CENTRO DE INVESTIGACION Y DE ESTUDIOS
AVANZADOS DEL INSTITUTO POLITECNICO
NACIONAL

Cinvestav

UNIDAD ZACATENCO

DEPARTAMENTO DE INFECTOMICA Y PATOGENESIS
MOLECULAR

Evaluacion del efecto antiviral de diferentes
analogos de metformina y fenformina en la
infeccion por el virus del dengue

TESIS

Que presenta:

RICARDO JIMENEZ CAMACHO

Para obtener el grado de:

MAESTRO EN CIENCIAS EN INFECTOMICA Y PATOGENESIS
MOLECULAR

Directora de Tesis:

DRA. ROSA MARIA DEL ANGEL NUNEZ DE CACERES

Ciudad de México Agosto, 2022



CREDITOS INSTITUCIONALES

El presente proyecto de investigacion se desarrolld en el laboratorio 8 de
virologia en el departamento de Infectémica y Patogénesis Molecular del
Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del Instituto Politécnico
Nacional (CINVESTAV) bajo la direccién de la Dra. Rosa Maria del Angel
Nunez de Caceres y la asesoria de la Dra. Ana Lorena Gutiérrez Escolano y el

Dr. Juan Ernesto Ludert Le6n.

Agradezco al Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) por el

apoyo brindado mediante la asignacion de la beca con nimero 775711.

DIRECTORA DE TESIS:

Dra. Rosa Maria del Angel Nufiez de Caceres. Departamento de Infectémica y
Patogénesis Molecular. Centro de Investigaciéon y Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional.

ASESORES:

Dr. Juan Ernesto Ludert Leon. Departamento de Infectomica y Patogénesis
Molecular. Centro de Investigaciéon y Estudios Avanzados del Instituto

Politécnico Nacional.

Dra. Ana Lorena Gutiérrez Escolano. Departamento de Infectomica y
Patogénesis Molecular. Centro de Investigacion y Estudios Avanzados del

Instituto Politécnico Nacional.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Rosa Maria por aceptarme en su laboratorio y permitirme colaborar
en su grupo de trabajo. Gracias por otorgarme todos los recursos para realizar
mi proyecto de investigacion, su confianza, paciencia, asesoria, ensenanzas y

apoyo incondicional.

Al Dr. Juan Ernesto Ludert Le6n por brindarme su asesoria, atencion, recursos

y material necesario para el desarrollo de este proyecto.

A la Dra. Ana Lorena Gutiérrez Escolano por acceder a contribuir en el
desarrollo de este proyecto. Gracias por brindarme los recursos necesarios,

asesoria, consejos, ensefianzas y su gran apoyo en todo momento.

Gracias a mis compafieros del laboratorio 8 por brindarme todas las
herramientas para desarrollar este proyecto. En especial a Noé, Carlos, Selvin,
Magda y Rodolfo, por apoyarme en todo momento, brindarme su amistad y

hacer mi estancia en el laboratorio muy agradable.



DEDICATORIA

Es para mi un honor dedicar este proyecto de investigacion que con mucho

esfuerzo, trabajo y perseverancia, me llena de satisfaccion haber logrado.

Quiero dedicar este trabajo a cada uno de mis seres queridos y mi familia, que
durante toda mi vida han sido la motivacién para seguir adelante y cumplir

todas mis metas.

A mis padres Federico Jiménez Roldan y Cristina Camacho Bocanegra porque
ellos han sido mi ejemplo, motivacion y la razéon de cada paso que doy en la
vida. Gracias por todas sus enseflanzas, su incesante amor que me han
brindado, por siempre creer en mi y por su invaluable apoyo en mi formacion

personal y profesional. Gracias por tanto, ustedes son mi inspiracién.

A mis hermanos Israel Jiménez Camacho y Noé Jiménez Camacho por siempre
confiar en mis aptitudes y ofrecerme su apoyo incondicional. Gracias por estar

en mi vida.

A mis amigos y seres queridos que han participado en cada etapa de mi vida y
me han ayudado a ser la persona que hoy en dia soy. Gracias por llenarme de

amor, brindarme su amistad, estar a mi lado y darme su apoyo absoluto.



INDICE

LISTA DE FIGURAS Y TABLAS. ...ttt ceeeeeeeees 7
LISTA DE ABREVIATURAS ...ttt e e eeeee e 9
RESUMEN ...ttt ettt et e e e asree e ee e e e s e e e sasssaeeeeessessssnnnnnnes 11
ABSTRACT ...ttt s 12
L INTRODUCCION .....vtumrumumrerenmreensesinenseseessseaesaseasesssessessssssessnesssssesssens 13
LI DENGUE...c i e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e nenens 13
LIEDENV oo eeeees e s ee s sessessessees s s ssessesses s sssassasssessessessessessesens 14
LILI Estructura del DENV ....ooooiiiiieeeeeeeeeeenteeee e ceeeenreeree e e e e 15
L.IL.I.I Proteinas estructurales.......c...cccceevernuerneerseenneenseenneeneeneeneennees 16

LIL.I.II Proteinas no eStructurales ........ccccoevvuvvreeeeieiiiisiinnreeeeeeeeeeeennns 17

LILII Genoma del DENV.......ccooiiiiiriinieeereereeieeseeeeeeeeeeeeee e nnees 20
LILIII Ciclo replicativo del DENV......ccccoiiiiniiiiiiinienieeteeeeeeeeeeenne 22

LIIT Epidemiologia.....cccccceerrieiieiiieiniieeeiieeesieeestee st e eseeeeseeessseessssneesnns 25
LIILI Incidencia y Mortalidad...........cccovueeeeiieeeciieieieeecieecceeeeee e, 25

LIV TransSmiSION .ccccieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiciciecceeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e e eeeeeeeeeeeeeeeeeeas 27
LIV PatOZANESIS. .. .eeeeieeiieeiieeiiteeiteeeteeteee et st e e satesaeesreeeateesaeessseessneenas 28
L.V Caracteristicas CliNICaS ........ccceeeeiiuieeeeeciieeecceceee e et e cere e e aeee e e 30
LVI DIQNOSTICO ..uuvvieeiieiiiieiieiiiieeeeeiieeeseeeireeeseeseeeeesssaeaeessssasssessssssssaessnnns 31
LVII Tratamiento ....cccooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e e e ee e 31
LVIII VACUIIAS ..uoeeneiiiiieiieeeeieeeeteeeeteereneeereneeernneeeenesesanessssnssssnnsersnnsessnnsssnnes 32
L. ANTECEDENTES ... e oo e eeeseeeseesseeseesseeseeeseessesseesssseesseeseessessens 35
I1.I Desarrollo de farmacos antivirales ..........ccccecvuveeeeeciieeeeecciieeeeeceeeeeeeane 35
I1.I.I Compuestos dirigidos a componentes virales .........ccccccveeeeecunneennn. 36
I1.I.II Compuestos dirigidos a factores del hospedero............cccccuuuenn... 37



IL.IT Lipidos como blanco terapéutico en la infecciéon por DENV............... 38

ILIII BigUanidas.......ceeeeeuieeeiieiiieeeeeiiteeeeeeiieeeeeecereeeeeeeaeeeeeeasaneessenseneeesnnnns 39
TLITL.T MetfOrmiNa...cccoeeuvveeeeeeeeeeeeeeiiireeeeeeeeeeeenrnrreeeeeeeeeeessssnrseeeeeeeenns 40
ILIILIT Andlogos de metformina y fenformina..........ccccceeeevuieeccnneennnnenn. 45

IIT. JUSTIFICACION ....tteueeeeeeeeteeeeeeeeeeeeteeeeeeeeseseeteseeeseseseesesesessesesssensnsesenes 50
IV. HIPOTESIS ..ttt eeeeeeeeeeeeteeeeeeeseseeteseeetesesessesesesseseseesesesessesensssesenessenes 50
V. OBJETIVO GENERAL. ...ttt neeeeeee e s 51
VI. OBJETIVOS PARTICULARES ... 51
VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL......uu e 52
VIII. MATERIALES Y METODOS .eoeeeeeeeeeeeeeeeeseseeeeeeeseseeseeseeseeseeseeseeneens 55

VIILI Linea Celular HUh-=7.....ccccuviiiiiieeeeeeeee et 55

VIILII Virus del dengUE .......ccveeeeiieeeeiieecieeecteectee e e ae e vee e en e eaee s 55

VIILIII Compuestos Quimicos ¥ FATMACOS ......ccceevuveererciureeeienieeeeeecineeenns 55

VIIL.IV Infeccién con DENV-2 y Tratamiento.........ccceceveeeeveeeeveeescveeennenn. 56

VIILV EnSayo MTT .....ccooiiiiiiiiiiiiiiiiiiietcccennenireccecee e nsnneeeee e 56

VIIL.VI Citometria de FIUJO......ccoovuiiiiiiieiiiiiicieeccieeccte e eseee e 57

VIILVII WeStEIN BlOt....ociiiiiiiiiiiieieeeeececeiiieeeeeec et ee e eesnaannee e 57

VIII.VIII Unidades Formadoras de Placa (UFP)........uuueeeeeeeeeeeeeeeereeeeevenennns 58

VIILIX Analisis EStadisStiCO....cccccviieiieeiiieeececiieecceceee et 59

IX. RESULTADOS ...ttt eeeeteeeee e e e enreeee e e e s s s s sansneeeeaessesssnnnnns 60
X. DISCUSION ...oouiuimriieeineeeesensesiseaseasessessessseaseaesessessessssssessessessessssesnesns 84
XI. CONCLUSIONES. ...ttt eeerrteeeee e e s e snsreeeeeeesseeans 97
XII. PERSPECTIVAS ...ttt ereteece e e e e eisneeee e e e s s eaas 98
XL BIBLIOGRAFTA ...ttt e v s eenenenns 99



LISTA DE FIGURAS Y TABLAS

Fig.1 Criterios de clasificacion del dengue ...........cccooeeuvveeeecciieieccciieeecceneene. 14
Fig.2 Descripcion general de las particulas de DENV ..........cccevveiieeeiccnnnennn. 16
Fig.3 Estructura general del genoma del DENV .........cccceiiiiiiiiiiiciieeeeecneen. 22

Fig.4 Representacion esquematica de las diferentes conformaciones del

genoma de DENV .....oiiiiieceeceteeette ettt e e e e vee s e sae e e aa e s s e e e s nnee s 22
Fig.5 Ciclo de replicacion del DENV ..........ooiiiiiiiiiiccieeeecceee e 24
Fig.6 Ciclo de transmision del DENV ........ccocciiiiiiiiiiniiiniineeeeceeeeeeeeenne 28
Fig.7 Estructura quimica de la metformina ..........ccccceeeeeieeeciieeeciiecccreeccieens 42
Fig.8 Estructura quimica de la fenformina..........ccccceeeeiieiniiieeciiencieecieens 46
Tabla 1. Analogos de metformina y fenformina de 12 generacion................... 48
Tabla 2. Andlogos de metformina y fenformina de 22 generacion.................. 49

Fig. 9 Viabilidad de las células Huh-7 a los analogos de metformina y

TONTOTTIIIITIA ettt ettt ee e e e e et tteee e eeseeeaeseennnneeeesesssssasnnnnnnesssesees 62

Fig. 10 Concentracion Citotoxica 50 de los analogos de metformina y

§ L0 (0) 011 o - KSR SRR 64

Fig. 11 Efecto de los anadlogos de metformina y fenformina en la infeccion con

Fig. 12 Eficiencia de inhibicion de la infeccion por los analogos de metformina

R (53011005 11100 - HO OSSPSR 72

Fig. 13 Concentracién Inhibitoria 50 de los analogos de metformina y

£ 00 10) 01011 o - ADUUU USSR 75
Tabla.3 Indice de SEleCtiVIdad .......ceeveeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et ee e e e eeeeeees 76

Fig. 14 Comparacion del efecto antiviral de los analogos y la metformina con

respecto a metformina mediante los niveles de proteina viral NS3................ 78



Fig. 15 Comparacion del efecto antiviral de los analogos y la metformina con

respecto a metformina mediante la determinacion del titulo viral. ................ 80

Fig. 16 Comparacién del efecto antiviral de los anilogos de metformina y
fenformina con respecto a la metformina mediante la determinacion del

porcentaje de células infectadas.........cceeeeeeeiiiiiiciiiieieceecceeeeee e 82

Fig. 17 Analisis de Consenso FarmacolOgico. ........ccccecvuveeeecccieeeeecciieeeeeceneen. 83



LISTA DE ABREVIATURAS

ADE: Aumento de la Infeccion Dependiente de Anticuerpos
AMPK: Proteina Cinasa Activada por AMP

C: Proteina de Capside

CCs0: Concentracion Citotoxica 50

COFEPRIS: Comision Federal para la Protecciéon contra Riesgos Sanitarios
CR: Complejo de Replicacion

DENV: Virus Dengue

DF: Fiebre del Dengue

DHEF: Fiebre Hemorragica del Dengue

DMEM: Medio Eagle Modificado de Dulbecco

DSS: Sindrome de Shock por Dengue

E: Proteina de Envoltura

ELISA: Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas
FDA: Administracion de Drogas y Alimentos

HMGCR: 3-Hidroxi-3-Metilglutaril-Coenzima A

Huh-7: Linea Celular de Hepatocarcinoma Humano

ICs0: Concentracion Inhibitoria 50

M: Proteina de Membrana

MOI: Multiplicidad de Infeccién

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio
NS: Proteina No Estructural

OMS: Organizacién Mundial de la Salud



PBS: Buffer Fosfato Salino

prM: Proteina Precursora de Membrana

RE: Reticulo Endoplasmatico

RdRp: ARN Polimerasa Dependiente de ARN

RT-PCR: Reaccion en Cadena de la Polimerasa con Transcriptasa Inversa
SI: indice de Selectividad

SINAVE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica

sSARN (+): Acido Ribonucleico de Cadena Sencilla en Sentido Positivo
SFB: Suero Fetal Bovino

UFP: Unidades Formadoras de Placas

UTR: Region No Traducida

WNV: Virus del Nilo Occidental

YFV: Virus de la Fiebre Amarilla

ZIKV: Virus del Zika

10



RESUMEN

El dengue es la enfermedad causada por el virus del dengue (DENV), y se
encuentra asociada con una importante morbilidad, mortalidad y costo
econdémico a nivel mundial. A pesar de su relevancia, en la actualidad no existe
tratamiento farmacologico especifico, seguro y eficaz contra esta enfermedad.
Debido a esto, es necesario seguir en la busqueda, identificacion y desarrollo de
nuevos compuestos con potencial terapéutico. Una de las estrategias
empleadas para lograrlo, consiste en la produccion de farmacos dirigidos a
factores del hospedero que son clave para el ciclo replicativo viral y la
patogénesis de la enfermedad. Nuestro grupo, logré demostrar el efecto anti-
DENV de la metformina tanto en modelos in vitro como in vivo. Sin embargo,
la actividad terapéutica de la metformina puede estar limitada por
su farmacocinética. En este sentido, se logro el desarrollo de nuevos analogos
estructurales y funcionales de metformina y fenformina, que buscan mejorar la
lipofilicidad de la metformina, asi como sus propiedades fisicoquimicas,

farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicologicas.

En el presente trabajo analizamos el efecto de 10 diversos anélogos de
metformina y fenformina en la infeccion por DENV-2, de los cuales, todos
mostraron efecto antiviral. También se determiné el indice de selectividad
como predictor del potencial terapéutico de los compuestos, donde se encontro
que los compuestos EGL-2, MCC-1 y MCC-6 mostraron un mejor perfil de
citotoxicidad y eficiencia de inhibicion de la infeccion. Por altimo, se realizo
una comparacion de los analogos con la metformina mediante diversos
parametros de infeccion, mostrando asi; EGL-1, EGL-2, EGL-4, EGL-7y MCC-
3 mejor efecto anti-DENV en al menos un parametro. En conjunto, estos
resultados demuestran que los analogos de metformina y fenformina son
agentes antivirales eficaces para inhibir la infeccion por DENV-2 en células
Huh-7. Ademés, los andlogos EGL-1 y EGL-2 poseen el mejor potencial
terapéutico y pueden representar una alternativa a la metformina, la Gnica

biguanida disponible en la actualidad.
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ABSTRACT

Dengue is the disease caused by dengue virus (DENV), and is associated with
significant morbidity, mortality and economic cost worldwide. Despite its
relevance, there is currently no specific, safe and effective pharmacological
treatment against this disease. Because of this, it is necessary to continue the
search, identification and development of new compounds with therapeutic
potential. One of the strategies used to achieve this consists of the production
of drugs that target host factors that are key to the viral replicative cycle and
the pathogenesis of the disease. Our group was able to demonstrate the anti-
DENV effect of metformin in both in vitro and in vivo models. However, the
therapeutic activity of metformin may be limited by its pharmacokinetics. In
this sense, the development of new structural and functional analogues of
metformin and phenformin, which seek to improve the lipophilicity of
metformin, as well as its physicochemical, pharmacokinetic,

pharmacodynamic and toxicological properties, was achieved.

In the present work we analyzed the effect of 10 different metformin and
phenformin analogues on DENV-2 infection, of which all showed antiviral
effect. We also determined the selectivity index as a predictor of the therapeutic
potential of the compounds, where it was found that the compounds EGL-2,
MCC-1 and MCC-6 showed a better cytotoxicity profile and efficiency of
inhibition of the infection. Finally, a comparison of the analogues with
metformin was performed using various infection parameters, thus showing;
EGL-1, EGL-2, EGL-4, EGL-7 and MCC-3 better anti-DENV effect in at least
one parameter. Taken together, these results demonstrate that metformin and
phenformin analogs are effective antiviral agents in inhibiting DENV-2
infection in Huh-7 cells. Furthermore, the EGL-1 and EGL-2 analogs possess
the best therapeutic potential and may represent an alternative to metformin,

the only biguanide currently available.
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I. INTRODUCCION

I.I Dengue

El dengue es la enfermedad viral trasmitida por mosquitos mas prevalente en
el mundo y se encuentra asociada con una importante morbilidad, mortalidad
y costo econdmico en servicios de salud, particularmente en los paises en
desarrollo.(1,2) Esta enfermedad tiene como agente causal a cualquiera de los
cuatro serotipos del virus del dengue (DENV), por lo que, una persona podria
infectarse hasta cuatro veces en su vida.(1,2) La infeccién es transmitida por la
picadura de mosquitos del género Aedes y principalmente por las especies
Aedes aegypti y Aedes albopictus.(1,2) La Organizacion Mundial de la Salud
(OMS) hasta el afio 2008 recomendaba distinguir clinicamente al dengue en:
fiebre del dengue (DF), fiebre hemorragica del dengue (DHF) y sindrome de
shock por dengue (DSS) dependiendo de las manifestaciones -clinicas
presentadas por los pacientes, asi como su gravedad.(1,3—5) No obstante, en el
aflo 2009 la OMS present6 una clasificacion alternativa con el proposito de
mejorar el manejo clinico de los pacientes, la cual incluye: dengue sin signos de
alarma , dengue con signos de alarma y dengue grave, como se muestra en la
figura 1.(1,2,6,7) Sin embargo, en diversos ambitos la clasificacion

DF/DHF/DSS continta siendo ampliamente utilizada.
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Dengue with or without warning signs )

\

' Criteria
* Patient has recently travelled to or lives in an
endemic area, has a fever and two of the following:
nausea or vomiting, rash, aches and pains, positive
torniquet test, leukopaenia and any warning sign
. * Laboratory-confirmed dengue virus infection*
\ ¥
Without warning signs With warning signs*
’ * Abdominal pain or tenderness
* Persistent vomiting
¢ Clinical fluid accumulation
* Mucosal bleeding
¢ Lethargy or restlessness
e Liver enlargement of >2 cm
* An increased haematocrit level
that is accompanied by a
decreased platelet count

dreerccccnneccnne .

v
( Severe dengue )

[ Criteria
» Severe plasma leakage leading to dengue shock syndrome and fluid
accumulation with respiratory distress
» Severe bleeding as evaluated by a clinician
 Severe organ involvement, including the liver (AST or ALT levels of
>1,000), the central nervous system (impaired consciousness),
the heart and other organs

J
N 7/

Fig.1 Criterios de clasificaciéon del dengue conforme al Dengue Guidelines for Diagnosis,

Treatment, Prevention and Control 2009. World Health Organization. Tomado.(3)

I.II DENV

El DENV pertenece al grupo de los arbovirus, el cual, estd compuesto de virus
biologicamente diversos que comparten la capacidad de ser transmitidos entre
vectores artrépodos y hospederos vertebrados.(1) Dentro de los arbovirus
clinicamente mas importantes se encuentran los integrantes del género
Flavivirus (miembro de la familia Flaviviridae).(1,2) En el género Flavivirus
se encuentra: el virus del dengue (DENV), el virus del Zika (ZIKV), el virus del
Nilo Occidental (WNV), y el virus de la Fiebre Amarilla (YFV), entre otros. El
DENV agrupa cuatro virus estrechamente relacionados a nivel genético

(homologia de secuencia de nucle6tidos del 65-70%) y antigénico, que son
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conocidos como serotipo 1, 2, 3 y 4 (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4),
cada uno de ellos, a su vez, incluye varios genotipos.(2,3) Los genotipos se
pueden definir como un grupo de aislados de DENV que no poseen mas del 6%
de divergencia en su secuencia de nuclebtidos dentro de un solo serotipo.(8)
En el DENV-1 se pueden diferenciar cinco genotipos (I, II, III, IV y V), en el
DENV-2, seis (Asiatico I, Asiatico II, Cosmopolita, Americano,
Asiatico/Americano y Selvatico), en el DENV-3, cuatro o cinco (I, II, III, IV/V)
y en el DENV-4, cuatro genotipos (I, II, III, Selvatico).(9) Adicionalmente, en
Octubre de 2013 se inform6 de un quinto serotipo (DENV-5) que se obtuvo
mediante aislamiento y andlisis de secuencia genética en Sarawak,
Malasia.(2,10) Este ultimo serotipo sigue un ciclo selvatico (trasmisién a
hospederos primates no humanos por mosquitos Aedes “selvaticos” de diversas
especies que viven principalmente en arboles) a diferencia de los otros cuatro
serotipos que siguen el ciclo humano (transmisiéon a hospederos humanos en
areas urbanas por el mosquito "domesticado"”, generalmente Aedes aegypti),
aunque los humanos que viven o trabajan en el bosque o alrededores se pueden
infectar ocasionalmente de DENV selvatico.(10,11) La causa probable de la
aparicion del nuevo serotipo podria ser la recombinacion genética, la seleccion

natural y los cuellos de botella genéticos.(10)

LI.IL.I Estructura del DENV

El DENV es una particula esférica envuelta por una membrana lipidica, que en
su forma madura asemeja una “superficie lisa” de aproximadamente 50 nm de
diametro, mientras que la particula inmadura tiene un didmetro de
aproximadamente 60 nm con una apariencia de “superficie puntiaguda”, como
se muestra en la figura 2.(1—3) Al interior de la particula viral se encuentra un
genoma de ARN de cadena sencilla en sentido positivo (ssSARN(+)) que asemeja
estructuralmente al ARNm de las células hospederas.(3) El genoma codifica
tres proteinas estructurales que conforman la estructura del virién y participan
en la union y entrada del virus a la célula, incluyendo: la proteina de la capside

(C), la proteina de pre-membrana/membrana (prM/M) y la proteina de
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envoltura (E). Por otro lado, el genoma también codifica siete proteinas no
estructurales (NS), conocidas como: NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y
NS5; involucradas principalmente en la replicacion del genoma viral, el
ensamblaje de nuevas particulas virales, la patogénesis de la enfermedad y la

evasion inmune.(3)

Immature

Lipid

Capsid (C)
membrane

Fig.2 Descripcion general de las particulas de DENV en sus formas madura e inmadura. Se
indica a la izquierda, un esquema dividido por un eje mostrando la particula viral madura e
inmadura. Se indica la membrana lipidica con las proteinas estructurales: proteina E, proteina
prM o M y la proteina C. A la derecha se muestran diferentes perspectivas de la superficie viral

inmadura “puntiaguda” y madura “lisa”. Tomada y modificada.(12)

I.IL.1.I Proteinas estructurales

Proteina de la capside (C)

Proteina homodimérica altamente basica con peso molecular aproximado de
12 kDa, que posee en cada mondmero: cuatro a-hélices, un dominio N-terminal
intrinsecamente desordenado, una region plegada intermedia flexible corta y
una region plegada conservada que estabiliza el dimero.(1,13) La funcion de
esta proteina consiste en modular la formacién de las nucleocipsides
(encapsidacion) durante el empaquetamiento del genoma viral y el ensamblaje
de nuevas particulas virales.(1,13) Ademas, cabe destacar que las proteinas C se
unen a las gotas lipidicas de las células, dicha interaccion es necesaria para la

replicacion, ensamblaje y morfogénesis viral.(13)
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Proteina pre-membrana y membrana (prM/M)

La proteina prM esta conformada por 166 aminoacidos (aproximadamente 26
kDa), mientras que la proteina M consta de 75 aminoacidos (aproximadamente
8 kDa).(1,14) La participacién de prM se centra en el proceso de maduracion
de la particula viral, ya que funciona como una chaperona que protege al
péptido de fusidon de la proteina E con el objetivo de evitar una fusion
prematura del viribn antes de su liberacion al espacio extracelular.(14)
Posteriormente, la prM es procesada por la endoproteasa furina del aparato de
Golgi para dar lugar a los fragmentos pr y a M que al salir al ambiente
extracelular se disocian y genera particulas maduras que poseen iinicamente la

proteina M asociada.(1,15)
Proteina de envoltura (E)

Proteina que forma un homodimero N-glicosilado con una longitud de 493 a
495 aminoacidos, cuyo peso molecular es de aproximadamente 50-53 kDa y
posee tres dominios: dominio I N-terminal pero estructuralmente central;
dominio II que posee una regiéon de fusion hidrofoba y el dominio III
responsable de la unién a los receptores celulares del hospedero.(1,16) En la
particula viral madura, la proteina E se encuentra en forma de 9o
homodimeros (180 copias) que se colocan planos con respecto a la superficie
del virus formando una capa de proteina lisa.(16) En la particula inmadura, E
forma 90 heterodimeros junto a prM, los cuales se extienden como 60 picos
triméricos desde la superficie, dando una apariencia “puntiaguda” a los
viriones.(16) Debido a lo mencionado anteriormente, E es una proteina que
estd fuertemente implicada en el rango de hospederos que pueden ser

infectados, la eficiencia de replicacion, el tropismo y la virulencia.(1,3,14)

1.I1.1.II Proteinas no estructurales

NS1

Es una glicoproteina con un peso molecular aproximado de 45-55 kDa

(dependiendo del nivel de glicosilacion).(1,17) Esta proteina puede existir en 3
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formas: alojada en el reticulo endoplasmico (RE), anclada a la membrana o
secretada al espacio extracelular.(17,18) NS1, se produce como monémero y,
después de procesarse en el RE forma homodimeros que se asocian con las
membranas de los organelos celulares, a través de anclajes de
glicosilfosfatidilinositol.(1,17) También se secreta al espacio extracelular y la
sangre (por lo que es un importante marcador de diagnostico de la infeccion
por DENV) como una particula similar a una lipoproteina de alta densidad,
constituida por 3 dimeros NS1 con una cavidad central hidro6foba cargada con
lipidos.(17) Las funciones principales de NS1 son: participar en el complejo de
replicacion del ARN viral cuando interactia con el precursor NS4A-4B,
contribuir por diferentes mecanismos a la permeabilidad vascular en la
infeccion e inhibir la activacion del sistema del complemento del

hospedero.(1,17,18)
NS2A

Proteina hidr6foba con un peso molecular de aproximadamente 22 kDa. Posee
cinco segmentos transmembranales que atraviesan la membrana del RE y dos
segmentos que interactiian con el RE sin atravesar su membrana.(14,16) Esta
proteina viral, en general, promueve el ensamblaje y la replicacion viral ya que
participa de algin modo en la coordinacion del cambio entre el
empaquetamiento de ARN sintetizado para formar nuevas particulas virales y
la replicacion del ARN para seguir generando copias del genoma viral.(14,16)
Por otro lado, NS2A también participa antagonizando la respuesta celular al

interfer6on de tipo I (IFN I).(14,16)
NS2B

Proteina de 130 aminoacidos con un peso molecular de 14 kDa que se encuentra
asociada a la membrana.(1) Con respecto a su funcién, NS2B sirve como
cofactor en la regulacion de la actividad serina proteasa de NS3, debido a que
se asocia con su region central a la proteina NS3 para formar el complejo de

proteasa. (14,16)

NS3
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Proteina de 618 aminoacidos con un peso molecular de 70 kDa.(14,16) Esta
proteina es una enzima multifuncional que funciona como serina proteasa de
tipo quimotripsina, ARN helicasa y ARN trifosfatasa/nucleosido trifosfatasa
(RTPasa/NTPasa).(16) NS3 posee un dominio de proteasa N-terminal (1-180
aminoacidos) que participa en la escision de la poliproteina viral, una region
interdominio que funciona como enlazador y un dominio helicasa que se
encuentra en los residuos 181-618.(16) Ademas, NS3 se somete a autoescision
en dos sitios ubicados en la union NS2B-NS3 y dentro de la region helicasa C-
terminal.(16) Por otro lado, se ha demostrado que NS3 produce el ambiente
lipidico apropiado alrededor del RE para la replicacion eficiente de DENV, al
reclutar enzimas celulares como la sintasa de acidos grasos.(14) Todas las
funciones que desempena NS3 son esenciales para la correcta replicacion del

genoma viral.

NS4A

Pequena proteina integral de membrana altamente hidrofébica que esta
conformada por 150 aminoacidos con un peso molecular aproximado de 16
kDa.(16) La funcién principal de NS4A es inducir las alteraciones necesarias en

la membrana que son esenciales para la replicacion eficiente del DENV.(1,16)
NS4B

Es una pequena proteina integral de membrana hidrofébica que esta
conformada por aproximadamente 245 a 249 aminoacidos con un peso
molecular de 27 kDa.(1,16) NS4B interactia directamente con NS3 mejorando
la actividad de helicasa de NS3 al estimular la disociacion del ARN
monocatenario, modulando asi, la replicaciéon viral.(16) NS4B al igual que

NS2A, participa antagonizando la respuesta celular al interfer6n de tipo I (IFN
D.(19)

NS5

Proteina viral, que es la mas conservada entre los DENV y consta de 900

aminoacidos con un peso molecular de 104 kDa.(1,14,16) La NS5 al igual que la
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NS3 posee actividad catalitica multifuncional debido a que posee un dominio
N-terminal de metiltransferasa y guanidiltransferasa que abarca la region 1-
269 y que son las encargadas del cap del ARN viral. También, posee un dominio
C-terminal de ARN polimerasa dependiente de ARN (RdRp) que se encuentra
en los aminoacidos 270-900 y que es necesaria para la replicacion del genoma
viral.(1,14) Por lo mencionado anteriormente, NS5 cumple funciones esenciales

para la replicacion del virus.

I.IL.II Genoma del DENV

El genoma del DENV contiene toda la informaciéon genética necesaria para la
replicacion del virus.(20) El DENV posee un genoma de ARN de cadena
sencilla y polaridad positiva (ssARN(+)) de una longitud aproximada de 11 kb
y que tiene una alta tasa de mutacién.(11) El genoma del DENV esta
conformado por un tnico marco de lectura abierto que codifica para una sola
poliproteina transmembranal en el reticulo endoplasmico.(20) El genoma viral
tiene un cap tipo 1 (m7GpppAmpN2) en su extremo 5 -UTR y carece de una
cola poli-A en el extremo 3°-UTR a diferencia de los ARNm de las células
hospederas, como se muestra en la figura 3.(1) El ARN viral posee en sus
extremos 5y 3° una region no traducida denominada 5 -UTR (de
aproximadamente 100 nucle6tidos) y 3°-UTR (de longitud variable),
respectivamente, las cuales estan altamente estructuradas.(1,20) Dentro de
estas dos regiones se encuentran diversas estructuras secundarias de ARN muy
importantes para la replicaciéon y traduccion viral, que tienen distinto grado de
conservacion, como se muestra en la figura 4.(21,22) En el 5"UTR a 95-101
nucleétidos de longitud, se encuentra: un elemento de tallo y burbuja o stem
loop A (SLA) que interactaa con NS5 y, por lo tanto, promueve la replicacion
viral, ademas, regula la adiciéon del cap 5°; un stem loop B (SLB) importante
para la circularizacion del genoma viral; un tallo o hairpin de capside (cHP), el
cual regula el proceso de traduccion y circularizaciéon.(21) Por otro lado, en la

region 3" UTR se encuentran a menudo dos estructuras en forma de mancuerna
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(5"DBy 3" DB), que son importantes para la traduccion y replicacion eficiente;
un stem loop 3°(3°SL) que es esencial para la replicacion pero que no influye
en la traduccion; un hairpin corto (sHP o SSL) importante para la
circularizacion del genoma; y una variable combinacién de stem loops de 1 a 4
(SL-I, SL-II, SL-IIT y SL-IV) que participan activamente en la replicacion
viral.(21,23) A su vez, las regiones 5°UTR y 3" UTR dentro de las estructuras
antes mencionadas se encuentran secuencias conservadas.(21) En el 3°UTR
existe una secuencia (3°CS) rio arriba del 3°SL, que contiene nucle6tidos
altamente conservados que se conoce como secuencia de circularizacién o
ciclacion (3°CYC).(21) También en la estructura sHP se encuentra una
secuencia denominada rio arriba de la region AUG (3" UAR) y rio arriba del
3’SL se encuentra otra secuencia denominada rio abajo de la region AUG
(3"DAR).(21,24) Por sulado, el 5" UTR posee dentro del SLB la region rio arriba
de la region AUG (5" UAR), el sitio de inicio de traduccion AUG y la secuencia
rio abajo de la region AUG (5°DAR). Por tltimo, la estructura cHP posee una
secuencia conservada (5°CS). Asimismo, para el DENV y otros flavivirus se ha
demostrado que el genoma viral se circulariza y es un proceso esencial para la
replicacion del virus.(21) Para ello, las secuencias DAR/UAR/CS 5°y 3"juegan
un papel muy importante, ya que guardan complementariedad y son las
encargadas de producir la estructura ciclica para la sintesis del intermediario
de cadena negativa que sirve como molde para la produccion de nuevos

genomas virales sSARN(+).(20,21)
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Fig.3 Estructura general del genoma del DENV. Se indican las diferentes regiones que
codifican las proteinas estructurales y no estructurales, asi como las regiones 5" UTR y 3" UTR.
También se muestran estructuras 3D de algunos dominios de proteinas no estructurales.

Tomada y modificada.(25) SLA
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Fig.4 Representacion esquematica de las diferentes conformaciones del genoma de DENV. A

la izquierda se muestran las estructuras secundarias del genoma que componen las regiones
5"UTR y 3°UTR. A la derecha se indica una representacion de la complementariedad de

secuencias DAR/UAR/CS para la circularizacién del genoma. Tomada y modificada.(21)

L.IL.III Ciclo replicativo del DENV

El ciclo replicativo de DENV en el hospedero humano comienza cuando las
particulas virales que ingresan por la picadura del mosquito, se unen mediante
el dominio IIT de la proteina E a los receptores que se encuentran sobre la

superficie de las células.(1,14) Entre los receptores y moléculas asociadas a la

22



entrada del virus a las células hospederas que se han postulado, se encuentran:
glicosaminoglicanos (heparan sulfato), la proteina regulada por glucosa 78
(GRP78), proteina disulfuro isomerasa (PDI), el receptor de laminina de alta
afinidad, TIM-1, TIM-3, TIM-4, TAM (AXL, Tyro3), CD300a, claudina-1,
proteinas de choque térmico 90 y 70 (HSP9o y 70), glucoesfingolipidos
(neolactotetraosilceramida), la glicoproteina CD14 y lectinas de tipo C
(miembro A de la familia 5 del dominio de lectina tipo C (CLEC5A), la lectina
no integrina capturadora de la molécula de adhesion intercelular 3 especifica
de células dendriticas (DC-SIGN) y los receptores de manosa).(1,26,27)
Posteriormente, la particula viral asociada a los receptores es internalizada a
través de endocitosis dependiente de clatrina.(14) Después de la internalizacion
de la particula viral, el endosoma temprano madura a un endosoma tardio que
por su pH bajo provoca un cambio conformacional en la proteina E viral que
conduce a la exposicion del péptido de fusidon del dominio II, el cual se encarga
de inducir la fusion de la membrana lipidica viral con la membrana del
endosoma, permitiendo el desensamblaje del virus y la liberacion de la
nucleocapside en el citoplasma.(14) A continuacion, la nucleocapside se disocia
estructuralmente, liberando al genoma viral que inmediatamente puede ser
traducido por los ribosomas de la célula hospedera. El ssARN(+) se traduce en
una sola poliproteina que es procesada co y postraduccionalmente (escision,
plegamiento y glucosilaciéon) por la proteasa viral NS2B/NS3, la peptidasa
senal celular en el RE y otras proteinas celulares, para dar lugar a las tres
proteinas estructurales y las siete proteinas no estructurales.(14) Después de la
traduccién y procesamiento de las diversas proteinas virales, el genoma viral
puede servir como molde para la produccion de nuevos genomas virales de
ARN. Para ello, en la membrana del RE se ensamblan multiples proteinas
virales y celulares para formar vesiculas especializadas en la replicacion del
genoma viral de DENV denominadas complejos de replicaciéon (CR).(14) En los
CR el ssARN(+) se circulariza y NS5 sintetiza un intermediario de ARN en
sentido negativo, que a su vez es utilizado como molde por la misma NS5 para
producir nuevas copias de ssARN(+) virales.(1) Los ARNs virales recién

sintetizados pueden producir mas proteinas virales, generar mas copias de
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ARN o encapsidarse como genoma de la progenie viral. Para esto altimo, en la
membrana del RE, el ARN viral y las proteinas estructurales se ensamblan en
nuevos viriones inmaduros, que son transportados por la red trans-Golgi donde
el virion que tiene a la proteina prM-E dispuesta en forma de picos sufre un
cambio de conformacién provocado por la variacion de pH, que proporciona
una apariencia lisa a la particula viral, luego, el virién inmaduro es procesado
por la furina localizada en el aparato de Golgi para escindir a la proteina
prM.(1,14) En esta dltima particula viral todavia inmadura con apariencia lisa,
la region pr escindida permanece asociada a la proteina M, hasta que en el paso
final, los viriones se liberan de las células hospederas y la region pr es separada
de la proteina M por accion del pH extracelular, dando lugar a la particula viral

madura infecciosa, como se muestra en la figura 5.(14,15)

Sintesis del genoma

S vc‘_.’::"' Sintesis d
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e proteinas, |

Transportey
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Fig.5 Ciclo de replicaciéon del DENV. Se muestran las diferentes etapas del ciclo replicativo,
incluyendo: uni6én (adsorcion) y entrada (endocitosis), liberacion del genoma, traduccion de
proteinas virales, replicacion del genoma, ensamblaje, maduracién y morfogénesis y liberaciéon

de particulas virales. Tomada.(28)
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L.III Epidemiologia
L.IIL.I Incidencia y Mortalidad

El dengue es frecuente en regiones tropicales y subtropicales, por lo que es
endémica en mas de 100 paises, incluyendo diversas regiones de América,
Africa, el sudeste de Asia, Europa, el Pacifico Occidental y el Mediterraneo
Oriental; donde las condiciones geograficas, demograficas, y epidemiolbgicas
son favorables para la transmisién por el mosquito vector.(1—3) Debido a la
incidencia y mortalidad del dengue, esta ha sido clasificada como la segunda
enfermedad més grave transmitida por vectores, solo por debajo de la
malaria.(29) Con respecto a la incidencia mundial de esta enfermedad, se debe
hacer notar que se ha multiplicado més de 30 veces en los tltimos 50 afios
coincidiendo evidentemente con la expansion geografica de los mosquitos
vectores y el DENV.(1,29) Ademas, se ha estimado que anualmente el nimero
de personas a nivel mundial que se infectan por DENV se encuentra en el rango
de 284 a 528 millones, de las cuales 96 millones son casos que presentan
sintomas con distintos niveles de gravedad y 2 millones de casos desarrollan
enfermedad grave.(1,2,29) Por otro lado, se han realizado diversos estudios
para conocer los factores asociados con la alta incidencia o el surgimiento de
brotes en determinadas regiones. Dentro de estos factores se encuentra: el uso
discontinuo de agentes quimicos de control de mosquitos, escasa informacion
en la poblacion sobre la enfermedad del dengue; mayor indice de depoésitos
larvarios e indice larval; regiones de menor altitud, menor temperatura, mayor
humedad y mayor precipitacion; indice de poblacién sesgado a mayor edad;
viviendas ubicadas cerca de comercios o cerca de areas con alcantarillado
descubierto; presencia de criaderos de mosquitos en jardines o patios,
incluidas latas desechadas, contenedores de plastico, llantas, estanques,
canaletas para recolectar agua de lluvia y en general, contenedores de
almacenamiento de agua; viviendas con gran cantidad de personas, falta o
inadecuada recoleccion de desechos, almacenamiento deficiente de agua en el

hogar, falta de aire acondicionado y descarga de aguas residuales directamente
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en estanques o desagiies de la calle; entre otras.(1) Por su parte, la mortalidad
se ha estimado en afos recientes, con cifras de aproximadamente 20,000-
22,000 muertes cada afno.(1,3,30) Aunado a esto, mas de 3 mil millones de
personas que viven en mas de 100 paises tienen riesgo de contraer la
enfermedad al infectarse con DENV.(3) El dengue se ha identificado como una
enfermedad con pronostico incierto debido a las tendencias hacia el aumento
de la urbanizacién, la escasez de agua y posiblemente, el cambio ambiental en
el planeta.(3) En México, al igual que en todo el continente Americano, el
dengue ha sido reportado en personas de todas las edades (principalmente en
la poblacion adulta). Sin embargo, existe una tendencia de aumento en la
poblacién infantil y juvenil, como lo que sucede en paises del continente
asiatico donde el dengue afecta principalmente a personas menores de 15
anos.(31) De acuerdo al Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiologica
(SINAVE), hasta la semana 33 de vigilancia epidemiologica en México, que
comprende hasta el 21 de agosto de 2021 se han reportado 1756 casos
confirmados de dengue (dengue sin signos de alarma= 1085, dengue con signos
de alarma= 573 y dengue grave=98). En 2020, hasta la semana de vigilancia
epidemiol6gica nimero 33 se confirmaron 7,278 casos de dengue y con un total
al final del ano de 24,313 personas enfermas de dengue. Por otro lado, en 2019
se confirmaron hasta esa semana, 8,973 casos y un total al final del afio de
41,505 casos de dengue.(32,33) Como se puede observar, la incidencia de casos
de dengue en México en 2021 tiene una tendencia a la baja con respecto a los
anos anteriores e igualmente ha sido identificada en otros paises del continente
asiatico. Sin embargo, este comportamiento posiblemente no refleja la
verdadera naturaleza de la propagacion de la enfermedad y podria deberse a la
deteccion y notificacidon insuficiente de casos de dengue en los sistemas
médicos afectados por la pandemia de COVID-19, asi como a los bloqueos
sociales por dicha causa. De igual modo, la OMS basa estos resultados en un
control de vectores mas proactivo, sistemas nacionales de vigilancia mas
s6lidos y una mejor comunicacion con la comunidad. En el panorama nacional,
practicamente todas las regiones del pais han reportado casos de dengue, no

obstante, estados como: Veracruz, Jalisco, Michoacan, Guerrero, Tabasco,
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Nuevo Leon y San Luis Potosi, entre otros, son los mas afectados, mientras que

Tlaxcala y Ciudad de México son los tinicos que no han reportado casos de

dengue.(33)

L.IV Transmision

El DENV se transmite a las personas a través de las picaduras (para obtener
alimento de sangre) de mosquitos hembra del género Aedes que estan
infectados.(6) Aedes aegypti, el principal vector, es un mosquito tropical y
subtropical diurno, capaz de picar a muchas personas en un corto periodo de
tiempo (en promedio el mosquito hembra vive entre 1 y 2 semanas),
reproducirse en varios tipos de recipientes con agua en su interior y vivir en
hébitats urbanos.(16) Los mosquitos se infectan cuando pican a una persona
infectada con DENV en fase de viremia, aunque, también puede ocurrir
transmisiéon vertical de la mosquito hembra infectada a su descendencia,
siendo un proceso esencial para mantener los ciclos de transmisiéon durante los
periodos entre pandemias y brotes.(6) Después, el DENV ingresa y se replica
en las células del intestino del mosquito en donde las particulas virales son
liberadas y diseminadas al hemocele y otros tejidos secundarios, incluyendo las
glandulas salivales.(14,34) El periodo de incubacion en el mosquito que
transcurre desde la ingestién del DENV y la transmision a otro humano es de
aproximadamente 8-10 o hasta 12 dias en condiciones ambientales de 25°C-
28°C, como se observa en la figura 6.(3,34) Sin embargo, no debe olvidarse la
influencia de factores virales sobre la replicacion en el mosquito, y
consecuentemente en su transmision, como el serotipo, genotipo y carga
viral.(34) Posterior al tiempo de incubacion, los mosquitos infectados son
capaces de transmitir el DENV a otras personas. Cabe destacar que una vez que
el mosquito hembra ha contraido al DENV es capaz de transmitir al virus
durante toda su vida.(34) También, se conocen rutas de transmisiéon al humano
sin la participacion de vectores, incluidas la transfusion de sangre, el trasplante

de médula 6sea y la transmision vertical durante el parto.(29) En el humano,
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la infeccion por DENV tiene un periodo de incubacioén que se encuentra en el

rango de 4 a 77 dias.(1,2)

Extrinsic incubation

Virus infects the midgut and
eventually travels to the salivary
glands (usually 8-10 days)

Mosquito infection
Mosquito takes a blood meal from
a person with acute dengue

Salivary Dengue
glands virus Midgut

Proboscis

Intrinsic incubation
The onset of

symptoms usually
takes 4-7 days

Human infection
One mosquito can infect
several humans

Fig.6 Ciclo de transmision del DENV entre mosquitos Aedes y humanos. Tomada.(3)

L.IV Patogénesis

La evidencia cientifica propone que in vivo; los monocitos, macréfagos, células
dendriticas, hepatocitos y células endoteliales esplénicas son los principales
blancos de la infeccién por el DENV.(14,26,35) También se ha encontrado que
en muestras de autopsias, en células como queratinocitos, mastocitos,
linfocitos, células endoteliales linfaticas y fibroblastos, hay presencia de
DENV, aunque no se ha demostrado que exista replicacion viral.(35) La
patogénesis del dengue esta influenciada por diversos factores del hospedero y
del virus, incluyendo: el antigeno NSi, serotipo o genotipo, el ARN
subgenomico, el Aumento de la Infeccion Dependiente de Anticuerpos (ADE),
las células T de memoria con reactividad cruzada, anticuerpos anti-NS1 y

autoinmunidad.(1,2) Actualmente se conoce que cuando una persona logra
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recuperarse de la infeccion por algan serotipo de DENV, el sistema inmune le
otorga proteccidon durante toda la vida especificamente contra ese serotipo.(36)
Sin embargo, si esa persona llega a infectarse en un periodo mayor a 2 afios con
un serotipo distinto (infeccién secundaria) al de la primera infecciéon se ha
observado que el riesgo de tener dengue grave aumenta (aunque se puede
desarrollar dengue grave en la infeccion primaria).(14) Este tipo de
manifestacion de dengue grave puede ser explicado por el proceso ADE, debido
a que durante la infeccion primaria, se producen anticuerpos neutralizantes de
larga duracion especificos de serotipo, los cuales pueden tener reactividad
cruzada contra otros serotipos de DENV a pesar de que no son neutralizantes
(subneutralizantes).(37) Posteriormente, en la infeccion secundaria con un
serotipo diferente de DENV, los anticuerpos subneutralizantes interaccionan
con las particulas virales formando complejos que pueden unirse a los
receptores Fc gamma (FcyR) expresados principalmente en células como:
monocitos, macrofagos y células dendriticas, y que permiten que sean
internalizados, provocando que las particulas virales ingresen mas facilmente
a la célula sin ser eliminados (hay una mejora en la eficiencia de fusion de las
membranas virales y celulares).(1,2) Por lo tanto, se contribuye directamente a
la replicaciéon, produccion viral y al aumento de la infeccion. Ademas, la
evidencia sugiere que la supresion de la respuesta inmune por el DENV,
mediante la alteracion de factores como la producciéon de IFN I, 6xido nitrico,
citocinas proinflamatorias, inhibicion de la sefializacion por los receptores tipo
Toll (TLR) y el aumento de citocinas antiinflamatorias puede apoyar los efectos
causados por la ADE, ya que pueden prolongar la vida de las células infectadas
y seguir produciendo la progenie viral.(1,2) En contraparte, también se cree que
la infeccién por ADE puede estimular excesivamente la activacion celular de
linfocitos y macrofagos, induciendo la liberacion de citocinas “tormenta de
citocinas” que promueven, entre otros aspectos, la permeabilidad vascular, lo
que facilita la fuga plasmatica y asi la gravedad de la enfermedad.(14) Sin
embargo, no todos estdn de acuerdo con esta afirmacion, ya que se ha
observado que en la infeccion secundaria por otro serotipo de DENV con

respecto a la infeccion primaria, no siempre aumenta la gravedad del
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dengue.(1) Por otro lado, factores del hospedero también pueden contribuir a
la patogénesis y gravedad de la enfermedad, como: polimorfismos de un solo
nucleétido (SNP) en genes del antigeno leucocitario humano (HLA) y
polimorfismos en: genes del factor de necrosis tumoral alfa (TNF-a), FeyRII,
antigeno-4 asociado al linfocito T citotoxico (CTLA-4), factor de crecimiento
transformante beta 1 (TGF-f1), DC-SIGN, transportador asociado con el

procesamiento de antigenos (TAP) y la cinasa 1 de Janus (JAK1).(2,14)

1.V Caracteristicas clinicas

El dengue es una enfermedad sistémica y dindmica con un amplio espectro
clinico que va desde una infeccion asintomaética hasta manifestaciones clinicas
leves y graves.(6) Las personas que presentan dengue sintoméatico pueden
desarrollar 3 fases clinicas. En la fase aguda se presenta un cuadro clinico
similar a la gripe caracterizado por fiebre y carga viral elevada, donde los
pacientes desarrollan una fiebre repentina de alto grado junto a nduseas,
vomito, pérdida de apetito, erupciéon cutanea, dolor retroocular, dolor
muscular, dolor en los huesos y dolor en las articulaciones, que pueden durar
de 2 hasta 7 dias.(3,38) En la fase critica un sector de la poblacion infectada
puede mostrar disminucién temporal de la fiebre acompafiada de
manifestaciones graves como la hemorragia y pérdida de plasma debido a la
alteracion del proceso de coagulacion, al aumento de la fragilidad vascular y al
aumento de la permeabilidad vascular.(1,2) Estas manifestaciones graves
pueden conducir a hemoconcentracién, shock hipovolémico y
consiguientemente a disfuncion multiorganica que pone en riesgo la vida del
paciente.(1,2) En el mejor de los casos los pacientes se recuperaran si logran
sobrevivir a las primeras 24 a 48 h de la fase critica.(3) La recuperacion
comprende la ultima etapa donde ya no hay mas pérdida de plasma y los
liquidos filtrados a las cavidades extravasculares se reabsorben gradualmente,
lo que le permite al paciente superar la enfermedad en las siguientes 48 a 72

h.(1,3,6,39) Cabe mencionar que el serotipo y el genotipo de DENV pueden
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influir significativamente en la gravedad de la enfermedad, debido a su
capacidad infectiva y replicativa, distintiva.(40) La evidencia sugiere que los
serotipos 2 y 3 de DENV, en la infecciéon secundaria, estan més relacionados
con casos graves de dengue. Ahora bien, los cuatro serotipos pueden causar

dengue grave.(6)

I.VI Diagnéstico

La enfermedad del dengue no s6lo debe basarse en la identificaciéon de los
sintomas, ya que su amplio espectro e inespecificidad pueden dar resultados
erréneos.(39) En la actualidad, se encuentran disponibles diversas
herramientas de diagnostico que son muy utiles durante ciertas fases de la
enfermedad. Durante los primeros dias de la infeccién (antes de 5 dias), el
dengue puede diagnosticarse a través del aislamiento y deteccion del genoma
de ARN viral en muestras de sangre, liquido cefalorraquideo o biopsia hepatica,
con pruebas de amplificacion de ARN, entre las que se incluye: RT-PCR,
Amplificacion Isotérmica Mediada por Bucle, etc., o mediante la deteccion de
antigenos virales como la proteina NS1 con técnicas como
ELISA.(38,41) Después de los primeros 5 dias de la infeccion, es posible que el
genoma viral y los antigenos de DENV ya no sean detectables, probablemente
porque ha disminuido la viremia y la enfermedad se encuentra gobernada por
la respuesta inmune donde especificamente los anticuerpos aumentan. Debido
a esto, la deteccion de anticuerpos especificos mediante métodos seroldgicos
como ELISA es la mejor opcion en esta etapa.(39) Sin embargo, en las regiones
geograficas en donde circula méas de un flavivirus, la reactividad cruzada reduce

la precision del diagnostico.(42)

I.VII Tratamiento

El tratamiento actual para el dengue consiste en  atencion

de apoyo y terapia adyuvante que tienen como objetivo limitar las
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complicaciones y la gravedad de los sintomas.(38,43) Dentro de la atencion de
apoyo se encuentra la prescripcion de reposo en cama y la fluidoterapia oral o
intravenosa (equilibrio del volumen y la composicion de los liquidos
corporales) que es esencial en el manejo clinico del dengue.(3) Por otro lado, la
terapia adyuvante consiste principalmente de analgésicos y antipiréticos, como
el paracetamol, que pueden ser prescritos en dosis habituales.(3) Sin embargo,
debe evitarse el uso de 4acido acetilsalicilico y otros antiinflamatorios no
esteroideos debido a sus efectos sobre la coagulaciéon sanguinea.(3) Ademas, es
importante recordar que el aislamiento es una medida que debe adoptarse en
estos casos, con el objetivo de evitar la velocidad de transmisién y, con ello, la
incidencia de la enfermedad.(29) Con respecto a la terapia farmacolégica, al dia
de hoy, no hay medicamentos especificos, seguros y eficaces que la
Administracion de Drogas y Alimentos (FDA) haya aprobado para el
tratamiento de dengue, pero se estdn realizando grandes esfuerzos para
desarrollar compuestos antivirales dirigidos a bloquear el ciclo replicativo viral

o a factores del hospedero que sean factibles para su uso.(37)

I.VIII Vacunas

Debido al problema de salud tan importante que es el dengue a nivel mundial,
es necesario y urgente el desarrollo de una vacuna que pueda estimular las
respuestas inmunitarias contra todos los serotipos de DENV y sea efectiva para
la prevencion de las formas graves de la enfermedad.(40) Se han explorado a
lo largo de los ultimos 50 afios diversas estrategias para el desarrollo de
vacunas para el dengue, que van desde emplear la atenuacion e inactivacion del
DENV hasta el uso de proteinas recombinantes, vacunas de ADN, vacunas
basadas en particulas similares a virus y vacunas de vectores virales.(3,29,40)
Las vacunas atenuadas son las que mejores resultados han demostrado, entre
ellas, se encuentra la vacuna tetravalente quimérica viva atenuada CYD-TDV
de Sanofi Pasteur (Dengvaxia®) que en 2016 completo los ensayos clinicos de

fase III demostrando proteccion moderada contra DENV-1,3 y 4, pero baja
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eficacia para el serotipo 2, y fue aprobada para su uso en México, Brasil,
Salvador, Paraguay, Filipinas y otros paises.(3) Sin embargo, pronto fueron
apareciendo problemas de seguridad cuando las personas que recibieron la
vacuna no tenian antecedentes de infeccion con dengue y solo benefici6 a
aquellos que tenian exposiciéon previa al patégeno.(29,37) Debido a esto,
aunque en la actualidad es la Gnica vacuna que esta autorizada en 20 paises
para la prevencion del dengue, su uso esta limitado. Por ejemplo, la Comisiéon
Federal para la Proteccidon contra Riesgos Sanitarios (COFEPRIS) en México,
autorizé su empleo inicamente en personas de 9 a 45 afios que habitan en
zonas endémicas y que hayan tenido exposicion previa al DENV. En su caso, la
FDA en Estados Unidos, la ha autorizado en personas de 9 a 16 afios que hayan
tenido infeccion por dengue previa y habiten en zonas endémicas.(43) De lo
contrario, fuera de estas especificaciones, las personas vacunadas corren el
riesgo de presentar dengue grave al infectarse después de la vacunacién. Para
la vacunacion con Dengvaxia® se necesitan tres dosis con intervalos de 6
meses.(43) Un candidato a vacuna atenuada que se encuentra en ensayos
clinicos es denominada TAK-003 (conocida como DENVax) de Takeda
Pharmaceutical Company, esta ha demostrado una eficacia variable segtn el
serotipo: DENV-2 (97,7%), DENV-1 (73,7%) y DENV-3 (62,6%) y obtuvo
resultados no concluyentes contra DENV-4.(44) Ademas, durante la 82
Conferencia del Norte de Europa sobre Medicina del Viajero (NECTMS8)
realizada en junio del 2022, Takeda inform6 que TAK-003, previno el 84% de
las hospitalizaciones por dengue y el 61% de los casos de dengue sintomaético,
sin que se hayan identificado riesgos importantes para la seguridad en la
poblaciéon general. Los resultados indican que TAK-003 podria ser una
herramienta muy importante para prevenir el dengue, sin embargo, sigue en
marcha la evaluacion de la seguridad y eficacia a largo plazo. TAK-003 se
encuentra actualmente en fase de revision regulatoria para la prevencion del
dengue en nifios y adultos en la Union Europea y en algunos paises, como:
Argentina, Brasil, Colombia, Indonesia, Malasia, México, Singapur, Sri Lanka
y Tailandia, donde la enfermedad es endémica.(44,45) Adicionalmente,

TV003/TV005 (conocida como LATV A30) del National Institutes of Health es
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una candidato a vacuna tetravalente atenuada, la cual se est4 probando en un
ensayo clinico de fase III, con resultados esperados para 2025.(44) Asimismo,
hay otros candidatos a vacunas desarrollados con diversas estrategias, que
estdn siendo evaluados en ensayos de fase I, incluyendo: una vacuna
tetravalente de virus purificado inactivado con formalina realizada por
GlaxoSmithKline y el Walter Reed Army Institute of Research; una vacuna de
ADN con prM-E monovalente de DENV-1 y prM-E tetravalente administrado
con biojector sin aguja desarrollada por el Naval Medical Research Center;
V180, una vacuna de subunidad recombinante de la proteina E producida por
Hawaii Biotech Inc. y Merck; y por altimo, una vacuna heter6loga basada en
una primera dosis de vacuna tetravalente atenuada viva seguida de un refuerzo
con virus purificado inactivado con formalina desarrollada por el U.S. Army
Medical Research and Development Command.(46) Fundamentalmente, la
vacuna ideal para dengue tiene que poseer las siguientes caracteristicas: su uso
debe ser seguro en toda la poblacién, debe evitar los efectos provocados por la
ADEYy el desarrollo de la enfermedad, que las dosis necesarias no sean mayores
a dos, que induzca un equilibrio entre reactogenicidad e inmunogenicidad, que
sea genéticamente estable, que estimule la produccién de anticuerpos
neutralizantes rapidamente e inmunidad polarizada a células Thi, que
promueva inmunidad de larga duracion para todos los serotipos, que pueda ser
almacenada y transportada facilmente, y que sea viable econémicamente.(40)
Aunque se han estado desarrollando diversas vacunas que cumplan con los
requisitos antes mencionados, actualmente, ninguna vacuna contra el dengue
ha logrado tener éxito total, principalmente por varios desafios importantes
como: la variacion genética entre los serotipos y genotipos que dificulta el
desarrollo de una vacuna tetravalente, proteccion contra los cuatro serotipos
para disminuir la probabilidad de provocar ADE, escasa inmunidad de larga
duraciéon en todos los serotipos y la falta de modelos animales con gran

similitud de infeccién para estudios de inmunidad, etc.(3,29,40)
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II. ANTECEDENTES

I1.I Desarrollo de farmacos antivirales

Aunque actualmente no hay un tratamiento farmacolégico especifico, seguro y
eficaz para el dengue, la busqueda y desarrollo de nuevos agentes que puedan
tener un efecto terapéutico sigue siendo una prioridad en la investigacion de
esta enfermedad.(1) En general, el descubrimiento y desarrollo de farmacos
antivirales se puede abordar de dos formas: las estrategias dirigidas a
componentes virales y las enfocadas a factores del hospedero.(27) Los
compuestos dirigidos a los componentes virales tienen la ventaja de que la
toxicidad y efectos secundarios son minimos para el hospedero, debido a que
la accién no es directa sobre los componentes celulares.(27) Sin embargo, tiene
la desventaja de que puede perder efecto debido a las rapidas mutaciones que
sufren las particulas virales, produciendo un efecto de seleccidon sobre los virus
generando variantes mas resistentes a los medicamentos.(27,37) Por otro lado,
los compuestos dirigidos a factores del hospedero poseen la ventaja de evitar la
resistencia a los farmacos, debido a que la tasa de mutacion del hospedero es
menor.(27) Aunque, la desventaja de utilizar este enfoque puede estar en el
aumento de la probabilidad de causar toxicidad y efectos secundarios, ya que
se afecta directamente a la homeostasis celular.(27) Adicionalmente, las
terapias dirigidas al hospedero tienen el inconveniente en la correlacion in
vitro e in vivo, por la falta de un modelo animal representativo de la
enfermedad.(27) De igual modo, tanto las estrategias dirigidas al hospedero y
a las proteinas virales pueden seguir un sistema de reposicionamiento de
farmacos ya aprobados o el desarrollo de nuevos compuestos.(47) En general,
los tratamientos ideales deberian cumplir con las siguientes caracteristicas:
actividad antiviral contra los cuatro serotipos, capacidad de resolver
rapidamente los sintomas del dengue, minima toxicidad e interaccion con otros
compuestos, producciéon a gran escala, bajos costos y tolerabilidad en un
amplio rango de la poblacién, como en mujeres embarazadas y pacientes con

comorbilidades.(1)
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I1.I.I Compuestos dirigidos a componentes virales

Los compuestos dirigidos a los factores virales, tienen como objetivo molecular
a las proteinas estructurales y no estructurales del DENV. Particularmente, la
proteina E (debido a su participacion en la entrada y liberaciéon del genoma
viral), la proteina NS3 y la proteina NS5 (por su actividad enzimaética
multifuncional) han sido los objetos de mayor estudio para el desarrollo de
agentes antivirales.(27) Cabe desatacar que todas las proteinas virales tienen
una funcion esencial para la replicacion, por lo que su estudio puede ayudar a
encontrar candidatos a fiarmacos contra dengue. A su vez, los compuestos
antivirales pueden ser clasificados en: farmacos peptidicos, moléculas
pequenas no peptidicasy farmacos de origen natural.(27) Los farmacos
peptidicos han demostrado ser méas seguros, selectivos, eficaces y especificos,
aunque, ademas de ser muy hidrofilicos, no pueden ser administrados por via
oral debido a su vida corta en el tracto gastrointestinal.(27) Entre los farmacos
peptidicos que se han desarrollado y estudiado para dengue, se incluyen: pep
14-23, AS1411, y PC-D2C/SN que tienen como diana molecular a la proteina C;
DV413-447/DV419-447, DN59, DET2, DET4, DN570pt, 10AN1 y MLH40 que
tienen actividad sobre la proteina E.(27) Con respecto a los farmacos de
moléculas pequeiias no peptidicas, las cuales tiene naturaleza sintética, poseen
la ventaja de ser faciles de producir y almacenar, ademas, pueden ser
administradas por via oral y tienen menos capacidad inmunogénica, con
respecto a los péptidos.(27) Sin embargo, tiene la desventaja de que por su
tamano pueden ser inespecificos y pueden acumularse en el hospedero con
mayor facilidad.(27) Los farmacos que se han desarrollado con esta estrategia,
incluyen: ST-148, VGTI-A3/VGTI-A3-03 que estan dirigidos a la proteina C;
1662G07, condroitin sulfato E, compuesto 7, heparina, polisulfato de pentosan
y suramina, acido glucurénico 3-O-sulfatado, rolitetraciclina/doxiciclina,
NITD448, SA-17, sulfato de curdlan, compuesto-3e/3h, compuesto-6, Po2,
HHA/GNA/UDA/pradimicina-S, polisacarido sulfatado K5, BP34610, As,
LCTA-949 y 4acido zostérico/CF238 con actividad contra la proteina E viral;
AT-752, NITD-1, NITD-2, sofosbuvir, HeE1-2Tyr, DMB220, 4-HPR y 66E2 con
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actividad en NS5; compuestos 1a y 14a con actividad sobre NS4B y los
compuestos 7, 8, 14, 16, 19, 104, 4e, 4j, policresuleno, NSC135618, ST-610,
suramina, SK-12, 23i y MB21 con actividad en NS3.(27,48) Del mismo modo,
balapiravir y ribavirina con actividad sobre la polimerasa NS5 lograron llegar
hasta ensayos clinicos, aunque, el primero no demostro6 beneficio clinico contra
dengue y los resultados no se publicaron para el segundo.(1,27) Por altimo, los
farmacos de origen natural que se han estudiado y han demostrado accion
sobre la replicacién viral, incluyen: geranina, fosfolipasa A2, fucoidan,
carragenano, PI-88, galactomananos sulfatados, &cido chebulinico y
punicalagina, las cuales se dirigen a la proteina E inhibiendo sus funciones, y
la antraquinona dirigida a la proteina NS3.(27) Ademaés de estos farmacos, el
uso de anticuerpos para inhibir la infeccion por DENV ha sido ampliamente
investigado, por ejemplo, hoy en dia los anticuerpos monoclonales
denominados AV-1 y Dengushield estan en fase de reclutamiento en ensayos

clinicos para evaluar su seguridad como posible tratamiento para el

dengue.(49)

I1.I.IT Compuestos dirigidos a factores del hospedero

Los compuestos antivirales dirigidos al hospedero tienen como objetivo
molecular a aquellos factores celulares involucrados y necesarios para que el
DENV pueda infectar, replicarse y causar enfermedad.(37) Dentro de estos
factores que han sido explorados, se encuentra: el receptor DC-SIGN y TIM-1,
la via de la ubiquitina-proteasoma, la furina, la via endocitica, la a-glucosidasa,
la inosina monofosfato deshidrogenasa, mediadores de la permeabilidad
vascular, la sintasa de acidos grasos (FAS), la 3-hidroxi-3-metilglutaril-
coenzima A (HMGCR) y la proteina cinasa activada por AMP (AMPK), entre
otros.(27) Algunos agentes terapéuticos que siguen esta estrategia han llegado
a ser probados en ensayos clinicos, como: lovastatina, cloroquina, sulfonato
sodico de carbazocromo, prednisolona, celgosivir, UV-4B y ketotifeno.(1,47)

Sin embargo, ninguno de ellos demostr6 diferencia en marcadores virales,
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beneficio clinico en pacientes con dengue o los ensayos no fueron
completados.(1,47) Actualmente los farmacos zanamivir y montelukast que
tiene como objetivo disminuir la permeabilidad vascular asociada al dengue
grave se encuentran en fase de reclutamiento de ensayo clinico, mientras que
la metformina dirigida a la activacion de AMPK celular se encuentra en curso
un ensayo clinico, con el objetivo de evaluar su potencial como tratamiento

para el dengue.(49)

I1.IT Lipidos como blanco terapéutico en la infeccién por DENV

Entre los factores del hospedero que han sido més estudiados, es importante
destacar a los lipidos de la células hospedera, ya que la infecciéon por diversos
flavivirus (incluyendo el DENV) se encuentra directamente asociado con ellos.
Diversos ensayos han demostrado que los lipidos, incluyendo el colesterol,
cumplen una funcién crucial durante el ciclo viral del DENV.(50,51) Ademas,
se ha identificado que la infeccion por DENV es capaz de regular y reprogramar
el metabolismo de los lipidos en la célula, creando un entorno favorable para
modular correctamente el ciclo replicativo del virus.(50) Esto, no es de
sorprender dado que la particula viral posee en su estructura una membrana
lipidica que adquiere de la célula hospedera durante la infeccién. Otros
descubrimientos que sustentan esta evidencia, consisten en que: los distintos
receptores para la entrada del virus a la célula se encuentran en regiones ricas
en lipidos denominadas balsas lipidicas; la replicaciéon del genoma viral se
desarrolla en complejos de replicacion, los cuales, son compartimientos
especializados generados en el RE que requieren, entre otros, acidos grasos,
colesterol, fosfolipidos y esfingolipidos.(50) Con respecto a ello, la proteina
viral NS3 recluta a la enzima sintasa de acidos grasos en el RE incrementando
su actividad. Por otro lado, la proteina C se acumula en las gotas de lipidos
para contribuir junto a los CR como andamio en el empaquetamiento del
genoma viral y la formacion de las nucleocapsides.(50) Los lipidos también

forman parte importante de la patogénesis y evasion inmune del DENV, ya que,
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la proteina NS1 puede ser secretada como un hexamero con forma de barril
abierto y con un canal central rico en lipidos, contribuyendo directamente a sus
funciones deletéreas. También, se ha demostrado que los niveles altos de
colesterol inducen una respuesta defectuosa al IFN tipo I, conduciendo a un
estado deficiente de la respuesta inmune ante la infeccion por DENV.(50)
Concretamente, nuestro grupo de trabajo encontr6 que durante la infeccion por
DENYV existe un incremento en los niveles de colesterol intracelular debido al
aumento de su captacion mediante los receptores de lipoproteinas de baja
densidad en la superficie celular y por la biosintesis intracelular.(50) Este
ultimo proceso esta regulado entre otras, por la actividad de la enzima limitante
HMGCR encargada de catalizar el paso de HMGC a 4cido mevalénico para
posteriormente dar lugar a la formacién de colesterol. De esta manera, nuestro
grupo de investigacion inform6 de un aumento en la actividad de la HMGCR
durante la infeccién por DENV. Més adelante, se demostré que dicho aumento
en la actividad de HMGCR durante la infeccion por DENV esté regulado por la
inhibicion de la actividad enzimatica de la AMPK, la cual, es un importante
regulador metabolico de diferentes rutas celulares.(50—52) Debido a esto, la
evidencia sugiri6é que la AMPK podria ser un nuevo objetivo antiviral contra la
infeccion por DENV y que farmacos como la metformina que tienen la
capacidad de activar a la AMPK podrian ser buenos candidatos terapéuticos.
Referente a lo ultimo, se logré probar que los farmacos que reducen la
biosintesis de colesterol disminuyen la infeccién por DENV, lo cual, valido la
oportunidad de desarrollar y probar estrategias anti-DENV con farmacos como

los activadores de la AMPK, incluyendo la metformina.(50,53)

I1I.ITI Biguanidas

Las biguanidas son un grupo de moléculas con actividad biolégica que estan
compuestas estructuralmente por la fusién de dos moléculas de guanidina y se
ha observado que es una fraccion molecular terapéuticamente importante. Los

compuestos derivados de la biguanida presentan un amplio espectro de

39



diversas actividades biologicas, como: antidiabéticos (metformina, fenformina
y buformina), antipalidicos (proguanil y cicloguanil), antivirales (moroxidina)
y antisépticos (clorhexidina, alexidina, picloxidina y polihexanida).(54) Entre
todas las biguanidas, la metformina es el firmaco que ha obtenido mayor éxito
como agente terapéutico. Sin embargo, se estdn investigando muchas

aplicaciones terapéuticas nuevas para diversos derivados de biguanida.

I1.IT1.I Metformina

La metformina (1,1-dimetilbiguanida) es el firmaco antihiperglucemiante oral
mas recetado a nivel mundial, que ha sido ampliamente usado por su perfil de
efectos secundarios leves, accesibilidad y facilidad de administraciéon durante
méas de 60 anos para el tratamiento de la diabetes mellitus tipo 2.(55,56) La
historia del desarrollo de la metformina proviene desde 1772 donde la planta
Galega officinalis se usaba para tratar los sintomas de la diabetes. Después,
entre 1844 y 1861 se identifico y sintetiz6 la guanidina, mientras que en 1878-
1879 se logro sintetizar la biguanida. Posteriormente, en 1918, se descubri6 que
la guanidina (presente en grandes cantidades en G. officinalis) tenia la
capacidad de reducir la glucosa en sangre.(55,57) Luego, en 1922 Werner y Bell,
sintetizaron algunos derivados de guanidina (incluida la metformina).(55) Méas
tarde, entre 1926 y 1928 se identificaron la Galegina y la Sintalina como
compuestos de Galega officinalis que de igual manera disminuian la glucosa
en animales y humanos, y se comenzaron a emplear para el tratamiento de la
diabetes. Sin embargo, surgieron problemas de salud en los pacientes, por lo
que se tuvo que suspender su uso debido a su toxicidad y a la reciente
disponibilidad de insulina.(54,55) Tuvo que pasar mas de una década para que
en 1944-1947, en el desarrollo independiente de un agente antipalidico a base
de guanidina denominado proguanil, se inform6 su capacidad de reducir los
niveles de glucosa en sangre. Gracias a esto, en 1949-1950 se siguieron
buscando otros antipalidicos a base de guanidina y se redescubri6 la

metformina. El médico filipino Eusebio Garcia us6 metformina para tratar la
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influenza e informé que este compuesto podia tener un efecto reductor de la
glucosa en la sangre de los pacientes.(55) Pasaron algunos afnos, hasta que en
1957, el médico francés Jean Sterne publico el empleo de metformina para el
tratamiento de la diabetes, aunque su uso no fue generalizado y su alcance
terapéutico era opacado por otras biguanidas (fenformina y buformina).(54,55)
En 1995 la metformina fue objeto de multiples estudios y fue aprobada e
introducida en los Estados Unidos, con lo cual, recibié mas atencion.(54,55) En
1998, el uso de la metformina se hizo mas extenso, debido en gran parte al
informe de efectos metabolicos a largo plazo de la metformina y a su efecto en
la reduccion del riesgo cardiovascular.(54,55) En 2011, finalmente la

metformina se incluye en la lista de medicamentos esenciales de la OMS.(55)

La metformina es una molécula derivada de la biguanida con una regiéon no-
polar compuesta principalmente de dos grupos metilo, como se muestra en la
figura 7. Es una base catiénica (monoprotonada), hidrofilica a pH fisioldgico,
relativamente plana y posee diversas configuraciones tautoméricas.(54,55) Las
dosis habituales de la metformina son de 500, 850 y 1000 mg/8-12h y la dosis
diaria maxima es de 3000 mg.(55) La formulacion estindar se absorbe
rapidamente aunque incompletamente en el intestino delgado, por lo que su
biodisponibilidad es limitada (~45%) y alcanza aproximadamente a las 2 horas
y media posteriores a la administracion la concentracidon plasmatica maxima
que no supera los 2 ug/mL.(54,55) La metformina puede unirse a proteinas
plasmaticas; sin embargo, este valor resulta insignificante. Ademas, el volumen
de distribucion de la metformina es de aproximadamente 65 Ly su vida media
de eliminacion es de aproximadamente 5 horas en condiciones
normales.(54,55) Este farmaco no se metaboliza y se excreta en la orina sin
cambios, en gran parte por su naturaleza hidrofilica.(54,55) Con respecto a su
farmacodinamia, a la metformina se le han asignado diversos efectos en el ser
humano debido a su naturaleza pleiotropica, incluyendo: mejoria en el control
glucémico en la diabetes tipo 2, compensacion de la resistencia a la insulina,
disminucion de la hiperinsulinemia en ayunas, estabilizacion del peso corporal,

mejoria en los niveles de lipidos, en mujeres embarazadas con sindrome de
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ovario poliquistico la metformina se ha asociado a una disminucion del riesgo
de aborto precoz, disminucion de los niveles de proteina C reactiva,
adipocitocinas inflamatorias y diversas citocinas inflamatorias, actividad
antitrombotica y efecto reductor del infarto de miocardio, ademés de mostrar

efecto protector contra ciertos canceres en personas con diabetes tipo 2.(55,56)

NH, NH
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Fig.7 Estructura quimica de la metformina. Realizada en el software ACD/ChemSketch.

Los mecanismos de accion por los cuales la metformina ejerce sus efectos
antihiperglucemiantes siguen sin estar de todo claros, sobre todo porque se
cree que tiene maultiples efectos moleculares que inciden directamente en los
niveles de glucosa y otros factores metabolicos relacionados o no con la
diabetes.(54) Se ha informado que la metformina necesita del transporte pasivo
facilitado por diversos transportadores para su absorcion, distribucion y
eliminacién, como: OCT1, OCT2, OCT3, MATE1, MATE2, PMAT, OCTN1,
THTR-2 y SERT. Posterior a la absorciéon, se conoce que tiene su efecto
predominante al inhibir la produccion de glucosa hepatica por
gluconeogénesis.(54,56) Esto, lo logra, bloqueando la via de senalizacion del
glucagén e inhibiendo algunas enzimas gluconeogénicas en las mitocondrias
como la glicerolfosfato deshidrogenasa.(56) Ademas, la metformina tiene un
efecto inhibidor especifico sobre el complejo I de la cadena respiratoria
mitocondrial, esta inhibicion aumenta los niveles de AMP y disminuye los de
ATP, causando la activacion de la AMPK, el cual es un sensor de energia celular
y componente principal de la regulacion metabélica.(56,58) La activacion de la
AMPK, permite, entre otras actividades, la redireccion del metabolismo a vias
catabolicas, incluyendo el transporte de glucosa, la glucolisis y la f-oxidacion
de los acidos grasos, ademas de inhibir vias anabolicas, como la sintesis de

proteinas y la gluconeogénesis.(56,57) Asociado a ello, se demostré que la
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metformina aumenta el namero y actividad de los receptores de insulina y por
tanto, la captacion y transporte de glucosa.(56) También, se cree que la
metformina puede disminuir la captacion intestinal de glucosa.(56) La
evidencia indica que este farmaco tiene un efecto sobre la composiciéon del
microbioma intestinal, lo que sugiere una posible contribucion a su efecto
reductor de peso y al rescate de la disbiosis causada con la diabetes mellitus
tipo 2.(56,57) Adicionalmente, la metformina puede aumentar, después de las
comidas, los niveles del péptido similar al glucagén tipo 1 (asi como de su
receptor) el cual tiene funciones importantes como: aumentar la secrecion de

insulina e inhibir la secreciéon de glucagén.(54,56)

Ademas de ser indicada ampliamente para el tratamiento de la diabetes, la
metformina ha sido objeto de investigacion, debido a que los datos
experimentales y clinicos revelan propiedades novedosas, que le confieren
posibles efectos y aplicaciones terapéuticas adicionales sobre otras
enfermedades diferentes a la diabetes.(55,59) Particularmente, para este
trabajo, es de interés conocer que la metformina se le ha atribuido y
demostrado actividad antiviral, por ejemplo; lo informado desde su desarrollo,
cuando en 1950, a la metformina se le consider6 como un potencial tratamiento
de la influenza en un brote en Filipinas.(55) Aunque entonces no sé realizo
alguna investigacion adicional, hoy en dia hay evidencia que respalda el efecto
antiviral que puede tener este farmaco. Diversos estudios se han realizado para
conocer este efecto potencial, por ejemplo: se demostré que la metformina
cuando se administraba con IFN-a2b o lamivudina aumentaba el efecto
inhibitorio sobre los niveles de expresion del antigeno de superficie del virus
de la hepatitis B, asi como su replicacion, provocando un efecto antiviral mayor
contra ese patogeno.(57) Posteriormente, un ensayo adicional realizado por los
mismos autores indic6 que la metformina, ayuda al efecto antiviral debido a
que reprime los promotores y enhancers del genoma viral, causando la
inhibicion de la transcripcién.(57) Por esto, se postul6 a la metformina como
un candidato como adyuvante en el tratamiento de la infeccion por el virus de

la hepatitis B.(57) Por otro lado, otro estudio mostro en ensayos in vitro que la
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metformina aumentaba los marcadores de muerte celular y administrado con
simvastatina se inhibia el crecimiento celular y la infeccion por el virus de la
hepatitis C sugiriendo que el tratamiento con estos dos farmacos puede tener
un papel protector en el desarrollo de carcinoma hepatocelular causado por el
virus de la hepatitis C.(57) Actualmente, se ha propuesto a la metformina como
un posible tratamiento de apoyo para los pacientes con COVID-19, debido a
que este farmaco ha demostrado reducir los niveles de citocinas
proinflamatorias como IL-6 y TNF-a, aumentar el pH endosémico e interferir
con el proceso de endocitosis necesario para que la particula viral de SARS-
CoV2ingrese a la célula, contribuyendo asi a la inhibicién de la replicaciéon viral
e infeccion.(57,58) También se ha identificado especificamente que la
metformina por activacion de la AMPK tiene un efecto antiviral, por ejemplo:
en un estudio se demostré que la sobreexpresion de AMPK activa inhibi6 la
expresion de proteinas liticas y la replicacion del virus del herpes asociado al
sarcoma de Kaposi, ademas, estos hallazgos fueron validados con el
tratamiento de metformina (que activa AMPK) observando los mismos
resultados antes descritos.(58) Otro estudié encontré que la inhibicion de la
actividad de AMPK esta presente en la infeccion por el virus Coxsackie B3 y
sugiere que el tratamiento con metformina puede inhibir la replicacién

viral.(58)

Conforme a esto, nuestro grupo de trabajo demostro6 en estudios in vitro e in
vivo que la metformina tiene efecto antiviral contra el DENV, al activar la
AMPK y regular la via de sintesis de colesterol por la enzima HMGCR.(52,53)
Ademés, un estudio retrospectivo realizado en adultos diabéticos con dengue
en Singapur asoci6 a la metformina con un menor riesgo (33-40%) de
desarrollar dengue grave de acuerdo a los criterios de clasificacion de 2009 de
la OMS.(60) Actualmente, se encuentra en curso un ensayo clinico en Vietnam
para evaluar el efecto de la metformina en pacientes con sobrepeso y obesidad

que tienen dengue.(49)
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IL.II1.IT Analogos de metformina y fenformina

La metformina ha demostrado ser un potencial candidato para el tratamiento
de dengue debido a que es un farmaco ampliamente utilizado con resultados y
beneficios clinicamente probados. Sin embargo, no esta exento de poseer
limitaciones, por ejemplo: si bien, no es tan comin, la metformina puede
causar acidosis lactica en pacientes con enfermedad renal cronica, enfermedad
hepatica cronica, insuficiencia hepatica aguda e insuficiencia cardiaca
aguda.(54) Ademas, este farmaco se absorbe incompletamente debido a sus
caracteristicas hidrofilicas, afectando su biodisponibilidad, posologia y sus

efectos variables entre individuos.(54)

Por lo tanto, existe la oportunidad de desarrollar enfoques novedosos para
mejorar las propiedades fisicoquimicas (lipofilicidad), farmacocinéticas
(absorcion y biodisponibilidad), farmacodinamicas (efecto terapéutico) y
toxicoldgicas (seguridad) de la metformina.(54) Una de estas estrategias es el
desarrollo de me too drugs, los cuales son compuestos farmacol6gicamente
activos que estan relacionados estructuralmente con un compuesto de
referencia, perteneciente a la misma clase terapéutica y utilizado para los
mismos fines terapéuticos. Sin embargo, pueden diferir en algunos aspectos,
como la especificidad de la accidon farmacoldgica, el perfil de reacciones
adversas, las interacciones farmaco-farmaco, etc. Para la produccién de estos
compuestos son necesarias pequenas modificaciones quimicas en la estructura
del farmaco original. Las ventajas de los farmacos me too pueden incluir:
mayor especificidad del objetivo, menores riesgos de reacciones adversas e
interacciones fAirmaco-farmaco fuera del objetivo, disponibilidad en escasez de
medicamentos, mayor posibilidad de beneficio en algunos pacientes con
diversas morbilidades o pacientes embarazadas, mejor administracion del

farmaco, y desarrollo de formulaciones novedosas.

En el laboratorio de Quimica Farmacéutica de la Facultad de Farmacia en la
Universidad Autonoma del Estado de Morelos han desarrollado y caracterizado

con la estrategia de me too drugs diversos analogos de metformina y
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fenformina que tienen como objetivo principal mejorar la lipofilicidad de la
molécula de metformina e impactar directamente en sus caracteristicas
farmacocinéticas, farmacodinamicas y toxicologicas.(61,62) Para el diseno y
sintesis de estos analogos fue importante considerar como farmacos base, tanto

a la metformina como a la fenformina.

La fenformina también es un derivado de biguanida, pero que ofrece
caracteristicas diferentes, como: baja polaridad, mayor lipofilicidad, mejor
absorcion y biodisponibilidad, en comparacién a la metformina. En su
estructura se puede resaltar la presencia de un grupo bencilo que es el causante
de la menor polaridad y que se encuentra unido al esqueleto de biguanida,
como se puede observar en la figura 8. Ademas, este tltimo ha demostrado
mayor actividad biolégica que la metformina debido a que es un inhibidor mas
potente del complejo I mitocondrial.(63) No obstante, la fenformina fue
retirada del mercado a finales de la década de 1970 debido a su mayor riesgo
de causar acidosis lactica.(64) Considerando las propiedades de la metformina
y la fenformina antes mencionadas, los analogos intentan rescatar las ventajas
de cada uno de ellos, con el propdsito de obtener compuestos con gran

potencial terapéutico y con diversas caracteristicas que permitan su empleo

seguro.
NH, NH
NS
NH N NH,

Fig.8 Estructura quimica de la fenformina. Realizada en el software ACD/ChemSketch.

La produccion de los diversos analogos de metformina y fenformina se alcanzé
mediante estrategias como: cierre de cadena en los sustituyentes de la
estructura de biguanida de la metformina, reemplazo bioisostérico donde se
realizan sustituciones de atomos que presentan una distribucion electrénica y
disposicion espacial similar al original, estrategias de homologacion inferior o
superior en la fenformina y metformina, respectivamente, con el objetivo de

eliminar o adicionar grupos funcionales de tipo alquilo a las moléculas
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originales. También se realizaron diversas sustituciones con diferentes &tomos

en los anillos aromaticos de benceno.

En la tabla 1 se muestran los analogos de primera generacion de metformina y
fenformina que fueron desarrollados y amablemente obsequiados por el Dr.
Juan Gabriel Navarrete Vazquez del laboratorio de Quimica Farmacéutica de
la Facultad de Farmacia de la Universidad Autéonoma del Estado de Morelos.
Los compuestos EGL 1-4 fueron disenados considerando principalmente la
molécula de metformina, donde se produjeron sustituyentes de mayor volumen
y caracter lipofilico. Los compuestos 6-10, sobre todo, surgieron de un analisis
de la molécula de fenformina donde el grupo bencilico da lugar a moléculas con
mayores propiedades lipofilicas y la eliminacién de un carbono proximo a la

estructura de biguanida disminuye la toxicidad.
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Tabla 1. Anélogos de metformina y fenformina de 12 generacion y sus estructuras quimicas
realizadas en el software ACD/ChemSketch.

Posteriormente, con las mismas estrategias quimicas se obtuvo una segunda
generacion de analogos de metformina y fenformina empleando como
referencia o cabeza de serie al compuesto EGL-6, el cual, en ensayos in vitro
realizados por el grupo de trabajo del Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez,
mostr6 la mejor activacion de la enzima AMPK, con respecto a los demas
compuestos y, que curiosamente, fue mayor a la activacion de AMPK in vitro

de la metformina.

La tabla 2 muestra los analogos de segunda generacion de metformina y
fenformina. En estas nuevas estructuras, fueron agregados grupos funcionales
en el anillo bencilico con el propoésito de mejorar su perfil metabolico,

toxicolégico y lipofilico.
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Generacion 2

Analogo de metformina

MCC-1

MCC-2

MCC-3

MCC-4

MCC-5
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Estructura quimica
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Tabla 2. An4logos de metformina y fenformina de 22 generacién y sus estructuras quimicas

realizadas en el software ACD/ChemSketch.
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II1. JUSTIFICACION

El dengue es una enfermedad causada por cualquiera de los cuatro serotipos
del DENV, que, en un sector de la poblacién, puede evolucionar hasta formas
clinicas graves, siendo un importante problema de salud a nivel mundial. Sin
embargo, en la actualidad no existe tratamiento farmacologico especifico,
seguro y eficaz que pueda ser empleado. Debido a esto, es necesaria la
busqueda, identificacion y desarrollo de nuevos compuestos con actividad
antiviral en la infeccion por DENV. Nuestro grupo de trabajo describio6 el efecto
anti-DENV de la metformina en modelos in vitro e in vivo, y actualmente, este
farmaco esta siendo evaluado en un estudio clinico realizado por la Unidad de
Investigacion Clinica de la Universidad de Oxford y el Hospital de
Enfermedades Tropicales de Vietnam como un prometedor tratamiento para el
dengue. No obstante, la actividad terapéutica de la metformina puede estar
limitada por su farmacocinética, dada su baja absorcién y biodisponibilidad,
asi como su eliminacién renal rapida. Una estrategia utilizada para mejorar las
propiedades de la metformina es el desarrollo de analogos quimicos de este
farmaco. En este sentido, |se tiene conocimiento del desarrollo de nuevos
analogos de metformina y fenformina, que poseen propiedades
antihiperglucémicas semejantes a la metformina, sugiriendo que estos
compuestos pueden tener actividad antiviral sobre el DENV. Por lo tanto, es
importante que los analogos de metformina y fenformina sean evaluados por

su posible efecto antiviral en la infeccion por DENV.

IV. HIPOTESIS

Debido a su similitud estructural y funcional con la metformina, los analogos
de metformina y fenformina poseen actividad antiviral en la infeccion por

DENV-2 en células Huh-7.
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V. OBJETIVO GENERAL

1. Estudiar el efecto de los analogos de metformina y fenformina durante

la infeccion por DENV-2 en células Huh-7 .
VI. OBJETIVOS PARTICULARES
1. Determinar el potencial citotoxico de los diferentes analogos de
metformina y fenformina en células Huh-7.

2. Evaluar el efecto antiviral de los analogos de metformina y fenformina

en células Huh-7 infectadas con DENV-2.

3. Comparar el efecto antiviral entre la metformina y sus analogos en

células Huh-7 infectadas con DENV-2.
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VII. ESTRATEGIA EXPERIMENTAL

Objetivo 1. Determinar el potencial citotoxico de los diferentes

analogos de metformina y fenformina en células Huh-7
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Objetivo 2. Evaluar el efecto antiviral de los anidlogos de metformina

y fenformina en células Huh-7 infectadas con DENV-2
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Objetivo 3. Comparar el efecto antiviral entre los analogos y la

metformina en células Huh-7 infectadas con DENV-2
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VIII. MATERIALES Y METODOS

VIIL.I Linea Celular Huh-7

Los ensayos de este trabajo se realizaron en una linea celular de
hepatocarcinoma humano (Huh-7), la cual fue amablemente donada por la
Dra. Ana Maria Guadalupe Rivas Estilla de la Universidad Autonoma de Nuevo
Leon. Las células fueron cultivadas en placas con medio DMEM advanced
Gibco™ suplementado con SFB al 7% Gibco™, glutamina 2 mM Gibco™,
penicilina (5x104 U/mL), estreptomicina (50 pg/mL) Sigma-Aldrich® y 1 mL/L

de anfotericina B Gibco™ a 37°C a una atmoésfera de 5% de COo-.

VIIL.II Virus del dengue

Para la infeccion de las células fue utilizado el DENV-2 de la cepa Nueva
Guinea, el cual, fue propagado en cerebros de ratones lactantes de la cepa CD1
con 2 a 3 dias de nacidos y que fueron proporcionados por la Unidad de
Produccion y Experimentacion de Animales de Laboratorio (UPEAL) del
CINVESTAV. A los 4 a 5 dias después de la inoculacion, los ratones fueron
sacrificados, y los cerebros fueron diseccionados y tratados para la obtencion
de los virus. Los titulos virales fueron determinados mediante ensayo de
unidades formadoras de placa (UFP) en células BHK-21. Como controles

fueron empleados cerebros de ratones lactantes CD1 no infectados.

VIIL.III Compuestos Quimicos y Farmacos

Los analogos de metformina descritos en la tabla 1 y 2 fueron gentilmente
obsequiados por el Dr. Juan Gabriel Navarrete Vazquez del Laboratorio de
Quimica Farmacéutica de la Universidad Autébnoma del Estado de Morelos. El
clorhidrato de metformina con niimero de catalogo ab120847 fue adquirido de
Abcam. Para su uso en los ensayos, los andlogos de metformina fueron

disueltos en DMSO para preparar una solucién stock a 1000 mM, mientras que
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la metformina fue disuelta en agua destilada para preparar una solucion stock

a 100 mM.

VIIL.IV Infeccion con DENV-2 y Tratamiento

Las células Huh-7 fueron sembradas en multiplacas hasta alcanzar una
confluencia del 70-80% (de 24 a 36 h) y fueron infectadas con DENV-2 a una
multiplicidad de infeccion (MOI) de 0.2 en solucion Hanks durante 2h a 37 °C
a 5% CO2. A continuacion, el medio fue retirado y las células fueron tratadas
con diferentes concentraciones de los analogos de metformina y fenformina
durante 48h a 37 ° C con 5% CO-. Para la preparacion de las diferentes
concentraciones, una alicuota de cada stock fue diluida en medio DMEM

advanced suplementado.

VIIIL.V Ensayo MTT

En placas de 96 pozos fueron cultivadas células Huh-7 hasta una confluencia
del 70-80%, donde fue realizado el ensayo de MTT para determinar la
viabilidad celular cuando la monocapa celular era tratada con diversas
concentraciones crecientes de analogos de metformina y fenformina. Para ello,
después de los tratamientos, fue retirado el medio de las células y se agregaron
100 uL de solucién MTT al 0.5% a cada uno de los pozos. Las placas se
incubaron durante 3 horas a 37 °C. A continuacién, el medio con MTT fue
retirado y los cristales producidos en cada pozo fueron disueltos con 100 uL de
DMSO. Después, las células fueron incubadas a temperatura ambiente y
protegidas de la luz durante 1 hora. Por tltimo, la lectura de las placas de 96
pozos fue realizada en un lector de microplacas ELISA a una longitud de onda
de 560 nm. Para eliminar el fondo, se realiz6 la lectura de las placas a una
longitud de onda de 630 nm. En el analisis de los datos, se restaron las
absorbancias obtenidas a 630 nm a las absorbancias dadas a 560 nm. La
viabilidad celular fue determinada normalizando los valores obtenidos con las

células tratadas con los diferentes analogos frente a los de las células no
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tratadas. El limite minimo de viabilidad para ser considerado como no

citotoxico se fijo en el 80 %.

VIIL.VI Citometria de Flujo

Las células infectadas y tratadas fueron analizadas mediante citometria de flujo
para determinar el porcentaje de infeccion. Para este ensayo, las células fueron
cultivadas en placas de 12 pozos. En primer lugar, la monocapa celular fue
tratada con solucidn de tripsina para la recoleccion de las células., las cuales se
centrifugaron a 800 RPM durante 8 minutos y se decanto6 el sobrenadante.
Posteriormente, las células fueron lavadas con PBS 1X y centrifugadas a 800
RPM durante 8 minutos. Después, fueron fijadas con formaldehido 4% e
incubadas a temperatura ambiente durante 30 minutos en agitacién. A
continuacion, fueron lavadas con PBS 1X y centrifugadas a 2,200 RPM por 8
minutos. Al término de este tiempo, fueron permeabilizadas con saponina 0.2%
durante 30 minutos a temperatura ambiente y en agitacion. Las células fueron
marcadas con el anticuerpo primario anti-prM de ratéon (2H2) a una dilucion
1:50 e incubadas durante la noche a 4°C en agitacion. Enseguida, fueron
lavadas con PBS 1X y centrifugadas a 2,200 RPM durante 8 minutos. Luego,
fue utilizado el anticuerpo secundario anti-ratén conjugado con Alexa 488 a
una dilucién 1:1000 durante 2 horas en agitacion, protegido de la luz y a
temperatura ambiente. Fueron lavadas de la misma forma con PBS 1X y se
centrifugaron a 2200 RPM durante 8 minutos. Por tltimo, las células fueron
analizadas por citometria de flujo en el equipo BD LSRFortessa™. Los datos

obtenidos fueron analizados en el programa FlowJo version 10.8.1.

VIII.VII Western Blot

El ensayo de Western Blot fue realizado para evaluar los niveles de expresion
de la proteina NS3 en células Huh-7 infectadas y tratadas con los diferentes

analogos de metformina y fenformina. A partir de placas de 12 pozos cultivadas,

57



infectadas y tratadas, la monocapa celular fue lavada con PBS 1X frio. Las
células se lisaron con 50 uL de buffer de lisis RIPA que contenia inhibidor de
proteasas. Posteriormente, el lisado celular fue centrifugado durante 15
minutos a 14000 x gy el sobrenadante fue rescatado. A continuacion, se realizo
la cuantificacion de proteina total por el método de BCA con el kit Pierce BCA
protein assay (Life technologies). Después, fue realizada la electroforesis en gel
de poliacrilamida con 10% SDS (SDS-PAGE), por lo que, se cargaron 18 ug de
cada lisado celular. Las proteinas separadas en el gel fueron transferidas a una
membrana de nitrocelulosa para su marcaje. La membrana fue bloqueada con
leche al 5%, el inmunomarcaje fue realizado con el anticuerpo monoclonal de
conejo dirigido contra la proteina NS3 a una diluciéon 1:5000 y fueron
incubadas durante la noche a 4°C en agitacion. Después, fue lavada la
membrana 3 veces durante 5 minutos con PBS 1X/Triton 0.01%, fue empleado
el anticuerpo secundario anti-conejo conjugado con la enzima HRP y la
membrana fue incubada durante 1 hora a 4°C en agitacion. Por ultimo, la
membrana fue lavada 6 veces con la misma soluciéon de PBS 1X/Triton 0.01%
durante 5 minutos y la reaccion fue revelada por quimioluminiscencia
utilizando el kit Supersignal West Femto Maximum Sensitivity Substrate
(Pierce). Como control de carga fue utilizada la proteina GAPDH. El anélisis
densitométrico para determinar la intensidad relativa de las bandas
correspondientes a la proteina NS3 fue estimada con el software ImageJ y los

datos fueron normalizados respecto al control de carga.

VIII.VIII Unidades Formadoras de Placa (UFP)

El ensayo de unidades formadoras de placa fue realizado para determinar el
titulo viral cuando las células infectadas fueron tratadas con los diversos
analogos de metformina y fenformina, con respecto a las células falsamente
infectadas (MOCK). Para ello, fueron empleadas placas de 24 pozos cultivadas
con células BHK21 a una confluencia del 100% a las 24 h después de su siembra.

Por otro lado, fueron preparadas diluciones seriadas con los sobrenadantes
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recolectados previamente de placas de 12 pozos con células Huh-7, que fueron
infectadas y tratadas con diversas concentraciones de analogos de metformina
y fenformina. Para realizar el ensayo, fue retirado el medio de cultivo de las
células BHK21 y fueron agregados 200 uL de cada dilucion problema a cada
pozo. Las células fueron incubadas durante 2 horas a 37 °C con 5% CO-.
Después, fue agregado 1 mL de medio de soporte (medio MEM 2X con 0.8% de
carboximetilcelulosa) a cada pozo y fueron incubadas durante 5 dias a 37 °C
con 5% CO-. Cumplido el tiempo, fueron decantados los sobrenadantes de cada
pozo, fueron agregados 500 uL. de solucion Naftol Blue-Black y fueron
incubadas durante 2 horas a temperatura ambiente. Luego, las células fueron
lavadas 3 veces con agua y las placas fueron contadas visualmente con una
fuente de luz blanca. El nimero de placas fue ajustado por dilucidén y el titulo
viral fue expresado como unidades formadoras de placa por mililitro
(UFP/mL).

VIIL.IX Analisis Estadistico

El anélisis estadistico fue realizado con el software GraphPad Prism version 9.
Los datos fueron expresados con el valor de la media y desviaciéon estandar.
Para determinar diferencias entre los distintos tratamientos y controles
utilizados en los ensayos de citometria de flujo y en los ensayos de unidades
formadoras de focos fue realizado analisis de varianza (ANOVA) unidireccional
seguida de la prueba de Dunnett para comparaciones multiples. Para
determinar la CC50 e IC50, los datos del ensayo de MTT y citometria de flujo,
respectivamente, fueron analizados por regresion no lineal de una curva
concentracion-respuesta de cuatro parametros. Asimismo, en los ensayos de
comparacion de los andlogos de metformina y fenformina con respecto a la
metformina fue empleado analisis de varianza (ANOVA) unidireccional

seguida de la prueba de Tukey para comparaciones multiples.
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IX. RESULTADOS

IX.I Potencial Citotoxico de los analogos de metformina y

fenformina

Para determinar la toxicidad de los analogos de metformina y fenformina
(EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, EGL-9, EGL-10, MCC-
1, MCC-2, MCC-3, MCC-4, MCC-5 y MCC-6) sobre las células, se utilizaron
concentraciones crecientes de 0.5, 1, 1.5, 2.5, 3.5, 5y 10 mM de cada compuesto
durante 48 h. Después de los tratamientos, las células fueron analizadas por el
ensayo de MTT para determinar la viabilidad celular. El analogo EGL-1 mostro
actividad citotoxica dependiente de la concentracién empleada sobre las células
Huh-7, causando la reduccion de la viabilidad celular al 80% desde 1 mM hasta
1.5 mM. En tanto que, el andlogo EGL-2 caus6 la reduccion de la viabilidad
celular al 80% a 3.5 mM. El analogo EGL-3 causo6 la reduccion de la viabilidad
celular al 80% desde 0.5 mM hasta 1.5 mM. Mientras que, el anidlogo EGL-4,
EGL-6, EGL-7, MCC-3 provoc6 la reduccion mayor al 80% con una
concentracion de 3.5 Mm y el analogo EGL-8 a una concentracion de 2.5 mM.
Por otro lado, los compuestos MCC-1 y MCC-6 mostraron un comportamiento
con menor toxicidad logrando conservar mas del 80% de viabilidad celular a
concentraciones de hasta 10 mM, como se muestra en la fig.9. Finalmente, los
compuestos: EGL-9, EGL-10, MCC-2, MCC-4 y MCC-5 causaron el
desprendimiento y disrupcion total de la monocapa celular a la concentracion
de 1 mM y por lo tanto, esto fue utilizado como criterio de exclusion para estos

compuestos (datos no mostrados).
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Fig. 9 Viabilidad de las células Huh-7 a los anélogos de metformina y fenformina. Las células
Huh-7 fueron tratadas con concentraciones crecientes (0.5, 1, 1.5, 2.5, 3.5, 5y 10 mM) de los
analogos de metformina y fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8,
MCC-1, MCC-3 y MCC-6) durante 48 h. La viabilidad celular se determin6 mediante ensayo de
MTT. La viabilidad celular relativa de las células tratadas con los anilogos de metformina y
fenformina se normaliz6 frente al control de células no tratadas y el limite minimo de viabilidad
celular para ser considerado como no citotdxico se fijo en 80% (linea horizontal roja punteada).
Los resultados se presentan en porcentajes considerando al control de células sin tratar como
el 100%. Las graficas representan las medias +/- SD de n= 3 experimentos realizados por
duplicado. La significancia estadistica se estableci6 en un valor de probabilidad menor del 5%
(*¥***p=<0.05).
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IX.II Concentracion Citotéxica 50% (CC50)

Después de determinar la viabilidad celular en las células Huh-7 , se estimé la
concentracion citotoxica que produce la muerte del 50% de las células cuando
eran tratadas a concentraciones crecientes con los analogos de metformina y
fenformina. Este parametro fue establecido mediante regresiéon no lineal de
una curva concentracion-respuesta de cuatro parametros. Para el compuesto
EGL-1 la CC50 fue de 2.746 mM (95% CI= 2.557 a 2.946), EGL-2= 103 mM
(95% Cl= 52.17 a 300.8), EGL-3= 5.135 mM (95% CI= 4.569 a 5.870), EGL-4=
6.336 mM (95% ClI= 5.767 a 7.054), EGL-6= 5.257 mM (95% CI= 4.873 a
5.704), EGL-7= 7.342 mM (95% CI= 6.476 a 8.538), EGL-8= 2.691 mM (95%
CI= 2.598 a 2.789), MCC-1= 212,429 mM (95% CI=1667 a 63,643,216,803),
MCC-3= 3.912 mM (95% CI= 3.777 a 4.056) y MCC-6= 413.2 mM (95%

CI=196.1 a 1190), como se muestra en la fig.10.
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Fig. 10 Concentracion Citotdxica 50 de los analogos de metformina y fenformina. Las células
Huh-7 fueron infectadas a una MOI de 0.2 y tratadas con concentraciones crecientes (0.5, 1,
1.5, 2.5, 3.5, 5y 10 mM) de los analogos de metformina y fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3,
EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6) durante 48 h. Con los porcentajes de
viabilidad celular se determiné la concentracion citotoxica 50, mediante regresiéon no lineal de
una curva concentracién-respuesta de cuatro parametros. Las graficas representan las medias

+/- SD de n= 3 experimentos realizados por duplicado.
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IX.III Efecto antiviral de los analogos de metformina y fenformina

Las células Huh-7 se usaron para determinar el efecto de los 10 diversos
analogos de metformina y fenformina en la infeccion por DENV-2. Para ello, se
seleccion6 una concentracion de 1 mM de cada uno de los compuestos para
tratar durante 48 horas las células infectadas. Al término de los tratamientos
las células fueron recuperadas para determinar el porcentaje de células
infectadas mediante analisis de citometria de flujo. Con este primer ensayo, se
determind, que los tratamientos con los compuestos: EGL-1, EGL-2, EGL-3,
EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6 disminuyeron el
porcentaje de células infectadas (30.58%, 70.87%, 74.3%, 64.76%, 74.97%,
64.53%, 78.71%, 77.49%, 68.01%, 81.50%; respectivamente), mostrando
diferencia estadisticamente significativa con respecto al control de infeccion

sin tratamiento (Fig.11).
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Fig. 11 Efecto de los analogos de metformina y fenformina en la infeccion con DENV-2. Las
células Huh7 infectadas a una MOI de 0.2 fueron tratadas con los diversos anélogos de
metformina a una concentraciéon de 1 mM durante 48 h. Las células infectadas se analizaron
mediante citometria de flujo. A) Se muestran los diferentes histogramas, se incluye: MOCK
(color gris), control de infeccién (color rojo) y los diferentes tratamientos (color azul).
Asimismo, se presenta la superposicion de los histogramas de los diferentes tratamientos (color
azul) con el control de infeccion (color rojo). B) Los resultados se presentan en porcentajes
considerando al control de células infectadas sin tratar como el 100%. Los histogramas
representan una imagen representativa de 3 experimentos realizados por duplicado La grafica
representa las medias +/- SD de n=3 experimentos realizados por duplicado. La significancia
estadistica se estableci6 en un valor de probabilidad menor del 5% (****p=<0.05). MET:

metformina, CI: Control de Infeccién.

IX.IV Potencial del efecto antiviral de los analogos de metformina y

fenformina

Como parametro de la actividad antiviral de los diferentes analogos de
metformina y fenformina, se determiné la concentracién minima para producir
el efecto antiviral mostrado anteriormente. Para ello, se evalu6 mediante

citometria de flujo el porcentaje de infeccion en células Huh-7 tratadas durante
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48 h a concentraciones crecientes de los compuestos: EGL-1, EGL-2, EGL-3,
EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6. Las concentraciones
empleadas se determinaron usando rangos no citotoxicos, por lo que, las
seleccionadas fueron: 0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2.5 Mm, para los analogos EGL-2,
EGL-4, EGL-6, EGL-7, MCC-1, MCC-3 y MCC-6. Por otro lado, para los

analogos EGL-1, EGL-3 y EGL-8 se seleccionaron las mismas concentraciones

pero se omiti6 la de 2.5 mM. Los resultados indican que el compuesto EGL-1,

presentd la mayor eficiencia en la inhibicién de la infeccién como se muestra

en la fig. 12.
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Fig. 12 Eficiencia de inhibicion de la infeccién por los andlogos de metformina y fenformina.
Las células Huh-7 fueron infectadas a una MOI de 0.2 y tratadas a concentraciones crecientes
(0.1, 0.25,0.5,1,1.5y 2.5 mM 0 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 1.5 mM ) con los an&logos de metformina y
fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6)
durante 48 h. El porcentaje de infecciéon se determin6é mediante citometria de flujo. Los
resultados se presentan en porcentajes considerando al control de células sin tratar como el

100%. Las graficas representan las medias +/- SD de n= 3 experimentos realizados por
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duplicado. La significancia estadistica se estableci6 en un valor de probabilidad menor del 5%

(****p=<0.05).

IX.V Concentracion Inhibitoria 50% (IC50)

Con los valores de porcentajes de infeccion del ensayo anterior, se estim6 la
concentracion inhibitoria que produce el efecto antiviral en el 50% de las
células Huh-7 cuando eran tratadas a concentraciones crecientes con los
analogos de metformina y fenformina. Este parametro fue establecido
mediante regresion no lineal de una curva concentracion-respuesta de cuatro
parametros. Para el compuesto EGL-1 la IC50% fue de 0.4436 mM (95% CI=
0.3688 a 0.5350), EGL-2= 1.563 mM (95% CI= 1.436 a 1.711), EGL-3= 2.123
mM (95% CI=1.548 a 3.520), EGL-4=1.174 mM (95% CI=1.058 a 1.300), EGL-
6= 3.217 mM (95% CI= 2.720 a 3.991), EGL-7=1.294 (95% CI= 1.176 a 1.430),
EGL-8=1.638 mM (95% CI=1.581 a 1.704), MCC-1= 1.652 mM (95% CI= 1.508
a1.826), MCC-3=1.839 mM (95% CI= 1.731 a 1.963), MCC-6=2.679 mM (95%

CI= 2.388 a 3.092) como se muestra en la fig.13.
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Fig. 13 Concentracién Inhibitoria 50 de los analogos de metformina y fenformina. Las células
Huh-7 fueron infectadas a una MOI de 0.2 y fueron tratadas a concentraciones crecientes (0.1,
0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2.5 Mm o0 0.1, 0.25, 0.5, 1 y 1.5 mM) con los an&logos de metformina y
fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6)
durante 48 h. Con los porcentajes de infeccion se determiné la concentraciéon inhibitoria 50%,
mediante regresion no lineal de una curva concentracién-respuesta de cuatro parametros. Las

graficas representan las medias +/- SD de n= 3 experimentos realizados por duplicado.

IX.VI indice de Selectividad (SI)

Con los valores antes determinados, se estimo el indice de selectividad de los
diversos analogos de metformina y fenformina en células Huh-7. Este
parametro, sirve como valor predictor del potencial terapéutico que pueden
llegar a tener estos compuestos y se basa en la relacion de la concentracion
citotoxica 50 y la concentracion inhibitoria 50 (CC50/IC50). Los valores
obtenidos se muestran en la tabla 3. Los resultados indican que los
compuestos EGL-2 (65.90), MCC-1 (128,588.98) y MCC-6 (154.24) ) a pesar de
presentar los valores de SI méas altos pueden ser considerados como no
determinados ya que con esos compuestos no pudimos determinar la
concentracion citotoxica 50. Por otro lado, los compuestos EGL-1, EGL-4 y
EGL-7 tuvieron los indices mas altos sugiriendo que pueden ser buenos

candidatos para su estudio posterior.
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Analogo CCs0 IC50 Indice de Selectividad

(mM) (mM) SI _ CCso
I‘(?E,{]

EGL-1 2.746 0.4436 6.19
EGL-2 103 1.563 65.90*
EGL-3 5.135 2.123 2.42
EGL-4 6.336 1.174 5.40
EGL-6 5.257 3.217 1.63
EGL-7 7.342 1.204 5.68
EGL-8 2.601 1.638 1.64
MCC-1 212,429 1.652 128,588.98*
MCC-3 3.912 1.839 2.13
MCC-6 413.2 2.679 154.24*

Tabla.3 Indice de selectividad de los analogos de metformina y fenformina (EGL-1, EGL-2,
EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6) en células Huh-7. * Valor

indeterminado.

IX.VII Comparacion del efecto antiviral de los analogos y la

metformina

Se estableci6é una comparacion del poder inhibitorio anti-DENV-2 en células
Huh-7 entre la metformina y los anélogos de metformina y fenformina. Para
ello, se determinaron los niveles de la proteina NS3, la progenie viral y el
porcentaje de células infectadas después del tratamiento con una

concentracion de 1 mM con los diferentes analogos y la metformina.

Primero, para evaluar los niveles de la proteina NS3, se prepararon lisados de
células tratadas y no tratadas durante 48 h y se sometieron a ensayos de
Western Blot usando anticuerpos anti-NS3 y anti-GAPDH como control. Los
niveles de expresion de proteina NS3 se determinaron mediante densitometria.

Ala concentracién de 1 mM se encontr6 disminucion significativa con respecto
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a metformina de los niveles de la proteina viral NS3 con el tratamiento con

EGL-1. Hubo también reduccion significativa de los niveles de NS3 con EGL-2,

EGL-4 y MCC-3, sin embargo la diferencia no fue significativa con respecto a

metformina (fig.14).
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Fig. 14 Comparaciéon del efecto antiviral de los analogos y la metformina con respecto a
metformina mediante los niveles de proteina viral NS3. Las células Huh-7 fueron infectadas a
una MOI de 0.2 y tratadas a una concentraciéon de 1 mM durante 48 horas con los anéalogos de
metformina y fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-
3y MCC-6). El nivel de expresion de la proteina NS3 se determin6 mediante ensayo de Western
Blot. A) Se presentan imagenes representativas de las marcas de NS3 y GAPDH como control
de carga. B) La grafica representa la cuantificacion relativa de cada banda de la proteina NS3
normalizada con la GAPDH y considerando al control de infeccion como 1. Las gréaficas
representan las medias +/- SD de n= 3 experimentos realizados por duplicado. La significancia
estadistica se estableci6 en un valor de probabilidad menor del 5% (****p=<0.05). MET:

metformina, CI: Control de Infeccion.

Cuando se analiz6 la progenie viral mediante unidades formadoras de placas se
encontr6 que a pesar de que los diversos tratamientos disminuyeron la
progenie viral producida durante la infeccién, los analogos de metformina y
fenformina no mostraron diferencia significativa respecto al titulo viral
presentado con el tratamiento con metformina, con excepcién del tratamiento

con EGL-1 (fig.15).
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Fig. 15 Comparacion del efecto antiviral de los an&logos y la metformina con respecto a

metformina mediante la determinacién del titulo viral. Las células Huh-7 fueron infectadas a
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una MOI de 0.2 y tratadas a una concentracion de 1 mM durante 48 horas con los analogos de
metformina y fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-
3 y MCC-6). El titulo viral se determiné mediante ensayo de unidades formadoras de placas.
A) Se presentan imagenes representativas del ensayo de unidades formadoras de placas,
incluyendo los diferentes tratamientos, control de infecciéon y MOCK. B) Se presentan los
resultados en porcentaje de unidades formadoras de placa por mililitro (%UFP/mL),
considerando al control de infeccién como el 100%. Las graficas representan las medias +/- SD
de n= 3 experimentos realizados por duplicado. La significancia estadistica se estableci6 en un
valor de probabilidad menor del 5% (****p=<0.05). MET: metformina, CI: Control de

Infeccidn.

Por dltimo, se determind el porcentaje de infeccion mediante citometria de
flujo en las células Huh-7 tratadas con los diversos analogos de metformina y
fenformina. Los tratamientos con EGL-1, EGL-2, EGL-4, EGL-7, MCC-3 y
MCC-6 mostraron diferencia significativa con respecto al tratamiento con
metformina, presentando una mayor disminucion de la cantidad de células

infectadas (fig. 16).
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Fig. 16 Comparacién del efecto antiviral de los andlogos de metformina y fenformina con
respecto a la metformina mediante la determinacién del porcentaje de células infectadas. Las
células Huh-7 fueron infectadas a una MOI de 0.2 y tratadas a una concentraciéon de 1 mM
durante 48 horas con los analogos de metformina y fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-
4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6). Las células infectadas se analizaron
mediante citometria de flujo. Los resultados se presentan en porcentajes considerando al
control de células infectadas sin tratar como el 100%. La grafica representa las medias +/- SD
de n= 3 experimentos realizados por duplicado. La significancia estadistica se estableci6 en un
valor de probabilidad menor del 5% (****p=<0.05). MET: metformina, CI: Control de

Infeccidn.

IX.VIII Analisis de Consenso Farmacolégico

Con los diversos parametros evaluados anteriormente, se realizé un analisis de
consenso farmacologico para encontrar los analogos con las mejores
caracteristicas para ser empleados en ensayos futuros. La puntuacién esta dada
por un coédigo de colores verde, amarillo y rojo que clasifica el potencial
terapéutico de acuerdo con el mayor namero de atributos favorables. El color
verde representa aquellos analogos con la mayor cantidad de caracteristicas

favorables, mientras que el rojo identifica los analogos con el menor nimero
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de propiedades ideales para su uso terapéutico, pasando por un color amarillo
con valores intermedios entre estos dos colores. Se observo que los analogos
EGL-1 y EGL-2 muestran el mayor nimero de parametros favorables y un
potencial terapéutico alto. Por otro lado, los analogos EGL-3, EGL-6 y EGL-8
presentan una puntuacién de color rojo, indicando su bajo potencial

terapéutico, como se muestra en la fig.17.

Analogo Efecto antiviral indice de Analogos vs
{1mM) Selectividad Metformina (1mM)
(>10)

Reduccion de  Reduccion Reduccién Reduccion de  Reduccién  Reduccién
% infeccion  de proteina de titulo % infeccion de proteina  de titulo
viral NS3 viral viral NS3 viral

EGL-1 Si Si Si - Si Si Si
EGL-2 Si Si Si Si Si Si
EGL-3 Si Si Si - - -
EGLA4 Si Si Si - Si Si
EGL-6 Si Si Si - C o
EGL-7 Si Si Si - Si -
EGL-8 Si Si Si - - -
MCC-1 Si Si Si Si - -
MCC-3 Si Si Si - - Si
MCC-6 Si Si Si Si - -

Fig. 17 Analisis de Consenso Farmacologico. La puntuaciéon se muestra con un coédigo de
colores. El color verde representa los andlogos con mayor numero (6) de parametros
favorables. El amarillo muestra los anélogos con 4 o 5 eventos favorables y el rojo los analogos

con la menor cantidad (3) de parAmetros positivos.
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X. DISCUSION

El dengue es la enfermedad viral transmitida por mosquitos mas prevalente en
las regiones tropicales y subtropicales del mundo, y representa una gran carga
para los sistemas de salud publica. A pesar de que, esta enfermedad afecta
aproximadamente a unas 390 millones de personas cada afio, en la actualidad
no existe farmaco especifico, seguro y eficaz que haya sido aprobado para el
tratamiento del dengue. Por lo tanto, la bisqueda y desarrollo de nuevas
estrategias terapéuticas para combatir las infecciones causadas por este
patogeno, es fundamental. Una de las herramientas para el desarrollo de
nuevos antivirales es dirigir las terapias al metabolismo celular del hospedero,
ya que, los virus interfieren con numerosas vias celulares para crear un entorno
favorable para su replicacion, y el DENV no es la excepcion.(65) Esta estrategia
logra evitar la resistencia a los farmacos que normalmente se presenta cuando
se desarrollan farmacos contra componentes virales debido a la alta mutacion
de los virus.(27,66,67) En este sentido, diversos estudios han establecido la
importancia de la proteina celular AMPK durante la infeccion por dengue, por
lo que, se ha convertido en un objetivo potencial para la inhibicion de la
infeccion por DENV.(52,53,66,68—71) La AMPK es un regulador maestro del
metabolismo celular y en la infeccion por dengue en células Huh-7 esta
proteina se encuentra principalmente en su forma inactiva.(52) La metformina
es un farmaco ampliamente utilizado para el tratamiento de la diabetes
mellitus tipo 2 y, curiosamente, su principal efecto consiste en promover
indirectamente la activacion de la AMPK.(55,59) Este hecho, hace que
metformina sea un inhibidor eficiente de la infeccion por dengue, donde,
nuestro grupo describié por primera vez este efecto en células Huh-7.(52)
Posteriormente, nuestro grupo también describio el efecto antiviral de la
metformina en un modelo in vivo, observando el mismo efecto antiviral que en
los ensayos in vitro sugiriendo que la metformina es un farmaco prometedor
para el tratamiento del dengue en pacientes.(53) Como sustento de estos
resultados, Htun et al., reportaron correlacion entre el uso de metformina en

personas que padecen diabetes y el menor riesgo de desarrollar dengue grave,
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sugiriendo que el empleo de metformina podria disminuir la gravedad de la
enfermedad en personas con diabetes mellitus tipo 2 infectadas con DENV.(60)
Ademas, un estudio clinico patrocinado por la Unidad de Investigacién Clinica
de la Universidad de Oxford en colaboracién con el Hospital de Enfermedades
Tropicales en Vietnam, se encuentra actualmente, evaluando la seguridad y la
tolerabilidad de la metformina, asi como su efecto sobre los marcadores de
infeccion, parametros clinicos y fisiologicos, entre otros., en pacientes obesos y
con sobrepeso infectados con DENV.(72,73) Sin embargo, se ha informado que
la metformina en ensayos in vitro e in vivo parece no ser funcional contra todos
los serotipos de dengue y su eficacia esta limitada a tipos de células
especificas.(71) Lo referido anteriormente, se encuentra en un estudio
realizado por Cheang et al., donde, encontraron una actividad anti-DENV pan-
serotipo de la metformina en células BHK-21, lo que se correlacion6 con niveles
elevados de la proteina AMPK fosforilada (activa).(71) Estos resultados
sugieren que la actividad antiviral de la metformina estd mediada por la
activacion de AMPK, lo cual correlaciona con los resultados obtenidos en
células Huh-7 por nuestro grupo.(52) No obstante, la metformina causé un
efecto pro-DENV en células Vero, como lo demuestra el aumento de los titulos
virales para DENV-1, DENV-3 y DENV-4, mientras que no se observé ningin
efecto significativo con el tratamiento en DENV-2.(771) Este altimo resultado,
no se asoci6 con una mayor activacion de AMPK, indicando -efectos
independientes de la activacion de esta proteina. Ademas, el mismo
comportamiento fue observado en modelos animales donde la eficacia de la
metformina fue nula. Cheang et al., observaron que la administraciéon de
metformina en ratones asintomaticos AG129 no redujo los titulos virales en
sangre, mientras que, en un modelo de ratén con dengue grave, no mejoro la
gravedad ni la progresion de la enfermedad.(71) Estos resultados contrastan
con los reportados con nuestro grupo donde en un modelo de raton AG129 la
metformina aumento la sobrevida de los animales y redujo los signos clinicos
de la enfermedad.(53) Los resultados contrastantes de la metformina en la
infeccion por DENV puede hacer pensar que este farmaco no es la mejor opcion

para el tratamiento de las infecciones causadas por todos los serotipos dengue
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y en dosis altas, puede potencialmente empeorar la enfermedad.(71) No
obstante, el encontrar un enfoque terapéutico tinico puede no ser apropiado
para abordar el dengue en varias partes del mundo donde circulan cepas de
DENYV filogenéticamente distantes.(71) Uno de los factores que se sugiere pudo
afectar el efecto antiviral de la metformina en los modelos in vivo es el empleo
de una cepa diferente de DENV-2 (D2Y98P) con respecto a la empleada por
nuestro grupo (Nueva Guinea). Este hecho, fue confirmado por Cheang et al.,
donde observaron un mayor efecto antiviral de la metformina contra la cepa
Nueva Guinea de DENV-2 en células Huh-7 con respecto a la cepa D2Y98P.(71)
Por otro lado, otro factor que puede estar implicado en los resultados del
estudio anterior, se encuentra en las propiedades intrinsecas de la metformina,
donde destaca su alta hidrofilicidad, que afecta su farmacocinética, incluyendo:
baja absorcion, biodisponibilidad oral limitada, bajo volumen de distribuciéon
y eliminacion renal rapida, que comprometen finalmente su actividad
terapéutica.(71) Sobre esto, un cambio en la farmacocinética puede alterar la
exposicion al fArmaco y predisponer a una concentracion insuficiente, lo que
podria provocar actividad terapéutica deficiente.(74) En términos de su perfil
farmacocinético, un buen candidato a farmaco para el tratamiento del
dengue debe ser bien absorbido (para permitir una amplia biodisponibilidad y
distribucién), vida media larga y eliminacion baja.(75) Una estrategia para
optimizar el perfil farmacocinético de la metformina consiste en el diseno y
sintesis de analogos, en los cuales, se modifiquen las propiedades
fisicoquimicas de la molécula original con pequenos cambios en su estructura
quimica, intentando conservar o mejorar su actividad terapéutica. Esta
estrategia consiste en el desarrollo de compuestos farmacologicamente activos
que estén relacionados estructural y funcionalmente con un compuesto de
referencia (en este caso, metformina).(76) Sin embargo, estos nuevos
compuestos pueden ofrecer ventajas significativas, debido a que, pueden diferir
en la especificidad de accion farmacoldgica, su perfil farmacocinético y

toxicolodgico, etc.(76)

86



Por lo tanto, en este trabajo se plante6 evaluar el efecto antiviral de 15 anéalogos
de metformina y fenformina (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7,
EGL-8, EGL-9, EGL-10, MCC-1, MCC-2, MCC-3, MCC-4, MCC-5 y MCC-6)
durante la infeccion por DENV-2 en células Huh-7. Estos compuestos se
disenaron y sintetizaron en el laboratorio de Quimica Farmacéutica de la
Universidad Auténoma del Estado de Morelos. Los compuestos EGL se
disenaron con un enfoque QSAR (relacion cuantitativa estructura-actividad)
sobre la base de la estructura de la metformina y fenformina, manteniendo el
grupo biguanida, eliminando las cadenas laterales de dimetilo y feniletilo, y
sustituyendo el grupo amino proximal con grupos dietilo o cicloalquilo
utilizando un enfoque denominado transformacion de anillo de cadena,
logrando una restriccién conformacional que conecta los sustituyentes alquilo
para dar los analogos ciclicos correspondientes. También, se emplearon
criterios de homologacion como método para pasar de sustituyentes con
estructura de pirrolidina a piperidina. Ademas, se seleccionaron derivados de
morfolina y piperazina como reemplazos isostéricos de la molécula de
piperidina. Asimismo, los grupos bencilo o fenilo sustituidos se disefiaron
como homologos inferiores, con uno o dos grupos metileno menos que los que
presenta la fenformina.(61,62,77) La fenformina (biguanida que en 1978 se
retir6 del mercado debido a su toxicidad) fue utilizada para el disefio de los
analogos, principalmente por su mayor lipofilicidad con respecto a la
metformina, mejorando algunos aspectos de su farmacocinética y efecto
terapéutico. Todos los analogos se prepararon a partir de cianoguanidina que
se condens6 en condiciones de refluyjo con varias alquilaminas o
arilaminas.(62) Por otro lado, los compuestos MCC se disefiaron y sintetizaron
siguiendo las mismas estrategias sobre la base del compuesto EGL-6, ya que,
demostro ser el activador mas potente de la proteina AMPK en hepatocitos
primarios de rata a una concentracion de 10 mM, incluso mayor que la
metformina.(62) Ademas, Gutiérrez et al., reportaron que los analogos EGL-4
y EGL-6 redujeron significativamente los niveles de glucosa y tuvieron un
efecto antihiperglucémico en un modelo in vivo, similar al causado con el

tratamiento de metformina a una dosis tinica de 50 mg/kg.(62) Esta evidencia
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respalda la actividad antidiabética de los analogos de manera similar a la de la
metformina, asi como el mecanismo de accion subyacente, mediante la
activacion de la AMPK; sugiriendo una actividad terapéutica similar entre la

metformina y los analogos.

En este trabajo, como primer ensayo determinamos el potencial citotoxico de
los diferentes analogos de metformina y fenformina en células Huh-7, para ello,
se evalu6 la viabilidad celular mediante un ensayo colorimétrico basado en la
reduccion de MTT (bromuro de (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolio) por deshidrogenasas mitocondriales de células viables, para
dar un producto de formazian de color azul que se puede medir
espectrofotométricamente. Este ensayo se realizd en multiplacas con células
Huh-7 que se trataron con concentraciones crecientes de los diversos analogos.
Para los tratamientos de cada uno de los analogos, se seleccionaron las
siguientes concentraciones: 0.5, 1, 1.5, 2.5, 3.5, 5y 10 mM. Las concentraciones
se establecieron a partir de la concentracion minima (1 mM) empleada en los
ensayos realizados por Farfan et al., y que, demostro actividad antiviral en la
infeccion por DENV-2.(53) Se observo durante la realizacién de este primer
ensayo que 5 de los 15 analogos probados (EGL-9, EGL-10, MCC-2, MCC-4 y
MCC-5) causaron la disrupcion y desprendimiento de la monocapa celular a
una concentraciéon de 1 mM, sugiriendo una alta actividad citotoxica y se
decidio6 no seguir evaluando estos analogos. Con los 10 analogos restantes que
mantuvieron la integridad de la monocapa celular (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-
4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6) se observdé un efecto
citotéxico dependiente de la concentracion (excepto en el anidlogo MCC-1),
evidenciado por la reduccion significativa de la viabilidad celular al emplear
concentraciones crecientes, con respecto a las células tratadas inicamente con
el vehiculo. Sin embargo, el potencial citotéxico fue menos pronunciado para
el andlogo EGL-2 y MCC-6, ya que mantuvieron la viabilidad celular cerca del
80% a una concentracién de 10 mM y 5 mM, respectivamente. Con respecto al
analogo MCC-1, no se logré observar una disminucién de la viabilidad celular

al emplear mayores concentraciones, llegando a mantener por encima del 80%
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de viabilidad hasta la concentracion mas alta (10 mM), sugiriendo el bajo
potencial citotéxico de este analogo en células Huh-7, lo cual resulta ventajoso
para los fines terapéuticos. Con los valores de porcentaje de viabilidad celular,
se estimo la Concentracion Citotoxica 50 (CC50), la cual, se defini6 como la
concentracion de los analogos requerida para la reduccién de la viabilidad
celular en un 50%, que se calcul6 mediante analisis de regresion no lineal de la
curva concentracion-respuesta. Se encontr6 que los analogos EGL-2 y MCC-6
presentaron las concentraciones citotoxicas mayores (103 mM y 413.2 mM,
respectivamente), como se esperaba de acuerdo con los resultados obtenidos
en la viabilidad celular. Sin embargo, para los andlogos EGL-2 y EGL-6 los
valores de CC50 representan una prediccion dada por el modelo matematico,
ya que no se alcanzé experimentalmente la disminucion hasta el 50% de la
viabilidad celular, por lo que, la CC50 se estableci6 como un valor
indeterminado y se deben evaluar concentraciones superiores a las empleadas
para precisar estos resultados. A pesar de que en el anadlogo MCC-1 no se pudo
observar un efecto citotoxico dependiente de la concentracion (a las
concentraciones utilizadas), se intent6 estimar la CC50, curiosamente, la
regresion no lineal predijo estadisticamente un valor de CC50, el cual, como se
esperaba fue muy alto (212,429 mM), al igual que el intervalo de confianza del
95% (1667 a 63,643,216,803 mM). El intervalo de confianza indica que la CC50
real se encuentra en ese rango de valores con un 95% de certeza, denotando un
valor minimo de 1667 mM, el cual, incluso, representa el valor més alto y menos
citotoxico de todos los analogos, que resulta beneficioso para los propositos
terapéuticos. Ahora bien, es necesario realizar ensayos adicionales con
concentraciones superiores a 10 mM para comprobar la CC50 de este analogo,

de la misma manera que para los analogos EGL-2 y MCC-6.

Posteriormente, evaluamos el efecto antiviral de los diversos analogos y debido
a la cantidad limitada de compuestos, decidimos comenzar un ensayo a una
sola concentracion de 1 mM para determinar mediante citometria de flujo el
porcentaje de células Huh-7 infectadas con DENV-2 cuando eran tratadas con

los diversos analogos. Nuestros resultados mostraron un efecto antiviral con

89



los tratamientos de los anéalogos, ya que se observé una reduccion significativa
del porcentaje de células infectadas con respecto al control de infeccion tratado
con el vehiculo. Esto sugirié, que los analogos al igual que poseen un efecto
antihiperglucémico similar a la metformina, también tienen un efecto antiviral
en la infeccion por DENV-2. Como control positivo de la reduccion de la
infeccion, se trataron células con metformina a 1 mM que demostro6 en ensayos
realizados por Farfan et al., reduccion en el porcentaje de infeccion por DENV-
2.(53) A partir de que todos los analogos demostraron efecto antiviral, se
evalu6 mediante citometria de flujo el potencial antiviral obteniendo la
Concentracion Inhibitoria 50 (IC50), la cual se estableci6 como la
concentracion a la que los analogos inhiben la infeccién por DENV-2 en un
50%. Este método permiti6 la medicion del porcentaje de infeccidon cuando las
células habian sido infectadas y tratadas con concentraciones crecientes de los
analogos. Para este ensayo, se emplearon concentraciones no citotéxicas de
acuerdo con los valores obtenidos en el ensayo de viabilidad celular para cada
uno de los tratamientos. Las concentraciones empleadas, incluyeron: EGL-1
(0.1, 0.25, 0.5,1y 1.5 mM), EGL-2 (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2.5 mM), EGL-3 (0.1,
0.25, 0.5, 1y 1.5 mM), EGL-4 (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2.5 mM), EGL-6 (0.1, 0.25,
0.5, 1, 1.5 y 2.5 mM), EGL-7 (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2.5 mM), EGL-8 (0.1, 0.25,
0.5, 1y 1.5 mM), MCC-1 (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2.5 mM), MCC-3 (0.1, 0.25, 0.5,
1, 1.5y 2.5 mM) y MCC-6 (0.1, 0.25, 0.5, 1, 1.5 y 2.5 mM). Para los tratamientos
EGL-2, MCC-1 y MCC-6 se utilizo la concentracién méaxima de 2.5 mM, debido
a la disponibilidad de los compuestos. La concentracion citotoxica se fijo de
acuerdo con la literatura en el 80%, donde se establece que la concentraciéon
del tratamiento que reduce hasta el 20% de viabilidad celular representa el
valor maximo para considerar a un compuesto no citotoxico.(71,78) Esta
delimitacion de la citotoxicidad en el ensayo de IC50 es de vital importancia,
ya que permite evaluar el potencial inhibitorio de los diferentes tratamientos,
debido a sus propias caracteristicas quimicas y descarta la influencia de la
muerte celular en la disminuciéon de células infectadas. En este ensayo, se
observo un efecto antiviral dependiente de la concentraciéon, en todos los

analogos probados, debido a que en los 10 analogos analizados, el porcentaje
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infeccion disminuy6 el utilizar mayor concentracion de los tratamientos en
relacion con las células infectadas y tratadas con el vehiculo. La reduccion del
porcentaje de infeccion para todos los tratamientos fue préoxima al 30% a una
concentracion de 1 mM y este efecto fue sobresaliente en el analogo EGL-1
donde el porcentaje de infeccion disminuyé un 40% desde la concentracion
0.25 mM, sugiriendo su elevada actividad antiviral en la infecciéon por DENV-
2. A partir de los valores de porcentaje de infecciobn a las diferentes
concentraciones se defini6 la IC50, la cual, estima la concentracion de cada uno
de los analogos para producir un efecto inhibitorio al 50% en la infecci6on por
DENV-2 y sirve como medida directa de la potencia antiviral de cada uno de
los compuestos.(78,79) La IC50 se determiné realizando un analisis de
regresion no lineal a la curva concentracion-respuesta. Los valores obtenidos
sefnalan (como se esperaba) al analogo EGL-1 como el mejor compuesto con
actividad antiviral, con un IC50 de 0.4436 mM, seguido de los compuestos
EGL-2, EGL-4 y EGL-7 con valores de 1.563, 1.174 y 1.294 mM respectivamente.
Los compuestos EGL-6 y MCC-6 presentaron la IC50 maés alta con un valor de
3.217 y 2.679 mM, respectivamente, exponiendo un escaso potencial in vitro

antiviral.

Con los datos generados de CC50 e IC50 se determin el indice de selectividad
de los anélogos (EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1,
MCC-3 y MCC-6), que es un parametro importante y ampliamente aceptado en
la investigacion y desarrollo de fArmacos, ya que sirve como un indicador del
potencial terapéutico que posee un compuesto. Ademas, define la capacidad
para ser empleado en ensayos futuros y con mayor alcance. Para establecer el
indice de selectividad, se necesita obtener la CC50 y la IC50 de los compuestos,
debido a que, la relacion CC50/IC50 proporciona el valor de indice de
selectividad.(78,79) Los mejores candidatos idealmente deberian tener una
concentracion citotoxica relativamente alta pero con una concentracion activa
o inhibitoria antiviral muy baja.(78,79) EGL-2 (65.90), MCC-1 (128,588.98) y
MCC-6 (154.24) mostraron el mayor indice de selectividad y mejor potencial

terapéutico, dado en gran parte por su bajo poder citotéxico, lo que permite su

g1



estudio posterior en ensayos in vitro e in vivo, donde se pudieran aumentar las
concentraciones empleadas y esperar un mejor efecto antiviral sin efectos
citotoxicos considerables. Por otro lado, los demas analogos EGL-1, EGL-3,
EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8 y MCC-3 presentaron un indice de selectividad
>1y <6, ampliamente mas bajos que EGL-2, MCC-1 y MCC-6. Sin embargo,
Indrayanto et al., mencionan que un indice de selectividad <1 se puede
considerar relativamente bajo y significa que el compuesto podria ser toxico,
por lo que, no puede ser utilizado como un farmaco, ademaés, establece que si
el valor esta entre 1y 10, se recomienda reevaluar utilizando otros sistemas para
la confirmacién, mientras que un valor mayor de 10 es el criterio de aceptacion
mas recomendable para considerar un compuesto activo con gran potencial
terapéutico.(78) Considerando esto, los compuestos restantes EGL-1, EGL-3,
EGL-4, EGL-6, EGL-7, EGL-8 y MCC-3 deben ser evaluados y confirmados en
otros biosistemas, ya que el indice de selectividad funciona como indicador

temprano del éxito de las fArmacos.

Debido al efecto antiviral plausible que demostraron los diversos analogos de
metformina y fenformina, se evalu6 su efecto antiviral mediante otros
parametros a una concentraciéon de 1 mM, como: reduccion de los niveles de la
proteina viral NS3 y del titulo viral. Puesto que, la proteina viral NS3 cumple
funciones fundamentales para la replicacion del genoma viral, produccién de
proteinas virales y produccion del ambiente lipidico apropiado alrededor del
RE para la replicacion eficiente de DENV, consideramos importante investigar
la expresion de esta proteina cuando las células infectadas se trataron con los
diversos analogos. Nuestros resultados indican wuna disminucion
estadisticamente significativa de los niveles de la proteina viral NS3 cuando se
trataron con una concentracion de 1 mM de los diferentes analogos con
respecto al control de infeccién tratado con vehiculo. El anélogo EGL-1 caus6
una mayor reduccién de la proteina NS3, con respecto a los demas analogos, lo
cual, coincide con los datos observados en el porcentaje de infeccion. Estos
resultados, sugieren que los analogos afectan la sintesis de la proteina viral

NS3, impactando directamente al ciclo replicativo del DENV y correlacionando
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la reduccion de la proteina viral con la reduccion del porcentaje de células
infectadas. Para confirmar estas observaciones, se evalud el titulo viral
mediante ensayo de unidades formadoras de placas, donde se identific6 una
disminucion estadisticamente significativa en los niveles de produccion de
progenie viral para todos los tratamientos a 1 mM, siendo mas grande este
efecto con el analogo EGL-1, validando su mayor efecto antiviral con respecto
a los analogos restantes. Estos resultados, confirman el efecto antiviral causado
por los analogos de metformina y fenformina a nivel de células infectadas,
produccion de proteinas virales y de progenie viral, los cuales, son procesos del

ciclo replicativo de DENV intimamente relacionados.

Por tultimo, decidimos comparar el efecto anti-DENV de los diversos analogos
con respecto al efecto anti-DENV de la metformina a una concentraciéon de 1
mM en células Huh-7. Para ello, se determiné en los diferentes tratamientos el
porcentaje de infeccion mediante citometria de flujo, titulo viral por medio de
ensayo de unidades formadoras de placa y la producciéon de proteina viral NS3
a través de Western Blot. En el porcentaje de infeccién se observd una
diferencia estadisticamente significativa de los analogos EGL-1, EGL-2, EGL-
4, EGL-7 y MCC-3 en comparacion con la metformina, mostrando un mayor
efecto para disminuir la cantidad de células infectadas y sugiriendo una mayor
actividad antiviral. En cuanto a la metformina, nuestros resultados coinciden
con los reportados por Farfan et al., donde muestran la reduccién del
porcentaje de infeccion en células Huh-7 a una concentracion de 1 mM a las 24
horas.(53) No obstante, Farfan et al., encontraron una mayor reduccion en el
namero de células infectadas con DENV, tratadas con metformina a
concentraciones mas altas (7.5 y 15 mM).(53) Asimismo, Soto et al.,
encontraron una reduccion significativa de células infectadas tratadas con 10
mM de metformina en células Huh-7 a las 24 y 48 horas.(52) Por otro lado,
unicamente el andlogo EGL-1 mostr6 una reduccion significativa del titulo viral
en comparacion con la metformina, sugiriendo un efecto anti-DENV mayor que
la metformina a 1 mM. Los analogos: EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-6, EGL-7,
EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6, tuvieron un comportamiento similar a la
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metformina en la reduccion del titulo viral y no se encontraron diferencias
significativas. La metformina, en otros estudios también ha demostrado
producir una reduccion significativa del titulo viral de DENV en células Huh-7
a las 24 horas a concentraciones de 1, 7.5, 10 y 15 mM, encontrando resultados
similares a los obtenidos en este trabajo.(52,53) Ademas, Cheang et al., han
informado el efecto anti-DENV pan-serotipo de la metformina sobre la
produccion de particulas virales en células BHK-21 a las 48 horas, mostrando
una reduccion del titulo viral a concentraciones de 1, 3 y 10 mM. Sin embargo,
los mismos autores encontraron un efecto contrario de la metformina en
células Vero alas 48 horas, aumentando los titulos virales de todos los serotipos
de DENV a concentraciones de 1, 3,10y 30 mM.(71) Los niveles de la proteina
viral NS3 fue el altimo parametro evaluado de forma experimental, donde se
encontr6 que los analogos EGL-1, EGL-2, EGL-4 y MCC-3 disminuyeron de
manera significativa los niveles de la proteina viral NS3 en comparacion con la
metformina a una concentracién de 1 mM durante 48 horas, mientras que EGL-
3, EGL-6, EGL-7, EGL-8, MCC-1 y MCC-6 no mostraron diferencia significativa
con la metformina, aunque se observo una tendencia de reducciéon de la
proteina NS3 similar. Otros estudios también han evaluado el efecto de la
metformina sobre los niveles de la proteina NS3; Soto, et al., y Farfan et al.,
encontraron una reduccion significativa en la proteina NS3 a concentraciones
de 7.5, 10 y 15 mM en células Huh-7 a las 24 h, mientras que a 1 mM se observo
una tendencia a la disminuciéon de NS3 pero sin diferencia significativa.(52,53)
En nuestros ensayos, logramos una diferencia significativa en la expresion de
la proteina NS3 con el tratamiento de metformina a 1 mM, lo que difiere de los
resultados de los estudios antes mencionados. Sin embargo, una posible
explicacion es el aumento del tiempo de tratamiento (48 horas), permitiendo
un efecto mas sostenido y observando un mejor efecto antiviral. Ademas, la
disminucion en la variacién del conjunto de datos alrededor de la media,
resulté ser beneficioso para obtener una mejor desviacion estandar, en
comparacion a los resultados reportados por Farfan et al., donde la desviacién

estandar es muy grande para observar diferencias. (53)
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Todos los resultados obtenidos de la evaluacion del efecto antiviral de los
analogos de metformina y fenformina antes descritos, se sometieron a un
analisis de consenso farmacologico, el cual tiene como objetivo seleccionar el o
los compuestos mas confiables con base en su actividad terapéutica potencial,
su toxicidad, perfil farmacocinético y datos experimentales adicionales, asi, los
compuestos con mayor namero de caracteristicas favorables son los mejores
candidatos.(80) Para realizar este analisis, se considero6 el efecto antiviral, el
indice de selectividad y la comparacion entre los analogos y la metformina. Se
logré determinar que los analogos: EGL-1, EGL-2, EGL-4, EGL-7 y MCC-1
obtuvieron el mejor puntaje. Sin embargo, el andlogo que present6 mayor
numero de caracteristicas positivas fue EGL-2, ya que demostr6 efecto
antiviral, un indice de selectividad alto y redujo la infeccion mejor que la
metformina a una concentracién de 1 mM en al menos uno de los parametros
de infeccion evaluados. EGL-1, también demostr6 el mismo numero de
caracteristicas favorables, en cambio, su indice de selectividad fue menor que
EGL-2, lo que condiciona su capacidad de ser trasladado a estudios, utilizando

una mayor concentracion.

A pesar de los pequeiios cambios en la estructura original de la metformina que
supuso la sintesis de los analogos, se observo un efecto antiviral durante la
infeccion por DENV-2, sugiriendo la importancia del grupo biguanida que
posee la metformina y los analogos, en la accion farmacoldgica antiviral. Sin
embargo, las caracteristicas farmacocinéticas y toxicologicas pueden ser
diferentes en cada uno de los compuestos, lo que puede determinar su éxito
como agente terapéutico. Referente a esto, existen ejemplos de farmacos
derivados que han logrado el éxito teniendo la misma o mejor actividad
terapéutica y caracteristicas fisicoquimicas diferentes, por ejemplo: la
amoxicilina es un anélogo de la penicilina G, que difiere en la adicién de un
grupo OH y NH2 en la estructura original, no obstante, estas pequeias
modificaciones hacen a la amoxicilina estable en un ambiente acido por lo que
es adecuado para consumo oral, mientras que la penicilina G solo se puede

administrar de manera parenteral.(81) Ademéas, la mayor eficacia
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de amoxicilina observada in vivo podria ser consecuencia de su mayor
absorcion en el tracto gastrointestinal con respecto a la penicilina y, por ende,
de su mayor penetracion en el tejido y el logro de niveles terapéuticos

sostenidos durante mas tiempo.(81)

Interesantemente, hubo analogos que tuvieron un mejor efecto antiviral en la
infeccion por dengue que la metformina, esto podria ser explicado por las
pequenas diferencias quimicas en los sustituyentes de la estructura base de
metformina, lo cual podria conllevar a diferencias en la especificidad de union
a proteinas celulares o virales, asi como su interacciéon con nuevos factores
tanto virales como del hospedero, produciendo un espectro de accion nuevo o
més amplio. Para sustentar esta explicacion, es necesario determinar el
mecanismo de accién antiviral que tienen los analogos durante la infecciéon por
DENYV, por lo que creemos necesario evaluar inicialmente la activacion de la
proteina AMPK, la cual, es objetivo indirecto de la metformina y que esta

implicada en su efecto anti-DENV.(52,71)

Los resultados de este trabajo revelan que los anédlogos de metformina y
fenformina poseen un efecto antiviral en la infeccion por DENV-2 confirmado
por la reduccion del porcentaje de infeccion, titulo viral y produccion de la
proteina viral NS3. Ademas, 3 analogos demostraron tener un elevado indice
de selectividad, sugiriendo su alto potencial terapéutico y 5 analogos
exhibieron un efecto anti-DENV mayor que la metformina en al menos uno de

los 3 pardmetros de infeccion evaluados.
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XI. CONCLUSIONES

Los analogos de metformina y fenformina: EGL-1, EGL-2, EGL-3, EGL-4, EGL-
6, EGL-7, EGL-8, MCC-1, MCC-3 y MCC-6 mostraron efecto antiviral contra el
DENV-2 en células Huh-7 a las 48 h de tratamiento.

Los analogos: EGL-1, EGL-2, EGL-4, EGL-7, MCC-3 y MCC-6 presentaron un
mejor efecto antiviral con respecto a la metformina en al menos un parametro

de infeccidn a una concentracion de 1mM.

Los analogos: EGL-2, MCC-1, MCC-6 exponen el mejor potencial terapéutico
dado por un mayor indice de selectividad, por lo que, podrian ser evaluados con
concentraciones mas altas sin causar citotoxicidad y esperando obtener un

efecto antiviral mayor.

En conjunto, estos resultados sugieren que los analogos de metformina y
fenformina son agentes antivirales eficaces para inhibir la infeccién por DENV
in vitro y podrian ser buenos candidatos para el tratamiento del dengue. Entre
ellos, el andlogo EGL-1 y EGL-2 resultaron tener las caracteristicas mas
prometedoras. Por lo tanto, estos dos dltimos compuestos podrian ser una

alternativa a la metformina, la inica biguanida disponible en la actualidad.
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XII. PERSPECTIVAS

1. Evaluar el efecto antiviral contra el DENV en un modelo in vivo

2. Evaluar el efecto con los diferentes serotipos de DENV y en otras lineas
celulares, como: otras lineas de células hepaticas humanas, células
mononucleares primarias de sangre periférica humana y macrofagos
derivados de monocitos humanos.

3. Evaluar el efecto con otros flavivirus como ZIKV, YFV y WNV

4. Desarrollar una forma farmacéutica adecuada para la administracién de
los analogos de metformina y fenformina

5. Investigar los mecanismos subyacentes al efecto anti-DENV observado
con los analogos

6. Evaluar el efecto antiviral contra DENV-2 a concentraciones mas altas
de los anélogos: EGL-2, MCC-3 y MCC-6.
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