJEDIE et al., 2019; Dwivedi et al., 2017), todas esenciales para el ciclo viral.

Las proteinas estructurales (representadas en la Figura 4), que forman la particula viral

infecciosa (Tabla 1), se describen a continuacion.

Tabla 1. Proteinas estructurales del virus del Zika y Dengue.

Gen Proteina Funcion de la proteina
ancC Proteina de la Forma la nucleocapside al unirse al ARN
capside anclada enémico viral
(ancC) &

prM Actiia como chaperona para el plegamiento de
Proteina precursora .
E. Durante la maduracion viral, se produce una

de membrana (prM) L )
escision, liberando la proteina M

E Proteina de Media la entrada a células hospedadoras

envoltura (E)

Proteina de la capside anclada (ancC): La proteina de la cépside anclada es un
componente estructural esencial del virion, caracterizada por su tamafio relativamente
pequefio y su naturaleza basica, debido a la abundancia de aminodcidos cargados
positivamente. Esta propiedad es crucial para su funcion principal: interactuar
electrostaticamente con el ARN gendmico viral, que estd cargado negativamente, para
empaquetarlo y formar la nucleocapside. Esta estructura proteica-nucleica protege el
genoma viral de la degradacion por nucleasas del hospedador y facilita su correcta
organizacion dentro de la particula viral. Durante el proceso de ensamblaje del viridn,
multiples copias de la proteina ancC se autoensamblan alrededor del ARN genomico,
formando el nucleo viral, que posteriormente sera envuelto por la bicapa lipidica derivada
del hospedador donde se anclan las proteinas de envoltura E y M(BOULDJEDJE et al.,
2019).
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Proteina prM (prM): Esta proteina es inicialmente sintetizada como el precursor prM,
siendo crucial en las particulas virales inmaduras. En esta etapa, prM actlia como
chaperona para el correcto plegamiento de la proteina de Envoltura (E) y, de forma critica,
previene su activacion fusogénica prematura durante el ensamblaje y transporte del
virion. Posteriormente, durante la maduracion viral, la prM es escindida por la proteasa
celular furina, generando la proteina M madura y el péptido pr. La proteina M se integra
como un componente estructural de la envoltura del virién infeccioso, mientras que la
disociacion del péptido pr es necesaria para que la proteina E alcance su conformacion

plenamente funcional para la infeccion(BOULDJEDJE et al., 2019).

Envoltura (E): La glicoproteina de envoltura (E) es el principal antigeno expuesto en la
superficie del viridon y es esencial para iniciar la infeccion. En los viriones maduros, se
organiza tipicamente en homodimeros y su funcion primordial es mediar la entrada a la
célula hospedadora. Este proceso incluye la union a receptores celulares especificos vy,
tras la endocitosis, la fusion de la membrana viral con la membrana endosomal. Dicha
fusion es desencadenada por el pH acido del endosoma, que induce cambios
conformacionales en E y expone un lazo de fusion. Dada su crucial funcion y localizacion,
la proteina E es el principal inductor de anticuerpos neutralizantes, convirtiéndola en un
objetivo prioritario para el desarrollo de vacunas. La variabilidad genética de esta proteina
es un factor determinante en la diversidad antigénica y serotipica, especialmente relevante
en virus como el DENV (BOULDJEDIJE et al., 2019; Ekins et al., 2016; Higuera &
Ramirez, 2019).

. M protein
E dimer P ——
|

T=3-like organization
of surface dimers

Figura 4. Estructura del virion de un Flavivirus. Fuente: https://viralzone.expasy.org/24.
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Las proteinas no estructurales (Tabla 2) son cruciales para la replicacion del genoma viral,

el ensamblaje y la modulacion de la célula hospedadora. Se describen a continuacion.

Tabla 2. Proteinas no estructurales del virus del Zika y Dengue.

Gen Proteina Funcion de la proteina
NS1 Proteina NS1 Implicada en la replicacion temprana del ARN
viral
NS2A Proteina NS2A Implicada en el ensamblaje viral
NS2B Proteina NS2B Cofactor esencial para la actividad proteasa de
NS3
NS3 Proteina NS3 Proteina multifuncional
NS4A Proteina NS4A Inducen el reordenamiento de membranas del

reticulo endopldsmico para formar los complejos
de replicacion

NS4B Proteina NS4B Idem NS4A

NS5 Proteina NS5 Es esencial para la replicacion y modificacion del
ARN viral, gracias a sus actividades de ARN
polimerasa dependiente de ARN (RdRp) y

metiltransferasa (MTasa).

NS1: Esta glicoproteina desempefia un papel crucial en las etapas tempranas de la
replicacion del ARN viral, participando en la formacion de los complejos de replicacion.
Ademas de su funcion intracelular, la NS1 es secretada por las células infectadas en forma
de un hexamero soluble, el cual puede circular en el torrente sanguineo del hospedador.
Esta forma secretada es un importante antigeno y se ha implicado en la modulacién de la
respuesta inmune, por ejemplo, interfiriendo con la cascada del complemento o la
sefalizacion del interferén, y puede contribuir a la patogénesis viral, como la disfuncion
endotelial observada en infecciones severas.(BOULDJEDIJE et al., 2019; Higuera &
Ramirez, 2019).

NS2A: La NS2A es una proteina de membrana hidrofobica que participa en multiples
aspectos del ciclo viral. Es fundamental para el correcto ensamblaje de las nuevas
particulas virales, probablemente facilitando la interaccion entre la nucleocapside y las

proteinas de envoltura en las membranas del reticulo endoplasmico. Ademas de su rol en
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el ensamblaje, se ha demostrado que NS2A contribuye a la evasion de la respuesta inmune
innata del hospedador, interfiriendo con la via de sefalizacion del interferédn tipo I, lo que

ayuda al virus a establecer una infeccioén productiva.

NS2B: Esta pequefia proteina transmembrana es un componente indispensable del
complejo proteolitico viral. Actua como un cofactor esencial para la actividad de la serina
proteasa NS3, anclando el dominio proteasa de NS3 (NS3pro) a las membranas celulares
y orientandolo correctamente para la escision de la poliproteina viral.(Dwivedi et al.,

2017).

NS3: La NS3 es una proteina altamente multifuncional y una de las enzimas clave del
virus. Su region N-terminal (NS3pro), en complejo con su cofactor NS2B, forma una
serina proteasa responsable del procesamiento de la poliproteina viral en multiples sitios
especificos, liberando las proteinas individuales necesarias para el ciclo viral. La region
C-terminal de NS3 (NS3hel) alberga varias actividades enzimaticas distintas: funciona
como una ARN helicasa, que desenrolla estructuras secundarias del ARN viral durante la
replicacion; una NTPasa, que proporciona la energia para esta actividad; y una RTPasa
(ARN trifosfatasa), implicada en la formacion del capuchon (cap) del ARN viral
(Dwivedi et al., 2017; Wahaab et al., 2021; Ye et al., 2016).

NS4A y NS4B: Estas dos son proteinas hidrofobicas pequefias, ancladas a membranas,
que juegan roles importantes en la manipulacion de las membranas celulares del
hospedador y en la evasion inmune. La NS4A, junto con otras proteinas NS, induce el
reordenamiento de las membranas del reticulo endoplasmico para formar los organulos
de replicacion viral, creando un entorno protegido para la sintesis del ARN. La NS4B
también participa en la formacion de estos complejos de replicacion y, adicionalmente,
ambas proteinas han sido implicadas en el antagonismo de la respuesta inmune innata,
particularmente interfiriendo con la sefalizacion del interferon para favorecer la

persistencia de la infeccion.

NS5: La proteina més grande y conservada. Su N-terminal metiltransferasa (MTasa)
realiza el capping del ARN viral (clave para estabilidad, traduccion y evasion inmune);
su C-terminal es la ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) que sintetiza el genoma
(Van Den Elsen et al., 2021; Ye et al., 2016). La accion coordinada de las proteinas NS
en complejos anclados a membranas es indispensable para la propagacion viral (Dwivedi

etal., 2017; Van Den Elsen et al., 2021).
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En cuanto a diversidad viral, DENV presenta cuatro serotipos distintos (DENV1 a 4,
ocasionalmente un quinto), con variabilidad genética en la proteina E como base de su
distincién antigénica; esto complica el desarrollo de vacunas y se relaciona con
inmunopatologia como la ADE en infecciones secundarias heterélogas (Dwivedi et al.,
2017; Ekins et al., 2016). ZIKV, con linajes genéticos africano y asiatico (este ultimo
responsable de la reciente expansion epidémica y complicaciones neuroldgicas)
(Jablunovsky et al., 2024), presenta cambios genéticos que podrian haber afectado su

replicacion, tropismo o evasion inmune (Zhu et al., 2016).

Una comprension detallada de esta virologia y organizacion genomica es fundamental
para el analisis de mutaciones. Variaciones genéticas en proteinas o regiones reguladoras
pueden impactar la virulencia, replicacion, transmisibilidad, respuesta a antivirales y
evasion inmune (Zhu et al., 2016). El estudio exhaustivo de estas mutaciones (frecuencia,
localizacion, consecuencias fenotipicas) es crucial para la vigilancia epidemioldgica y el
desarrollo racional de vacunas y terapias antivirales efectivas (Bhutkar et al., 2022; Gupta

etal., 2016).

3.3. Relevancia del Analisis Genomico para la Salud Publica y Dianas

Terapéuticas de Zika y Dengue

El dengue y Zika representan amenazas sanitarias globales. Su elevada tasa de mutacion
exige un analisis genomico indispensable para el seguimiento de variantes emergentes,
comprender su dindamica evolutiva (patogenicidad, evasion inmune) y ajustar
intervenciones terapéuticas y profilacticas, cuya eficacia puede verse impactada por
cambios en secuencias especificas (Dutta & Langenburg, 2023; Vig, 2024). Este analisis
es también fundamental para el desarrollo de vacunas y farmacos, al ayudar a identificar
regiones conservadas o variables para disefiar antigenos estables, dianas terapéuticas
menos propensas a la resistencia, y guiar la seleccion de epitopos inmunogénicos y el
disefio de antivirales (Lorenza Trabalzini & Pini Filippo Dragoni SUPERVISOR
Maurizio Zazzi, 2019; Zhao et al., 2021).

Entre las proteinas virales clave, la proteina capside (C), esencial para la encapsulacion y
ensamblaje del virion, es una diana vacunal prometedora; mutaciones en C pueden afectar
el empaquetamiento y la respuesta inmune del huésped (Antonios & Daelemans Jury
members Piet Maes Paul Proost Kevin Arien Jan Munch, 2021; Dutta & Langenburg,
2023). Las enzimas de replicacioén, como la ARN polimerasa NS5 (con actividad RdRp y
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metiltransferasa) y el complejo NS3/NS2B (proteasa/helicasa que procesa la poliproteina
viral), son objetivos primordiales para antivirales, ya que su inactivacion detiene la
replicacion o la liberacion de proteinas funcionales. Es crucial destacar que mutaciones
en estas enzimas pueden inducir resistencia, lo que subraya la importancia del
seguimiento genomico continuo para el redisefio de inhibidores (Lorenza Trabalzini &

Pini Filippo Dragoni SUPERVISOR Maurizio Zazzi, 2019; Mittal et al., 2022).

Las proteinas de envoltura E y M son centrales en la entrada viral. La proteina E media
la union a receptores celulares y la fusion de membranas, siendo el principal blanco de
anticuerpos neutralizantes, mientras que la proteina M participa en la maduracion y
estabilizacion del virion (Roy et al., 2024). Las comparaciones estructurales, por ejemplo,
con la proteina spike de SARS-CoV-2, pueden inspirar estrategias vacunales basadas en
la identificacion de epitopos conservados con potencial para intervenciones

inmunologicas transversales (Tampere, 2021; Wollner & Richner, 2021).

Actualmente, no existen vacunas universalmente recomendadas y plenamente eficaces
para dengue y Zika; Dengvaxia, por ejemplo, tiene un uso restringido en individuos
seronegativos debido al riesgo de enfermedad potenciada, lo que refleja la complejidad
de la respuesta inmune (Dutta & Langenburg, 2023). En cuanto a los farmacos, diversos
candidatos inhibidores de NS5 o NS2B-NS3 han mostrado eficacia clinica variable y han
enfrentado problemas de aparicion de resistencia viral (Diani et al., 2023; Lorenza
Trabalzini & Pini Filippo Dragoni SUPERVISOR Maurizio Zazzi, 2019). Por ello, el
desarrollo de nuevos antivirales se enfoca en compuestos que interactuen con sitios
moleculares criticos, utilizando modelado molecular para predecir interacciones y

minimizar la aparicion de resistencia (Kumar et al., 2022).

La considerable diversidad genética de los flavivirus exige un enfoque integral que
combine la vigilancia genomica constante de variantes emergentes con estudios
funcionales que evalien el impacto de las mutaciones identificadas. Este seguimiento
continuo es vital para anticipar posibles cambios en la infectividad del virus y en su
sensibilidad frente a las terapias disponibles, permitiendo asi la adaptacion y optimizacion

de las intervenciones de salud publica (Diani et al., 2023; Zhao et al., 2021).

El anélisis gendémico y la comprension de las mutaciones en proteinas virales clave como
C, NS5, NS3/NS2B, E y M son, por tanto, fundamentales para enfrentar el desafio que
suponen el DENV y ZIKV.
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3.4. Mutabilidad Viral y Patrones de Mutacion de Zika y Dengue

Las estrategias evolutivas de los virus ARN como Dengue y Zika difieren notablemente
de otros, como el SARS-CoV-2. DENV y ZIKV se caracterizan por una alta mutabilidad,
principalmente porque su ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) carece de
actividad exonucleasa correctora de errores (proofreading) (Contreras et al., 2021b). Esto
resulta en tasas de error elevadas, estimadas en ~1x10™* mutaciones por genoma y
replicacion, lo que conduce a la rapida formacion de poblaciones virales heterogéneas
(cuasiespecies) y una continua adaptacion evolutiva (Contreras et al., 2021b; Pérez,
2019). Esta baja fidelidad replicativa es un factor que limita el tamafio de su genoma a
unas 10-11 kilobases (kb), para asi evitar la acumulacion excesiva de mutaciones

deletéreas (Pérez, 2019).

En contraste, SARS-CoV-2, con un genoma de ARN mucho mas extenso (~30 kb),
emplea un mecanismo de correccion de errores mediado por la actividad exonucleasa de
su proteina no estructural NSP14 (Cordo, 2020; Ramirez Corona, 2023). Esta capacidad
de proofreading reduce significativamente su tasa de mutacion en comparaciéon con
DENV y ZIKV, permitiendo mantener la integridad de un genoma mayor (Villanueva
Romero, 2023). Se observa asi una relacion inversa entre la presencia de mecanismos

correctores y la viabilidad de genomas de mayor tamafio (Ramirez Corona, 2023).

Estas diferencias en las tasas de mutacion intrinsecas son el punto de partida para la accion
de mecanismos evolutivos mas amplios. Asi, la mutacion, incluyendo inserciones y
deleciones, junto con la recombinacion, son dos mecanismos importantes que generan la
variabilidad genomica en las variantes virales. La mayoria de las mutaciones virales
tiende a ser neutra o ligeramente deletérea, ya que cambios que no alteran drasticamente
las funciones proteicas o la estructura del virus tienen poca repercusion sobre la aptitud
viral (Dennehy, 2017). Mutaciones altamente perjudiciales —por ejemplo, aquellas que
impiden la capacidad del virus para invadir a su huésped— raramente se fijan en la
poblacion, dada la fuerte accion de la seleccion purificadora que elimina variantes con

efectos deletéreos (Lauring, 2020).

Sin embargo, en presencia de presiones selectivas, tales como la respuesta inmune del
huésped, la aplicacion de vacunas o el uso de farmacos antivirales, ciertos cambios
mutacionales que confieran ventajas adaptativas pueden ser seleccionados positivamente.

Estas mutaciones favorecen caracteristicas como el incremento de la virulencia, la
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infectividad, la transmisibilidad, una mayor capacidad de replicacion o la evasion del
sistema inmune. Al incrementar la aptitud del virus en contextos especificos, estos
cambios pueden aumentar rdpidamente en frecuencia y propagarse a lo largo de la

poblacion viral (Grubaugh, 2016).

Es importante destacar que la alta frecuencia de ciertas mutaciones en la poblacion viral
no implica necesariamente que la mutacidon tenga un efecto beneficioso directo. En
algunos casos, el efecto fundador puede explicar este fendmeno: una mutacion que
aparezca tempranamente en el curso de una epidemia puede propagarse a todos los
descendientes si se encuentra en el genotipo original que dio origen a la epidemia. De
manera similar, una mutacion puede llegar a alta frecuencia no por su propio beneficio,
sino por encontrarse en el mismo genoma que otra mutacidon ventajosa, un fendmeno
conocido como efecto de arrastre o hitchhiking. Estos procesos son particularmente
evidentes en virus como DENV y ZIKV, que experimentan altas tasas de generacion de
variantes debido a su elevado nimero de replicacion y la dindmica rapida de su ciclo de

vida.

Esta diferencia en la fidelidad replicativa tiene profundas implicaciones. La alta
mutabilidad de DENV y ZIKV facilita la rdpida generacion de variantes con ventajas
adaptativas, permitiéndoles evadir la respuesta inmune y adaptarse a diversos entornos y
vectores (Contreras Garcia, 2020; Contreras et al., 2021b). Ejemplos especificos de
mutaciones con impacto fenotipico incluyen la sustitucion S139N en la proteina prM de
ZIKV, relacionada con mayor infectividad y asociacion con microcefalia (Giné, 2020), o
mutaciones en su proteina NS1 que afectan la patogenicidad (Gonzalez Almanza, 2018).
En DENV, la mutacion N390D en el dominio III de la proteina E se ha asociado con un
aumento de la virulencia en ciertos contextos (Contreras et al., 2021b). La identificacion
de estas mutaciones especificas y sus consecuencias es fundamental para profundizar en

la comprension de la patogénesis viral (Gonzalez Almanza, 2018).

Adicionalmente a los errores intrinsecos de la polimerasa viral, se ha planteado la
hipotesis de que enzimas del huésped, como las deaminasas de citidina de la familia
APOBEC y las deaminasas de adenosina que actiian sobre ARN (ADARs), contribuyen
al perfil mutacional. Estas enzimas de la inmunidad innata pueden inducir patrones
especificos de mutaciones (predominantemente transiciones C—U por APOBEC, y A—1
—leida como G- por ADARSs). Aunque se han observado patrones consistentes con la
accion de APOBEC/ADARs en SARS-CoV-2, también se sugiere su influencia en la
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variabilidad de flavivirus (Ortega Pérez et al., 2022). Esta edicion del ARN por el huésped
puede generar diversidad funcional en las proteinas virales, afectando el reconocimiento
inmune y la interaccioén con receptores, lo que constituye un arma de doble filo al poder

favorecer la evolucion viral o generar formas no viables (Contreras et al., 2021b; Giné,

2020; Ortega Pérez et al., 2022).

La comprension detallada de estos mecanismos de mutabilidad (tanto los errores
inherentes a la RdRp de los flavivirus como la posible edicion por enzimas del huésped)

es, por tanto, esencial para contextualizar la evolucion y adaptacion de DENV y ZIKV.

3.5. Necesidad de Enfoques Computacionales de Alto Rendimiento en el Analisis

Genomico

La gendmica moderna, con la secuenciacion masiva (NGS y tercera generacion), genera
volumenes de datos (GBs a TBs) que representan un desafio computacional sin
precedentes. Para enfermedades emergentes como Dengue y Zika, la extraccion rapida y
precisa de esta informacion es crucial para la investigacion y las decisiones en salud
publica. El procesamiento secuencial tradicional es inviable, haciendo indispensable la
computacion de alto rendimiento (HPC) y la paralelizacion (Teran Amores, 2023; Varela

Tabares, 2019).

La paralelizacion, dividiendo tareas para ejecucion simultdnea en diversos entornos
(multiples nucleos, GPUs, clusteres), es clave para el andlisis eficiente de estos vastos
datasets gendmicos (Naiouf, 2022). Aplicada en todo el pipeline bioinformatico
(preprocesamiento, QC, alineamiento, identificacion de variantes) (Koile, 2022), su
principal ventaja es la drastica reduccion de tiempos de ejecucion (ver Figura 5),
permitiendo respuestas urgentes en contextos clinicos y epidemioldgicos, como brotes

virales.
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Sequential vs parallel streams running in 4 cores
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Figura 5. Comparacion de tiempo entre ejecutar 6 tareas en secuencial y ejecutar estas
6 tareas en paralelo con 4 nucleos. Fuente: https://www.logicbig.com/tutorials/core-
Jjava-tutorial/java-util-stream/sequential-vs-parallel. html.
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Ademas de la velocidad, el procesamiento paralelo y HPC mejoran la calidad y precision,
permitiendo controles de calidad exhaustivos, ajustes de parametros e identificacion
precisa de variantes genéticas relevantes —critico en virus como Dengue y Zika por el
impacto de mutaciones sutiles—. También facilitan la reproducibilidad y validacion de los

analisis, cruciales en investigacion biomédica (Suarez Gonzalez & Romero Béjar, 2024).

HPC y paralelizacion son, ademas, habilitadores clave para la integracion de andlisis
complejos, como los estudios multidmicos (gendmica, transcriptomica, protedmica).
Estas capacidades son esenciales para procesar datos heterogéneos y masivos, y lograr
una comprension holistica de la biologia viral y su interaccion con el hospedador (Suérez

Gonzilez & Romero Béjar, 2024).

Para virus como Dengue y Zika, con alta mutabilidad y diversidad, el analisis gendmico
rapido y a gran escala es crucial, permitiendo vigilancia casi en tiempo real, identificacion

de variantes emergentes impactantes y adaptacion de estrategias de salud publica.
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Es precisamente en respuesta a esta imperiosa necesidad de herramientas eficientes que
el presente Trabajo de Fin de Grado adquiere su relevancia, al haberse centrado en el
desarrollo y aplicacion de una solucién computacional de alto rendimiento destinada al

analisis genomico masivo de estos patdgenos.
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4. HIPOTESIS Y OBJETIVOS

El presente Trabajo de Fin de Grado tiene como hipdtesis que el analisis masivo de
mutaciones y la variabilidad gendémica en los virus del Zika y del Dengue permite la
identificacion de patrones clave para el disefio de nuevas estrategias biotecnologicas,
como el desarrollo de vacunas y compuestos antivirales mas efectivos. Con ello, el
objetivo principal de este estudio es analizar las mutaciones y la variabilidad genomica
en ambos virus para comprender su dinamica evolutiva e identificar posibles dianas

para el desarrollo de farmacos y vacunas.
Para lograr este fin, se establecen los siguientes objetivos secundarios:

e Disefiar e implementar un algoritmo computacional paralelo capaz de hacer
alineamiento por pares y analizar grandes volumenes de secuencias genodmicas,
haciendo posible la deteccion y cuantificacion de mutaciones en periodos de
tiempo practicos.

e Validar la eficiencia y el rendimiento del algoritmo desarrollado en el
procesamiento de grandes volimenes de datos de secuencias virales.

e Aplicar el algoritmo desarrollado a datasets de secuencias genomicas del virus
del Dengue y del virus del Zika.

e (Caracterizar y comparar los perfiles de mutacion, las tasas de variacion y los
patrones de variabilidad gendmica en ambos virus.

e Visualizar y discutir los hallazgos obtenidos en un contexto biotecnologico.
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5. MATERIALES Y METODOLOGIA

5.1. Obtencion y Seleccion de Datos Gen6micos

Las secuencias gendmicas y los segmentos codificantes completos de DENV y ZIKV
utilizados en este estudio se obtuvieron de la base de datos publica: GISAID (Global
Initiative on Sharing All Influenza Data). Se han utilizado un total de 1093 genomas de

ZIKV 'y 25917 de DENV.

Para asegurar la relevancia y calidad de los datos, se establecieron fechas de corte para la
descarga de las secuencias: para ZIKV, se incluyeron todas las disponibles hasta el 26 de
mayo de 2025, y para DENV, hasta el 30 de abril de 2025. Solo se utilizaron secuencias
de virus que han infectado a hospedadores humanos. Adicionalmente, se aplicaron
parametros de calidad para filtrar las secuencias seleccionadas. Entre estos, se utiliz6 high
coverage, el cual filtra aquellas entradas gendmicas con un maximo del 5% de nucledtidos
ambiguos (Ns). Asimismo, el andlisis se centr6 fundamentalmente en secuencias que
representan "Secuencias Codificantes Completas" (Complete Coding Sequences, Cpl.
CDS), es decir, aquellas que abarcan la totalidad de las regiones del genoma que se
traducen directamente en proteinas virales, lo cual es esencial para enfocar el estudio de

mutaciones en zonas de impacto funcional directo.

Para el alineamiento y la posterior identificacion de variantes, se emplearon genomas de
referencia especificos y bien caracterizados. En el caso del virus del Dengue, se utilizo
como referencia una secuencia del serotipo 2 (DENV?2), correspondiente a la cepa 16681
(Numero de Acceso en NCBI: NC 001474.2). Esta cepa fue aislada en Tailandia en 1964
y su genoma completo fue descrito por Kinney et al., 1997. Para el virus Zika, se tomo
como referencia la cepa MR 766 (Numero de Acceso en NCBI: NC 012532.1, derivada
de AY632535), cuya secuenciacion completa y caracterizacion gendmica fue publicada
por Kuno & Chang, 2007. El uso de estos genomas de referencia estandarizados es crucial
para garantizar la consistencia y comparabilidad de los resultados del analisis de

mutaciones.
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5.2. Desarrollo del Algoritmo Bioinformatico para Analisis de Mutaciones

Para abordar el analisis de mutaciones en los genomas de los virus Dengue y Zika, se
desarrollé un algoritmo bioinformatico robusto. La eleccion del lenguaje de
programacioén C++ fue fundamental debido a su alto rendimiento y eficiencia en la gestion
de memoria y procesamiento, caracteristicas cruciales para manejar los grandes
volimenes de datos gendomicos y las operaciones computacionalmente intensivas. Con el
fin de maximizar la velocidad de los alineamientos de secuencias, una de las tareas mas
costosas, se integro la libreria Parasail (Daily, 2016). Esta biblioteca, implementada en
C, estd especificamente disefiada para acelerar alineamientos pareados (como Smith-
Waterman o Needleman-Wunsch) mediante el uso avanzado de instrucciones SIMD
(Single Instruction, Multiple Data) disponibles en los procesadores modernos, lo que
permite realizar multiples operaciones de comparacion de forma paralela a un nivel de
instruccion muy bajo. Adicionalmente, para la gestion de la concurrencia y la
paralelizacion de tareas a un nivel superior, se empled la API OpenMP (Open Multi-
Processing). OpenMP facilita la creacion de programas que pueden ejecutarse en
multiples hilos (threads) de manera eficiente en arquitecturas de procesadores

multinucleo, distribuyendo la carga de trabajo y reduciendo el tiempo total de ejecucion.

El algoritmo desarrollado sigue un flujo de trabajo estructurado para procesar cada
secuencia viral de consulta contra el genoma de referencia correspondiente (DENV2 o
ZIKV) y realizar un analisis detallado de las variaciones genéticas. Los pasos mas

importantes del programa se pueden esquematizar de la siguiente manera:

1. Cargay Preparacion de Datos:

o Lectura del archivo FASTA del genoma de referencia.

o Lectura del archivo multi-FASTA con las secuencias virales de consulta.

e Procesamiento de un archivo de configuracion TSV que define la anotacion de los
genes virales (nombre, coordenadas, tipo: CDS/UTR).

2. Sondeo Inicial para Desfase (Offset):

o Para cada secuencia de consulta, asignada a un hilo de ejecucion (gestionado por
OpenMP), se realiza un alineamiento local (Smith-Waterman, utilizando Parasail)
de una porcidn inicial de la consulta contra una porcion inicial de la referencia
para estimar un desfase (offset) global. Este paso es crucial para mejorar la

precision de los alineamientos gendomicos subsecuentes.
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3. Procesamiento Gen por Gen (Paralelizado por Consulta):

o Cada secuencia de consulta es asignada a un hilo de ejecucion independiente
(gestionado por OpenMP).

e Dentro de cada hilo, se itera sobre cada gen anotado:

o Se extraen los segmentos correspondientes del gen de referencia y de la
secuencia de consulta (considerando el offset).

o Se realiza un alineamiento semi-global (utilizando Parasail) entre el
segmento del gen de referencia y el de la consulta. Este tipo de
alineamiento es una variante del alineamiento global que no penaliza los
huecos (gaps) al principio o al final de una o ambas secuencias, lo que
resulta util cuando se comparan secuencias de longitudes diferentes o
cuando se sospecha que una secuencia puede ser un fragmento de otra mas
larga.

4. Analisis de Mutaciones y Anotacion:

e Se calculan métricas del alineamiento (cobertura, identidad).

e Se identifican y clasifican las mutaciones nucleotidicas (sustituciones,
inserciones, deleciones).

e Para regiones CDS, se traducen las secuencias y se determinan mutaciones
aminoacidicas (mutaciones con cambio de sentido, sin sentido, sinénimas) y
posibles frameshifs.

o Se cuantifican mutaciones en UTRs y se registran bases anomalas e inserciones
intergénicas.

5. Generacion de Reporte:
o Losresultados detallados para cada gen de cada consulta se escriben en un archivo

de salida en formato TSV.

La eficiencia de este programa y su capacidad para analizar grandes conjuntos de datos
gendmicos en tiempos reducidos se basa en un enfoque de optimizacion triple. Primero,
la division del trabajo en hilos mediante OpenMP, donde multiples secuencias problema
se procesan en paralelo y de manera independiente en cada ntcleo del procesador, tanto
en el primer alineamiento para el céalculo del desfase, como en el segundo, donde se
procesan las secuencias gen por gen. Tal y como se observa en la Figura 6, esto explota

el paralelismo a nivel de tarea.
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Alineamiento 1 Alineamiento 2

Secuencial

Alineamiento 1 Alineamiento 2

Paralelizado

Figura 6. Comparacion entre realizar los 2 alineamientos en secuencial y en paralelo
con la libreria OpenMP. Paralelizacion a nivel de tarea.

Segundo, el uso de la libreria Parasail permite aprovechar las instrucciones SIMD para
acelerar los calculos intensivos de los alineamientos de secuencias, logrando un

paralelismo a nivel de instrucciéon, representado en la  Figura 7.

Operacién Escalar [ < 2] = [E] ‘ B-EA-3 ‘ B-EBA-E3 ‘ B-BA-E

Al B M C,

.. Al Bl C.
Operacion SIMD As x B, = Cs
A, C.

Tiempo

Figura 7. Comparacion entre ejecutar 4 instrucciones de CPU para realizar 4 calculos
(operacion escalar) y ejecutar una sola instruccion de CPU para realizar los mismos 4
calculos (operacion SIMD). Paralelizacion a nivel de instruccion.
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Tercero, y por ultimo, una estrategia crucial que consiste en dividir los genomas en
segmentos mas pequefios correspondientes a genes individuales, realizando
alineamientos especificos para cada uno. Esto reduce significativamente la complejidad,

el coste computacional y, por tanto, el tiempo de ejecucion. Las razones son las siguientes:

o Impacto en la complejidad algoritmica: El algoritmo Smith-Waterman, utilizado
en esta herramienta bioinformatica a través de Parasail, tienen una complejidad
O(m-n). Por tanto, alinear genomas completos de 10.000 bases implicaria 100
millones de operaciones. Sin embargo, al dividir esos genomas en 10 genes de
1.000 bases y alinear cada par, cada alineamiento seria de 1 millon de operaciones.
Asi pues, la suma seria un total de 10 millones de operaciones, una reduccion
drastica comparado con el alineamiento completo inicial. Mas adelante se
presenta la demostracion matematica que valida esta afirmacion.

e Menor consumo de memoria: La matriz de programacion dindmica de estos
algoritmos requiere memoria proporcional a O(m-n). Al trabajar con segmentos
génicos mas cortos, la demanda de memoria disminuye drasticamente, haciendo

el proceso mas eficiente computacionalmente.
Complejidad de un alineamiento completo (genoma entero):
Ciotat = O(Ly - L3)
donde L, y L, son las longitudes de los dos genomas que se van a alinear.
Sil, =L, =L:
Cotal = O(L?)

Complejidad de alineamientos con genomas troceados (por genes):

L
Consideramos N segmentos de longitud [ cada uno, talqueL=N -1l = [ = N

Csegmento = 0(1%)
complejidad de un alineamiento individual.
Ct’otal =N- Csegmento
suma de las complejidades de todos los segmentos.

Ctlotal =N- 0(12)
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L 2
Ct’otal =N-0 ((ﬁ) )
LZ
Ct’otal =N-0 (m)

LZ
Ct’otal =0 <ﬁ>

Reduccion de complejidad:
Ctlotal — 0(222) - N

I il

vt 0(2)

Esta reduccion de la complejidad algoritmica por un factor de N (el nimero de segmentos

0 genes) es una validacion matematica fundamental de la estrategia de division del
genoma. Significa que, al fragmentar el problema original de alineamiento de genomas
completos en N subproblemas mas pequenos, el costo computacional total se vuelve N
veces menor. Esto transforma la tarea de un analisis potencialmente intratable para
genomas de gran tamafo en una operacion eficiente y factible, lo que es crucial para el
procesamiento rapido de vastos volumenes de datos gendmicos en contextos de salud

publica y biotecnologia.

Esta combinacion de estrategias de paralelizacion y optimizacion algoritmica consigue
reducir drasticamente el tiempo de ejecucion total, aprovechando al méximo las

capacidades del hardware moderno actual para la investigacion gendmica.
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5.3. Herramientas Adicionales de Procesamiento y Visualizacion de Datos

Ademas del algoritmo principal desarrollado en C++ para el analisis de mutaciones, se
utilizaron herramientas y lenguajes de programacion complementarios para el
procesamiento subsecuente de los datos generados y para la visualizaciéon de los

resultados.

Se empled el lenguaje de programacion Python para la creacion de diversos scripts
personalizados. Estos scripts fueron disefiados para interactuar con los archivos de salida
en formato TSV generados por el programa de alineamiento y andlisis de mutaciones
descrito en el apartado anterior. Las funcionalidades implementadas mediante Python

incluyen:

o Parseo y filtrado de datos: Lectura de los archivos TSV para extraer informacion
especifica, aplicar filtros adicionales segun criterios definidos (por ejemplo,
seleccionar solo ciertos tipos de mutaciones o genes con una cobertura minima),
y reorganizar los datos para analisis posteriores.

o Cilculos estadisticos y agregacion: Realizacion de calculos estadisticos
descriptivos sobre los datos de mutaciones, como frecuencias de mutaciones,
promedios, o agregacion de resultados por gen o por tipo de mutacion. También
calculos sobre el rendimiento de la herramienta bioinformatica.

e Generacion de graficos y tablas: Creacidon de representaciones visuales de los
datos, tanto del andlisis genémico como del analisis de rendimiento de la propia
herramienta. Para la generacion de graficos, se utilizaron librerias de Python

populares como Matplotlib y Seaborn.
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6. RESULTADOS Y DISCUSION

6.1. Herramienta Paralela para el Alineamiento y Analisis de Secuencias

Para abordar el analisis de mutaciones en los genomas de los virus Dengue y Zika, se ha
desarrollado un algoritmo bioinformético utilizando C++, lenguaje elegido por su alto
rendimiento y eficiencia en la gestion de operaciones computacionalmente intensivas.
Esta herramienta maximiza la velocidad de procesamiento mediante la integracion de la
biblioteca Parasail, que acelera los alineamientos de secuencias a través de instrucciones
SIMD, y la API OpenMP, que permite la paralelizacion de tareas distribuyendo el analisis
de cada secuencia viral de consulta entre multiples nticleos de procesador. Siguiendo un
flujo de trabajo que incluye un sondeo inicial para el calculo de desfase y un
procesamiento gen por gen, el sistema realiza alineamientos especificos y un posterior

analisis detallado para identificar y caracterizar las variaciones genéticas y mutaciones.

Para evaluar la eficacia de las optimizaciones implementadas, se ha llevado a cabo un
andlisis de rendimiento comparando los tiempos de ejecucion en diferentes
configuraciones: ejecucion puramente secuencial, ejecucion paralela utilizando 28
nucleos, ejecucion secuencial con optimizaciones SIMD, y la combinacion de paralelismo
y SIMD. Estas pruebas se realizaron sobre conjuntos de datos correspondientes al genoma
del virus Zika y cuatro serotipos del virus del Dengue (DENV1, DENV2, DENV3 y
DENV4), lo que permite observar el comportamiento de la herramienta ante diferentes
tamafios de genoma y volumenes de datos. Los resultados se centran en la reduccion de
los tiempos absolutos de ejecucion y en el calculo del speedup o ganancia de velocidad

relativa.

El primer conjunto de resultados, visualizado en la Figura 8 jError! No se encuentra el
origen de la referencia., ilustra los tiempos de ejecucion brutos para cada conjunto de
datos y modo de operacion. Se observa de manera consistente que la version "Secuencial"
(barra azul) es la que consume mayor tiempo en todos los casos, destacando
especialmente en los conjuntos de datos del serotipo DENV1 y DENV2. Tiene sentido
que asi sea, pues son los casos en los que mas secuencias problema se han tratado (ver
Tabla 3). La introduccion del paralelismo ("Paralelo", barra naranja) logra una reduccion
drastica de estos tiempos, por ejemplo, para DENVI el tiempo disminuye de 2557
segundos a 203 segundos. De forma similar, la optimizacién SIMD en un solo nucleo

("Secuencial + SIMD", barra verde) también ofrece una mejora sustancial respecto a la
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version secuencial base; para ZIKV, reduce el tiempo de 191 segundos a 62 segundos, y
para DENV1, de 2557 segundos a 608 segundos. Notablemente, la combinacién de ambas
estrategias (""Paralelo + SIMD", barra roja) resulta en los tiempos de ejecucion mas bajos
de forma sistematica. Para ZIKV, el tiempo se reduce a tan solo 3 segundos, y para el
caso mas demandante, el de DENV1, el tiempo final es de 53 segundos, demostrando la
eficacia de aplicar conjuntamente el paralelismo a nivel de hilos y a nivel de instruccion

de CPU.

Tabla 3. Numero de secuencias problema analizadas en cada caso.

Genoma Analizado Numero de Secuencias Problema
ZIKV 1093

DENV1 10976

DENV2 9905

DENV3 3596

DENV4 1440

Comparacion de Tiempos de Ejecucion Absolutos

2557 Modo de Ejecucion
2500 - mmm Secuencial

mmm paralelo

mmm Secuencial + SIMD
Bl Paralelo + SIMD

2000 4

1500 1

Tiempo de Ejecucion (s)

1000 4

500

Filsl eVt oEMVZ oENY3 oENVA

Figura 8. Comparacion de tiempos de ejecucion absolutos con diferentes niveles de
optimizacion.
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La Figura 9 cuantifica estas mejoras en términos de ganancia de velocidad relativa con
respecto a la ejecucion secuencial original. La "Paralelizacion Pura" (barras azules)
muestra un speedup significativo, alcanzando valores entre 13x y 16x en los diferentes
datasets. Esto indica un buen aprovechamiento de los 28 nucleos disponibles. Por su
parte, el "SIMD en Secuencial" (barras naranjas) ofrece un speedup mas modesto,
generalmente entre 3x y 4x, lo cual es esperable ya que SIMD acelera principalmente la
fase de alineamiento dentro de un tnico hilo de ejecucion. El impacto més notable se
observa en el "Total (Paralelo+SIMD)" (barras verdes), donde se alcanzan speedups muy
elevados: 69x para ZIKV, 48x para DENV1, 43x para DENV2, 53x para DENV3 y 65x
para DENV 4. Estos valores, que superan el nimero de los 28 nucleos l6gicos, se explican
porque este speedup total acumula tanto la ganancia del paralelismo multi-nicleo como
la ganancia del paralelismo a nivel de instruccion (SIMD), ambas comparadas contra la

linea base mas lenta (secuencial sin SIMD).

Speedup Relativo a la Ejecucién Secuencial Base

Tipo de Speedup
mmm Paralelizacién Pura
mmm SIMD en Secuencial
mmm Total (Paralelo+SIMD)

70 q 69

601

@
& 2

w
3

Speedup (veces mas rapido)

204

Fisl et oENvZ e e

Figura 9. Speedup comparativo de las estrategias de optimizacion. La linea discontinua
representa un speedup de I, que es el propio de la version sin ningun tipo de
optimizacion.

Los resultados obtenidos demuestran de forma contundente la efectividad de las
estrategias de optimizacion implementadas en la herramienta desarrollada. La
paralelizaciéon mediante OpenMP, distribuyendo el procesamiento de las secuencias

problema entre los 28 ntcleos, es el factor que proporciona la mayor reduccién inicial en
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los tiempos de ejecucion. El speedup obtenido por la paralelizacion pura (entre 13x y 16x)
es considerable y refleja una buena escalabilidad del componente paralelizable del

algoritmo, que es el procesamiento independiente de cada secuencia problema.

La incorporacion de SIMD a través de la biblioteca Parasail para los alineamientos aporta
una capa adicional de paralelizacion y, por tanto, de aceleracion. Como se observa en el
speedup del modo "SIMD en Secuencial", esta técnica puede cuadruplicar la velocidad
de la fase de alineamiento en un solo nucleo. Este notable incremento de velocidad se
debe a que las instrucciones SIMD permiten a un unico nucleo de CPU procesar multiples
elementos de datos (conformando un vector de datos) de forma simultanea mediante una
sola instruccion. Dicha paralelizacion resulta especialmente ventajosa en los calculos

repetitivos y matriciales caracteristicos de los algoritmos de alineamiento.

La sinergia entre OpenMP y SIMD es evidente en los resultados del modo "Paralelo +
SIMD". El speedup total, que supera en muchos casos las 60 veces, subraya que ambas
técnicas de paralelismo (a nivel de hilo y a nivel de instruccién) son en gran medida
ortogonales y sus beneficios se componen. Mientras OpenMP distribuye las tareas
grandes e independientes (andlisis por secuencia query), SIMD acelera las sub-tareas
computacionalmente intensivas (alineamiento) dentro de cada hilo, aprovechando al
maximo el hardware del sistema. Esta combinacion es crucial para alcanzar tiempos de
ejecucion que permiten el andlisis de grandes volumenes de secuencias gendmicas en
plazos factibles. Las ligeras variaciones en la magnitud del speedup total entre los
diferentes conjuntos de datos pueden atribuirse a las caracteristicas intrinsecas de cada
genoma (longitud, complejidad, divergencia respecto a la referencia), que pueden influir
en la eficiencia relativa de la fase de alineamiento (donde SIMD destaca) versus la fase

de andlisis de mutaciones posterior.

Adicionalmente a estas optimizaciones basadas en el hardware, la estrategia algoritmica
de procesar el genoma por genes individuales, en lugar de intentar un alineamiento global
de genomas completos, constituye una tercera capa de optimizacién fundamental. Trocear
el problema en alineamientos mas pequefos y localizados para cada gen reduce la
complejidad computacional y los requerimientos de memoria. Esta aproximacion no solo
acelera cada tarea de alineamiento individual, sino que también facilita un analisis mas
enfocado al interés biotecnoldgico eventual de los resultados (por genes) y la gestion
eficiente de los datos, contribuyendo significativamente a la reduccion global del tiempo
de ejecucion en comparacion con un enfoque de alineamiento gendémico integral.
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6.2. Analisis de Mutaciones en Genomas del Virus del Zika

El analisis genémico del virus del Zika (ZIKV) es crucial para comprender su evolucion,
patogenicidad y capacidad de adaptacion. Utilizando la herramienta bioinformatica
desarrollada, se procesaron un total de 1093 secuencias gendmicas completas del ZIKV
obtenidas de GISAID, permitiendo una caracterizacion detallada de los patrones
mutacionales a lo largo de su genoma. Los resultados obtenidos no solo proporcionan una
vision profunda de la variabilidad genética del virus, sino que también identifican
mutaciones y regiones gendmicas clave que podrian influir en su comportamiento
bioldgico y servir como potenciales dianas para futuras intervenciones biotecnoldgicas.

A continuacion, se presentan y discuten los hallazgos mas relevantes.

Para iniciar el analisis de mutaciones del virus del Zika, se consider6 fundamental
contextualizar la disponibilidad de los datos gendmicos utilizados. La Figura 10 ilustra la
distribucion temporal de estas secuencias, ofreciendo una visidon cronoldgica de la
recopilacion de datos, lo cual es esencial para comprender los periodos de mayor
actividad de secuenciacion y la representatividad de las variantes virales a lo largo del

tiempo.

Recuento Total de Genomas Unicos por Mes

Serie de Datos
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Figura 10. Distribucion temporal de las secuencias completas del genoma del virus del
Zika (ZIKV) depositadas en GISAID hasta el 26 de mayo de 2025.
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La Figura 10 revela una dinamica de secuenciacion del genoma de ZIKV que refleja los
picos epidemiolodgicos y los esfuerzos de vigilancia. Se observa un marcado incremento
en el nimero de secuencias depositadas entre 2015 y 2016, lo que coincide directamente
con la epidemia global de Zika en Brasil y su subsiguiente declaracion como emergencia
de salud publica internacional por la OMS. Este volumen de datos durante el brote
subraya los intensos esfuerzos de caracterizacion viral y muestreo. Posteriormente, el
nimero de secuencias depositadas disminuye significativamente, lo cual es un patron
esperable una vez que la fase aguda de una epidemia remite y los recursos de
secuenciacion se reorientan. Comprender esta distribucion temporal es crucial para la
interpretacion de los patrones mutacionales hallados, ya que la mayoria de las mutaciones
analizadas en este estudio provienen de un periodo de alta presion evolutiva y expansion
viral, y la falta de datos en otros momentos no necesariamente indica una ausencia de

mutaciones, sino una menor actividad de secuenciacion.

Una vez establecida la distribucion temporal de las secuencias y el panorama general de
las mutaciones de un solo nucleotido, el siguiente paso critico en el analisis mutacional
es comprender la consecuencia funcional de estas variantes genéticas a nivel de proteina.
La Tabla 4 detalla la frecuencia y la prevalencia de los distintos tipos de mutaciones
genomicas identificadas en el genoma del ZIKV, categorizadas seglin su impacto en la
secuencia de aminoacidos de la poliproteina viral, asi como la categoria de SNVs co-
ocurrentes.

Tabla 4. Frecuencia total y prevalencia media de los tipos de mutaciones genomicas y
sus consecuencias funcionales en los genomas analizados de ZIKV.

Tipo de Mutacion | Recuento Nimero medio de genomas (%)
Con cambio de 1553 2 (0,18 %)
sentido
Sin sentido 10 1030 (94 %)
Sinénimas 3648 5(0,46 %)
Not alone 1045 6 (0,55 %)

La Tabla 4 detalla la diversidad mutacional funcional del ZIKV. Las mutaciones
sinénimas (3648) son las mas frecuentes, lo cual es esperado al no alterar la secuencia de
aminoacidos y acumularse con menor presion selectiva. Las mutaciones con cambio de

sentido (1553), que cambian el aminoacido, son el segundo tipo y son relevantes por su
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potencial impacto en la funcion viral, aunque su baja prevalencia media (0.18%) sugiere
que muchas son neutras. Las mutaciones sin sentido (10) son las menos frecuentes en
total debido a su severo efecto deletéreo al crear codones de parada prematuros. A pesar
de esto, su alta prevalencia media (94%) en los genomas donde aparecen es llamativa.
Esto podria deberse a que estan situadas muy al final de un gen, lo que minimizaria el
impacto en la proteina (resultando solo ligeramente mas corta) y permitiria su persistencia
en ciertos aislados sin una rapida eliminacion por seleccion. Finalmente, la categoria "not
alone" (1045) agrupa SNVs que co-ocurren en el mismo coddn, mostrando un patron
significativo de variabilidad genética que puede tener complejas implicaciones en la

evolucién y funcionalidad del virus.

Tras caracterizar la cantidad y el tipo de mutaciones identificadas, es esencial comprender
la variabilidad en la carga mutacional entre los distintos genomas de ZIKV. La Figura 11
presenta un boxplot que ilustra la distribucion del nimero total de mutaciones detectadas
por cada genoma viral individual. Este andlisis proporciona una vision estadistica de la
heterogeneidad mutacional dentro de la poblacion de ZIKV estudiada, complementando

los conteos agregados previos.

Distribucion General de SNVs por Genoma
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Figura 11. Distribucion del numero total de mutaciones por genoma en las secuencias
del virus del Zika analizadas.
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La Figura 11 visualiza la dispersion del nimero total de mutaciones por genoma de ZIKV.
El boxplot muestra que la mediana de mutaciones por genoma, respecto a la secuencia de
referencia, es 1172, con la mayoria de los genomas agrupados entre las 1165 y 1186
mutaciones (representando el 50% central de los datos). La media de mutaciones por
genoma, representada por el punto hueco, es de 1212, situandose muy cerca de la
mediana. Esta proximidad entre la media y la mediana sugiere que la distribucion de
mutaciones no presenta un sesgo significativo. Esta variabilidad en la carga mutacional
entre genomas individuales es un reflejo de la alta tasa de mutacion intrinseca de los virus

ARN, que conduce a la formacién de poblaciones cuasiespecies.

Mas allé de la cuantificacion general y la variabilidad de las mutaciones, es fundamental
desglosar los patrones de sustitucion nucleotidica especificos, ya que estos pueden revelar
los mecanismos subyacentes de mutagénesis. La Figura 12 ilustra la distribucion
porcentual de los diferentes tipos de transiciones y transversiones identificadas en los
genomas del virus del Zika, proporcionando una vision detallada de las "firmas"

mutacionales predominantes en el virus.
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Figura 12. Frecuencias de mutacion de nucleotidos, respecto al numero total de veces
que aparece cada nucleotido inicial en el genoma de referencia, en el virus del Zika.

La Figura 12 revela de manera contundente los patrones dominantes de sustitucion
nucleotidica en el genoma del ZIKV. Como se observa, las transiciones son mas comunes
que las transversiones. Especificamente, las transiciones C>U (45,6 %) y U>C (37,0 %),

junto con A>G (32,5 %) y G>A (25,6 %), constituyen los picos mas prominentes. Las
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ocho sustituciones restantes presentan frecuencias considerablemente menores,

generalmente por debajo del 5% cada una.

Estos picos en C>U, U>C; A>G, G>A reafirman de manera significativa la hipotesis de
la participacion de enzimas de edicion del ARN del hospedador en la mutagénesis viral,
un fendmeno que se ha comprobado extensamente en el SARS-CoV-2 (Di Giorgio et al.,
2020) y que parece replicarse en ZIKV. Por un lado, las desaminasas de citidina de la
familia APOBEC actian desaminando citosinas (C) a uracilos (U). Si APOBEC actua
directamente sobre la cadena de ARN viral de sentido positivo (+) del ZIKV, el resultado
directo es una mutacion C>U. Sin embargo, los Flavivirus replican a través de una cadena
intermedia de ARN de sentido negativo (-). Si APOBEC desamina una C en esta cadena
negativa, esa C se convierte en U; cuando esta cadena negativa se usa como molde para
sintetizar una nueva cadena de ARN positiva, el uracilo (U) se emparejard con una
adenina (A), lo que resultara en un cambio de G a A en la nueva cadena de ARN positiva.

De este modo, APOBEC genera tanto mutaciones C>U como G>A.

Por otro lado, las desaminasas de adenosina ADARSs actan convirtiendo adenosinas (A)
en inosinas (I) en regiones de ARN de doble hebra. Dado que la inosina intruduce una
citosina (C) cuando actiia como cadena molde, la accion de ADAR sobre una A en la
cadena positiva resultard en una mutacion A>G. Analogamente, si ADAR actia sobre
una A en la cadena de sentido negativo (-) (dentro de un dsRNA), esta A se convierte en
I. Al copiarse a la cadena positiva, esta I se emparejard con una C, de modo que la
mutacion se manifestard como un cambio de U a C en la cadena positiva. Asi, ADAR es

responsable de los picos A>G y U>C.

La observacion de estos pares especificos de picos es una fuerte evidencia de que estas
enzimas del huésped actian sobre ambas cadenas de ARN (positiva y negativa o

intermediarios de doble hebra) durante la replicacion viral.

Las demas transiciones (A>C, C>G, G>C, T>A, T>G, U>A, U>QG) y todas las
transversiones se observan en valores muy similares y significativamente mas bajos entre
si. Estos patrones de mutacion, que carecen de la especificidad y la magnitud de los picos
antes mencionados, tienen sentido precisamente porque estan sujetos a una pura

aleatoriedad, sin una direccion mutagénica preferencial.

Tras el andlisis detallado de los tipos de sustituciones nucleotidicas y la fuerte evidencia

de la accion de enzimas de edicion del ARN del hospedador, resulta pertinente investigar
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como se distribuye la carga mutacional a lo largo de los diferentes genes del ZIKV. Esta
perspectiva puede revelar si ciertas regiones gendmicas son mas propensas a la variacion
o si diferentes tipos de mutaciones se acumulan preferentemente en genes especificos. La
Figura 13 presenta las tasas de mutacion normalizadas por cada 100 nucledtidos para cada
gen del ZIKV, desglosadas por el tipo de consecuencia funcional de la mutacion

(sindnima, con cambio de sentido, sin sentido, insercion, delecion y mutaciones en UTR).
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Figura 13. Tasas de mutacion por gen en el genoma del virus del Zika.

El andlisis de la distribuciéon de mutaciones por gen en el ZIKV (Figura 13) revela
patrones de variabilidad heterogéneos a lo largo del genoma, destacando regiones con
tasas mutacionales extremas. Las regiones no codificantes 5’UTR y 3’UTR presentan las
tasas de eventos de mutacion unicos mas elevadas (191,51 y 107,94 mutaciones por 100
nucleodtidos, respectivamente), compuestas casi en su totalidad por sustituciones
(Mutacion en UTR) y deleciones. Esta alta plasticidad en las UTRs refleja una menor

presion de seleccion purificadora en comparacion con las regiones codificantes.

Entre los genes codificantes, E y M destacan por presentar las tasas mutacionales mas
altas (62,93 y 61,78 mutaciones/100 nt, respectivamente). Esta elevada variabilidad, con
una notable contribucion de mutaciones con cambio de sentido, es esperable para
proteinas de superficie que estan en constante interaccion con el sistema inmune del
hospedador. La presion selectiva para evadir la respuesta inmune podria impulsar la
fijaciébn de cambios aminoacidicos en estas proteinas. Este hallazgo se alinea con la
discusion previa sobre la proteina E como principal inductor de anticuerpos y su

variabilidad como determinante de la diversidad del ZIKV.
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En el extremo opuesto, varios genes que codifican proteinas estructurales internas o
enzimas virales criticas exhiben tasas de mutacién considerablemente menores, lo que
sugiere una fuerte conservacion funcional. Entre ellos se encuentran ancC (capside, 40.44
mutaciones/100 nt), NS2B (cofactor de la proteasa, 42.56 mutaciones/100 nt), NS3
(proteasa/helicasa, 41.92 mutaciones/100 nt), NS4 (implicado en complejos de
replicacion, 44.62 mutaciones/100 nt) y NS5 (polimerasa/metiltransferasa, 45.69
mutaciones/100 nt). La proteina C, por ejemplo, requiere interacciones precisas para el
empaquetamiento del ARN y el autoensamblaje de la nucleocapside. De forma similar,
las proteinas NS2B, NS3, NS4A y NS5 desempefian funciones enziméiticas o de
andamiaje vitales (procesamiento de la poliproteina, replicacion, modificacion del ARN
y formacion de complejos de replicacion) que dependen de estructuras tridimensionales
y sitios activos altamente conservados. Los cambios aminoacidicos disruptivos en estas
proteinas probablemente son deletéreos y eliminados por seleccion purificadora, lo que
explica su menor variabilidad en contraste con las proteinas de superficie mas expuestas

a la presion inmune.

Respecto a los tipos de mutacion dentro de los genes codificantes, la predominancia de
mutaciones sinonimas, seguidas por las de cambio de sentido, y finalmente por las
mutaciones sin sentido, inserciones y deleciones (estas ultimas con muy baja frecuencia)
es un patrén comun en la evolucion viral. Las mutaciones sinénimas, al no cambiar el
aminodcido, suelen tener un impacto fenotipico menor y se acumulan mas facilmente.
Las mutaciones con cambio de sentido, que si alteran el aminoacido, son filtradas mas
rigurosamente por la seleccion, al igual que las mutaciones sin sentido, inserciones y
deleciones, ya que estas ultimas suelen tener consecuencias alin mas drasticas sobre la
estructura y funcion de las proteinas, llevando a menudo a productos no funcionales o

truncados que son fuertemente seleccionados en contra.

6.3. Analisis de Mutaciones en Genomas del Virus del Dengue

Continuando con el andlisis, esta seccion se centra en el virus del Dengue. Utilizando la
misma herramienta bioinformdtica, se procesaron un total de 25.917 secuencias
genomicas completas de DENV obtenidas de GISAID, distribuidas entre sus cuatro
serotipos: 10.976 secuencias de DENV1, 9.905 de DENV2, 3.596 de DENV3 y 1.440 de
DENV4. El objetivo fue caracterizar sus perfiles mutacionales, identificar variantes de
interés y comparar los hallazgos con los observados en el ZIKV, buscando asi patrones

de variabilidad genética especificos y compartidos.
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Para comenzar este analisis del DENV, es fundamental entender la disponibilidad y la
distribucion temporal de los datos gendmicos con los que se ha trabajado. La Figura 14
ilustra el recuento de genomas unicos de Dengue depositados en GISAID, desglosados
por mes de recoleccion y por serotipo, lo que proporciona un contexto crucial sobre la
actividad de secuenciacion y la prevalencia de los diferentes serotipos a lo largo del

tiempo.

Recuento de Genomas Unicos de Dengue por Mes segln Serotipo

600
‘Serotipo
e DENVL

DENV2
e DENV3
sop{ MW DENV4A

400

NGmero de Genomas Unicos
w
g
2

100

o o a o
A & )
2 K & & K & &

Fecha de Recoleccién (Mes)

Figura 14. Distribucion temporal de las secuencias completas del genoma del virus del
Dengue (DENV) depositadas en GISAID hasta el 30 de abril de 2025.

La Figura 14 muestra un marcado incremento en la deposicion de secuencias genémicas
del DENV a partir de la década de 2010, con picos notables en afios recientes, reflejando
la creciente incidencia global del dengue y la mejora en la vigilancia gendmica. A
diferencia del patrén mas concentrado del ZIKV en torno a su principal epidemia, el
DENYV presenta una actividad de secuenciacion mas sostenida y con fluctuaciones en la
predominancia de sus cuatro serotipos. Esta distribucién temporal y por serotipo es
crucial para contextualizar los analisis mutacionales, ya que la diversidad genética
observada estard influenciada por la representatividad de cada serotipo y el periodo del
que provienen las secuencias, subrayando la naturaleza endémica y epidémica recurrente

del dengue.

Una vez comprendida la distribucion temporal y por serotipo de las secuencias del virus
del Dengue (DENV), el siguiente paso es analizar las consecuencias funcionales de las

variaciones genéticas identificadas. De forma similar al andlisis realizado para el ZIKV,
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la Tabla 5 resume la frecuencia total y la prevalencia mediana de los diferentes tipos de
mutaciones gendmicas encontradas en los genomas de DENV procesados, clasificadas
segun su impacto en la poliproteina viral y la co-ocurrencia de SNVs.

Tabla 5. Frecuencia total y prevalencia media de los tipos de mutaciones genomicas y
sus consecuencias funcionales en los genomas analizados de DENYV.

Tipo de Mutacion | Recuento Numero medio de genomas (%)
Con cambio de 14633 36 (0,14 %)
sentido
Sin sentido 326 1351 (5,2 %)
Sinénimas 7187 1617 (6,2 %)
Not alone 11938 279 (1,1 %)

La Tabla 5 revela que, al igual que en ZIKV, las mutaciones con cambio de sentido en
DENV (14633) muestran una prevalencia media extremadamente baja (0.14% vs. 0.18%
en ZIKV), sugiriendo una fuerte seleccion purificadora en ambos virus a pesar del mayor
recuento absoluto en DENV, posiblemente debido a més secuencias o mayor diversidad
serotipica. A diferencia de ZIKV donde eran mayoritarias, las mutaciones sinonimas en
DENV (7187) son el segundo tipo mds frecuente por recuento, con una prevalencia media
(6.2%) superior a la de ZIKV (0.46%), lo que indica una mayor acumulacion, aunque sin
alta fijacion individual. Las mutaciones sin sentido en DENV (326), aunque menos
comunes que en ZIKV (10), presentan una prevalencia media en genomas afectados
(5.2%) considerablemente menor que el llamativo 94% de ZIKV. Finalmente, la categoria
"not alone" (SNVs co-ocurrentes) es mucho mas numerosa en DENV (11938 vs. 1045 en
ZIKV) aunque con prevalencia media similarmente baja (1.1% vs. 0.55%), lo que podria
reflejar una mayor complejidad en la vinculacion de mutaciones en DENV debido a su

mayor diversidad global y la cocirculacion de multiples serotipos.

Tras examinar la naturaleza y frecuencia de los tipos de mutaciones funcionales en el
conjunto de los serotipos del DENV (Tabla 5), es importante investigar la variabilidad en
la carga mutacional total por genoma entre los diferentes serotipos. Esta perspectiva nos
permite entender si ciertos serotipos tienden a acumular mds o menos variantes
nucleotidicas en general, especialmente considerando que todas las secuencias han sido

comparadas contra una unica secuencia de referencia del serotipo DENV2.
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La Figura 15 presenta diagramas de caja que ilustran la distribucion del nimero total de

SNVs detectadas por genoma para cada uno de los cuatro serotipos de Dengue.

Distribucién de SNVs por Genoma por Serotipo de Dengue
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Figura 15. Distribucion del numero total de SNVs por genoma para cada serotipo de
DENV.

La Figura 15 evidencia la divergencia genética entre los serotipos del virus del Dengue al
compararlos con una referencia DENV2. Como es de esperar, DENV2 muestra la menor
cantidad de SNVs (mediana de 788), reflejando su variabilidad intra-serotipo respecto a
la cepa de referencia especifica. En marcado contraste, DENV1 (mediana 2816 SNVs),
DENV3 (mediana 2740 SNVs) y DENV4 (mediana 2870 SNVs) presentan cargas
mutacionales significativamente mas altas, lo que cuantifica su distancia evolutiva
acumulada frente a DENV2. La dispersion relativamente compacta de SNVs en DENV1
y DENV3 (IQR de 57 para ambos) sugiere una distancia genética mas homogénea de
estos serotipos hacia DENV2, mientras que DENV4 (IQR 97.25) muestra una
variabilidad interna ligeramente mayor en este aspecto. Estos valores no indican

necesariamente tasas de mutacion intrinsecas diferentes, sino la diversidad acumulada
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inter-serotipica, con medianas y medias muy cercanas dentro de cada grupo, sugiriendo

distribuciones bastante simétricas de SN'Vs por genoma al usar DENV2 como referencia.

Tras evaluar la carga mutacional entre serotipos, es crucial investigar los tipos especificos
de sustituciones nucleotidicas para entender los mecanismos mutagénicos subyacentes en
el DENV. Al igual que en el ZIKV, se espera que ciertos patrones de sustitucion puedan
revelar la influencia de factores como las enzimas de edicion del ARN del hospedador.
La Figura 16 ilustra la frecuencia porcentual global de los doce tipos posibles de
sustituciones nucleotidicas (considerandos pares complementarios) identificadas en el

conjunto de genomas de DENV analizados.
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Figura 16. Frecuencias de mutacion de nucleotidos, respecto al numero total de veces
que aparece cada nucledtido inicial en el genoma de referencia, en el virus del Zika
(serotipos combinados).

La Figura 16 revela que en DENV, al igual que en ZIKV, las transiciones son mucho mas
frecuentes que las transversiones, destacando los picos A->G (80.7%), U->C (70.5%), C-
>U (79.5%) y G->A (70.5%). Estas mismas cuatro transiciones dominaron en ZIKV,
aunque en DENV las frecuencias de A->G y U->C parecen ser relativamente mayores.
Las demas sustituciones muestran frecuencias considerablemente menores en ambos

virus.

Esta predominancia de A->G/U->C y C->U/G->A en DENV refuerza la hipoétesis, ya
discutida para ZIKV, de la accion de enzimas de edicion del ARN del hospedador:
ADARSs (responsables de A->G y U->C) y APOBECs (responsables de C->U y G->A).
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La magnitud de estos picos en DENV sugiere un impacto significativo de estos
mecanismos en su evolucion, similar a ZIKV, y la menor frecuencia del resto de

sustituciones apunta a la tasa de error basal de la polimerasa y mutaciones aleatorias.

Tras analizar los patrones generales de sustitucion nucleotidica, es fundamental desglosar
como se distribuyen estas mutaciones y sus consecuencias funcionales a lo largo de los
diferentes genes del DENV. Este analisis permite identificar regiones gendémicas con
mayor o menor variabilidad y comparar estos perfiles con los observados en ZIKV. La
Figura 17 presenta las tasas de mutacion normalizadas por cada 100 nucledtidos para cada

gen y region UTR del DENV, desglosadas por tipo de mutacion.
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Figura 17. Tasas de mutacion por gen en el genoma del virus del dengue (serotipos
combinados).

El anélisis de la distribucion de mutaciones por gen en DENV (Figura 17) revela una
heterogeneidad significativa en la carga mutacional a lo largo de su genoma. En términos
generales, las tasas de eventos de mutacion Unicos observadas en DENV son
considerablemente mas altas que las detectadas en ZIKV (comparado con la Figura 13
para Zika). Esta diferencia cuantitativa se correlaciona directamente con el volumen de
secuencias analizadas, que es sustancialmente mayor para DENV (25.917 genomas) en
comparacion con ZIKV (1.093 genomas), lo que naturalmente permite la deteccién de un
espectro mas amplio de variantes. Al igual que en ZIKV, las regiones no codificantes
5’UTR y 3’UTR son las que acumulan la mayor densidad de mutaciones (796,88 y 605,54
mutaciones por 100 nucledtidos, respectivamente), subrayando la alta plasticidad de estas

regiones reguladoras en ambos flavivirus.
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En relacion con los genes codificantes de DENV, se observa una variabilidad distintiva.
Los genes NS2A (611,77 mutaciones/100 nt) y el pequefio péptido 2K (469,57
mutaciones/100 nt) destacan como los mds variables. La elevada tasa en 2K es
probablemente influenciada por su corta longitud, donde un numero moderado de
mutaciones resulta en una tasa normalizada alta. La alta tasa en NS2A podria indicar una
menor restriccion estructural o una fuerte presion selectiva adaptativa, superando la
variabilidad de genes como E 0 M que eran mas prominentes en ZIKV. En contraste,
genes que codifican enzimas virales esenciales como NS3 (262,03 mutaciones/100 nt) y
NS1 (293,94 mutaciones/100 nt) exhiben las tasas de mutacion mas bajas entre los genes
codificantes de DENV analizados. Esta menor variabilidad relativa es consistente con la
necesidad de una mayor conservacion funcional, similar a la 16gica aplicada para los
genes conservados de ZIKV (como ancC, NS3 y NS5), aunque las tasas absolutas en
DENYV siguen siendo mas elevadas, reflejo del ya mencionado mayor tamafio muestral y

la diversidad inherente a los cuatro serotipos.

Finalmente, al examinar los tipos de mutacion, el gran volumen de datos de DENV
destaca el comportamiento de las mutaciones sinénimas (barras azules en la Figura 17).
Al no cambiar aminoacidos, estas mutaciones estan menos restringidas por la seleccion y
su frecuencia refleja mas directamente la tasa de error de la polimerasa y la deriva
genética, operando de forma més puramente aleatoria. Esto resulta en una contribucion
relativamente constante de mutaciones sindonimas a la carga mutacional total en los genes
codificantes del DENV. La gran cantidad de secuencias analizadas simplemente hace que
este "ruido de fondo" de variabilidad silente se manifieste con notable consistencia, un
patron menos evidente en ZIKV debido a su muestreo mas limitado. En contraste con
ZIKV, DENV también muestra una mayor proporcion de inserciones y deleciones en
varios genes, especialmente NS2A, 2K y NS4B, probablemente por una mejor deteccion

de estos eventos mas raros gracias al mayor tamafio muestral.
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7. CONCLUSIONES

Este Trabajo de Fin de Grado se centr6 en analizar la variabilidad genémica de los virus
Zika (ZIKV) y Dengue (DENV) para identificar patrones mutacionales clave utiles en el
disefio de estrategias biotecnoldgicas, partiendo de la hipdtesis de que dicho analisis
masivo aportaria informacion valiosa para este fin. Los resultados respaldan esta hipdtesis

y cumplen los objetivos planteados.

Se disend e implementd con éxito un algoritmo computacional paralelo en C++,
demostrando mediante pruebas de rendimiento que la combinaciéon de OpenMP, SIMD
(Parasail) y una estrategia de andlisis segmentado por genes reduce drasticamente los
tiempos de ejecucion, con speedups totales de hasta 69x para ZIKV y entre 43x-65x para

DENV, validando su eficiencia para grandes volumenes de datos.

La comparacion de estos perfiles reveld que ambos virus, a pesar de diferencias en las
tasas generales de mutacién, comparten una fuerte seleccion purificadora sobre
mutaciones con cambio de sentido y patrones de sustitucion nucleotidica (C>U, U>C,
A>@G, G>A) consistentes con la accion de enzimas de edicion del ARN del hospedador
(APOBEC/ADAR). Se identificé una variabilidad heterogénea por gen, con UTRs y
proteinas de superficie (E, M en ZIKV; NS2A, 2K en DENV) mostrando mayor
plasticidad, lo que posiciona a estas proteinas como puntos de interés para el desarrollo
de vacunas. En contraste con esta plasticidad, se observo que genes estructurales internos
y enzimaticos cruciales en ambos virus exhibieron una notable conservacion funcional.
Especificamente, en el virus del Zika, genes como ancC, NS2B, NS3, NS4 y NS5
mostraron tasas de mutacion considerablemente menores, indicativo de una fuerte presion
selectiva para mantener su funcion. De manera similar, en el virus del Dengue, los genes
que codifican enzimas virales esenciales como NS3 y NS1 destacaron por presentar las
tasas de mutacion mas bajas entre sus regiones codificantes. Esta marcada conservacion
en genes clave de ambos patdogenos los confirma como objetivos especialmente
prometedores para el disefio de farmacos antivirales de amplio espectro, ya que las

mutaciones en estos sitios serian probablemente deletéreas para el virus.

En conjunto, la herramienta desarrollada y los andlisis realizados han proporcionado
informacion valiosa sobre la dinamica evolutiva de ZIKV y DENV, cumpliendo el

objetivo de identificar patrones relevantes para futuras intervenciones biotecnologicas.
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9. AUTOEVALUACION

La realizacion de este Trabajo de Fin de Grado ha representado una oportunidad
invaluable para la integracion y aplicacion practica de los conocimientos y habilidades
adquiridos durante mi formacion dual en Biotecnologia e Ingenieria Informatica.
Considero que uno de los mayores logros personales y académicos de este proyecto ha
sido precisamente la capacidad de conjugar estos dos campos que me apasionan para
abordar un problema cientifico complejo, como es el analisis mutacional de genomas
virales. La aplicacion de herramientas y metodologias propias de la ingenieria
informatica, como el desarrollo de software, la optimizacioén de algoritmos y la gestion
de grandes volumenes de datos, para resolver una cuestion eminentemente
biotecnoldgica, ha reforzado mi conviccidon sobre la creciente necesidad y el enorme

potencial de la bioinformaética en la investigacion actual.

A lo largo del desarrollo del trabajo, considero que he logrado aplicar de manera efectiva
muchos de los conocimientos adquiridos a lo largo del grado en Biotecnologia. Aspectos
fundamentales como la estructura y funciéon del ADN y ARN, la organizacion del
genoma, los mecanismos de mutacion y los principios de la evoluciéon molecular han sido
claves para el andlisis y la interpretacion de los resultados. Asimismo, he podido
estructurar el trabajo siguiendo el formato de un articulo cientifico, cuidando tanto la
claridad como el rigor en la exposicion de los datos. También, destaco el esfuerzo
realizado en la bisqueda, seleccion y gestion de la bibliografia cientifica, lo cual me ha
permitido contextualizar adecuadamente el problema abordado y fundamentar
solidamente cada una de las secciones del trabajo. Esta experiencia me ha servido no solo
para consolidar conocimientos, sino también para desarrollar competencias esenciales en

investigacion y comunicacion cientifica.

Para concluir, me gustaria resaltar mi satisfaccion con el resultado final, ya que una de
mis mayores ilusiones al embarcarme en esta doble titulacion era precisamente descubrir
y explotar las sinergias entre la biotecnologia y la ingenieria informatica. Este proyecto
ha materializado esa aspiracion, permitiéndome no solo aplicar los conocimientos de
ambas disciplinas, sino también comprender de manera mas profunda como se pueden
complementar para generar soluciones innovadoras y eficientes en el dmbito de la

biotecnologia.
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