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1. Resumen

La infeccion por el virus del Dengue (DENV) es una de las enfermedades arbovirales con
mayor presencia a nivel mundial, considerandose un problema de salud publica. El cuadro clinico
de la enfermedad es bastante variado, pudiendo abarcar desde un estado febril hasta un amplio

rango de manifestaciones que pueden poner en riesgo la vida de los pacientes.

Actualmente no existe un tratamiento especifico para la enfermedad, por lo que es crucial
la bisqueda de farmacoterapias que modulen la replicacion viral y respuesta inflamatoria, un factor
clave en la progresion a formas severas. En este sentido, dos farmacos fueron de interés en este
proyecto. La ivermectina (IVM) ha demostrado interferir en la replicacion del DENV al inhibir la
integracion de proteinas no estructurales en el nticleo celular. Por su parte, el oseltamivir (OSV)
ha presentado actividad para inhibir la neuraminidasa 1 (Neu-1) al actuar sobre vias de sefializacién
que dan como producto la liberacion de citocinas inflamatorias' Aunque por separado ninguno de
los tratamientos ha demostrado eficacia clinica, se propuso que su combinacion pudiera ser mas

efectiva, al tener accion tanto sobre la replicacion viral como la respuesta inflamatoria desregulada.

Se encontré que la IVM evaluada de forma individual interfiere con la replicacion viral
unicamente a las 12 horas post infeccion (hpi), sin que su efecto se mantenga hasta las 24 hpi. Por
su parte, el tratamiento combinado de IVM y OSV no mostré ningtn efecto sobre la replicacion
viral. No obstante, notablemente la [IVM presentd potencial antinflamatorio al inhibir la secrecion
de TNF-a e IL-6, lo que sugiere una nueva brecha de investigacion orientada a elucidar el
mecanismo mediante el cual ejerce este efecto. Asimismo, el efecto antinflamatorio también se
observo tanto el tratamiento combinado con OSV como en el tratamiento con OSV de forma
individual. Sin embargo, no se demostré un efecto potenciado con la combinacion de los

tratamientos.



2. Abstract

Dengue infection is one of the most common arboviral diseases worldwide and is growing
as a global health concern. The infection exhibits a wide range of clinical manifestations, with
some patients developing life-threatening complications. Currently, there is no approved treatment
for this illness. For this reason, it is essential to investigate molecules or compounds with the
potential to act as pharmacotherapies for this disease. For this reason, we aimed to investigate two
drugs. Some studies have reported that ivermectin (IVM) interferes with Dengue replication by
inhibiting the nuclear import of nonstructural proteins. On the other hand, it is known that
neuraminidase (Neu) participates in cellular transduction by TLR to produce inflammatory
cytokines, and oseltamivir (OSV) has been shown to inhibit this enzyme. Although these drugs
have not shown clinical efficacy alone, in this study, we propose that the combination of OSV and
IVM could be more effective by inhibiting viral replication and dysregulated inflammatory

response.

We found that IVM individually interferes with Dengue replication only at 12 hpi, but not
at 24 hpi. Combined treatment of IVM and OSV didn’t show effectiveness on viral replication.
Even though, interestingly IVM showed antinflammatory potential by inhibiting TNF-a and IL-6
secretion. These breaks new grounds research to elucidate the mechanism of IVM as an
antinflammatory. We also found this effect using the combined treatment with OSV and OSV
individually.



3. Introduccion

El dengue es una enfermedad ampliamente distribuida a nivel mundial que tiene como
agente etiologico al virus del dengue (DENV). Este padecimiento se transmite de manera vectorial
a través de la picadura de mosquitos hembra del género Aedes. Principalmente son mosquitos de
especie aegypti, sin embargo, en algunos casos puede ser por albopictus (Bhatt et al., 2021a). El
DENYV pertenece al género Flavivirus, familia Flaviviridae y su genoma se compone por una
cadena de ARN de polaridad positiva (Adikari et al., 2020). Se han descrito cuatro serotipos para
el DENV (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) y todos ellos pueden provocar
manifestaciones clinicas (Calisher et al., 1989; Khan et al., 2023) . Dichas manifestaciones
presentan un amplio espectro que va desde un cuadro febril y malestar generalizado hasta un
cuadro grave que afecta a diferentes 6rganos (Roy & Bhattacharjee, 2021). Esta severidad se
atribuye a que hay una respuesta inflamatoria exacerbada que desencadena la produccion excesiva
de citocinas. En esta respuesta participan diversas células inmunitarias, por ejemplo, los
macrofagos que son células blanco del virus, pero ademas son importantes productoras de

citocinas. (Malavige et al., 2020).

Puesto que el dengue no posee un tratamiento especifico, es importante la busqueda de
farmacoterapias que permitan mediar la respuesta inflamatoria con el objetivo de que no se
manifieste un cuadro severo de la enfermedad. Particularmente, se ha demostrado que la
ivermectina (IVM), un farmaco antiparasitario, posee potencial antiviral in vitro contra el DENV
al inhibir la integracion de la proteina no estructural, NS3 y NS5 al ntcleo de la célula huésped
inhibiendo la replicacion viral (Denolly et al., 2023; Palacios-Répalo et al., 2023a). Por otro lado,
se sabe que la activacion de TLR4 aumenta la actividad de las neuraminidasas que participan en
la regulacion de citocinas inflamatorias. Inhibidores de la neuraminidasa 1 (Neu-1) como el
oseltamivir (OSV) han sido probados para mediar la accioén de estas enzimas, encontrandose una
disminucién en la produccion de estas moléculas (Amith et al., 2010; G. Y. Chen et al., 2014a).
Por tal motivo, en este proyecto se combind el OSV e IVM con el fin de evaluar su efecto en la
reduccion de la infeccion y la regulacion de la respuesta inmune generada por el DENV en el

macrofago.



4. Marco Teodrico

4.1. Epidemiologia

El DENYV es una enfermedad ampliamente distribuida a nivel global. De acuerdo con la
Organizacion Mundial de la Salud (OMS) su incidencia se ha incrementado notablemente durante
las ultimas dos décadas; por tal motivo representa un problema de salud publica (Organizacion
Mundial de la Salud, 2023). Si bien durante los primeros afios de la pandemia por COVID-19
(2019 a2021) no se registrd un pico de casos, para el 2023 se observo un repunte en todo el mundo,
teniendo una notificacion de un méximo histérico de més de 6.5 millones de casos y mas de 7300
muertes asociadas con la enfermedad. Inclusive, el DENV se ha extendido a regiones donde
anteriormente no estaban afectadas por el mismo, por ejemplo, se han documentado casos en el
sur del continente europeo, Estados Unidos y Nepal (Kretschmer et al., 2023; B. D. Pandey &
Costello, 2019). Esto se debe principalmente a la diseminacion del vector (en este caso, el mosquito
del género Aedes) posiblemente como consecuencia del cambio climatico. No obstante, la
expansion econdmica y urbanizacién continua con el incremento de la migracion de personas
también provocan que los serotipos del virus se diseminen a lugares donde no habia incidencia

previa (Pathak & Mohan, 2019).

Aunque el DENV se encuentra distribuido en mas de 120 paises, se presenta una mayor
incidencia de casos en regiones tropicales y subtropicales como El Caribe, Australia, América
Central, algunas regiones de América del Sur, el centro y sureste asidtico, asi como algunas

regiones de Africa (Khan et al., 2023) (Figura 1).
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Figura 1. Distribucion de casos de dengue a nivel mundial, datos de la OMS 2024 (Organizaciéon Mundial de la
Salud, 2024).



De acuerdo con la Organizacion Panamericana de la Salud (OPS) cerca de 500 millones de
personas en las Américas estan en riesgo de contraer infeccion por DENV. En 2024 se registraron
cerca de 13 millones de casos, representando un aumento del 300 % si se compara con lo reportado
en 2023 (Organizacion Panamericana de la Salud, 2025). Los paises mas afectados en ese afio
fueron Brasil con 2,376,522 casos, Argentina con 549,000, Pert con 188,326 y Bolivia con
133,779. Las tasas de incidencia acumulada mas elevadas se registraron en las subregiones del
Cono Sur con 862 casos por 100,000 habitantes, la subregién andina con 268 casos por 100,000
habitantes y México con 59 casos por 100,000 habitantes. Para 2024 se reportd una incidencia
acumulada de 1284 casos por cada 100, 000 habitantes, lo que representd un incremento de 209%
en comparacion con el 2023 durante el mismo periodo y 387% con respecto al promedio de los
ultimos 5 afios (Organizacion Panamericana de la Salud, 2025). Cabe mencionar que, para esta
semana en México se registraron cerca de 86, 000 casos de la enfermedad, siendo la cifra mas alta
en comparacion con otros paises de América. Es relevante mencionar que el DENV es el arbovirus
con mayor numero de casos en la Region de las Américas y sus picos epidémicos se producen de

manera repetitiva cada tres a cinco afios.

De acuerdo con datos de 2025, 16 paises en la region de las Américas han reportado la
circulacion del virus. En el caso de Brasil, Costa Rica, El Salvador, México, Panamé y Puerto Rico
los cuatro serotipos de DENV se encuentran circulando simultdneamente (Figura 2) (Organizacion

Panamericana de la Salud, 2025).
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Figura 2. Distribucion geografica de los serotipos de dengue en la Region
de las Américas (Organizacion Panamericana de la Salud, 2025).

4.1.1. El Dengue en México

En México circulan los cuatro serotipos de DENV, aunque actualmente, de acuerdo con el
Sistema Especial de Vigilancia Epidemioldgica a cargo de la Direccion General de Epidemiologia
(DGE), el que tiene mayor circulacion en la poblacion es el serotipo 3, seguido por el 2 (Secretaria
de Salud, 2026). Sin embargo, esto no se ha mantenido de manera constante, si nos remontamos

hace 5 afios el serotipo mas prevalente era el 2 seguido del 1 (Briseno-Ramirez et al., 2025).

Las infecciones por dengue tienen un un patrén ciclico en el que hay periodos de alta
transmisibilidad y periodos de baja transmisibilidad. Y después pasar, en el caso desde hace cuatro
décadas, ha aumentado significativamente en el pais. Y terminar con, para el cierre del 2024, por
los ltimos tres afios en el pais, en el 2023 hubo tanto, 2024 tanto, 2025 tanto. Y se puede ver que

estamos en una actualmente de baja transmisibilidad. Algo asi.

Desde hace 4 décadas el DENV ha aumentado significativamente en el pais (Briseno-
Ramirez et al., 2025). Si bien, hasta hace algunos afos la incidencia de casos era predominante
solo en algunos estados, en especial en zonas costeras, la realidad es que la enfermedad se

encuentra ahora distribuida en todo el pais.



No obstante, las infecciones por dengue presentan un patrén ciclico en el que existe un
repunte de casos cada 4 a 6 afios, por ello hay periodos de alta y baja transmisibilidad. De acuerdo
con datos de la Secretaria de Salud en Méxicopara el cierre de 2024 se reportaron cerca de 125 mil
casos de la enfermedad, una cifra bastante alta comparada con el cierre de 2025 donde se
reportaron cerca de 22 mil casos (Secretaria de Salud, 2025). Ademas, es importante mencionar

que desde hace 4 décadas el DENV ha aumentado significativamente en el pais

En este contexto, es relevante destacar que la poblacion mas afectada por el DENV en
México ya sea como dengue no grave (DNG) o dengue con signos de alarma (DCSA) y dengue
grave (DQ), son personas jovenes entre 10 y 19 afios. Esta tendencia ya se habia observado en
paises asiaticos y algunos en América hace algunas décadas (Verhagen & de Groot, 2014), sin
embargo, en México se ha hecho més notoria en los tltimos veinte afios. Incluso un estudio llevado
a cabo en 2014 muestra como durante la década de los 90 existe una mayor incidencia en
poblaciones adultas (24-64 afios), mientras que desde 2005 se observa un aumento en la incidencia
de casos en poblaciones jovenes (Torres-Galicia et al., 2014). Cabe mencionar que la incidencia

de esta enfermedad es similar para ambos géneros.

4.2. El Virus del Dengue: Estructura y Genoma

El DENV pertenece a la familia Flaviviridae género Flavivirus. Es un virus cuyas
particulas maduras tienen un tamafo cercano a 50 nm de diametro (Kuhn et al., 2002), sin embargo,
cuando se encuentra en su forma inmadura el didmetro es de aproximadamente 60 nm. Su material
genético se compone por una cadena de ARN en sentido positivo con una longitud aproximada de
11 kilobases y se encuentra cubierto por una capside proteica con estructura icosaédrica que se
envuelve en una capa lipidica proveniente de la célula huésped (Khan et al., 2023; Nanaware et
al., 2021). Ademas, el ARN del DENV posee s6lo un marco de lectura abierto (ORF) que se
encuentra flanqueado tanto en 5° como 3’ por regiones no codificantes (UTR). Este ORF va a
codificar para una poliproteina que sera la precursora de 10 proteinas maduras, de las cuales 7 son

no estructurales y 3 son estructurales (Harapan et al., 2020).

4.2.1. Proteinas Estructurales

En el extremo 5’ se codifican las 3 proteinas estructurales del DENV: capside (C) proteina

de membrana (M) y proteina de envoltura (E). Estas proteinas como su nombre indica, se ven



involucradas en la composicion de la particula viral que incluye la formacion de la cépside para
que pueda contener el ARN, asi como la formacién de la envoltura y maduracion (Nanaware et al.,

2021) (Figura 3A).

La proteina C es homodimérica y se encuentra estructurada por 100 residuos de
aminoacidos conteniendo 4 regiones a-hélice y un dominio intrinseco N-terminal. Su funcién es
la formacion de la capside para envolver el material genético del virus. La proteina de membrana
M es sintetizada como una proteina precursora denominada “prM” que se encuentra presente en la
particula viral inmadura y a través de proteasas celulares es escindida para generar a la proteina
madura M. PrM contiene dos fracciones: el dominio “pr”y el “M” y se conforma por 166 residuos
de aminoacidos, su funcion es actuar como una cubierta para proteger la fusion prematura de la
proteina E antes de la liberacion de la particula viral (Filomatori et al., 2026). Por ultimo, la
proteina E es una glicoproteinas conformada por 495 residuos de aminodacidos, en el virion maduro
se encuentra en forma de 90 homodimeros que yacen planos contra la superficie del virus formando
una cubierta proteica lisa. Su estructura presenta tres dominios: DI, DII y DIII y dos residuos
glicosilados de asparagina (N67 y N153) involucrados en el contacto con la célula hospedera (Li
& Kang, 2022; Poggianella et al., 2015). Esta proteina se encarga de mediar la fusion del virus con
la célula huésped y es la responsable de la determinacion del tropismo y virulencia (Meng et al.,

2015).

4.2.2. Proteinas No Estructurales
El ORF del DENV codifica para 7 proteinas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3,

NS4A, NS4B, y NS5) (Figura 3B) (Singh et al., 2025).

NSI1 es una proteina con un peso que oscila los 50 kDa, es sintetizada por células infectadas
por el DENV como mondmero, pero al asociarse a balsas en la membrana del reticulo
endoplasmico liso (REL) se dimeriza. Puede ser enviada al sitio de replicacion viral o ser secretada
en forma de hexamero a la superficie celular o el torrente sanguineo, donde durante la fase aguda
de la enfermedad circula y puede utilizarse como marcador diagnostico (Glasner et al., 2018). Se
sabe que estd involucrada en el complejo de replicacion viral (un ensamblaje multiproteico que se
une a membranas y es necesario para a sintesis de ARN), se ha propuesto que se asocia a
NS4A/NS4B participando en eventos tempranos de la replicacion, asi como favorecer la liberacion

de las particulas virales, sin embargo, los mecanismos exactos son desconocidos. En su forma
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secretada, posee un papel importante en la respuesta inmune y patogénesis al interaccionar con
proteinas del complemento favoreciendo la activacion en el endotelio e incrementando la

permeabilidad vascular (H.-R. Chen et al., 2018).

NS2A es una proteina hidrofobica transmembranal de aproximadamente 22 kDa que
participa en la replicacion y el ensamblaje de las particulas virales. Se ha demostrado que recluta

el ARN naciente, proteinas estructurales y proteasas al sitio de ensamblaje (Xie et al., 2019).

NS2B es una proteina integral de membrana de 14 kDa que consta de tres dominios
hidrofébicos y un hidrofilico, su porciéon C-terminal es responsable del sitio de reconocimiento
con NS3. NS2B actia como un cofactor de NS3 y el complejo formado por ambas proteinas se ve
implicado en la evasion de la respuesta inmune mediante la escision del factor 3 regulador de
interferon (IRF-3). El complejo NS2B/NS3 interactua con las mitocondrias y provoca la escision
de las membranas asociadas a las mitocondrias (MAM’s), esto conduce la fragmentacion de este

organelo y contribuye a la patogénesis de la enfermedad (Starvaggi et al., 2024).

La proteina NS3 (70 kDa) tiene varias funciones: en su region N- terminal compuesta por
180 aminoacidos posee un dominio con actividad proteasa, mismo que requiere de NS2B como
cofactor. De igual manera, la region entre los residuos de aminoacidos 180-618 presenta funciones

de helicasa, necesaria para la replicacion del ARN (Harapan et al., 2020).

NS4A es una proteina transmembranal de 16 kDa que desempefia un papel en la
remodelacion de la membrana del reticulo endoplasmico (RE) para que se forme el complejo de
replicacion viral. De igual manera, NS4B se encuentra dentro del complejo de replicacion e
interactia con NSI, NS2B y NS4A, permitiendo que NS3 y NS5 puedan encargarse de la
replicacion del genoma (Goh et al., 2024; Wang et al., 2022).

Por su parte la proteina NS5 tiene 900 residuos de aminoacidos y es la proteina mas
conservada en los cuatro serotipos del DENV. En su extremo N-terminal posee actividad de
metiltransferasa y guanidiltransferasa, necesaria para la metilacion del extremo 5° del ARN
gendmico. En su extremo C-terminal se encuentra un dominio de polimerasa dependiente de ARN
(RdRp), por lo que tiene actividad en el proceso de replicacion viral. NS5 también se une con NS3
en sus proximidades para formar el complejo replicasa cuando ésta desenrolla el ARN de doble

cadena que permite que NS5 utilice el ARN monocatenario como sustrato (El Sahili & Lescar,



2017). Ademas, se ha demostrado que induce la transcripcion y secrecion de IL-8 e inhibe la

respuesta de IFN-a, a través de la degradacion de STAT1 y 2 (Goh et al., 2024).

A
Porcion de virus Porcion de virus maduro
inmaduro
Proteina de Envoltura
Nucleocapsid
ARN monocatenario
Proteina de membrana
Pre-Membrana
B
Capside Envoltura
©) (E) NS2A NS3 NS4B
5 UTR Membrana NS1 NS2B NS4A NS5 3'UTR
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Figura 3. Estructura conformacional y genémica del virus Dengue (Dharmapalan et al., 2022; Goh et al., 2024). A) Estructura
conformacional de las proteinas estructurales del virus dengue en su forma madura e inmadura. La capside icosaédrica contiene el
ARN viral y estd formada por multiples copias de la proteina de C. La superficie de particulas inmaduras estd compuesta por las
proteinas prM y E asociadas a la membrana. La estructura madura contiene la forma madura de la prM. B) El ARN viral es traducido
como una poliproteina y procesada por proteasas celulares y virales.
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4.2.3. Ciclo de replicacion

El ciclo de replicacion del DENV comienza cuando mosquitos hembra del género Aedes
buscan alimentarse de sangre para poder poner sus huevos y que estos maduren. Si la hembra esté
ya infectada, el virus es inyectado en la piel del humano a través de la secrecion de las glandulas
salivales del mosquito (Mukherjee et al., 2019). Una vez dentro del organismo el DENV es capaz
de unirse a una gran variedad de moléculas, que le permite ampliar su capacidad para infectar a
diversas células dentro las cuales se incluyen, pero no se limitan a células epiteliales,
queratinocitos, células de Langerhans, fibroblastos, monocitos, macrofagos, células dendriticas,
células endoteliales, hepatocitos y linfocitos By T (Figura 4) (Duangkhae et al., 2018; Nanaware
et al., 2021).

A través de diferentes estudios se ha demostrado que el DENV se puede unir a varios
receptores, entre los que se encuentran los receptores de manosa y CD14 en monocitos y heparan
sulfato en macréfagos. De igual manera, en lineas celulares como HepG2 y Huh7, que son
utilizadas como modelo de hepatocito, se ha descrito una alta afinidad por el receptor de laminina
y claudina, respectivamente (Cruz-Oliveira et al., 2015; Nanaware et al., 2021). Sin embargo, el
virus también puede entrar a la célula por inmunocomplejos a través del receptor para anticuerpos
Fc (De La Guardia & Lleonart, 2014) . La molécula responsable de interaccionar con estos
receptores es la proteina E. Por su parte, mientras se da esta interaccion, la PrM facilita la union
viral al receptor de la célula huésped. En la mayoria de los casos, segun se ha reportado, la entrada
del DENV se produce por endocitosis dependiente de clatrina. Una vez que el virus entra a la
célula se envuelve en un endosoma recubierto por dicha proteina E en el interior de la célula, el
endosoma experimenta diferentes estadios de maduracion. Entre ellos se encuentra el endosoma
temprano cuyo pH es basico, sin embargo, algunas enzimas celulares lo reconocen y se unen a ¢l
para generar una disminucién de pH y crear un ambiente acidificado. Esto conlleva a que la
proteina E y la M sufran cambios conformacionales y que la envoltura viral se fusione con la
membrana del endosoma ocasionando el desensamblaje de la capside en el citoplasma donde el

virus libera su material genético (Nanaware et al., 2021b; Tuiskunen Biack & Lundkvist, 2013).

Cuando el ARN se libera en el citoplasma es traslocado al RE rugoso donde sirve de molde
para la sintesis de proteinas y la sintesis de nuevas copias de material genético. Aunque no se

conoce con exactitud el mecanismo por el cual el genoma del DENV es traslocado al RE rugoso,
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se cree que la maquinaria del citoesqueleto, que esta en constante modificacion se ve involucrada
en dicha traslocacion. EI ARN viral es traducido en una tinica poliproteina que se escinde por el
complejo proteico NS2b/NS3 y proteasas celulares. Una vez que se sintetizan las proteinas no
estructurales, estas necesitan acoplarse en una region sobresaliente del RE rugoso para formar el
denominado “complejo de replicacion”. Dicha region es necesaria para que el proceso de
replicacion del ARN se lleve de manera adecuada, a continuacion, se describe como es que se

genera su formacion. (Harapan et al., 2020; Nanaware et al., 2021; Sinha et al., 2024).

El extremo C terminal de la proteina NS3 tiene tres propiedades enzimaticas: ARN
trifosfatasa, nucleosido trifosfatasa y helicasa. La NS3 forma un complejo con la proteina NS5 y
participa en la replicacion mediante el desenrollamiento del ARN viral. En particular, se conoce
que NS3 y NS5 primero necesitan ser traslocadas al nucleo de la célula para poder ejercer su
funcion de manera Optima. Si bien este proceso no se encuentra descrito, se tiene evidencia de que
estas proteinas tienen presencia nuclear durante momentos tempranos en la infeccion (Palacios-
Répalo et al., 2021; Tay et al., 2013). La traduccion y maduracion de las proteinas virales provoca
cambios conformacionales en la membrana del RE con la finalidad de formar membranas
enroscadas y empaquetados vesiculares que se conectan con el citoplasma a través de una
estructura similar a un poro para suministrar nucleoétidos. Dichos paquetes contienen NS5, NS3,
otras proteinas NS ademdas de los factores del huésped que catalizan la replicacion del ARN
formando el complejo de replicacion. EI ARN que se sintetiza se puede utilizar para nuevas rondas
de traduccion o para la encapsidacion en nuevos viriones, ademds una cadena intermediaria de
ARN con polaridad negativa sirve como molde para la sintesis de nuevas cadenas de ARN con
polaridad positiva. El genoma replicado y las proteinas traducidas se ensamblan formando una
particula virica inmadura en el RE, esta se somete a un proceso de maduracion mediada por furina
en la red del trans-Golgi (TGN), donde cambia de morfologia espiculada a una lisa (forma
madura); durante la maduracion el dominio Pr se escinde del PrM, y M permanece en la particula
madura como proteina transmembranal. Por tltimo, el virus maduro es exocitado de la célula
infectada completando el ciclo de infeccion (Figura 5)(Harapan et al., 2020; Sinha et al., 2024;
Tuiskunen Béack & Lundkvist, 2013).
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4.3. Manifestaciones Clinicas de la Enfermedad

Aproximadamente el 70 a 80% de las infecciones por DENV son asintomadticas, sin
embargo, cuando hay manifestaciones clinicas los pacientes pueden experimentar diferentes
cuadros de la enfermedad, que van desde la fiebre hasta falla multiorganica (Paz-Bailey et al.,
2024; Zerfu et al., 2023). En general la infeccion por DENV puede cursar tres fases: fase febril,
fase critica (que puede o no presentarse) y fase de recuperacion, estas se resumen en la Figura 6.
No obstante, de acuerdo con los lineamientos mas recientes para el diagnostico, tratamiento y
prevencion del dengue de la OMS (2009), la enfermedad se clasifica en Dengue no grave (DNG)
o dengue sin signos de alarma, Dengue con signos de alarma (DCSA) y Dengue Grave (DQG)

(World Health Organization, 2009).

4.3.1. Dengue No Grave

El DNG se caracteriza por la fase febril de la enfermedad y tiene una duracién entre 2 'y 7
dias. Durante este periodo, las personas presentan fiebre alta (>38.5°C) acompanada de dolor
muscular, articular y retrocular, vémito, nausea, ademas de manifestaciones mucocutaneas como
rash, eritema facial y petequias. Si los pacientes no presentan mas sintomas, avanzan a la fase de
recuperacion, no obstante, algunas personas pueden experimentar la fase critica durante el 4° a 6°

dia de la enfermedad (Paz-Bailey et al., 2024).

4.3.2. Dengue con Signos de Alarma

El DNG puede evolucionar a DCSA, en esta fase la fiebre ha desaparecido, pero los
pacientes presentan vomito constante, dolor abdominal agudo, letargo o desasosiego, sangrado de
encias o nariz, hepatomegalia, aumento de los valores de hematocrito acompaiiado de la
disminucién de plaquetas y comienzan a acumularse fluidos (Paz-Bailey et al., 2024; World Health
Organization, 2009). Como en el estadio anterior, los pacientes pueden recuperarse o el

padecimiento puede avanzar a una fase mas severa.

4.3.3. Dengue Grave

Los pacientes que no mejoran en la fase previa desarrollan DG. En esta fase hay una severa
extravasacion del plasma que a su vez provoca una hemoconcentracion, esta se caracteriza por un
aumento de hasta mas del 20% en los niveles de hematocrito ademds de leucopenia y

trombocitopenia. La extravasacion del plasma puede ocasionar un estado de shock y aumenta el
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riesgo de desarrollo de hemorragia, particularmente en el tracto gastrointestinal. Al no tener una
irrigacidon optima, se puede llegar a un estado de deterioro multiorgénico, acidosis metabolica y

coagulacion intravascular diseminada (Tejo et al., 2024).

Durante la fase de recuperacién, empieza a presentarse una reabsorcién del fluido
extravascular que se asocia con una mejora en el estado clinico de los pacientes, los cuales también
llegan a desarrollar una erupcidon (en ocasiones con prurito) generalizada que se conoce como
“erupcion de recuperacion’ ocasionada por la liberacion de histamina por los mastocitos. De igual
manera, se ha descrito que algunos de los pacientes adultos pueden padecer fatiga severa, episodios

depresivos e insomnio y persistir con sintomas como cefalea, dolor muscular y articular (Paz-

Bailey et al., 2024; Tejo et al., 2024).
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Figura 5. Etapas de la enfermedad del Dengue. (World Health Organization, 2009).

4.3 4. Tratamiento

Actualmente, la enfermedad del DENV no cuenta con un tratamiento profilactico o
terapéutico especifico, entonces ante la ausencia de este, algunas guias médicas y el manual para
el manejo clinico de la OMS (2012) se centra en la clasificacion de grupos A, B y C. Los pacientes
del grupo A son personas con DNG sin comorbilidades o circunstancias sociales dificiles. Este
grupo pueden manejar la enfermedad desde su hogar mediante la administracion de paracetamol
por via oral, la ingesta abundante de liquidos y descanso (Paz-Bailey et al., 2024; World Health
Organization, 2012).
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Por otra parte, el grupo B representa a pacientes con comorbilidades (embarazo, diabetes,
asma, hipertension, falla renal, edad temprana o avanzada), personas con situaciones sociales
precarias y aquellas que padecen DCSA. Este grupo debe ser referido a un hospital para un
adecuado monitoreo y en caso de presentar DCSA, se administran soluciones cristaloides por via
intravenosa como solucion salina al 0.9 % o Ringer lactato. Para el grupo C el tratamiento es muy
similar al grupo B, sin embargo, los pacientes son trasladados al drea de cuidados intensivos donde
se les administran soluciones cristaloides y, en caso de presentar hemorragia severa, se pueden

realizar transfusiones (Paz-Bailey et al., 2024; Tejo et al., 2024; World Health Organization, 2012).

4.3.5. La Respuesta Inmune durante la Infeccion por Dengue

Durante la infeccion por DENV, tanto componentes de la inmunidad innata como
adaptativa participan con el objetivo de contrarrestarla. Cuando el DENV es introducido a través
de la piel, algunas células residentes que pertenecen al sistema inmune tienen un primer encuentro
con el virus. Algunas de estas incluyen a macréfagos y células dendriticas. Su reclutamiento al
sitio de entrada del DENV est4d mediada por senales quimioatrayentes y su migracion contribuye
al inicio de una respuesta inflamatoria. Estas células pueden reconocer al DENV debido a que
presentan receptores de reconocimiento de patrones (PRR’s) que especificamente reconocen
patrones moleculares asociados a patdgenos (PAMP’s) del virus (por ejemplo, el ARN)

(Fernandes-Santos y Azeredo 2022).

La interaccion entre los PRR’s y PAMP’s permite el inicio de una cascada de sefializacion
que culmina en la activacion factores de transcripcion como IRF-3, IRF-7 (Factores de Regulacion
de Interferon), NF-kB y AP-1. Estos factores promueven la expresion y secrecion de interleucinas
(IL’s) como IL-6, IL-8, TNF-a e IL-1p, asi como Interferones de tipo I (IFN a y IFN ). La unién
de IFN’s a sus receptores (IFNAR) conlleva a la activacion de cinasas JAK-1 y Tyk-2 que a su vez
fosforila a STAT-1 y 2 y permiten la induccion de genes estimulados por interferén (ISG’s) que
presentan funciones antivirales al interferir en el ciclo replicativo y generar asi un estado antiviral
(E. Yang & Li, 2020). De igual forma, tras la uniéon de IFN’s a sus receptores, se conduce la
produccioén de la cinasa PKR, la cual al activarse fosforila al factor elF2a promoviendo asi su union
irreversible con elF2B, impidiendo su participacion para la sintesis de proteinas virales. PKR
también fosforila IkB permitiendo asi la liberacion de NF- kB, que al translocarse al nucleo

promueve la expresion de citocinas pro-inflamatorias como IL-6 y TNF- a (Flint et al., 2020). Sin
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embargo, al igual que otros virus, el Dengue ha desarrollado distintas estrategias para evadir la
respuesta antiviral, por ejemplo, inhibiendo la expresion y accion de los IFN ao/f. Particularmente,
se ha descrito que la proteina NS2B3 participa en la degradacion de STING, mismo que se encarga
de fosforilar a IRF-316, NS5 puede degradar a STAT2 y NS2A, NS4A y NS4B inhiben la
activacion de STATI (Lee et al., 2022).

La liberacion de mediadores inmunolégicos tanto citocinas como IL-6, TNF-a, IL-1B y
quimiocinas como IL-8 y CCL-5 establece un microambiente inflamatorio y promueve el
reclutamiento de diferentes células entre las que se encuentran: células cebadas, monocitos,
neutréfilos, linfocitos NK y linfocitos T, cada una con respectivas funciones. Por ejemplo, las
células cebadas se encuentran en la piel y mucosas, que representan la primera linea de defensa
durante la infeccion por DENV. Se sabe que estas células estdn involucradas en el proceso
inflamatorio, cuando son estimuladas durante la infeccion por DENV producen y secretan
diferentes mediadores inmunologicos como citocinas, quimiocinas, histamina y prostaglandinas.
A pesar de que esto se relaciona con funciones protectoras, también se ha asociado con la severidad
de la enfermedad pues se ha demostrado que pacientes con DG presentan niveles elevados de
histamina en el plasma, proteasas y factor de crecimiento endotelial (VEGF) que se asocian con el

aumento de la permeabilidad y fuga vascular (Wan et al., 2018).

Por otra parte, los linfocitos NK participan para limitar la diseminacion viral debido a su
actividad citotoxica contra células que han sido infectadas, ademas de la produccion de IFN- y que
puede activar a células dendriticas y macréfagos (Zuo & Zhao, 2021). Los neutrofilos también son
reclutados al sitio de infeccion por DENV y de acuerdo con algunos estudios, se ha propuesto que
pueden formar NETs (trampas extracelulares de neutrofilos), mismas que juegan un papel crucial
ante la infeccion por patogenos (Muralidharan & Reid, 2021). La induccion de la formacion de
NETs se ha asociado al dominio III de la proteina E del DENV, de acuerdo con un estudio llevado
a cabo en modelo murino, al bloquear la interaccion de este dominio con los neutréfilos, se suprime
la formacion de netosis (Lien et al., 2021). Sin embargo, es importante resaltar que la produccion
excesiva de NETs puede conducir a procesos inflamatorios descontrolados. Particularmente en un
estudio llevado a cabo por (Opasawatchai et al., 2019), se encontr6 que en pacientes con DG existia
una cantidad mas elevada de componentes de NETs. Resaltando la funcionalidad de los

neutrofilos, en ese estudio se observo que en pacientes con DENV en fase aguda se presentaba un
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aumento de CD66b en dichas células, el cual es un marcador de activacion de granulocitos y
participa en la produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS) y la degranulacion, mismas que

poseen actividad antiviral.

Por otra parte, algunos estudios sugieren que la activacion excesiva del complemento esta
asociada a las fases criticas de la enfermedad; se ha descrito que los pacientes que cursan estos
estadios tienen niveles circulantes menores de la proteina C3, C4 y el factor del complemento
(FB), que es indicativo de un consumo constante. Ademas, las proteinas C3a y CS5a tiene
propiedades vasoactivas, que pudieran estar ligadas a la extravasacion del plasma que se presenta
en pacientes con DG (Carr et al., 2020). La activacion del complemento en la infeccion por DENV,
asi como en otros flavivirus esta relacionada a la proteina NS1; el mecanismo propuesto sugiere
que en infecciones secundarias los anticuerpos IgG contra esta proteina da lugar a la formacion de
inmunocomplejos (por ejemplo, con la proteina c1q) que activan la cascada de complemento para
producir los péptidos del complemento C3a y C5a, opsoninas y el complejo de ataque a membrana

(MAC).

Mientras las células del sistema inmune innato tratan de contrarrestar la infeccion, los
linfocitos B se activan por antigenos del DENV, lo que puede llevar a la produccion de anticuerpos
de clase IgM, seguido por IgG; Cabe mencionar que esta ultima respuesta producida es especifica
para el serotipo de la infeccion primaria. Estos anticuerpos tienen como blancos principales a las
proteinas NS1, E y PrM. Ademas, tras la infeccion las células dendriticas migran hacia los ganglios

linfaticos donde pueden activar a linfocitos CD4" y CD8" (Bhatt et al., 2021).

De acuerdo con diferentes estudios, se han identificado epitopos del DENV capaces de
inducir una respuesta especifica de las células CD4 "y CD8". Particularmente, los CD4 " reconocen
con mayor frecuencia péptidos de la capside, seguido de los provenientes de proteina de la
envoltura, NS3, NS2A/B y NS5; mientras que la respuesta de los CD8" se dirigen en mayor medida
a la NS3, y en menor grado a las proteina de la capside, NS5, NS4A/B (Tian et al., 2019). Esto
conduce a los CD8" a secretar perforinas y granzimas (respuesta citotdxica), aunque también

producen citocinas proinflamatorias.

Por otro lado, los CD4" activos se diferencian en linfocitos cooperadores Th1,2,9 etc.,
linfocitos T cooperadores foliculares (Tm) y linfocitos T reguladores (Treg). Los linfocitos Thl se

ven involucrados en la produccion de IFN-y, TNF-a e IL-2, los Th2 secretan 1L-4, IL-5, IL-10 e
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IL-13, estos a través de la accion de TGF-B e IL-4 pueden diferenciarse a Th9, los cuales se

expanden con la ayuda de TNF-a y se encargan de secretar I1-9 (J. Chen et al., 2019).

Por su parte, los Tm (que se encuentran en 6érganos linfoides secundarios) son importantes
para ayudar a los linfocitos B a generar anticuerpos con afinidad especifica para el serotipo que
esté infectando la célula. Durante la infeccion aguda por DENYV las células T se expanden y son
activadas durante la fase critica de la enfermedad. Por ultimo, los Tr; median la inflamacién a

través de la secrecion de TGF-3 e IL-10 (Cenerenti et al., 2022; Tian et al., 2016).

4.3.6. Mecanismos de inmunopatogénesis

No todas las personas que se contagian por DENV llegan a presentar un cuadro grave,
incluso como se menciond anteriormente, muchos de los casos son asintomaticos. A pesar de que
los mecanismos por los cuales la infeccion por DENV puede ocasionar sintomatologia grave no se
encuentran completamente elucidados, se ha propuesto que una compleja interaccion del virus, la
genética y la respuesta inmunitaria del huésped contribuyen a que se desencadene la patogénesis

de la enfermedad (Sinha et al., 2024).

Si bien muchos factores inmunologicos estan relacionados en la proteccion ante esta
infeccion, el DG est4 asociado a una elevada produccion de mediadores inflamatorios generados
por la activacion exacerbada de la respuesta inmune. Con base a ello, algunos de los mecanismos
que se proponen para tratar de explicar la patogénesis de la enfermedad son el aumento de la
infeccion dependiente de anticuerpos (ADE) por sus siglas en inglés, la reaccion cruzada de los
linfocitos T y un fendmeno que puede ocurrir a partir de estos dos que se conoce como “tormenta

de citocinas”. (Nanaware et al., 2021; Teo et al., 2023).

4.3.6.1. Aumento de la Infeccion Dependiente de Anticuerpos (ADE)

El aumento dependiente de anticuerpos (ADE) es un fendémeno inmunolédgico que se asocia
con un incremento en la severidad de la enfermedad en multiples infecciones virales, no solo por
DENV. La causa fundamental de este fendmeno se relaciona con los serotipos del virus. A pesar
de que estos se encuentran ampliamente relacionados, cada uno de ellos generara una respuesta
inmune especifica en el huésped, es decir que los anticuerpos IgG que se produzcan solo seran
capaces de neutralizar para el serotipo que infectd al huésped durante una infeccion primaria. Si

se llegara a presentar una infeccion secundaria por un serotipo diferente, los anticuerpos generados
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anteriormente no podran neutralizar la segunda infeccion (Teo et al., 2023). Dicho esto, el ADE
puede tener lugar a través de dos mecanismos: ADE extrinseco e intrinseco. En el primer
mecanismo, el complejo anticuerpo-virus se une a los receptores Fcy (FcyR) presentes en células
inmunes como monocitos y macréfagos, infectandolos de manera mas eficaz provocando una
replicacion masiva y un aumento en la carga viral. Por su parte, el ADE intrinseco describe las
funciones efectoras mediadas por el Fc, manifestandose con la liberacion de mediadores
inflamatorios, la disminucién de la respuesta inmune innata y el fomento de la proliferacion viral

(Aynekulu Mersha et al., 2024; Sawant et al., 2023).

4.3.6.2. Reactividad Cruzada Mediada por Linfocitos T

Por otra parte, también se ha propuesto que durante una infeccién secundaria por un
determinado serotipo pueden dominar linfocitos T con reactividad cruzada que se generaron contra
un serotipo especifico durante una infeccion primaria, este fendmeno que se conoce como “pecado
antigénico original”. Este acontecimiento sugiere que durante una infeccion secundaria por DENV,
la expansion de linfocitos T de memoria que ya existian por la infeccion primaria posee una menor
avidez y conduce a una respuesta diferente de la que se origind por el antigeno inicial. Si bien no
se tiene un control viral efectivo, se produce una respuesta inmune aberrante que conduce al
fenomeno de la tormenta de citocinas. Esta respuesta de linfocitos T esta correlacionada con fases
criticas por la infeccion por DENV, donde se producen en gran medida TNF-a e IFN-y, estas en
conjunto con otras citocinas se ven involucradas en la potenciacion de la inflamacion y la
alteracion de la permeabilidad vascular (Figura 7). Esta hipotesis esta respaldada por algunos
estudios donde se ha observado que los linfocitos T especificos para cierto serotipo de DENV se
encuentran con mayor frecuencia en pacientes con DG en comparacion de pacientes con DNG

(Elong Ngono & Shresta, 2019; Mapalagamage et al., 2022; Rivino, 2018).
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Figura 7. Reactividad cruzada por linfocitos T.

Si bien los linfocitos T trabajan en conjunto con otros componentes del sistema inmunitario

para contrarrestar la infecciéon por DENV, en algunos pacientes algunas de estas respuestas se

encuentran desreguladas y pueden provocarles un dafio a través del fenomeno conocido como

“tormenta de citocinas”. Este fendmeno se caracteriza por la produccion exacerbada de citocinas

como IL-1, IL-6, IL-2, IL-10, TNF-a, IFN-a e IFN-y, y puede ser observado durante el dengue con

signos de alarma o dengue grave. La tormenta de citocinas se produce como resultado del

desequilibrio entre las respuestas Th1l y Th2. La sobreproduccion de IL-10 que se genera con el

objetivo de suprimir la accidon por citocinas inflamatorias, termina por disminuir la actividad de

los interferones (Nanaware et al., 2021; Srikiatkhachorn et al., 2017).

21



Por otra parte, las citocinas pueden inducir la produccion y liberacion de mas citocinas y
otros mediadores lo que conlleva a que se forme una red compleja de interacciones dando como
resultado el incremento de un gran numero de diferentes mediadores. Por ejemplo, los macrofagos
producen especies reactivas de nitrégeno tras la liberacion de factores citotdxicos, esto a su vez
estimula la respuesta de los linfocitos Th2 (Nanaware et al., 2021). Ademas, junto con los
monocitos activados, los macrofagos a través del TLR4 conducen la aparicion de la tormenta de
citocinas al producir TNF-a e IL-1p. Esto provoca que se activen otras vias de sefializaciéon como
p38/INK y JAK/STAT permitiendo la produccion de IL-6 (Kong Yong et al., 2022; Masood et al.,
2018). La liberacion de todos estos mediadores esta asociada al dafio endotelial, fuga vascular y
dafio hepatico, que a la vez conlleva a problemas de coagulacion, sangrado y en conjunto falla

multiorgénica (Figura 8)(Malavige & Ogg, 2024).
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Figura 6. Esquema general de la produccion de citocinas durante la infeccion por DENV. (Imagen realizada en BioRender)
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4.3.8. Mediadores de la respuesta inmune

Algunos estudios han descrito la presencia elevada de mediadores como TNF-a, IL-6,
IFN’s, IL-8, IL-10, IL-1B, TGF-B1, por mencionar algunos, en las formas severas de la enfermedad
(Jiravejchakul et al., 2025; Sood et al., 2020). Estos mediadores pueden influir de forma directa o

indirecta en algunos de los signos y manifestaciones que se presentan en dichos cuadros.

En particular, la alta produccion de TNF-a altera las uniones estrechas entre las células
endoteliales permitiendo asi la fuga vascular y por ende la disfuncion del endotelio. Con relacion
a esto, otros mediadores como neuraminidasas y la catepsina L también son generados durante la
infeccion y estos contribuyen a la degradacion del acido sidlico, un componente importante del
glicocalix endotelial. Un estudio llevado a cabo por (Puerta-Guardo et al., 2019) donde se evalud
el efecto de la proteina NS1 de diferentes flavivirus sobre el 4cido sidlico de distintos tipos de
células endoteliales, reveld que la NS1 de Dengue tiene un efecto mayor en la degradacion de este

glicano en comparacién con el resto de los flavivirus (Figura 9).
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Figura 7. Efecto de NS1 de flavivirus sobre células endoteliales. El virus de Dengue genera una mayor degradacion en
comparacion con el resto de los flavivirus. Imagen tomada de (Puerta-Guardo et al., 2019)
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A su vez, la IL-6 también se ve involucrada en el cambio de la permeabilidad vascular al
aumentar la secreciéon de mediadores como fosfolipasa A2 (Masood et al., 2018). Asi mismo, un
estudio llevado a cabo por Imad et al., 2020 (Imad et al., 2020) sugiere que durante la infeccion
por DENV el sistema endotelial se activa y se produce IL-6 en altos niveles, lo que se asocia a
hemorragias y a dafio en el higado que culmina en hepatitis. Esta citocina también participa en la
induccion de la fiebre y la inflamacion. Se ha demostrado que puede aumentar los niveles de la
proteina C reactiva y afectar la cascada de coagulacion ya que disminuye la produccion del Factor

XII, el cual se encarga de iniciar este proceso por la via intrinseca (Id & Getawa, 2021).

Por otra parte, otra citocina identificada en pacientes con cuadros severos de la enfermedad
es la IL-1 B. Este mediador actia como inductor pirégeno, iniciador de la inflamacion o bien puede
estimular también la produccion de otros mediadores. Ademas, se tiene evidencia que la IL-13 en
conjunto con TNF-a también incrementa la permeabilidad vascular. Particularmente, en un estudio
in vivo se demostr6 que IL-1p inducia fuga vascular en ratones ademas de generarles dafio en tejido
hepético y bazo (Pan et al., 2019). Tratando de explicar un posible mecanismo, en un estudio in
vitro se demostrd que la IL-1f disminuye los niveles de VE-cadherina en células endoteliales,
provocando una disrupcion en estas células. Otros estudios sugieren que provoca que las plaquetas
produzcan mayores cantidades de 6xido nitrico, lo que podria correlacionarse con la hemorragia y

fuga vascular (Mendonca et al., 2022)

En pacientes con DG también se han encontrado altos niveles de citocinas antinflamatorias,
como IL-10. Sin embargo, se ha descrito que dependiendo de las variaciones genéticas de este
mediador se pueden presentar diferentes efectos, por una parte, una mayor accion protectora, pero
por la otra efectos asociados a la patogénesis (Duc Anh et al., 2025). Particularmente, en este
aspecto, la alta produccion de IL-10 se ha asociado a apoptosis de linfocitos T y un mayor nimero
de linfocitos atipicos (Jiravejchakul et al., 2025). También, algunos estudios plantean que este
mediador puede afectar la respuesta de los IFN’s tipo I y por lo tanto provocar que la carga viral

persista por mas tiempo (Tsai et al., 2013).
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5. Antecedentes

Durante una respuesta inmune primaria, el DENV es reconocido por los receptores de
reconocimiento de patrones (PRR’s) que se encuentran presentes en células como macrofagos,
células de Langerhans y células dendriticas. Dentro de los PRR’s se encuentran los receptores tipo
Toll (TLR), que se encargan de reconocer patrones moleculares asociados a patdogenos (PAMPs)
virales para desencadenar una determinada respuesta inmunoldgica (Fernandes-Santos & de
Azeredo, 2022; Kayesh et al., 2021). Se han descrito 13 miembros de TLR en mamiferos, de los
cuales solo 10 han sido identificados en el ser humano; estas moléculas al interactuar con ciertos
ligandos de patdgenos activan cascadas de sefalizacion que culminan en la produccion de
mediadores inmunolégicos. Se sabe que los TLR endosomales (TLR3, TLR7, TLR8, TLRY) se
encargan de reconocer acidos nucleicos como ARN de una cadena o doble, asi como DNA y estan
asociados con las infecciones virales. No obstante, se ha sugerido que mas de un TLR puede estar
involucrado en el reconocimiento del DENV (Fernandes-Santos & de Azeredo, 2022; Luan et al.,
2024). De acuerdo con diferentes reportes, en algunos pacientes con DNG se ha encontrado la
expresion de TLR3 y TLRO en células dendriticas (Torres et al., 2013), mientras que en pacientes

con DG se ha reportado la expresion de TLR4 y TLR7 (de Kruif et al., 2008).

De manera general, el mecanismo propuesto para la activacion de los TLR sugiere que su
asociacion con proteinas Siglec (que se encargan de unir acido sialico) impide su dimerizacion y
por lo tanto no se activan. No obstante, cuando el TLR reconoce un agonista, un complejo
enzimatico compuesto por Neu-1 y una metaloproteasa ejercen su accion para desencadenar
sefiales con el objetivo de iniciar una respuesta inflamatoria. Particularmente, Neu-1 migra hacia
la membrana celular donde remueve residuos de acido sialico en enlaces a-2,3 asociados a residuos
B-galactosil causando la separacion de proteinas Siglec de los TLR y por lo tanto permitiendo su
dimerizacion. Este conjunto de procesos permite que se induzca una cascada de sefializacion
iniciada por MyD88 que culmina con la activacion de NF-k3 que a su vez habilita la produccion
de citocinas inflamatorias como TNF-a, IL-1B e IL-6 (Figura 10) (Abdulkhalek & Szewczuk,
2013; Amith et al., 2010; G. Y. Chen et al., 2014). Por este motivo, el efecto de la Neu-1 en la
activacion de la respuesta inmune la convierte en un potencial blanco terapéutico en enfermedades
donde la produccion de citocinas inflamatorias ejerza un dafo a los pacientes. De acuerdo con

algunos estudios, farmacos como el OSV ha mostrado potencial para inhibir la Neu-1 y asi inhibir
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vias de sefializacion que a su vez evitan la produccion de citocinas inflamatorias (Amith et al.,

2009; O’Shea et al., 2014).

TLR en reposo TLR activado
TLR Siglec PAMP

MMP3
Neu-1

MyD88
PP "

|
mmp3  MYD88 e, 16

SRC. 25

Activacion de NF-«xB

Figura 8. Esquema general de la activacion del TLR. El TLR en reposo se encuentra asociado a moléculas que reconocen acido
sidlico y por lo tanto no puede dimerizarse y desencadenar una respuesta. Sin embargo, cuando esta activado, un complejo
enzimatico que involucra a la neuraminidasa 1, se encarga de translocarse a la superficie celular para remover los residuos de acido
sidlico y permitir la dimerizacion del TLR desencadenando la liberacion de citocinas inflamatorias. (Imagen realizada en Bio-
Render).

5.1. Oseltamivir

Quimicamente el OSV es un etil éster que puede estar conjugado a un grupo fosfato y tiene
un peso molecular de 410.4 g/mol. Esta molécula es utilizada como tratamiento de la infeccion por
el virus de la influenza. E1 OSV se administra de forma oral como un profairmaco en su estructura
de oseltamivir fosfato, y cuando se metaboliza por enzimas hepaticas es transformado a su forma
activa (oseltamivir carboxilato). Su mecanismo de accion radica en la union e inhibicion del sitio
activo de las neuraminidasas que se encuentran en la superficie de los viriones; estas proteinas son
importantes para la entrada viral en las células no infectadas, para la liberacion de particulas virales

recién formadas y para la propagacion de los viriones en el organismo (Figura 11).
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Figura 9. Mecanismo de accion del oseltamivir. El oseltamivir es un profarmaco cuya forma activa es el
oseltamivir carboxilato, este inhibe la actividad de las neuraminidasas evitando la liberacion de viriones de
influenza.

5.1.1. Efecto del Oseltamivir y la Produccion de Citocinas Inflamatorias

A pesar de que el OSV es un farmaco que inhibe las neuraminidasas del virus de la
influenza, algunos estudios han demostrado que también puede inhibir las neuraminidasas
celulares. De acuerdo con los estudios de Abdulkhalek y colaboradores, OSV fosfato inhibe la
actividad de Neu-1 cuando células dendriticas y monocitos de raton son estimuladas con LPS. La
unidn de este ligando con TLR4 aumenta la actividad de sialidasas, particularmente Neu-1 y Neu-
3 provocando la produccion de citocinas inflamatorias como IL-5, IL-12-p40 y TNF, la inhibicion
de la Neu-1 por OSV reduce la produccion de dichas citocinas. De igual manera, se ha demostrado
que el OSV fosfato inhibe la activacion de NF-k3 en macréfagos de ratdon y en consecuencia la

produccion de citocinas inflamatorias, asi como 6xido nitrico (Amith et al., 2010).

En estudios realizados por el mismo grupo de trabajo, se ha demostrado que la unién de

ligandos como LPS a TLR-4 aumenta la actividad de sialidasas, en su mayoria Neu-1 y Neu-3 que
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se encuentran en la membrana de células dendriticas y macrofagos. La Neu-1 retira los residuos
2,3-sialil asociados a galactosa permitiendo la dimerizacion de TLR-4 y por consecuente la
activacion de la metaloproteinasa 9 (MMP-9). Especificamente, la actividad de estas sialidasas
aumenta la produccion de IL-6, IL-12-p40, y TNF inducida por LPS; ademas, se observd una
inhibicidn de su actividad por Tamiflu® (Oseltamivir fosfato) reduciendo la produccion de estas

citocinas, en la respuesta a LPS (Abdulkhalek et al., 2011; Abdulkhalek y Szewczuk, 2013).

5.2. Ivermectina

La IVM es un medicamento semisintético derivado de las avermectinas (Figura 12) que se
utiliza para el tratamiento de enfermedades parasitarias como oncocercosis, estrongiloidiasis,
tricuriasis, entre otras (Crump & Omura, 2011). No obstante, en la actualidad se encuentra
reposicionado para el tratamiento de lesiones inflamatorias asociadas a la rosacea (Cardwell et al.,

2016).

El mecanismo de accion antiparasitario de la IVM radica en su union selectiva a los canales
de cloruro que se activan por glutamato en células musculares y nerviosas de los helmintos. Esta
unioén provoca un aumento de la permeabilidad de la membrana celular a los iones cloruro y por
lo tanto se da lugar una hiperpolarizacion de la célula provocando la parélisis y muerte de los
pardsitos. De igual manera actia como agonista del 4cido gamma-aminobutirico (GABA)
activando canales de cloro sensibles alternado la transmisién neurosinaptica mediada por este

neurotransmisor en el sistema nerviosos central (Martin et al., 2021).
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Figura 10. Estructura quimica de la ivermectina.

En estudios in vitro se ha demostrado el potencial antiviral de la IVM ante virus como el
VIH, Chikungunya y flavivirus incluyendo DENV (S. N. Y. Yang et al., 2020). Por ejemplo, se ha
reportado que la IVM actia inhibiendo la importacion de NS5 debido a la inhibicion de las
importinas nucleares IMPo/B1 desencadenando una disminucion de la replicacion viral. Este hecho
es relevante ya que a pesar de que la NS5 de DENV desempeia un papel importante en la
replicacion viral en el citoplasma de la célula huésped, se ha descrito que su presencia en el nticleo
celular es indispensable durante etapas especificas de la replicacion viral (Mastrangelo et al.,
2012). Asimismo, otros autores han demostrado que la IVM también actia sobre la via de la
IMPo/B1 para impedir el transloque de la proteina NS3 al nucleo alternado la replicacion del
DENV (Palacios-Rapalo et al., 2023a). Por ultimo, se ha encontrado que la IVM también inhibe
la secrecion de la NS1 hacia el medio extracelular a través de la alteracion de su plegamiento en
el RE; existen proteinas chaperonas que actiian con NS1 como la GRp78 que se encuentra de
manera abundante durante la infeccion por DENV y que actian a través de la activacion de la
respuesta a proteinas no plegadas (UPR). La IVM bloquea el transporte de factores de transcripcion
necesarios para UPR impidiendo asi la regulacion de GRp78 y por lo tanto la secrecion de NS1

(Denolly et al., 2023).
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A pesar de que se tiene esta evidencia antiviral de la IVM in vitro, en el unico estudio
clinico que se ha reportado hasta el momento, no se observé el mismo resultado. En el ensayo
llevado a cabo por (Suputtamongkol et al., 2021) se evaluo el efecto de la IVM en pacientes con
DENYV y que cursaban manifestaciones clinicas de riesgo y severas para ver si se observaba alguna
mejoria en ellos. Sin embargo, lo que observaron fue que las muestras de suero de pacientes que
recibieron el tratamiento con IVM presentaban una disminucién de la NS1, més no se veia una

mejora en el cuadro clinico de la enfermedad.

Es conocido que la IVM fue de gran interés durante la pandemia por COVID-19, sin
embargo, su uso genera controversias puesto que actualmente no se encuentra aprobado por
regulaciones sanitarias para el tratamiento de infecciones virales. A pesar de ello, varios estudios
clinicos mostraron que en los pacientes tratados con IVM la carga viral disminuia, y en algunos
casos, aunque se presentaban sintomas de la enfermedad, no se tenia que intubar a los pacientes

(Awad et al., 2022).

5.3. Tratamiento Combinado de Ivermectina y Oseltamivir

A pesar de que la IVM y el OSV son medicamentos que actualmente fungen como
tratamientos aprobados por instituciones sanitarias correspondientes y que se pueden describir
como agentes inocuos, estos al igual que otros faArmacos podrian presentar interacciones cuando

son evaluados en combinacion.

En la practica clinica es de utilidad utilizar diferentes bases de datos para evaluar las
posibles interacciones entre medicamentos. Ejemplos de ellas son Micromedex y Multum
MediSource Lexicon (MMSL) (Fung et al., 2017). Al buscar posibles interacciones entre OSV e
IVM no se encuentra informaciéon que indique alguna de ellas en estas bases de datos. Ademas,
actualmente no se tienen estudios in vitro, in vivo o ensayos clinicos donde se evalu¢ la interaccion
o posible toxicidad que generen estos farmacos. Sin embargo, en un analisis in silico donde se
evalu6 la combinacioén de ivermectina, oseltamivir y otros firmacos, se sugiere que cuando se
utilizan en conjunto hay una buena inhibicion de una proteasa viral de SARS-CoV-2 y se propone
que dichas combinaciones pudieran ser utilizadas en la terapia por la enfermedad (Arouche et al.,

2021).
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6. Justificacion

De acuerdo con datos de la OMS, se estima que cerca de 500 millones de personas en
América estan en riesgo de contraer dengue convirtiendo a esta infeccion en un problema de salud
publica. En México, en las tltimas décadas el nimero de casos se ha incrementado notablemente.
A pesar de que el indice de mortalidad no es alto comparado a otros patdégenos, una de las
repercusiones de esta enfermedad radica en el impacto econémico, acorde a Laserna et al, 2018
(Laserna et al., 2018) el costo anual promedio para el dengue en 2018 fue de mas de USD 3.000
millones (tomando datos de varios paises de América Latina). Ademas, de acuerdo con datos del
Instituto Nacional de Salud Publica (INSP) la carga econdmica del DENV en México oscila los
170 millones de dolares anuales. Los costos directos estan representados por la inversion monetaria
al Sistema de Vigilancia Epidemiologica ademas de los casos de los pacientes hospitalizados. La
hospitalizacion de pacientes por infeccion del DENV se debe a que presentan alteraciones
sistémicas mediadas en gran parte por la produccion de citocinas inflamatorias. Destacando que la
infeccion por DENV no posee un tratamiento especifico, es importante llevar a cabo estudios que
permitan proponer posibles farmacoterapias que logren mediar la respuesta inflamatoria evitando
asi que no se presenten las manifestaciones graves de la enfermedad. Asimismo, este proyecto
hace relevante la reposicion de farmacos mediante la evaluacion de dos medicamentos que son
utilizados para el tratamiento de otras enfermedades y que actualmente se encuentran aprobados
por las regulaciones sanitarias correspondientes. El reposicionamiento de farmacos es esencial
para buscar terapias eficaces para otras enfermedades que permitan reducir los costos y plazo de

desarrollo de medicamentos.
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7. Hipdotesis

El tratamiento combinado de ivermectina/oseltamivir disminuira la replicacion viral y la

secrecion de TNF-a e I1-6 en las células THP-1 infectadas por virus dengue.
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8. Objetivos

8.1. Objetivo General

Evaluar el efecto de la combinacion de ivermectina/oseltamivir en la infeccion y secrecion

de citocinas TNF-a e IL-6 sobre células THP-1 infectadas por virus dengue.

8.2. Objetivos Particulares

1. Determinar la toxicidad de la combinacion de ivermectina y oseltamivir sobre células THP-1

diferenciadas a macréfago.

2. Determinar el efecto de la combinacién de ivermectina y oseltamivir sobre el porcentaje de

infeccion en células THP-1 diferenciadas a macréfago.

3. Evaluar el efecto de la combinacion de ivermectina/oseltamivir sobre la expresion y secrecion

de IL-6 y TNF-a en células infectadas.
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9. Metodologia

9.1. Cultivo y Diferenciacion de células THP-1
Las células THP-1 (ATCC TIB 202) se crecieron en medio RPMI-1640 Advanced (Gibco)
complementado con 100 mM de Glutamina y 3% de suero fetal bovino (SFB), se cultivaron en un

ambiente al 5% CO2 y a 37°C, sin agitacion.

La diferenciacion de las células se llevo a cabo en placas de cultivo de 24 pozos. En cada
pozo se colocaron cubre objetos redondos previamente esterilizados, y se sembr6 una densidad 1.2
x 10° células por pozo en un volumen de 0.5 mL de medio RPMI advanced suplementado con 3%
de SFB y forbol 12-miristato 13-acetato (PMA) 10 nM. Las células se incubaron durante 72 h en

una atmosfera con 5% COz a 37 °C, sin agitacion durante 72 horas.

9.2. Determinacion de la Citotoxicidad de los farmacos por el Ensayo de MTT

Para el ensayo de MTT, primero se realizo un analisis para determinar el nimero de células
que se tenian que sembrar en una placa de 96 pozos. Existen diferentes protocolos que sugieren un
numero determinado de células dependiendo la tasa de duplicacion de las células, sin embargo, la
linea celular de THP-1 una vez que esta diferenciada ya no se duplica. Para la prueba se sembraron
desde 4 x 10° hasta 6.4 x10* células por pozo en un volumen de 100 pL para diferenciarlas con
PMA 10 nM por 72 h. Posterior a la diferenciacion, se sigui6 la metodologia descrita por
(Freshney, 2016) con algunas modificaciones: se realiz6é un lavado con PBS y se afiadieron 100
puL de RPMI Advanced y 20 pL del reactivo de MTT (5 mg/mL). La placa se incubd en resguardo
de laluz a 37°C por 4 h. Pasado el tiempo de incubacion, se retir6 el medio con el reactivo de MTT
y se afadieron 100 uL. de DMSO y 25 uL del Buffer de Sorensen. Se incub6 la placa a temperatura
ambiente por 10 minutos para después leer la densidad 6ptica a 570 nm en un lector de microplaca

(BioTek, Epoch). Se realizaron triplicados en tres ensayos independientes.

Una vez que se determind el nimero de células a sembrar por pozo, se procedio con el
ensayo de toxicidad con los farmacos de interés. Para ello se prepararon soluciones stock de [IVM
al 0.05 M en etanol al 70% y OSV 0.01 M. Se sembraron 3 x 10* cel/pozo en una placa de 96
para posteriormente diferenciarlas como se ha descrito anteriormente. Posterior a la
diferenciacion se colocaron por separado cada uno de los tratamientos de interés, en el caso de la

IVM se realizaron diluciones a partir del stock y con medio RPMI para tener concentraciones
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finales de 0.01, 0.05, 0.1, 0.5 1 y 5 uM en 200 puL por pozo. Como vehiculo (control negativo)
se utilizo etanol al 0.01%. En el caso de OSV se utilizaron concentraciones de 0.1, 0.5, 1, 5, 10
y 50 uM y como vehiculo el medio RPMI solo. Como control positivo de muerte celular se utilizo
DMSO al 10%. El tratamiento con los fArmacos fue de 72 h y después de este tiempo se siguid
la metodologia descrita en el parrafo anterior para afadir el reactivo de MTT. Se realizaron

triplicados en tres ensayos independientes.

9.3. Evaluacion del efecto del Oseltamivir sobre la actividad de Neuraminidasa

La evaluacion de actividad de enzimas neuraminidasas se realiz6 por medio de microscopia
de epifluorescencia siguiendo la metodologia de Abdulkhalek et al., 2011. Las células se
diferenciaron siguiendo las condiciones del apartado 6.1, en cajas de 24 pozos sobre cubreobjetos.
Para realizar el analisis, las células diferenciadas se colocaron en arresto con medio RPMI

advanced sin suero fetal bovino 3 horas antes del ensayo.

Los cubre objetos con las células diferenciadas se extrajeron de las cajas y se colocaron
sobre portaobjetos con las células adheridas hacia abajo. Previamente sobre los portaobjetos se

colocaron los reactivos de la siguiente forma:

Ensayo Reactivo
PBS 4-MUNANA LPS DANA OSv
Control 4 uL 2 uL
Control Positivo con LPS 2 uL 2 uL 2 uL

LPS y tratamiento con 2 uL 2 uL 2 uL
DANA

LPS y tratamiento con 2 uL 2 uL 2 uL

OSVv

Los reactivos se colocaron conforme seria analizada cada muestra bajo el microscopio.

El sustrato 4-MUNANA es hidrolizado por las neuraminidasas, generando el fluor6foro
libre 4-metilumbeliferil, que tiene una emision de fluorescencia de 450 nm (color azul) después de
una excitacion a 365 nm. Las imagenes fueron tomadas entre 1 y 5 minutos después, utilizando
microscopio de epifluorescencia (Zeiss Imager objetivo 20X), y las imégenes se analizaron con el
programa Axio imager. Para hacer un anélisis mas cuantitativo se utilizé el software Image J para

estimar la Intensidad Media de Fluorescencia.
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9.4. Expansion del Dengue 2 cepa Nueva Guinea

El virus Dengue serotipo 2 de la cepa Nueva Guinea C (DENV-2 NG) fue donado por el
Dr. Salvador Hernandez del Instituto Nacional de Salud Publica (INSP). Los ratones BALB/c
fueron donados por el CISEI (Centro de Investigaciones sobre Enfermedades Infecciosas) del
INSP. Para la expansion del stock viral se utilizo el protocolo descrito en el “Manual de las técnicas
de laboratorio para el estudio de los Virus del Dengue” del Instituto Pedro Kouri del 2005, para
aislar virus a partir de cerebros de ratones neonatos infectados, por puncion intracraneal. Para esto,
inicialmente, se desinfectaron con etanol al 70%, las cabezas de ratones BALB/c de 1-3 dias de
nacidos se inocularon por puncién intracraneal 20 UL del virus. Posteriormente, los ratones fueron
observados diariamente durante 5 dias hasta que comenzaron a presentar sintomas de infeccion
(caracterizado generalmente por un cuadro encefalico, que comprende erizamiento del pelo,
marcha en punta de patas, ausencia de leche en vientre, temblores, paralisis en las patas) causados

por el efecto citopatico en tejido cerebral.

Cuando los ratones mostraron sintomas de paralisis (4 a 5 dias post inoculacion), se
procedio a sacrificarlos y se almacenaron a -70°C. Los ratones se sumergieron en etanol al 70% y
posteriormente se recuperd el tejido cerebral por medio de una jeringa. Los cerebros se
homogenizaron y centrifugaron a 13000 rpm por 1 hora a 4°C. El sobrenadante fue filtrado en

membrana de 0.2pm y se realizaron alicuotas, las cuales se mantuvieron a -70°C hasta su uso.

9.5. Titulacion del Stock Viral

Para la titulacion del stock viral se utilizo el ensayo de formacion de placas en monocapas
confluentes de células BHK-21 (ATCC CCL-10), siguiendo la metodologia descrita en el Manual
de las técnicas de laboratorio para el estudio de los Virus del Dengue del Instituto Pedro Kouri del

2005.

Las células se sembraron a una concentracion de 2.5 x10° cel/pozo en placas de 24 pozos
utilizando medio DMEM (Gibco) suplementado con SFB al 10%. Una vez que las células
alcanzaron un >90% de confluencia (aproximadamente 24 h), se lavaron 2 veces con PBS

Dulbecco (Gibco) y se procedio a anadir las diluciones seriadas del stock viral (200 pL), las cuales
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se prepararon en PBS Dulbecco con SFB al 0.5%. Las placas fueron incubadas por 4 horas a 37°
C en atmosfera de 5% de CO». Al término de este lapso, se retird el indculo viral y se hizo un
lavado con PBS Dulbecco. Se afiadié el medio Overlay (500 pL) que consistid en
Carboximetilcelulosa al 0.8%, DMEM 2x (Gibco) y SFB al 2%. Las placas se incubaron por 5
dias. Por ultimo, se fijaron las células con formaldehido al 4%, y fueron tefiidas con Cristal Violeta

al 1%.
El titulo viral se expres6 mediante la siguiente formula acorde con (Flint et al., 2020):

PFU # placas
mL  mL de indculo x factor de dilucién

9.6. Infeccion de las células THP-1 con Virus Dengue

Las células THP-1 se incubaron y diferenciaron. Después de 72 horas de diferenciacion se
retir6 el medio, se lavd con PBS Dulbecco (Sigma Aldrich) dos veces y se coloco el virus en PBS
Dulbecco a una MOI de 1. Se incub6 por 2 h a 37°C y 5% de COa». Posteriormente se retir6 el
indculo viral y se volvio a lavar con PBS Dulbecco. Finalmente se agregd medio RPMI-Advanced

con 3 % SFB. La infeccion se dejo por 12, 24 y 48 h.

9.7. Inmunotincion para Deteccion de Infeccion

Se diferenciaron 2 x 10° células en cubreobjetos, y se infectaron segiin lo descrito en el
apartado 9.6. Posteriormente se fijaron con una solucion 1:1 de metanol acetona (previamente
enfriada a -20°C) durante 20 minutos. Se lavaron dos veces con PBS y se afiadid Triton 0.5% en
PBS dejando incubar a temperatura ambiente por 10 minutos. Se volvio a lavar 2 veces con PBS
y se bloqueo por 1 h con albumina sérica bovina (BSA) al 1 % en PBS. Posteriormente se lavo 2
veces con PBS y se colocod el a-Dengue (Santa Cruz) diluido 1:50 en PBS por 2 h a 37°C.
Nuevamente se hicieron lavados con PBS y se coloc6 el anticuerpo secundario a-Raton PE diluido
1:100 en PBS por 2 h a resguardo de la luz. Finalmente se lavo con PBS, se retiraron los
cubreobjetos y se colocaron en un portaobjetos a los que previamente se les afiade 10 pL. de medio
de montaje (Dapi-Fluoromount-G™), dejando secar por 5 minutos. El analisis se realizd en un
microscopio de fluorescencia (Nikon) con un objetivo 20X y el programa analizador de iméagenes

NIS-Elements-ND?2.
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9.8. RT-PCR anidada para Deteccion de Infeccion

Se pusieron a diferenciar 1.5 x 10° en placas Petri de cultivo y se infectaron como se
describi6 anteriormente. Una vez culminado el tiempo de infeccion (24, 28 o 72 h) se procedio a
extraer el ARN. Este procedimiento se realizo por la técnica de columna. Se utilizo el kit de
FAVORGEN FavorPrep™ Tissue Total RNA Mini Kit. E1 ARN extraido se cuantific6 en un lector
de microplaca (BioTek, Epoch) y se analiz6 su integridad al correr un gel de agarosa al 1% con
buffer TAE a 120 V por 20 minutos. Una vez que se obtuvo un ARN con buena integridad se
realizo la sintesis de ADN complementario (CADN). Se utilizé el kit Thermo Scientific RevertAid
First Strand cDNA Synthesis (catdlogo K1622), a continuacion, en la Tabla 1 se indican los

reactivos y las cantidades necesarias para la mezcla de reaccion.

Tabla 1. Componentes para la sintesis de ADNCc.

Componentes Cantidad

Templado ARN 2 ug
Random primer 1 uL
H:O libre de nucleasas Completar a 12 pL
Volumen total 12 pLL
Buffer de reaccion 4 uL
RiboBlock RNasa 1 ul
dNTP 10 mM 2 uL
Enzima TR 1 uL
Volumen Total 20 pL

Estos componentes se sometieron a las siguientes condiciones:

Tabla 2. Condiciones para sintesis de ADNc.

Temperatura °C Tiempo (min)

25 5
42 60
70 5

Una vez sintetizado el ADNc se procedi6 a seguir la metodologia de (Lanciotti et al., 1992)

con algunas modificaciones. Se utilizé el PCRBIO Taq Mix Red (PCR BIOSYSTEMS) y se
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realizaron dos rondas de amplificacion. Para la primera ronda se utilizo la mezcla de reaccion en
las cantidades descritas de la Tabla 3, los oligonucleotidos D1 y D2 de la Tabla 4 y las condiciones
de la Tabla 6. El producto resultante se diluy6 1:100 en agua libre de nucleasas y fue sometido a
una segunda ronda de amplificacion a las mismas condiciones de la Tabla 5 y se utilizaron los
mismos componentes de la Tabla 4 manteniendo el oligonucle6tido D1 pero sustituyendo D2 por
TS2. Cabe mencionar que las secuencias de las oligonucledtidos también fueron tomadas de lo

reportado por (Lanciotti et al., 1992).

Tabla 3. Mezcla de reaccion para la primera amplificacion.

Componentes Cantidad

Buffer 2x PCRBIO SuL
D1 10 uM 0.4 uL

D2 10 uM 0.4 uL
ADNCc 4.2 uL

Tabla 4. Secuencias de oligonucledtidos utilizados para PCR anidada de DENV-2.

Nombre Secuencia

D1 5'-TCA ATA TGC TGA AAC GCG CGA GAA ACCG-3
D2 5'-TTG CAC CAA CAG TCA ATG TCT TCA GGT TC-3'
TS2 5'-CGC CAC AAG GGC CAT GAA CAG-3'

Los oligonucleotidos fueron elaboraron en la unidad de sintesis del Instituto de Biotecnologia de

la UNAM.

Tabla 5. Condiciones para PCR anidada de DENV-2.

Temperatura °C Tiempo (s)
Inicio 95 60 1
Desnaturalizacion 95 15
Alineamiento 55 30 35
Extension 72 60
Final 72 420 1
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9.9. Evaluacion del Tratamiento de Ivermectina y Oseltamivir sobre la replicacion de
DENV-2.

Para evaluar el efecto del tratamiento de IVM y OSV sobre la replicacion de DENV-2 se
realizd un ensayo de qPCR con el objetivo de determinar el nimero de copias virales en presencia
o ausencia de los tratamientos. Se utiliz6 el kit de qPCR GreenMaster highROX de Jena Bioscience
(cat. PCR-374S). En primera instancia, se realizd una curva estdndar a partir del plasmido
pJETL2/blunt que expresa la proteina C del virus (151 bp) y el cual fue donado por la Dra. Rosa
Maria del Angel del Centro de Investigacion y Estudios Avanzados (Cinvestav) del Instituto

Politécnico Nacional (IPN).

Las secuencias de los oligonucledtidos fueron proporcionadas por el grupo de trabajo de la

Dra. Rosa Maria. Estos se presentan en la siguiente tabla:

Tabla 6. Secuencias de oligonucleétidos de la proteina C de DENV-2 (qPCR).

Nombre Secuencia

Sentido
5'-CAA TAT GCT GAA ACG CGA GA-3'
Anti-sentido 5'-TGCT GTTG GTG GGA TTGTTA -3'

Las curva estandar se realizé por duplicado a partir de 102 copias del plasmido y culminado
en 10%. Para cada reaccion se utilizaron las siguientes cantidades tomando en cuenta las

indicaciones del inserto del Kit.

Tabla 7. Mezcla de reaccion para qPCR.

Componentes Cantidad

Buffer 2x qPCR SuL
GreenMaster

S 10 uM 0.4 uL

AS 10 uM 0.4 uL

ADN 1 uL

Agua libre de nucleasas 3.2 uL

Total 10 uL
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La reaccion se llevo a cabo en el equipo CFX-96 Real Time PCR de Bio-Rad con base a

las siguientes condiciones:

Tabla 8. Condiciones para qPCR.

Temperatura °C Tiempo (s) Ciclos
Inicio 95 120 1
Desnaturalizacion 95 10 40
Alinecamiento 60 30

El célculo para el nimero de copias virales se realizd mediante un andlisis de regresion

lineal en el software Graphpad prism tomando los resultados de la curva estandar.

9.10. Evaluacion del Tratamiento de Ivermectina y Oseltamivir sobre la expresion
de ARNm de TNF-a e IL-6

Para cada reaccion de PCR se utilizaron las mismas cantidades descritas en la Tabla 3, s6lo
cambiando para los oligonucleotidos correspondientes para cada una de las citocinas. Los
oligonucledtidos para TNF-a se tomaron de la pagina web de proveedores de insumos genomicos
Origene. En el caso de IL-6, las secuencias fueron tomadas de (Conceigdo et al., 2010). No
obstante, para ambas citocinas, las secuencias fueron analizadas en BLAST del NCBI y SnapGene

para corroborar su alineacion con el producto de interés correspondiente.
Las secuencias de oligonucledtidos se muestran en las siguientes tablas.

Tabla 9. Secuencias de oligonucleétidos para TNF-a (QPCR).

Nombre Secuencia

TNF Sentido
5'-CTC TTC TGC CTG CTG CACTTIT G-3'
TNF Anti-sentido 5'- ATG GGC TAC AGG CTT GTC ACT C -3'

Tabla 10. Secuencias de oligonucleodtidos para IL-6 (qPCR).

Nombre Secuencia

IL6 Sentido
5'-TGT GAA AGC AGC AAA GAG GCA CTG-3'
IL6 Anti-sentido 5'- ACA GCT CTG GCT TGT TCC TCA CTA -3




Para la amplificacion de TNF-a se siguieron las mismas condiciones que se describieron

en la Tabla 8. En el caso de IL-6 solo se cambio la temperatura de alineacion a 64°C.

La cuantificacion de ambos genes de las citocinas se realizé de manera relativa con base a
la expresion del gen endégeno GAPDH mediante la formula: 2724¢t. La secuencia de los
oligonucledtidos empleados se muestra en la siguiente tabla. Estas fueron proporcionadas

amablemente por el grupo de trabajo del Dr. Oscar Peralta del INSP.

Tabla 11. Secuencias de oligonucleotidos para GAPDH.

Nombre Secuencia

GAPDH Sentido
5'- CAG GGCTGC TTT TAA CTC TGG TAA-3'
GAPDH Anti-sentido 5'- GGG TGG AAT CAT ATT GGA ACA TGT -3'
9.11. Evaluacion del Tratamiento de Ivermectina y Oseltamivir sobre la produccion

de TNF-a e IL-6 mediante Ensayo de Inmunoadsorcion Ligado a Enzima (ELISA).

9.11.1. TNF-a

Para evaluar el efecto de los tratamientos sobre la produccion de TNF-a en los macrofagos
infectados se utilizé un kit de ELISA especifico para TNF-a humana (Human TNF-a ELISA
MAX™ Deluxe, Biolegend®). Lo primero que se realizo fue reconstituir el estandar liofilizado en
BSA 1% en PBS pH 7.3, se dejo a temperatura ambiente durante 15 minutos y se vortexed durante

unos segundos para hacer alicuotas y almacenarlas a -70°C.

En una placa de 96 pozos, se dejo incubando el anticuerpo de captura toda la noche a 4°C.
Al dia siguiente, se retird el anticuerpo y se realizaron 4 lavados con 300 pl de PBS pH 7.3/Tween
0.05% eliminando la mayor cantidad de liquido mediante golpes firmes sobre una toalla
absorbente. Se agregaron 100 pul de BSA 1 % en PBS pH 7.3 para bloquear la placa y se incub6
durante 1 hora. Durante este tiempo se realizaron las diluciones correspondientes para la proteina
estandar con el objetivo de tener una curva desde 7.8 a 500 pg/mL. Las muestras problema también

fueron diluidas acorde con lo mencionado en el inserto del kit quedando en una dilucion 1: 100.

Transcurrido el tiempo, se retird el BSA y se repitieron los 4 lavados con PBS/Tween; se
colocaron las diluciones de la proteina estandar en orden descendente por duplicado y las muestras

diluidas correspondientes a las 3 réplicas de los ensayos. Se dejaron incubando durante 2 horas, y
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se volvio a lavar 4 veces. Posteriormente se agregaron 100 pl del anticuerpo de deteccion (diluido
1:200) y se dejo incubando por 1 hora. Después se retird el anticuerpo y se repitieron los lavados.
Se agregaron 100 pl de la avidina-HRP (diluida 1:1000) y se dej6 incubando durante 30 minutos.
Transcurrido este periodo, se hicieron 5 lavados con una duracion de 1 min cada uno. Se agregaron
100 pl de TMB y se dejo incubando durante 15 minutos mas en la oscuridad. Finalmente, se
adicionaron 100 pl de la solucion de paro (H2SO4 2N) y se leyo la absorbancia a 450 y 570 nm en
un lector de placas (Epoch, BioTek).

El anélisis de resultados se realizd mediante regresion lineal utilizando el software de

GraphPad Prism.

9.11.2.1L-6

Para la evaluacion del efecto de los tratamientos sobre la produccion de IL-6 se utilizd un
kit de ELISA especifico para IL-6 humana (Human IL-6 Standard ABTS ELISA Development
Kit, PEPROTECH). Lo primero que se realizd fue reconstituir el estandar liofilizado en agua

estéril, se vortexed durante unos segundos para hacer alicuotas y almacenarlas a -20°C.

En una placa de 96 pozos, se dejo incubando el anticuerpo de captura toda la noche a
temperatura ambiente. Al dia siguiente, se retir6 el anticuerpo y se realizaron 4 lavados con 300 pl
de PBS pH 7.2/Tween 0.05% eliminando la mayor cantidad de liquido mediante golpes firmes
sobre una toalla absorbente. Se agregaron 100 pl de BSA 1 % en PBS pH 7.2 para bloquear la
placay se incub6 durante 1 hora. Durante este tiempo se realizaron las diluciones correspondientes
para la proteina estandar con el objetivo de tener una curva desde 24 a 1500 pg/mL. Se utilizé BSA
0.01% en PBS pH 7.2/Tween 0.05% como diluyente. Las muestras problema también fueron

diluidas quedando en una dilucién 1:1.

Transcurrido el tiempo, se retird el BSA y se repitieron los 4 lavados con PBS/Tween; se
colocaron las diluciones de la proteina estandar en orden descendente por duplicado y las muestras
diluidas correspondientes a las 3 réplicas de los ensayos. Se dejaron incubando durante 2 horas, y
se volvid a lavar 4 veces. Posteriormente se agregaron 100 pl del anticuerpo de deteccion (diluido
1:100) y se dejo incubando por 2 horas. Después se retir6 el anticuerpo y se repitieron los lavados.
Se agregaron 100 ul de la avidina-HRP (diluida 1:2000) y se dejé incubando durante 30 minutos.

Transcurrido este periodo, se hicieron 5 lavados con una duracion de 1 min cada uno. Se agregaron
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100 pl de ABTS y se dejoé incubando durante 15 minutos mas en la oscuridad. Finalmente, se leyo

la absorbancia a 405 y 650 nm en un lector de placas (Epoch, BioTek).
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10. Resultados
10.1. Determinacion de la Citotoxicidad de los farmacos por el Ensayo de MTT

A pesar de que los farmacos de interés en este proyecto se encuentran aprobados para el
tratamiento de ciertas enfermedades, no existen reportes sobre la toxicidad de IVM u OSV en la
linea celular THP-1. Por esta razon, se realizd una evaluacion de la citotoxicidad con el objetivo
de establecer un rango de concentraciones seguras que permitiera continuar con los ensayos

posteriores.

En particular, con el tratamiento con IVM, la viabilidad celular se mantuvo por encima del
90% hasta la concentracion de 0.1 uM, sin observarse diferencia significativa en comparacion con
el control (Vehiculo EtOH 0.01%) (Figura 13). A partir de 0.5 uM se presentd una diferencia
significativa, no obstante, en esta concentracion la viabilidad atin se mantiene en un 82%, lo cual,
desde una perspectiva biologica, indica que el farmaco no presenta toxicidad a esa concentracion
(ISO 10993-5, 2009; Segeritz & Vallier, 2017). Cabe mencionar que para corroborar la
sensibilidad de las células a otros compuestos, se utilizdo como control positivo DMSO al 10%,

mediante el cual la viabilidad celular disminuy6 un 70%.

Con base en estos resultados, se realiz6 un analisis de regresion lineal mediante el software
GraphPad Prism 8.0 para determinar la concentracion citotoxica media (CCso) (Figura 14)

obteniéndose un valor de 1.9 uM + 0.3.

Los valores de CCso reportados por otros grupos son variables, dado que el efecto de la
IVM depende en gran medida del linaje celular empleado, tal cual lo exponen en su estudio Wald
etal., 2022 (Wald et al., 2022). A pesar de que no existen reportes del efecto de ivermectina en las
células THP-1, este farmaco se ha evaluado sobre diversas lineas, por ejemplo, en Calu 3 donde
se obtuvo una CCso de 3.1 uM (Jitobaom et al., 2022) y en Vero-E6, con un valor de 10 uM

(Mastrangelo et al., 2012), por mencionar algunas.

En el caso del OSV, la viabilidad celular se mantuvo por encima del 90% en un rango de
concentraciones de 0.1 hasta 1 puM. (Figura 15). Sin embargo, a partir de 5 pM se observd una
disminucion de la viabilidad hasta el 76%. A diferencia de la IVM, en ¢l caso de OSV no se
observo una disminucion por debajo del 50% en la maxima concentracion evaluada (50 uM). Por
ello, no fue posible calcular un valor de CCso para este farmaco, lo que requeriria el ensayo

probando concentraciones superiores. Sin embargo, dado que el proposito de esta prueba fue
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determinar un rango de concentraciones seguras para estudios posteriores, y no caracterizar la

toxicidad del OSV, no se evaluaron concentraciones mas elevadas.

En la literatura se encuentran estudios de toxicidad del OSV sobre células como MDCK,
en estos se reporta una CCso por encima de 500 uM (Kutkat et al., 2022), sin embargo, este tipo de

estudios no se encuentran reportados para las THP-1.
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Figura 11. Efecto de la Ivermectina sobre THP-1. Los resultados se muestran como promedio + DE, ** p<0.005, ***p<0. 0001.
La diferencia estadistica se muestra con respecto a las células no tratadas.
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Figura 12. CC50 de la IVM sobre THP-1.
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Figura 13. Efecto del Oseltamivir sobre las THP-1. Los resultados se muestran como promedio = DE, ** p<0.005, ***p<0.0001.
La diferencia estadistica se muestra con respecto a las células no tratadas.

Una vez determinadas las concentraciones seguras para la evaluacion de los fArmacos, era
necesario determinar si su combinacion podia incrementar la toxicidad, dado que en ensayos
posteriores serian evaluados de manera conjunta. No obstante, para definir las concentraciones a
emplear en dicha combinacion, era necesario conocer la concentracion a partir de la cual el OSV
ejerce su actividad inhibitoria sobre la Neu, con la finalidad de establecer un rango de
concentraciones para la evaluacion combinada de los fairmacos. Los resultados correspondientes a

este ensayo se presentan a continuacion.
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10.2. Evaluacion del efecto del Oseltamivir sobre la actividad de Neuraminidasa

Para determinar la actividad de neuraminidasas, se emple6d la técnica descrita por
Abdulkhalek et al., 2011. En este ensayo las células se colocaron en contacto con el sustrato para
Neu: 4-MUNANA, el cual, al ser hidrolizado por la Neu en la superficie celular, libera el
fluor6foro (4-Methylumbelliferyl), generando la fluorescencia en el medio extracelular. De esta
manera, una mayor actividad enzimatica se traduce en una mayor intensidad de coloracion azul en
el medio extracelular. El ensayo se realiz6 en diferentes tiempos; no obstante, se presentan las

imagenes correspondientes al pico maximo de actividad, observado a los 5 minutos.

En la Figura 16, panel A, correspondiente a células sin tratamiento y sin estimulacion con
LPS, no se observo actividad de Neu, evidenciado por la ausencia de coloracion azul en el medio.
En el panel B, que muestra células estimuladas con LPS, se aprecié un cambio de coloracién en el
medio extracelular. Ademas, en las células estimuladas con LPS y tratadas con el inhibidor
quimico de Neu: DANA (Panel C), la reaccion desaparecid y no se observd coloracion azul en el
medio. Lo anterior coincide con lo reportado por Cruz (2017) (Cruz, 2017) , si bien en dicho
estudio el pico maximo de actividad se registré a los 3 minutos; el efecto inhibitorio también se

observo al utilizar OSV a una concentracion de 1 uM (Panel D).

Con el fin de obtener valores cuantitativos que permitieran analizar con mayor precision
los cambios en la intensidad de fluorescencia asociados a la actividad de Neu, se analizaron las
imagenes mediante el software de ImageJ. Con base en este analisis, la Figura 17 presenta los
valores de intensidad media de fluorescencia (IMF) en funcién de los tratamientos aplicados. Se
observd una fluorescencia significativamente mayor en las células estimuladas con LPS sin
tratamiento adicional, en comparacion con los controles tratados con DANA y con OSV a 1 uM.
Asimismo, se evalu6 si una concentracion mas elevada del farmaco, que no redujera la viabilidad
por debajo del 80%, resultaba mas efectiva en la inhibicion enzimatica. Sin embargo, no se
encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los resultados obtenidos con 1 y 2.5

UM de OSV.
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Campo claro

A) Control

5 50 um

B) LPS

50 pm

C) DANA + LPS

D) OSV 1 uM + LPS

Figura 14. Efecto del Oseltamivir sobre la actividad de las neuraminidasas. A) Células sin estimulacion
con LPS. B) Células estimuladas con LPS sin tratamiento. C) Células estimuladas con LPS y con el
inhibidor DANA. D) Células estimuladas con LPS y con OSV 1uM.
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Figura 15. Analisis cuantitativo para el ensayo sobre la actividad de la NEU. Los resultados se muestran como promedio = SD,
p<0.05. La diferencia estadistica se muestra con respecto al LPS (*) y con el control (a).

Una vez determinada la concentracion a la cual el OSV ejercia un efecto sobre la Neu, fue
posible evaluar el efecto toxico en combinacion con IVM. Se evaluaron concentraciones de [IVM
desde 0.01 hasta 0.5 uM de IVM con 1 uM de OSV. Se observo que la viabilidad celular se
mantuvo por encima del 80% hasta 0.05 de IVM en conjunto con 1 uM de OSV (Figura 18).
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Figura 16. Efecto de la combinacion de Ivermectina y Oseltamivir sobre las THP-1. Los resultados se muestran como
promedio + SD, ** p<0.005, ***p<0.0001. La diferencia estadistica se muestra con respecto a las células no tratadas

10.3. Expansion del Dengue 2 y Titulacion del Stock Viral

Una vez obtenido el stock viral de los cerebros de raton infectados; se requeria conocer su
capacidad infectiva para poder realizar los ensayos posteriores. Por ello, se realizo el ensayo de
formacion de placas en monocapas confluentes en células BHK-21 (descrito en el apartado de
Metodologia) y como se observa en la Figura 19, el stock viral DENV-2 NG indujo la lisis al
infectar las células. Mediante el calculo antes descrito se determind que el titulo viral fue de

1.5x107 UFP/mL.
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Figura 17. Formacion de placas en células BHK-21 por efecto citopatico causado por DENV-2 NG C.

10.4. Deteccion de la infeccion por DENV-2 en macréfagos.

Los ensayos de infeccion en células diferenciadas se realizaron a 12, 24 y 48 h. Para la
deteccion del virus se emplearon dos técnicas experimentales: microscopia de fluorescencia 'y RT-
PCR anidada. En la primera de ellas, se utiliz6 un anticuerpo primario dirigido contra proteinas
virales, seguido de un anticuerpo secundario que estaba acoplado a ficoeritrina (PE). Como se
observa en la Figura 20, las células que estan infectadas mostraron una fluorescencia en la region
espectral roja, mientras que en las células no infectadas (MOCK) no presentaron sefial positiva en
dicho espectro. El analisis de las imagenes mostrd que, a las 48 hpi, el 58% de las células

presentaban evidencia por la infeccion del virus. (Figura 21).
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DENV-2

MERGE DAPI PE

Figura 18. Deteccion de la infeccion por Dengue mediante Microscopia de Fluorescencia. MOCK (células sin infectar) y DENV-2 (células
infectadas); los nticleos se tifieron con DAPI (color azul), anti-DENV con PE en rojo y Merge sobreposicion. La coloracion roja indica la presencia
de proteinas del virus.
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Figura 19. Porcentaje de células infectadas respecto al conteo total. Se hizo un conteo total de células (n=200) en cada campo para cada
condicion; ademas se contaron las células de coloracion roja y se obtuvo el porcentaje de células fluorescentes tanto en el MOCK
(células sin infectar) como en los macréfagos infectados con el virus.
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Por otra parte, en el ensayo de RT-PCR, los oligonucleotidos D1 y D2 utilizados en la
primera amplificacion, permitieron que se amplifica la secuencia correspondiente al gen de la
proteina NS1. En la segunda ronda, se amplifico un fragmento de menor tamafio perteneciente al
mismo gen, con una longitud aproximada de 119 pb de (Lanciotti et al., 1992). Tal como se observa
en la Figura 22, en los macréfagos infectados con el DENV-2 se detectd una banda del tamafio

esperado en los tiempos evaluados, comprendidos entre las 12 y las 48 hpi.

Macrofagos Infectados

hpi
PM C(+H) MOCK 12 2 48

Figura 20. Deteccion de la infeccion por RT-PCR. Imagen representativa de la electroforesis de los productos del PCR
anidado para detectar infeccion por DENV-2. El producto final es de 119 pb.

Una vez confirmada la infeccion en los macrofagos, se evalu6 el efecto de IVM y OSV
sobre la replicacion del virus y la produccion de citocinas. Inicialmente, se contempld el uso de la
RT-PCR punto final, dado que las condiciones experimentales ya habian sido estandarizadas. Sin
embargo, los resultados mediante esta técnica no fueron concluyentes, debido a la alta variabilidad
obtenida en el andlisis densitométrico de las bandas entre réplicas, asi como a la ausencia de
cambios evidentes al comparar los grupos tratados contra el vehiculo (Anexo 1). De la misma
manera, en el caso del ensayo destinado a evaluar la expresion de TNF-a e IL-6, la RT-PCR punto
final tampoco arrojo resultados concluyentes; pese a contar con las condiciones estandarizadas, la
variacion en cada réplica fue considerablemente alta, y ademas se presentaron problemas técnicos

durante la electroforesis (Anexo 2).
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Por estas razones, se optd por evaluar el efecto de los tratamientos mediante qPCR. Los

resultados obtenidos con esta técnica se presentan a continuacion.

10.5. Evaluacion del Tratamiento con Ivermectina y Oseltamivir sobre la Replicacion de
DENV-2

Los farmacos de interés fueron evaluados tanto de forma individual en como en
combinacion. A las 12 hpi, se observd una disminucién de la carga viral, la cual pasé de
aproximadamente de 50,000 copias (Vehiculo) a 2,000 copias virales en los grupos tratados con
concentraciones individuales de 0.05 y 0.5 uM de IVM. Esta reduccion resultod estadisticamente
significativa (Figura 23). Cabe sefialar que, en el caso particular de la IVM, se evalu6 una
concentracion superior (0.5 uM) a las empleadas en el ensayo de combinacion con OSV, las cuales
se habian establecido con base en pruebas previas de citotoxicidad. En dicho ensayo de
combinacion, se establecid el uso de 0.05 uM de IVM con 1 uM de OSV; no obstante, se buscod
examinar el efecto inhibitorio de la IVM a la concentraciéon mas alta que no fuera toxica.
Previamente determinada en el ensayo de MTT en células THP-1. A pesar de ello, la concentracion
de 0.5 uM de IVM no mostr6 una reduccion mayor en el numero de copias virales en comparacion
con la concentracion de 0.05 uM. Si bien estos efectos fueron evidentes a las 12 hpi, en el ensayo
realizado a las 24 hpi no se encontr6 una disminucion significativa de la carga viral con ninguna
de las concentraciones de IVM evaluadas (Figura 24). Tanto a las 12 hpi como a las 24 hpi, el
tratamiento con OSV de forma individual o combinado con IVM, no modificé el nimero de copias

virales en relacion con las células no tratadas.
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Figura 21. Efecto de los tratamientos de IVM y OSV de manera individual y en combinacion a las 12 hpi. La diferencia
estadistica (*) se muestra con respecto al vehiculo (células no tratadas) p<0.05. Los resultado muestran el promedio de 3 ensayos
independientes + DE. ANOVA de una via con pos-hoc de Tukey para comparaciones multiples.
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Figura 22. Efecto de los tratamientos de IVM y OSV de manera individual y en combinacion a las 24 hpi. Los resultados
muestran el promedio de 3 ensayos independientes.
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10.6. Evaluacion del Tratamiento con Ivermectina y Oseltamivir sobre la Expresion de
TNF-a e IL-6.

La expresion de IL-6 y de TNF-a se analizo por qPCR realizando un analisis de expresion
relativa y utilizando como referencia la expresion del gen constitutivo GAPDH. En el caso
particular de TNF-a, a las 12 hpi se observo que tanto el control de inflamacion (LPS) como las
células infectadas sin tratamiento (Vehiculo) presentaron un aumento en la expresion del gen de
esta citocina. Por el contrario, el tratamiento con un farmaco antiinflamatorio (Indometacina)
mostr6 una disminucion en la expresion génica. Con el fin de verificar las concentraciones dptimas
de este farmaco para poder utilizarlo como control, se incluyeron en el grafico dos concentraciones
(15 y 30 pg/mL) (Figura 25). No obstante, no se observaron diferencias estadisticamente
significativas entre ambas concentraciones. En todos los tratamientos evaluados, tanto individuales
como combinados, se mostrd una disminucion en la expresion de TNF-a. Adicionalmente, se
observo que dicha disminucion fue mas pronunciada cuando los farmacos fueron administrados
de forma individual, mientras que fue menor en los tratamientos combinados; sin embargo, en

estos ultimos la diferencia estadistica se mantuvo con respecto al control.

Este comportamiento, tanto para los tratamientos individuales como para los combinados,
también se observo a las 24 hpi. No obstante, en el caso del tratamiento con indometacina a 15

ug/mL y en la combinacion de los farmacos, la disminucion no fue estadisticamente significativa.

Cabe destacar que la reduccion en la produccion de TNF-a fue notoria en todos los grupos
evaluados a las 24 hpi en comparacion con lo observado a las 12 hpi, lo cual era de esperarse dado
que la secrecion de esta citocina ocurre en las primeras horas del proceso inflamatorio. Aunque a
las 24 hpi se detectd un aumento tanto en el grupo tratado con LPS como en el vehiculo, dicho

incremento fue considerablemente menor que el observado a las 12 hpi.
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Figura 23. Efecto de los tratamientos individuales y en combinacion de Ivermectina y Oseltamivir a las 12 y 24 hpi. Las diferencias
estadisticas se muestras con respecto al MOCK (a) y al Vehiculo (*, ns). *p<0.05, **p <0.005.

En el caso de IL-6 se observo un patron diferente. La expresion de esta citocina es mucho
mayor a las 24 hpi. En este caso, el estimulo con LPS tuvo la misma intensidad de respuesta que
la infeccion con el virus. Se observo una disminucion con los tratamientos de forma individual,
sin embargo, esto no fue estadisticamente significativo. A las 24 hpi, ninguno de los tratamientos,

individuales o combinados mostraron una disminucion significativa (Figura 26).
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Figura 24. Efecto de los tratamientos individuales y en combinacion de Ivermectina y Oseltamivir a las 12 y 24 hpi. Las diferencias
estadisticas se muestran con respecto al MOCK (a) y al Vehiculo (*, ns). *p<0.05, **p <0.005.

10.7. Evaluacion del Tratamiento con Ivermectina y Oseltamivir sobre la secrecion de
TNF-a e IL-6.

Por otra parte, se cuantificd la secrecion de TNF-a e IL-6 por la técnica de ELISA. En el
caso de TNF-a, como era de esperarse, se observo una aumento en la secrecion con el estimulo de
LPS comparado con las células sin estimular tanto a las 12 como a las 24 hpi (Figura 27), lo cual
fue un indicativo de que el sistema funcionaba de manera adecuada. Sin embargo, al igual que con
el ensayo de expresion de ARNm, este aumento es menos notorio a las 24 hpi. Cabe mencionar
que en la literatura se reportan valores variables de TNF-a secretado por las células THP-1 ante el
estimulo con LPS; que van desde 0.5 (Floris et al., 2020) hasta 10 ng/mL (Vargas-Hernandez et
al., 2020), estas variaciones dependen en gran parte de las condiciones de diferenciacion y de
crecimiento de las células THP-1 (T. Liu et al., 2023). De igual forma, las células infectadas con
DENYV secretaron mas TNF-o en comparacion con las células sin infectar (MOCK) tanto a las 12
como 24 hpi. Al igual que en el ensayo de expresion, la secrecion de TNF-a fue mayor a las 12

hpi. Particularmente, en este tiempo se observo que con cada uno de los tratamientos evaluados
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hubo una disminucién en la secrecion de TNF-a, lo cual siguié un patrén similar al ensayo de

expresion. Sin embargo, a las 24 hpi el efecto inhibitorio no se sostuvo.
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LPS
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TNF-a

Indometacina 15 ug/mL
Indometacina 30 pug/mL
0.01 uM IVM

0.05 pM IVM
1 uM OSV

ng/mL

0.01pM IVM + 1 uM OSV
0.05 uM IVM + 1 uM OSV

I00CEERRENIL

hpi

Figura 25. Efecto de los tratamientos individuales y en combinacion de Ivermectina y Oseltamivir a las 12 y 24 hpi sobre la secrecion
de TNF-a. Las diferencias estadisticas se muestran con respecto al MOCK (a) y al Vehiculo (**p <0.005).

De la misma manera que con TNF-a, en el caso de IL-6 se observdé un aumento en la
secrecion de esta citocina ante el estimulo de LPS y en las células infectadas con el virus tanto a
las 12 como a las 24 hpi en comparacion con las células que no fueron estimuladas ni infectadas
(Figura 28). Sin embargo, no se observé diferencia en la cantidad secretada de la citocina a los
tiempos evaluados. A pesar de esto, con cada uno de los tratamientos evaluados se encontrd una
disminucion significativa o incluso la inhibicion completa de la secrecion, tanto a las 12 como 24

hpi.
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Figura 26. Efecto de los tratamientos individuales y en combinacion de Ivermectina y Oseltamivir a las 12 y 24 hpi sobre la secrecion
de IL-6. Las diferencias estadisticas se muestran con respecto al MOCK (a) y al Vehiculo (¥p <0.05).
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11. Discusion

El Dengue es una de las enfermedades arbovirales de mayor relevancia a nivel global
considerandose desde hace décadas un problema de salud publica. De acuerdo con un estudio
realizado en 2025, se estima que alrededor de 6 millones de personas en el mundo residen en zonas
de riesgo para contraer dengue y otras enfermedades por Flavivirus (Lim et al., 2025). Si bien la
mayoria de las infecciones por DENV son asintomaticas, una proporcion de pacientes llega a
desarrollar complicaciones graves que conducen a la muerte. La tasa de letalidad para la
enfermedad varia de pais a pais entre 0.05 hasta 1.1.% con un manejo clinico adecuado (OMS,
2024), sin embargo, el incremento reciente de casos representa una inversidon monetaria

considerable para la atencion y prevencion, y la pérdida de la productividad (Tayal et al., 2023).

Las estrategias preventivas actuales para la enfermedad incluyen el control vectorial,
campafias de concientizacion y la vacunacion (Procopio et al., 2024). No obstante, las vacunas
disponibles que se encuentran aprobadas por la FDA y recomendadas por la OMS (Dengvaxia y
Qdenga) presentan limitaciones considerables como efectividad variable seglin el serotipo, acceso
limitado a la poblacién y, en el caso de Dengvaxia, su uso es seguro solo en personas que han

contraido la infeccion (Anumanthan et al., 2025).

A pesar de que existe la necesidad de un tratamiento antiviral eficaz, su desarrollo ha sido
complejo debido a la patogénesis multifactorial de la enfermedad, pues a pesar de que se conoce
que en esta intervienen factores virales, inmunes y del mismo huésped; hoy en dia siguen
existiendo incognitas con respecto al porqué la infeccion puede progresar a fases graves (Obi et
al., 2021; Rakotoarimanana et al., 2026). De igual forma, a pesar de que se han propuesto
candidatos antivirales contra el DENV, muy pocos han escalado a ensayos clinicos debido a
problemas de eficacia, toxicidad y estabilidad (Kim et al., 2024). En este contexto, el
reposicionamiento de farmacos se ha empleado como una alternativa mas rapida y econdémica
(Tuci et al., 2025). En este estudio se evalu6 la combinacion de IVM, un antiparasitario con
propiedades anti-Flavovirales (Mastrangelo et al., 2012) y OSV, un antiviral utilizado en el
tratamiento de la influenza para el que se ha propuesto una actividad moduladora en la secrecion
de citocinas inflamatorias (Abdulkhalek & Szewczuk, 2013; Amith et al., 2010; Baghaie et al.,
2026; Y. Chen et al., 2025) con el objetivo de inhibir la replicacion viral y modular la respuesta

inflamatoria.
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Los resultados indicaron que la combinacién de ambos farmacos no fue superior al
tratamiento con IVM. En los ensayos de qPCR para evaluar la replicacion viral, la combinacion
no redujo la carga viral con ninguna de las concentraciones probadas (Figuras 23 y 24), mientras
que la IVM retrasé eficazmente la replicacion. Este hallazgo contrasta lo de un estudio previo
donde se reportd una mayor eficacia de la IVM combinada con atorvastatina en un modelo murino
con infeccidn cerebral por DENV (Palacios-Rapalo et al., 2023b) . Cabe mencionar que su interés
fue analizar el efecto combinado con un inhibidor de la sintesis de colesterol, ya que se ha descrito
el papel que puede tener tanto el transporte de NS3 al ntcleo celular (Segatori et al., 2021) como

en la entrada mediada por receptores de anticuerpo (Puerta-Guardo et al., 2010).

Por otra parte, la IVM de forma individual redujo en un 96% las copias virales a las 12 hpi
a concentraciones de 0.05 y 0.5 uM (Figura 23). Sin embargo, a las 24 hpi la reduccion fue solo
del 14 % (Figura 24). En otros estudios realizados en células VERO, se ha descrito una inhibicion
del 50 % a las 24 hpi con una concentracion de 0.5 uM de IVM (Yang et al., 2020b). Otros estudios
también han demostrado que la IVM disminuye la replicaciéon del DENV, sin embargo, lo hicieron

por técnicas diferentes a qPCR (Denolly et al., 2023; Madhry et al., 2023).

A pesar de encontrar este contraste con lo reportado en la literatura, es importante
considerar las condiciones de los ensayos que se realizaron en este estudio. En primer lugar, el
modelo in vitro utilizado de THP-1, ya que, si bien es un modelo que permite la replicacion del
virus, al momento del reconocimiento de antigenos virales, se activan cascadas de sefalizacion
que dan como resultado la producciéon de moléculas como interferones que van a contener la
infeccion (Felipe Valdés-Lopez et al., 2025). Esto puede explicar por qué a las 24 hpi se observa
incluso una disminucién en el nimero de copias virales de las células infectadas con respecto a las

12 hpi (Figura 23,24).

Otro de los puntos a considerar es el tiempo de adicion del farmaco, asi como la
concentracion utilizada. En algunos estudios se observa un efecto antiviral cuando las células son
pretratadas con IVM entre 3 y 4 h antes de iniciar la infeccion (Fraser et al., 2014; Wagstaff et al.,
2012). En este sentido Mastrangelo et al.,2012 (Mastrangelo et al., 2012) reportan que el tiempo
de adicion de la IVM es importante para poder observar un efecto antiviral contra flavivirus,
destacando que debe afiadirse dentro de las primeras horas tras la infeccion. Ademas,

particularmente en nuestro estudio se utilizd una baja concentracion de IVM en comparacion con
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otros reportes. Esto se debe a que en las THP-1 la IVM redujo la viabilidad celular a
concentraciones mayores de 0.5 uM (Figura 13). En otras investigaciones donde se evalua el
potencial antiviral de este farmaco sobre flavivirus, se utilizan concentraciones en un rango de 1 a
25 uM (Cotrone et al., 2025; Mastrangelo et al., 2012; Tay et al., 2013; Wagstaff et al., 2012) o
bien, incluso en algunos no mencionan la concentracion exacta (Palacios-Rapalo et al., 2023b).
Cabe sefialar que ninguno de estos reportes se realizo sobre THP-1. En este sentido, (Wald et al.,
2022) mencionan que el efecto toéxico de la IVM depende en gran medida del linaje celular

empleado.

Aunque se ha reportado que la IVM tiene potencial antiviral sobre el DENV, su mecanismo
de accion atn no se ha descrito por completo. Dos de las dianas terapéuticas que se han propuesto
son la proteina NS5 y NS3 del virus (J. Liu et al., 2025; Rakotoarimanana et al., 2026) . Estas
proteinas son las mas conservadas entre los 4 serotipos y juegan un rol importante en la replicacion
viral al actuar como ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp)/metiltransferasa y como
helicasa, respectivamente (Ulgheri et al., 2025). Tanto NS3 como NS5 desempefian su papel
enzimatico en el complejo de replicacion que se sitia en los compartimientos membranosos del
RE; sin embargo, ambas pueden ser traslocadas al nticleo durante el ciclo de replicacion (Palacios-
Rapalo et al., 2021, 2023b). Ambas proteinas poseen seiales de localizacion nuclear (NLS) que le
permiten ser transportada al nucleo a través de los poros nucleares (NPC’s) por moléculas
especializadas denominadas importinas, siendo la via de la importina o/p1 la que participa en el
proceso (Cheng et al., 2024; Palacios-Rapalo et al., 2021). En este contexto, multiples autores han
descrito que la IVM inhibe esta via (King et al., 2020; Wagstaff et al., 2012; S. Yang et al., 2020);
Especificamente en el caso de DENV, se traduce a que la alteracion en el transporte nuclear de
NS3 y NS5 afecta la replicacion del virus. Ademas, se ha mostrado que la IVM disminuye la
actividad enzimatica de NS3 para actuar como helicasa (Mastrangelo et al., 2012). No obstante, la
importancia de la presencia nuclear de estas proteinas todavia se encuentra en debate. Esto se debe
a que particularmente, se ha encontrado que pueden existir mutaciones en las NLSc terminal de NS5
y como consecuencia su relocalizacion nuclear se ve afectada, haciendo que la proteina tenga
mayor presencia en el citoplasma. De igual manera, pese a que la NS5 se encuentra altamente
conservada entre los serotipos del DENV, se tiene evidencia de que esta proteina tiene mayor
presencia nuclear en DENV-2 y 3, mientras que en DENV-1 y 4 predominantemente es

citoplasmatica (Cheng et al., 2024; Hannemann et al., 2013).
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Asi mismo, en los estudios realizados por (Cheng et al., 2024; Kumar et al., 2013) donde
se evaluaron virus con mutaciones en las NLS de NS5, el ciclo replicativo del DENV no se vio
afectado si la NS5 se encontraba o no en el nucleo. Se tiene evidencia de que la IVM si inhibe la
replicacion viral de los cuatro serotipos e incluso aquellos virus con mutantes en la NLS de NS5
(Cheng et al., 2021; Tay et al., 2013). Esto abre la brecha a que posiblemente el efecto antiviral
sobre el DENV de la IVM no sea exclusivamente por la inhibicion del transporte nuclear. De igual
manera, otro hallazgo interesante de las mutaciones de NLS de NS5, es que aumenta la secrecion

de IL-6, TNF-a e IL-8 en algunas lineas celulares infectadas con el virus (Cheng et al., 2021).

En este contexto, se ha propuesto que la presencia nuclear de NS5 es necesaria para
modular la respuesta inmune y por lo tanto estaria involucrada en la patogénesis de la enfermedad
o en la respuesta a la infeccion viral (Cheng et al., 2024; Rakotoarimanana et al., 2026). Ademas,
de acuerdo con Kelley (Kelley et al., 2011) la proteina NS5 del DENV se correlaciona con una
alta induccion de inmunomoduladores incluyendo IL-6, TNF-a e IL-8. Esto podria explicar por
qué se observo una inhibicion de la secrecion de TNF-a e IL-6 con todos los tratamientos que
emplearon IVM (Figura 26,27). En particular con TNF-a, se observé este efecto solo a las 12 hpi,
sin embargo, hay que destacar que es secretada en un tiempo especifico durante la infeccion. Este
resultado reafirma lo que se habia reportado anteriormente en el grupo de trabajo, indicando que
TNF-a tiene un pico de secrecion durante etapas tempranas de la infeccion en macrofagos (Flores,
2016). Asi mismo Flores (2016) reporta que el pico maximo de secrecion de IL-6 es hasta las 72
hpi. Sin embargo, debido a que este proyecto fue planteado para los eventos iniciales, no se
estudiaron tiempos mayores a las 24 h. No obstante, la infeccion de las células o la estimulacion
con LPS provocan la expresion y secrecion de IL-6 desde las 12 h y se incrementa a las 24 (Figura

27,28).

Estos hallazgos abren interrogantes sobre los mecanismos de accion de la IVM mas alla de
la inhibicidn de la importacion nuclear de NS5. Un estudio in silico reciente demostrd que este
farmaco presenta afinidad directa por NS5, sugiriendo la formacion de complejos proteina-

farmaco independientes de la via de las importinas o/p (Yaswanth et al., 2025).

Adicionalmente, se ha propuesto que la IVM posee propiedades antinflamatorias no
mediadas por la interaccion con proteinas virales. En un modelo de macréfago murino, la IVM

redujo la produccion de TNF-a, IL-6 e IL-1 inducidas por la estimulacién con LPS y ademas,
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aumento la supervivencia de ratones a los que se les habia administrado LPS, sugiriendo un efecto
protector en la inflamacion (Zhang et al., 2008). El mecanismo propuesto por estos autores es que
el farmaco inhibe la via de NF-xB al impedir que el factor p65/REL-A se transloque de manera
adecuada al ntcleo. Asimismo, en un modelo de cicatrizacién dérmica en ratas, la administracion
de IVM disminuy¢ la secrecion de I1-1a y TNF-a y favorecio la produccion de TGF-B1, el cual
podria participar en la regulacion negativa de la produccion de mediadores inflamatorios (Sia et

al., 2020).

En el ambito clinico, la FDA aprobo en 2014 el uso de Ivermectina al 1% en formulacién
de crema (Soolantra) para el tratamiento de la rosacea, una enfermedad inflamatoria crénica que
se caracteriza por eritema constante acompafiado de pustulas y papulas (Kaur et al., 2024). Un
estudio clinico demostr6é que la aplicacion topica del medicamento mejord los signos clinicos y
sintomas de la enfermedad, observandose especificamente la disminucidn en la expresion génica
de TNF-a (Schaller et al., 2017). No obstante, debido a la naturaleza de la enfermedad, en cuya
patogénesis intervienen diversos factores inmunologicos y vasculares, asi como la presencia de
Demodex folliculorum (Maden, 2023), el papel exacto de la IVM sobre la enfermedad no resulta

completamente claro, dado que el efecto terapéutico podria atribuirse a su accion antiparasitaria.

El interés de este proyecto fue combinar dos farmacos que actiian en vias diferentes, una
de ellas al disminuir la replicacion viral (con IVM) y otra que regulara la respuesta inmune para
evitar una respuesta exacerbada (OSV). Los resultados mostraron que el OSV inhibe la secrecion
de TNF-a e IL-6 en macrofagos infectados con DENV, lo que confirma su posible uso como
inmunoregulador. Sin embargo, la IVM por si sola redujo eficazmente la secrecion de citocinas, y
su combinacion con OSV no produjo un efecto sinérgico ni una mejora significativa. Es importante
sefalar que la correlacion entre la expresion de ARNm y la proteina es aproximadamente del 40%
debido a la estabilidad del transcrito y regulacion post-traduccional de las proteinas (Koussounadis
et al., 2015; Upadhya & Ryan, 2022). En un estudio realizado por Pandey et al., 2023 (Pandey et
al., 2023) se demostr6 que la combinacion de OSV con otro farmaco redujo eficazmente la
expresion de TNF-a, 11-6 e II-1B en tejido pulmonar de ratones infectados con influenza, aunque
dicho efecto se atribuyo principalmente a la actividad antiviral del OSV contra el virus. En
contraste, el efecto antinflamatorio del OSV observado en el presente estudio podria deberse a la

inhibicion de la Neu-1, dado que esta sialidasa participa en la via de sefializacion de TLR-4 que
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da como producto la liberacion de citocinas inflamatorias (Amith et al., 2010; G. Y. Chen et al.,
2014). La inhibicion de neuraminidasas celulares, también se ha descrito cuando se utilizan otros
antivirales como el zanamivir, que en particular inhibe a la Neu-3 (Puerta-Guardo et al., 2016).
Ademas, se ha propuesto que la proteina NS1 del DENV vy otros flavivirus aumenta la expresion
de Neu-1, Neu-2 y Neu-3 durante las primeras horas post-infeccion (Puerta-Guardo et al., 2019);
esto podria sugerir que el aumento de Neu-1 se ve involucrado en la alta produccion de mediadores

inflamatorios.

A pesar de que estos resultados no respaldan el uso de la combinacion de IVM y OSV en
la infeccion por DENV, representan una oportunidad para nuevas investigaciones donde se
profundice elucidar el mecanismo de accion y uso de ambos farmacos mas alla de sus dianas

terapéuticas tradicionales.
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12. Conclusiones

12.1. Conclusion General

El tratamiento combinado de ivermectina (IVM) y oseltamivir (OSV) no presenta
efectividad sobre la replicacion de DENV-2 en macréfagos. Esta combinacion disminuye la
secrecion de TNF-a e IL-6 durante la infeccion por el virus, la diferencia entre el tratamiento

individual o combinado con IVM representa una mejor respuesta que los tratamientos individuales.

12.2. Conclusiones Especificas

1. La IVM actua como agente antiviral al disminuir las copias virales a concentraciones de 0.05
hasta 0.5 uM en las primeras 12 hpi. No obstante, este efecto no se observa cuando se analiza la
combinacion de IVM con OSV. A las 24 hpi, ya no se observa efecto antiviral con ninguno de los

tratamientos.

2. Tanto la IVM como el OSV, de manera individual y en combinacion, disminuyen la secrecion

de TNF-a a las 12 hpi, que corresponde al tiempo mayor de secrecion de esta molécula.

3. Nila IVM ni el OSV, de manera individual o en combinacion, disminuyen la expresion de IL-
6 en los tiempos evaluados. Sin embargo, de manera individual y en combinacion, disminuyen su

secrecion, lo que sugiere un efecto sobre la sintesis o la via de secrecion de esta citocina.
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13. Perspectivas

1. Evaluar los sobrenadantes de las células infectadas tratadas con IVM mediante un ensayo de

formacion de placas para determinar su efecto sobre la produccion de particulas virales infectivas.

2. Realizar estudios para confirmar la inhibicion del importe de NS3 y NS5 al ntcleo de la célula
con IVM, asi como el efecto en conjunto con OSV, con la finalidad de entender los efectos

observados en este estudio.

3. Evaluar el efecto de IVM y OSV sobre la secrecion de citocinas a tiempos mas largos post

infeccion.

4. Evaluar el efecto de ambos farmacos en la produccion de TGF- el 11-10 como potenciales

inmunoreguladores.
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15. ANEXOS
1. Efecto de la Ivermectina y Oseltamivir sobre la replicacion de DENV-2 (RT-PCR
punto final)

En la RT-PCR punto final para evaluar el efecto de IVM y OSV asi como su combinacion,
se analizaron los productos correspondientes a la primera amplificacion de la PCR anidada de
Lanciotti, de acuerdo como se describe en el apartado metodologico. Este producto corresponde a
511 pb. Con ninguno de los tratamientos evaluados, ni de forma individual o combinada, se logrd
observar cambios en la intensidad de las bandas (Figura 29). En el andlisis densitométrico
realizado, incluso con algunos tratamientos da la impresion de que hay mas cantidad de producto
de PCR comparado con las células infectadas sin tratamiento (Vehiculo) (Figura 30); sin embargo,

hay demasiada variacion entre las réplicas, y esto se ve reflejado en las barras de error.
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Figura 29. Productos de PCR de los ensayos a las 12 y 24 hpi, El producto mostrado corresponde al primer amplificado de la
RT-PCR anidada (NS1 DENV-2), el cual tiene un peso de 511 pb.
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Figura 30. Analisis densitométrico del amplicon correspondiente a la proteina NS1 del DENV-2. El analisis se realiz6 mediante
una normalizacion con el gen de B-actina.

2. Efecto de la Ivermectina y Oseltamivir sobre la expresion de TNF-a e IL-6 (RT-
PCR punto final)

Particularmente, en el caso de TNF-a, a las 12 hpi, en los geles no se observaron cambios
visibles en las bandas con ninguno de los tratamientos evaluados. En el caso del control de
inflamacion con LPS, a pesar de que se esperaba un aumento en la intensidad de la banda, tampoco
se observo diferencia. A las 24 hpi se observo poco aumento en la intensidad de la banda en las
células infectadas sin tratamiento (Figura 31). En el analisis densitométrico, se encontr6 que habia
una mayor cantidad de LPS comparado con las células sin infectar (MOCK), a las 12 hpi, sin
embargo, en las células infectadas sin tratamiento (vehiculo) no se observo una expresion mayor
de TNF-a, como se esperaba puesto que ya estd demostrado por otros investigadores y nuestro
grupo de trabajo. Ademas, con los tratamientos de IVM y OSV de forma individual y combinada,
se encontrd una sobre expresion de la citocina en comparacion con el vehiculo a las 12 hpi (Figura
32). En el caso de las 24 hpi, las desviaciones eran muy grandes, y todos los tratamientos

parecieron generar la misma respuesta.

&5



En el caso de IL-6 se encontrd en los geles poca expresion a las 12 hpi en todos los
tratamientos evaluados, y por el contrario, no se observaron bandas visibles en el MOCK vy el
tratamiento con LPS. A las 24 hpi, se observd un incremento en la intensidad de la banda del
vehiculo, sin embargo, con LPS no se observo ninguna banda (Figura 33). En el andlisis
densitométrico se encontrd que hubo una baja expresion de IL-6 a las 12 hpi, a las 24 hpi se tuvo
una alta expresion de la citocina con el tratamiento de OSV, mas no con LPS. Al igual que en los

analisis densitométricos anteriores, las barras de error son muy grandes (Figura 34).
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Figura 31. Productos de PCR correspondientes a TNF-a con un peso de 325 pb. Se muestran los ensayos de 12 a 24 hpi. La
expresion de esta citocina es mas notoria a las 24 hpi. Sin embargo, a simple vista no se observa un cambio evidente entre
tratamientos.
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Figura 31. Analisis densitométrico de la expresion de TNF-o a las 12 y 24 hpi. A las 12 hpi, no se observo expresion de la citocina,
comparado con el MOCK. A las 24 hpi hubo mas expresion, pero las barras de error son muy grandes.
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Figura 32. Productos de PCR correspondientes a IL-6 con un peso de 197 pb. Se muestran los ensayos de 12 a 24 hpi. La expresion
de esta citocina es mas notoria a las 24 hpi. Sin embargo, en ninguno de los tiempos evaluados se observd expresion del control
inflamatorio con LPS.
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Figura 33. Analisis densitométrico de la expresion de IL-6 a las 12 y 24 hpi. A las 12 hpi, no se observé expresion de la citocina.
A las 24 hpi hubo mas expresion, sin embargo, no se encontrd que fuera mayor con las células infectadas sin tratamiento (Vehiculo).
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3. Clonacion del plasmido pJETL2/blunt con el inserto de la proteina C de DENV-2

Para poder realizar la curva estandar del DENV-2, se utiliz6 el plasmido pJETL2/blunt
que codifica para la proteina C del virus. Sin embargo, como se tenia poca cantidad de pldsmido
y se tenian que estandarizar condiciones de PCR, se expandio en el laboratorio para tener la

cantidad suficiente.

Para ello se transformaron bacterias E. coli DH5a por el método de choque térmico. Se
mantuvieron las bacterias en hielo por 15 min. Luego de este tiempo, se afiadieron 50 puL de
bacterias competentes y 10 pL del plasmido en un tubo estéril. La mezcla se incub6 por 10
minutos en hielo y posteriormente se incub6 a 42° durante 90 s para después colocar en hielo
por 5 min. La mezcla se traspasé a un tubo que contenia 1 mL de medio LB y se incub6 a 37°C
por 1 h a 200 rpm. Pasado el tiempo, se centrifug6d por 10 min a 2000 rpm, se retiraron 800 pl
del medio y el pellet restante se resuspendid. Finalmente, la suspension se sembro en placas de
Petri con medio LB suplementado con ampicilina (100 ug/mL) y se incubd toda la noche a

37°C.

Las clonas bacterianas positivas a resistencia a ampicilina se colocaron en 2 mL de
medio de cultivo LB con ampicilina, incubdndose durante 16 horas. Posteriormente, este
precultivo se escalo para colocar en un matraz con 200 mL de medio LB con ampicilina y se
incub6 durante 16 horas a 37 °C. Tras la incubacion, el cultivo se colocd en tubos conicos de
centrifugacion de 50 mL y se centrifugd a 3000 rpm durante 10 min a 4 °C. Se elimin¢ el
sobrenadante, y se sigui6 el protocolo del kit Plasmid DNA Extraction Miniprep Kit de Bio

Basic Inc (Thermofisher) para purificar el plasmido.

Una que se purifico el plasmido, este se cuantifico y se realizdo una PCR punto final
utilizando las cantidades de la Tabla 3 con los oligonucleétidos de la Tabla 6 y las condiciones
de la Tabla 5 (Apartado metodologico) cambiando la temperatura de alineacion a 60 °C. Esto
con el objetivo de corroborar que se expresaba el gen de la proteina C del virus (151 bp) (Figura

34).
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Figura 34. Amplicon correspondiente a la proteina C del DENV-2 con un peso de 151 bp. Ambos fueron expresados por el
plasmido donado y el que se purificé mediante la transformacion de E. coli DHSa.

4. Amplificacion de DENV-2 mediante qPCR

Una vez que se tenia suficiente cantidad del plasmido y que se corrobord la expresion de
la proteina C de DENV-2, se realiz6 la curva estandar de acuerdo con lo descrito en el apartado
metodoldgico. Para determinar que las condiciones de amplificacion eran correctas se tomo en
cuenta el comportamiento idéoneo de la curva de amplificacion (sigmoide) (Figura 35), y para
asegurar que solo se estaba amplificando un solo producto, la curva melt, misma en la que se

present6 solo un pico (Figura 36).

Amplification

Figura 35. Curvas de amplificacion de DENV-2. Se observa un comportamiento sigmoide.
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Figura 35. Curva Melt del producto amplificacion. Se observa un solo pico, lo cual indica que se amplifico un solo producto.

De igual manera con las curvas de amplificacion se realiz6 un analisis de regresion lineal para poder
cuantificar con base en ella la carga viral en las muestras de interés (Figura 35). A partir de la curva también
se cuantificd la eficiencia de la reaccion, con un resultado de 103%. De acuerdo con la literatura, la

eficiencia debe estar entre un 90 y 110 % para considerarse que fue una correcta amplificacion.
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Figura 36. Curva estandar para la cuantificacion de DENV-2.
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5. Amplificacion de TNF-a e IL-6 por qPCR.

Al igual que con la amplificacion de DENV-2, para seleccionar las condiciones correctas de
amplificacion de las citocinas se tomoé en cuenta el comportamiento sigmoide de la curva y la curva melt

(Figuras 37 a 39).
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Figura 37. A) Curva de amplificacion de GAPDH, se muestra un comportamiento sigmoide. B) Curva melt del producto

amplificado, se muestra solo un pico, lo cual indica que se amplificé un solo producto.
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Figura 37. A) Curva de amplificacion de TNF-a, se muestra un comportamiento sigmoide. B) Curva melt del producto amplificado,

se muestra solo un pico, lo cual indica que se amplific un solo producto.
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Figura 37. A) Curva de amplificacion de IL-6, se muestra un comportamiento sigmoide. B) Curva melt del producto amplificado,

se muestra solo un pico, lo cual indica que se amplific un solo producto.
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