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Resumen 

Aunque los flavivirus como el dengue (DENV) y el virus del zika (ZIKV) son 

patógenos humanos importantes, no se dispone de una vacuna o tratamiento 

antiviral eficaz contra ellos. Por lo tanto, la búsqueda de nuevas estrategias 

para controlar las infecciones por flavivirus es fundamental. Varios estudios 

han demostrado que el metabolismo de los lípidos del huésped podría ser un 

blanco antiviral. Se ha descrito que moléculas como el colesterol y otros lípidos 

son necesarios durante el ciclo replicativo de diferentes miembros de la familia 

Flaviviridae, por lo tanto, los fármacos con efectos hipolipemiantes aprobados 

por la FDA se han propuesto como posibles candidatos para tratar infecciones 

por flavivirus. En este estudio se evaluó el efecto anti-flavivirus de la Metfomina 

(MET), un fármaco aprobado por la FDA para el tratamiento de la diabetes tipo 

2, que ha mostrado un efecto anti-DENV in vitro al activar la AMPK y reducir 

la actividad de la HMGCR. Nuestros resultados demostraron que MET tiene 

un amplio espectro antiviral in vitro. MET inhibió la infección por ZIKV en 

diferentes líneas celulares, pero fue más eficaz para inhibir el DENV y el virus 

de la fiebre amarilla (YFV) en células Huh-7. MET aumentó el tiempo de 

supervivencia de los ratones infectados con DENV, reduciendo los signos 

graves de la enfermedad. Sin embargo, no protegió ni atenuó la enfermedad 

causada por ZIKV en ratones inmunodeficientes AG129. Juntos, estos 

hallazgos indican que la MET es un agente antiviral eficaz para inhibir la 

infección por DENV. Por otro lado, se requieren más estudios para determinar 

el papel de la MET durante la infección de ZIKV in vivo. 

 

 

 

 



Abstract 

Although Flaviviruses such as dengue (DENV) and zika (ZIKV) virus are 

important human pathogens, an effective vaccine or antiviral treatment against 

them is not available. Hence, the search for new strategies to control flavivirus 

infections is essential. Several studies have shown that the host lipid 

metabolism could be an antiviral target because cholesterol and other lipids 

are required during the replicative cycle of different Flaviviridae family members. 

FDA-approved drugs with hypolipidemic effects could be an alternative for 

treating flavivirus infections. In this sense, Metformin (MET), an FDA-approved 

drug used for the treatment of type 2 diabetes, has shown an anti-DENV effect 

in vitro by activating AMPK and reducing HMGCR activity. In this study, MET 

treatment was evaluated during in vitro and in vivo ZIKV infection and 

compared to MET treatment during DENV infection. Our results demonstrated 

that MET has a broad in vitro antiviral spectrum. MET inhibited ZIKV infection 

in different cell lines, but it was most effective in inhibiting DENV and yellow 

fever virus (YFV) infection in Huh-7 cells. MET increased the survival time of 

DENV-infected mice, reducing severe signs of disease. However, it did not 

protect or attenuate the disease caused by ZIKV in immunodeficient AG129 

mice. However, the drug failed to protect against ZIKV infection when AG129 

immunodeficient mice were used as in vivo model. Interestingly, MET 

increased DENV-infected male mice's survival time, reducing the severe signs 

of the disease. Together, these findings indicate that MET is an effective 

antiviral agent for inhibiting DENV. Moreover, further studies are required to 

determine the role of MET during ZIKV infection in vivo. 
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1. INTRODUCCIÓN  

1.1 Flavivirus 

La reaparición de diferentes arbovirus (virus transmitidos por artrópodos) en 

todo el mundo ha generado una alerta sanitaria mundial. Entre estos 

patógenos destacan los virus que pertenecen a la familia Flaviviridae, que se 

clasifican en 3 géneros. El género Flavivirus que incluye al virus del Nilo 

Occidental (WNV), el virus del dengue (DENV) y el virus del zika (ZIKV); el 

género Hepacivirus que incluye al virus de la hepatitis C (HCV); el género 

Pestivirus que incluye al virus de la diarrea viral bovina (BVD)1.  

El género Flavivirus comprende un grupo de virus envueltos que causan 

numerosas enfermedades en animales y humanos2,3 y con un tamaño 

aproximado de 40 a 60 nanómetros de diámetro. Estos virus cuentan con una 

nucleocápside icosaédrica y una cadena sencilla de RNA de polaridad positiva, 

ssRNA (+), de aproximadamente 11.000 bases como genoma. Su origen 

etimológico proviene de la palabra flavus que significa amarillo en latín y se 

debe al agente patógeno responsable de la fiebre amarilla, el virus de la fiebre 

amarilla (YFV).  

Existen más de 50 especies virales diferentes dentro del género flavivirus, y 

entre estos, muchos virus de importancia médica, tal es el caso del DENV y 

ZIKV que pueden inducir diferentes cuadros clínicos que van desde la fiebre 

hasta complicaciones graves e incluso la muerte. Ambos virus han emergido 

en nuevas áreas geográficas debido a una amplia variedad de factores como 

la globalización de viajes y comercio, calentamiento global, cambios en el uso 

del suelo, cambios en el comportamiento y expansión de vectores de flavivirus, 

como Aedes aegypti y Aedes albopictus 4,5.   

A pesar de la importancia de estos patógenos, no se dispone de terapias 

específicas contra el DENV y el ZIKV, y en la mayoría de los casos el 

tratamiento es paliativo sin efecto antiviral6. Actualmente, continúan los 
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esfuerzos de la comunidad científica para desarrollar una vacuna o un fármaco 

para el tratamiento de estas infecciones7,8.  

1.2 Transmisión  

El mosquito es el animal que causa más muertes humanas al año en 

comparación con otros animales, debido a que puede transmitir muchas 

enfermedades parasitarias y virales, incluyendo a los flavivirus4,5. Tanto los 

mosquitos hembra como los machos tienen una estructura especializada 

llamada probóscide, que les permite alimentarse del néctar de las flores y los 

jugos de las frutas. La probóscide del macho no es lo suficientemente fuerte 

para penetrar la piel, por lo que solo las hembras se alimentan de sangre y 

transmiten a los flavivirus (figura 1).  

Figura 1. Anatomía de los mosquitos Aedes. Aedes aegypti y Aedes albopictu principales vectores de 

transmisión del ZIKV y DENV9,10  
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El ZIKV y DENV son transmitidos por mosquitos infectados del género Aedes, 

específicamente Aedes aegypti y Aedes albopictus (figura 1) 4,5. A diferencia 

de ZIKV, el virus DENV se transmite principalmente por mosquitos Aedes 

aegypti, y a pesar de que otras especies del género Aedes también pueden 

actuar como vectores, su contribución es secundaria. La prevalencia y la 

incidencia del ZIKV y DENV están directamente ligadas al ciclo de vida de su 

vector (Figura 2.), por lo que las condiciones geográficas, climáticas y 

ecológicas favorables para la sobrevivencia del mosquito, definen las zonas 

de riesgo de contagio de ambos virus. En este sentido, los mosquitos que 

pueden transmitir al ZIKV y DENV por lo general habitan lugares que están por 

debajo de los 6500 pies de altitud, distribuyéndose geográficamente en las 

regiones tropicales y subtropicales del mundo11.  

 

Figura 2. Ciclo de vida de los mosquitos del género Aedes vectores de transmisión del virus ZIKA 

y DENV. Los mosquitos que pueden transmitir al ZIKV y DENV por lo general habitan lugares que están 

por debajo de los 6500 pies de altitud, distribuyéndose geográficamente en las regiones tropicales y 

subtropicales del mundo12,13 . 
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Otros factores ambientales y ecológicos, como la época de lluvias y la llegada 

de la primavera, propician la transmisión de estos virus incrementando el 

riesgo de brotes epidémicos, tal como ha ocurrido en las últimas décadas4,5.  

El ZIKV además tiene la capacidad de transmitirse sexualmente y se ha 

sugerido que esta vía contribuye aproximadamente con el 3% de los casos en 

humanos14,15. La Organización Mundial de la Salud (OMS) confirmó la 

transmisión vertical del ZIKV considerando los casos confirmados de neonatos 

con anomalías congénitas de los cuales se pudo aislar el virus (figura 3)16,17. 

Además se ha reportado que el ZIKV puede ser transmitido por transfusión de 

sangre y plaquetas18.  

 

Figura 3. Ciclo de transmisión completo del ZIKV. EL ZIKV se puede transmitir horizontalmente, de 

persona a persona, a través del vector Aedes o por contacto sexual; y verticalmente, de madre a hijo. 

Además, existen reservorios en la naturaleza que permiten su prevalencia y propician la endemicidad de 

esta enfermedad en ciertas zonas geográficas. Imagen modificada de Ali S, et. al. 2017 5,15 

Respecto a DENV, se ha reportado la posibilidad de transmisión vertical, sin 

embargo, se requieren de más estudios para confirmar la transmisión materna 

ya que las tasas de transmisión parecen bajas y aparentemente está 

relacionado con el momento de la infección del dengue durante el 



5 

 

embarazo19,20. Por último, hay que destacar que estos virus no solo infectan a 

humanos, sino también a otros primates y animales salvajes que fungen como 

reservorios virales naturales (Figura 3). Esto complica su erradicación y 

propicia su prevalencia y consolidación como enfermedades endémicas en 

ciertas zonas geográficas5. 

1.3 Síntomas y diagnóstico 

El período de incubación de la enfermedad por ZIKV es variable, sin embargo 

un estudio estimó un período de incubación no mayor a 15.4 días con una 

mediana del tiempo de 6,8 días21. Por otro lado, se estima que el tiempo de 

incubación del virus DENV es de 3-10 días con una media de 5.9 días22. 

 

Figura 4. Síntomas del ZIKV y del DENV. Los síntomas de ambas infecciones son similares a otras 

infecciones por flavivirus, sin embargo, algunos síntomas como la conjuntivitis no purulenta y las 

erupciones cutáneas son representativos de la infección por ZIKV23,24.  

Los síntomas de ambas infecciones son similares a otras infecciones por 

flavivirus, siendo frecuente la fiebre, erupciones cutáneas, dolor muscular y 

articular, malestar general y dolor de cabeza. Sin embargo, algunos síntomas 
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como la conjuntivitis no purulenta y las erupciones cutáneas, identificadas en 

los primeros brotes del ZIKV en las islas Yap y Brasil, son representativos de 

la infección por ZIKV 25,26. Estos síntomas generalmente son leves y duran de 

2 a 7 días (Figura 4).  

La prueba de oro para el diagnóstico de infección para ambos virus se realiza 

mediante un ensayo de RT-PCR utilizando primers específicos para la 

detección del genoma de cada virus a partir del análisis de una muestra de 

sangre, y en el caso del ZIKV, también mediante el análisis de fluidos 

corporales, como orina, saliva o semen 17,26–28. 

1.4 Características clínicas y patológicas de la infección por ZIKV y DENV 

El ZIKV fue aislado por primera vez en 1947 de un mono macaco Rhesus 

infectado en la estación de Investigación Forestal Zika en Uganda29. 

Posteriormente, fue aislado en humanos, provocando un cuadro clínico típico 

similar a la gripe o síndrome febril autolimitado, el cual se presenta en 

aproximadamente 20% de las personas infectadas y se resuelve en pocos días 

25,26. Hasta ese punto el virus parecía ser inofensivo, sin embargo, en las 

últimas décadas, específicamente durante su resurgimiento en América del 

Sur, América Central y el Caribe, comenzó a asociarse con enfermedades 

graves en adultos y en recién nacidos, como el síndrome de Guillan-Barré, la 

falla multiorgánica, la trombocitopenia30 y los defectos congénitos11.  

Las anomalías congénitas se confirmaron a partir de casos de mujeres 

embarazadas sintomáticas infectadas con el ZIKV en Brasil (2015), de las 

cuales el 42% de los fetos exhibió algún tipo de anormalidad en el 

ultrasonido. El fenotipo clínico de la infección congénita por ZIKV fue variable 

e incluyó calcificaciones cerebrales, microcefalia, restricción del crecimiento 

intrauterino y/o muerte fetal16,31. Además, mediante tomografía computarizada 

y resonancia magnética se identificó hipoplasia del cerebelo y del tallo 

cerebral, ventriculomegalia, mielinización retrasada, cisterna magna 

agrandada, anomalías del cuerpo calloso, calcificaciones y malformaciones 
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corticales, en cerebro de neonatos congénitamente infectados32. Durante este 

periodo el ZIKV provocó más de 4 millones de infecciones y un sorprendente 

aumento en el número de casos relacionados con defectos congénitos graves 

como microcefalia (Figura 5)11. Esto llevó a la Organización Mundial de la 

Salud (OMS) a declarar a la infección por ZIKV como "una emergencia de 

salud pública de importancia internacional”11. 

 

Figura 5. Síndrome congénito del ZIKV. Durante los brotes en América Central y el Caribe, la infección 

con zika comenzó a asociarse con enfermedades graves en adultos y recién nacidos. El principal defecto 

congénito fue la microcefalia, una malformación en la que el niño nace con una cabeza pequeña o en la 

que la cabeza deja de crecer después del parto33.  

Las evaluaciones retrospectivas de los brotes de ZIKA ocurridos en la 

Polinesia Francesa confirmaron un mayor riesgo de microcefalia asociada con 

la infección por ZIKV en mujeres infectadas en el primer trimestre34 y la 

asociación con casos de síndrome de Guillain-Barré en adúltos35–38. Estudios 

retrospectivos de otros países confirmaron que el síndrome de Guillan-Barré 

se puede presentar durante la infección aguda o inmediatamente después36,39. 

Actualmente sabemos que el ZIKV es un virus menos neuro invasivo en 

adultos, a diferencia de otros flavivirus encefálicos, por lo que rara vez causa 
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meningitis y encefalitis. Sin embargo, ZIKV infecta y daña preferentemente a 

las células progenitoras neurales afectando su crecimiento y promoviendo la 

apoptosis40,41, afectando así el desarrollo del cerebro en la etapa embrionaria 

y fetal.  

Además, se ha reportado que el ZIKV puede infectar el ojo y causar uveítis en 

adultos, una enfermedad potencialmente cegadora42, mientras que la infección 

congénita se asocia a lesiones maculares y perimaculares bilaterales, así 

como anomalías del nervio óptico en la mayoría de los casos43. También se 

ha reportado un único caso de infección humana por ZIKV en asociación con 

una lesión hepática grave y trastornos de la coagulación44, por lo que se 

requiere de más estudios para confirmar o descartar alguna asociación 

patológica hepática.   

De la misma forma que el ZIKV, en las últimas décadas se ha registrado un 

aumento considerable de los casos de DENV en América45. En este sentido, 

se estima que el DENV causa 390 millones de infecciones al año4. Aunque 

muchas infecciones por DENV se resuelven sin complicaciones, el dengue 

grave es una causa importante de enfermedad y muerte en algunos países de 

Asia y América Latina45, por lo que es importante el manejo adecuado de los 

casos y su evaluación. 

Según los datos del ensayo de neutralización, se pueden distinguir cuatro 

serotipos del virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4) y cualquiera de 

estos puede producir un amplio espectro de síntomas clínicos, que van desde 

un síndrome pseudogripal leve, también conocido como dengue sin signos de 

alarma (DSSA), hasta las formas más graves de la enfermedad, dengue grave 

(DG), que se caracterizan por coagulopatía, aumento de la fragilidad vascular 

y permeabilidad (fiebre hemorrágica del dengue, DHF) que puede progresar a 

shock hipovolémico (síndrome de shock por dengue, DSS) y muerte (Figura 

6)46.   
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Figura 6. Clasificación de la gravedad del dengue y definiciones clínica. DSSA, Dengue sin signos 

de alarma. DCSA, Dengue con signos de alarma. DG, Dengue grave. Organización Panamericana de la 

Salud. Dengue: guías para la atención de enfermos en la Región de las Américas. 2. ed. Washington, 

DC: OPS, 201647,48.  

Un paciente puede entrar en fase crítica entre el día 3 y 7 después del inicio 

de la enfermedad. Durante las 24-48 horas de la fase crítica, una pequeña 

parte de los pacientes puede manifestar un deterioro repentino de los 

síntomas. Es en este momento se pueden manifestar los signos de alarma 

asociados con el dengue grave, una complicación potencialmente mortal 

debido a la fuga de plasma, la acumulación de líquido, la dificultad respiratoria, 

el sangrado intenso y la alteración de órganos49. 
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1.5. Epidemiología 

Como anteriormente se mencionó, la distribución de estos flavivirus se asocia 

principalmente con la distribución de su vector, mosquitos del género Aedes 

que generalmente habitan en lugares por debajo de 6.500 pies. La 

probabilidad de contraer una infección por picadura de mosquito en lugares 

que se encuentran por encima de esa altitud son muy bajas12,50.  

A diferencia de otros flavivirus que se restringen a una o dos especies de 

mosquitos, el ZIKV puede ser transmitido por una variedad de mosquitos del 

género Aedes. En la figura 7 se observan las áreas de riesgo para contraer el 

ZIKV reportadas por el Centro para el Control y la Prevención de 

Enfermedades (CDC) hasta el 4 de noviembre del 2019 50.  

 

  País o territorio con brote actual de Zika1 

 

  País o territorio que alguna vez ha notificado  

  casos de zika2 (pasados o actuales) 
 

 

  Áreas con baja probabilidad de infección por  

  Zika debido a la altura (>6500 pies/2000 m.) 
 

 

  País o territorio con mosquito 3 pero sin casos de Zika 2 

 

  País o territorio sin mosquitos 3 que propagan el Zika 
 

1 Ninguna área está reportando actualmente brotes de Zika 

2 Casos de Zika transmitidos por mosquitos adquiridos localmente 

3 Aedes aegypti 

Figura 7. Áreas de riesgo de transmisión de ZIKV. El Centro para el Control y la Prevención de 

Enfermedades (CDC) reporta las áreas con riesgo de transmisión de ZIK51. 

En México se han confirmado 13, 003 casos autóctonos en un periodo que va 

desde octubre del 2015 hasta marzo del 2023 (Tabla 1.), muestreando al 5 % 

de los casos probales. Estos incluyen todos los grupos de edad, 

principalmente en edad productiva. Entre estos, un total de 7,152 casos 

corresponde a Mujeres embarazadas (Tabla 1.)52.   

El mayor número de casos confirmados se presentó durante el periodo de 

octubre del 2015 al cierre del 2019. Durante este periodo se confirmaron 

12,935 casos de enfermedad por ZIKV distribuidos en casi toda la república 

mexicana, con una tendencia descendente a partir de la semana 41 del 2017 
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hasta el 201953. Posteriormente, el confinamiento a causa de la pandemia del 

virus SARS-CoV-2 impacto la transmisión de enfermedades transmitidas por 

mosquitos del género Aedes durante el periodo 2020-202352. Sin embargo, no 

podemos descartar la posible subestimación a causa del confinamiento. Por lo 

anterior, México sigue siendo un país de alto riesgo de contagio por ZIKV 

según la CDC (Figura 7). 

 

Tabla 1. Casos confirmados autóctonos de enfermedad por el ZIKV. Periodo octubre 2015 a marzo 

2023. México. Fuente, SINAVE/DGE/SS: Sistema de Vigilancia Epidemiológica de Enfermedad por 

virus zika54. 

Por su parte, el DENV al igual que ZIKV, está presente en los trópicos, con 

variaciones espaciales locales influenciadas por la lluvia, la temperatura y el 

grado de urbanización4. Como se mencionó anteriormente, los modelos 

estiman 390 millones de infecciones por el DENV al año, de las cuales 96 

millones (67-136 millones) se manifiestan clínicamente (con cualquier 

gravedad de la enfermedad)4. Otro estudio sobre la prevalencia del dengue 

estimó que 3.900 millones de personas están en riesgo de infección55. 
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Antes de 1970, solo 9 países habían experimentado epidemias graves de 

DENV. La enfermedad ahora es endémica en más de 100 países de África, 

las Américas, el Mediterráneo Oriental, el Sudeste Asiático y el Pacífico 

Occidental (Figura 8).  

 

Figura 8. Áreas de riesgo de transmisión de DENV. El Centro para el Control y la Prevención de 

Enfermedades (CDC) reporta a México como uno de los países con áreas de riesgo de transmisión de 

Dengue 56. 

La mayor cantidad de casos de dengue jamás notificados a nivel mundial fue 

en 2019. Solo la región americana reportó 3,1 millones de casos, con más de 

25.000 clasificados como graves y se cree que el impacto combinado con el 

COVID-19 podría tener consecuencias devastadoras para las poblaciones en 

riesgo49. México sigue siendo un país con alto riesgo de contagio, 

principalmente al sur de México57. A pesar de la reducción de casos, el DENV 

se hizo presente en el 2022, con 12,671 casos confirmado (Tabla 2). Se prevé 

que los casos de dengue del 2023 superen por mucho a los reportados del 

2022, como muestra la tabla 2 que compara la semana 9 de ambos años, con 

un incremento de hasta 5 veces en comparación con la misma semana del año 

2022.  
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Tabla 2. Panorama epidemiológico de Dengue en México. Dengue no Grave. (DNG). Caso probable 

de Dengue con Signos de Alarma (DCSA). Dengue Grave (DG). Información de casos de dengue a 

marzo del 2023 comparados con la semana 9 del 2022. Fuente, SINAVE/DGE/SS: Sistema de Vigilancia 

Epidemiológica de Enfermedad por virus Dengue58.  
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II ANTECEDENTES 
 

2.1 Características moleculares de los flavivirus  

El genoma de los flavivirus consta de una molécula de ssRNA (+) con un solo 

marco de lectura abierto que codifica para una única poliproteína que se 

escinde post-traduccionalmente en tres proteínas estructurales, Cápside (C), 

proteína precursora de Membrana (prM) y proteína de envoltura (E), y siete 

proteínas no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B y NS5) 

(Figura 9)2.  

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 9. Partícula viral de los flavivirus. Partícula viral y sus componentes (arriba): El RNA sencillo 

de doble cadena, ssRNA (+), la nucleocápside constituida por la proteína C, y la membrana de lípidos 

que contienen a las proteínas estructurales M y E. El RNA del ZIKV (10,974 bases) se traduce en una 

poliproteína de 3418 residuos (barra inferior) que se procesa en tres proteínas estructurales y 7 no 

estructurales59. 



15 

 

El virión tiene un diámetro de ~50 nm y contiene una nucleocápside que está 

rodeada por una bicapa lipídica que contiene las proteínas estructurales 

(prM/M y E), que están dispuestas con una simetría icosaédrica en la superficie 

cuya disposición confiere termo-estabilidad, principalmente a la partícula viral 

de ZIKIV (Figura 9) 60–62.  

2.2 Órganos y células blanco del DENV  

Los receptores son los principales determinantes para la infección. Para el 

DENV, y en general para los flavivirus, los receptores más estudiados y 

caracterizados son las integrinas αvβ, los receptores de lectina tipo C (CLR); 

y las familias de receptores de fosfatidilserina TIM y TAM63. Sin embargo, se 

ha determinado que los flavivirus no utilizan solo un receptor de entrada, sino 

múltiples receptores de forma específica para cada tipo de célula63. 

Figura 10. Órganos y células blanco del DENV. (A) Órganos blanco-definitivos (en rojo) y órganos 

menos frecuentes (en azul) del DENV. (B) Subconjuntos celulares específicos de los órganos definitivos 

infectados por el DENV. Las células marcadas en rojo han demostrado sistemáticamente estar 

infectadas por el DENV donde el virus también se replica. Las células marcadas en verde también han 

resultado ser el objetivo del DENV, aunque de forma inconsistente. Las células marcadas en púrpura 

han resultado ser positivas al DENV en algunos estudios de autopsia, pero no han mostrado ningún 

signo de replicación del DENV64. 
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El DENV tiene la capacidad de replicarse en diferentes tipos celulares de 

diferentes órganos humanos y animales, además, algunas de estas células 

blanco contribuyen a la patogénesis y a la progresión de la gravedad de la 

enfermedad. La evidencia recolectada de autopsias humanas en conjunto con 

los ensayos in vitro e in vivo muestran una predilección por ciertos órganos 

blancos, específicamente por células del Hígado, del Bazo y células de la piel 

como se muestra en la figura 10, y en menor frecuencia órganos como el 

cerebro, corazón, intestino, etc..64,65. 

2.2.1 Órganos y células blanco del ZIKV 

Para el caso del ZIKV se desconoce aún cual es el principal receptor que 

podría mediar la internalización viral y por tanto el tropismo viral. Al igual que 

DENV, se cree que podrían ser varias moléculas involucradas durante este 

proceso. El primer candidato es el receptor AXL, miembro de la familia del 

receptor TAM tirosina cinasa, que interacciona con las proteínas de unión a 

fosfatidilserina Gas6 y Proteína S (Gas6/ProS), que a su vez se unen a la 

superficie del virus, funcionando como moléculas puente66–68. Otro receptor 

candidato para ZIKV es TIM1, una glicoproteína que interactúa con la 

fosfatidilserina de la membrana viral, el cual se expresa ampliamente en varios 

tipos de células de placenta humana susceptibles a la infección por ZIKV, 

como Macrófagos Hofbauer, células endoteliales y citotrofoblastos69.  

La evidencia que ha permitido identificar los órganos blanco de ZIKV ha sido 

recolectada a partir de muestras y biopsias en las que se ha podido aislar e 

identificar al ZIKV. Actualmente se sabe que ZIKV infecta y se replica en una 

gran variedad de órganos incluyendo el tracto genital femenino y sitios 

inmunoprivilegiados como ojos, cerebro y testículos. Además, se ha reportado 

que el virus infeccioso puede persistir en varios fluidos corporales tales como 

semen, saliva, lágrimas y orina (Figura 11) 66 70.  
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Figura 11. Órganos y tropismo de ZIKV. El ZIKV infecta y se replica en las células humanas de la piel, 

en fibroblastos cutáneos, queratinocitos, macrófagos, células del endotelio vascular y otros tejidos. Tiene 

la capacidad invasiva para poder traspasar e infectar tejidos inmunoprivilegiados como, testículos, ojos, 

cerebro y placenta, además de replicarse de manera eficaz en estos66. 

También tiene la capacidad de infectar tejidos maternos y fetales, ya que se 

ha detectado en sangre del cordón umbilical, varios tipos de células 

placentarias, líquido amniótico y en cerebro humano fetal y neonatal en 

desarrollo, así como en tejidos de abortos espontáneos del primer y segundo 

trimestre71. Los estudios de infección de células placentarias humanas han 

demostrado que ZIKV se replica en los macrófagos placentarios (células de 

Hofbauer), trofoblastos y células endoteliales fetales66,69.  

2.3 Lípidos y el ciclo viral de los flavivirus 

Si bien los receptores celulares son de suma importancia para la entrada viral, 

existen otros factores celulares necesarios para el establecimiento de la 

infección en la célula blanco. Específicamente en flavivirus, se ha 

documentado la importancia del metabolismo de los lípidos celulares durante 

su ciclo viral (Figura 12).  
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Figura 12. Lípidos y el ciclo viral de los flavivirus A) Las membranas de los flavivirus muestran una 

composición diferente a la de otras membranas celulares. Los estudios lipidómicos, computacionales y 

funcionales sugieren que las membranas de los flavivirus están enriquecidas con glicerofosfolípidos, 

esfingolípidos, ácidos grasos y colesterol, dándole estabilidad y robustez al virión. Lípidos como la 

fosfatidilserina y la fosfatidiletanolamina participan en los procesos de unión, entrada y fusión viral. 

Durante la entrada viral, se requiere el contacto receptores celulares que suelen estar acoplados a balsas 

lipídicas enriquecidas con colesterol y otros lípidos estabilizadores de la membrana. B) La liberación del 

genoma viral se produce en las endosomas tardíos utilizando lípidos específicos de cada compartimento. 

C) El ARN viral se traduce en una poliproteína en el RE.  La reprogramación metabólica inducida por la 

infección conduce a la acumulación de los lípidos necesarios para la replicación viral que promueve 

evaginaciones del RE para la formación de los CRs que funcionan como plataformas de traducción, 

replicación y morfogénesis viral. D) Se ha informado la participación de las gotas de lípidos (LD) durante 

la replicación y el ensamblaje viral del WNV, DENV, JEV y ZIKV. E) Finalmente, las partículas virales 

inmaduras viajan a través del aparato de Golgi para completar su proceso de maduración (Tomada de 

Farfan-Morales et al. 202172)   
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2.3.1 Entrada en flavivirus 

2.3.1.1 Composición de la membrana viral  

Aunque los lípidos son el componente más abundante de la partícula flaviviral, 

con aproximadamente ~8000 moléculas de lípidos73, la composición y la 

bioquímica de la envoltura viral han sido poco exploradas en comparación con 

otros componentes. En general, las membranas de los virus con envoltura 

muestran una composición diferente a la de otras membranas celulares74–77. 

Actualmente, no existen análisis lipidómicos de la envoltura viral del ZIKV y el 

DENV; sin embargo, la mayor parte de las pruebas sobre la composición de la 

membrana de los flavivirus proviene del Virus del Nilo Occidental (VNO)78. La 

envoltura del VNO presenta un aumento significativo del contenido de 

glicerofosfolípidos (fosfatidilcolina, plasmalógenos y lisofosfolípidos) y 

esfingolípidos (ceramida, dihidroceramida y esfingomielina). Además, estudios 

con otros virus de la misma familia, como el virus de la hepatitis C (VHC) y el 

virus de la diarrea viral bovina (VDVB), han reportado enriquecimiento de las 

membranas virales con esfingolípidos y colesterol, sugiriendo que estas 

moléculas podrían tener un papel relevante en la membrana viral77,79,80. 

Considerando que los flavivirus adquieren su membrana secuestrando 

fragmentos del RE, dicho enriquecimiento sugiere provenir a partir de las 

modificaciones metabólicas de las células infectadas, tal como fue reportado 

por Reddy y colaboradores (2016) durante el análisis de la envoltura viral del 

DENV, haciendo uso de un modelo computacional a partir de datos lipidómicos 

de células C6/36 infectadas73,81. 

Este estudio reveló que los glicerofosfolípidos, los esfingolípidos y los ácidos 

grasos son componentes clave de la envoltura del DENV que podrían conferir 

estabilidad y robustez al virión73. Además, se ha descrito que lípidos como 

fosfatidilserina y fosfatidiletanolamina enriquecidos en la membrana están 

involucrados en los procesos de unión, entrada y fusión viral (Figura 12A,B) 

78,82,83. Sin embargo, el papel de los esteroles en la envoltura viral no se analizó 
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en los estudios citados. Las pruebas de que el colesterol es un componente 

de la envoltura de los flavivirus provienen de ensayos funcionales 82–84 donde 

se ha documentado que la cantidad de esteroles en los viriones del DENV es 

crítica, ya que la reducción84 y la saturación85 del contenido de colesterol en la 

membrana viral da lugar a una pérdida de infectividad, similar a lo reportado 

con el virus de la gripe86. 

2.3.1.2 Unión e internalización del virus 

Como se describió anteriormente (Sección 2.2, receptores y tropismos de 

DENV y ZIKV), el primer paso en el ciclo replicativo viral es la unión del virión 

a la superficie celular a través de uno o más receptores que se han propuesto 

para los flavivirus. Algunos receptores pueden interactuar con lípidos y 

promover la entrada viral por diferentes mecanismos87–91. Los receptores TIM 

(1, 3, y 4)82,83,90,92,TAM (Axl y Tyro3)82,92,93, y los receptores CD300a94 podrían 

unirse a la fosfatidilserina (PS) y la fosfatidiletanolamina (PE) de la envoltura 

de los flavivirus y contribuir a la internalización viral (Figura 12A), promoviendo 

su entrada como cuerpos apoptóticos en un proceso conocido como 

mimetismo apoptótico82,88.  

Por otra parte, la participación del colesterol durante la entrada viral se ha 

relacionado con las balsas lipídicas y los microdominios (Figura 12A). Las 

balsas lipídicas son microdominios moleculares localizados en la membrana 

plasmática, que consisten en asociaciones estables entre esfingolípidos, 

glicolípidos y colesterol. Desempeñan un papel crucial en procesos celulares 

como la transducción de señales y el tráfico de proteínas de membrana95. 

Estos microdominios proporcionan un entorno adecuado para agrupar los 

receptores de flavivirus en la célula huésped y funcionan como plataformas 

para la transducción de señales celulares 96–99. Curiosamente, los requisitos 

de colesterol para la formación de balsas lipídicas y microdominios parecen 

depender del tipo de célula durante la infección por el DENV 84,85,100–103. En 

general, las balsas lipídicas son esenciales durante la entrada del DENV 
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85,96,98,103,104 y del WNV 105, mientras que para el ZIKV se desconoce su 

relevancia. 

2.3.2 Fusión de la membrana viral y liberación del genoma 

Tras la adhesión e internalización de la partícula, el genoma debe ser liberado 

al citoplasma mediante la fusión de la membrana viral con la de los endosomas 

tardíos, inducida por el pH bajo de los endosomas (Figura 12B)106. Se ha 

documentado que el DENV107 y otros flavivirus107–109 aseguran su fusión en los 

endosomas tardíos utilizando lípidos específicos.  

Debido a la complejidad del proceso, las membranas artificiales han sido una 

herramienta fundamental para estudiar la importancia de la composición 

lipídica durante el proceso de fusión. Por ejemplo, SW Gollins y JS Porterfield 

(1986) demostraron que la composición lipídica de los liposomas influye tanto 

en el pH óptimo para la fusión como en el grado máximo de fusión110. También 

se ha demostrado que la fusión viral puede producirse incluso con membranas 

artificiales libres de receptores compuestas por fosfatidilcolina y 

fosfatidiletanolamina, y la eliminación de estos lípidos, incluido el colesterol, 

reduce la fusión viral78,110. 

En cuanto al papel del colesterol en la fusión de membranas, algunos autores 

señalan que la presencia de colesterol en la membrana diana es 

requerida111,112, y otros sugieren que esta molécula no es relevante durante 

este proceso, y por el contrario, la adición de colesterol a las células puede 

incluso reducir la infección por flavivirus85,113. Aunque se necesitan más 

estudios para determinar el papel del colesterol durante el proceso de fusión, 

está claro que la composición lipídica de las membranas virales es relevante 

para los procesos fusión viral. 
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2.3.3 Replicación de los flavivirus 

2.3.3.1 Reordenamientos estructurales del RE  

Una vez que el ARN viral se libera en el citoplasma de la célula huésped, actúa 

como un ARNm que se traduce en una poliproteína, la cual se somete a un 

corte proteolítico por parte de las proteasas virales y del huésped para producir 

diez proteínas maduras. Las proteínas recién sintetizadas se anclan al RE, que 

funciona como plataforma para la traducción, replicación y morfogénesis 

viral114,115. En este punto la interacción entre las proteínas virales y los lípidos 

celulares es esencial para formar los CRs116. Sin embargo, la remodelación de 

las membranas se ha asociado principalmente a la expresión de NS2B, NS4A 

y NS4B (Figura 12C)117–119. En consecuencia, mientras se produce la 

traducción y la replicación viral, la membrana del RE se remodela y 

experimenta un considerable agrandamiento con la aparición de estructuras 

similares a organelos. Estas estructuras funcionan como fábricas de 

replicación viral 120–124.   

Algunos de estos reordenamientos de la membrana pueden cambiar entre 

flavivirus y entre tipos de células 121,122,124,125. Sin embargo, existe una notable 

similitud en la remodelación de las membranas intracelulares causada por los 

flavivirus. Las principales estructuras de los CRs son las vesículas de doble 

membrana inducidas por flavivirus (Ve), en donde se ha reportado la 

localización de las proteínas NS1, NS3, NS5 y la molécula ssRNA, sugiriendo 

que la replicación del ARN se produce dentro de estos 

compartimentos120,122,124.  

2.3.3.2 Alteraciones en la composición lipídica del RE  

Las estructuras de membrana resultantes de la replicación viral presentan una 

composición lipídica específica responsable de la topología de la membrana 

en los CR (Figura 12C). Los análisis muestran que ciertos lípidos celulares se 

modifican en las células infectadas por flavivirus en comparación con las no 
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infectadas81,116,117,126,127. Por ejemplo, la infección por el DENV altera 

aproximadamente el 15% de los lípidos celulares en los cultivos de células de 

mosquito C6/36, así como en las células del intestino medio de los mosquitos 

infectados por el DENV 81,116.  

Estas modificaciones se concentran en las fracciones de membrana asociadas 

a la replicación, donde el 85% de las especies de lípidos fueron 

significativamente modificadas en comparación con las membranas de las 

células no infectadas81. Se ha descrito que los lipidómas de células C6/36127, 

de células de placenta fetal126 y de diferentes líneas celulares humanas117, se 

han alterado durante la infección por el ZIKV. Al igual que el DENV, el ZIKV 

perturbó el perfil de fosfolípidos e indujo un aumento de fosfatidilcolinas, 

fosfatidiletanolaminas y fosfatidilserinas en las células de los mosquitos81,127. 

Dichas alteraciones también se mantuvieron en las células de la placenta, 

donde también aumentó el fosfatidilinositol126. Además, se encontraron niveles 

elevados de esfingolípidos en células C6/36 infectadas127 y en líneas celulares 

humanas117.  

En particular, el enriquecimiento de glicerofosfolípidos y esfingolípidos persiste 

en DENV116 y WNV78, lo que sugiere que estos cambios podrían mantenerse 

en las infecciones por flavivirus. Sin embargo, los análisis comparativos de las 

placentas infectadas por el ZIKV no revelaron alteraciones en las subespecies 

de ceramidas o esfingolípidos126. Por lo tanto, los requisitos de esfingolípidos 

durante la infección por el ZIKV podrían ser variables dependiendo del tipo de 

célula.  

En cuanto al colesterol, un estudio lipidómico de los intestinos de los mosquitos 

infectados por el DENV mostró que, de las 111 moléculas de esteroles 

analizados, 25 mostraban niveles diferentes de abundancia en comparación 

con los controles. De ellas, veintiuna moléculas aumentaron y cuatro 

disminuyeron durante la infección. La mayoría de los cambios (10 moléculas) 

se produjeron en el tercer día post-infección, durante la infección temprana, y 

en el séptimo día post-infección (14 moléculas), un período de alta actividad 
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de replicación en el intestino medio del mosquito. Solo una molécula mostró 

cambios significativos (disminuyó) el día 11 post-infección, un periodo en el 

que hay una alta actividad de replicación en las glándulas salivales y otros 

tejidos en comparación con el intestino medio116. Teniendo en cuenta que los 

esteroles del mosquito provienen de la dieta, sería interesante comparar el 

enriquecimiento de esteroles en el lipidóma de las células humanas y del 

mosquito en diferentes momentos de la infección por DENV.  

Hasta donde sabemos, no existen otros estudios lipidómicos con el DENV y el 

ZIKV en los que se analice el contenido de esteroles y metabolitos 

relacionados. Sin embargo, se ha informado del aumento del colesterol en las 

células Huh-7 causado por la infección por el DENV en comparación con las 

células no infectadas103. El enriquecimiento se concentró en los sitios de 

replicación del DENV, y también fue evidente en las primeras horas de la 

infección. En conjunto los ensayos in vitro103 e in vivo116 (modelo de mosquito), 

sugieren que el colesterol es necesario durante las primeras etapas de 

infección y durante la replicación del DENV. 

Por otra parte, el ZIKV también provoca varias adaptaciones en el metabolismo 

de los lípidos de la placenta, incluido el aumento de los lípidos neutros: 

colesterol, diacilgliceroles y triacilgliceroles. La reprogramación metabólica, en 

consecuencia, desencadenó la biogénesis de gotas lipídicas enriquecidas en 

colesterol y la reorganización de la membrana intracelular para la replicación 

viral126.  

En conjunto, toda esta evidencia sugieren que el enriquecimiento de colesterol 

y otros lípidos en las células infectadas es necesario durante las infecciones 

por flavivirus102,103,128; sin embargo, todavía se está estudiando cómo 

contribuye cada lípido a la replicación viral129. 

Se cree que el enriquecimiento de esfingolípidos, como la ceramida, durante 

las infecciones por flavivirus, es importante para la topología de la membrana 

129,130, la gemación viral 131–134, y la arquitectura del virión 73,78. 
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Los fosfolípidos podrían estar implicados en la fluidez y curvatura de la 

membrana135,136, mientras que el colesterol junto con la ceramida podrían dar 

lugar a la formación de microdominios en las membranas asociadas a la 

replicación del RE137–140, funcionando como plataformas para proteínas 

virales104. 

2.3.4 Ensamblaje de los flavivirus 

Los procesos de replicación y ensamblaje virales están íntimamente ligados; 

las partículas virales se producen por la gemación de las nucleocápsides 

(proteína C asociada al ARN genómico saliente) asociadas a membranas 

derivadas del RE que contienen proteínas prM y E. Las principales proteínas 

virales implicadas en el ensamblaje del virión son la NS2A y la proteína de la 

cápside (C)141–145. 

Se ha informado la participación de las gotas de lípidos (LD) durante la 

replicación y el ensamblaje viral (Figura 12D)141. Las LDs son estructuras 

celulares que sirven como depósito de colesterol y otros lípidos para la 

formación y mantenimiento de la membrana146,147. Estos organelos están 

compuestos por un núcleo lipídico neutro rodeado por una monocapa de 

fosfolípidos; por lo tanto, pueden prevenir la lipotoxicidad celular convirtiendo 

el exceso de ácidos grasos en lípidos neutros para su almacenamiento148. 

Recientemente han surgido otras funciones de las LD, como evitar el daño 

mitocondrial durante la autofagia149 y su participación en las respuestas 

inmunitarias150.  

Durante la infección por flavivirus, funcionan como sitios de reclutamiento de 

proteínas tanto celulares como virales. Por ejemplo, se ha descrito que la 

proteína NS3 del DENV interactúa con la proteína Rab18, una pequeña 

GTPasa implicada en el tráfico de vesículas en los LDs para reclutar la enzima 

sintasa de ácidos grasos (FASN) a los sitios de replicación del DENV y 

promover la biosíntesis de ácidos grasos151.  
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También se ha descrito la co-localización e interacción de la proteína C con 

los LDs durante la infección por WNV, DENV, JEV y ZIKV (Figura 12D) 

141,143,152–157. En este sentido, la disociación de la proteína C de los LDs inhibe 

la producción de partículas infecciosas del DENV, pero no la replicación del 

ARN 152; por lo tanto, se ha sugerido que los LD funcionan como andamios 

para la encapsulación del genoma viral 141.   

Además, los flavivirus pueden utilizar los lípidos de los LDs a través de la 

lipofagia 158 y la reabsorción de estos orgánulos 123. Virus como el DENV 141,159, 

el ZIKV 126 y el HCV 160 manipulan la biogénesis de los LDs para promover la 

replicación del genoma viral y la producción de viriones 161.   

En cuanto al ZIKV, hay posiciones diferentes; este virus induce grandes 

cantidades de LDs en las células infectadas y estas LDs están enredadas y se 

acumulan alrededor de los focos infectados dentro de las vellosidades 

placentarias infectadas para promover la replicación del genoma viral126. Sin 

embargo, también se ha informado de una disminución del número y el 

volumen de los LDs en las células Huh-7 infectadas por el ZIKV162. Por lo tanto, 

el papel de los LDs durante la infección por el ZIKV debería estudiarse más a 

fondo.  

2.4 Vías metabólicas como objetivos terapéuticos 

Con todo lo anterior podemos concluir que los flavivirus requieren un 

microambiente lipídico favorable que aporte los recursos necesarios para crear 

sus plataformas de replicación y adquirir su envoltura viral con propiedades 

únicas. Considerando que lípidos como el colesterol y los ácidos grasos son 

indispensables durante su ciclo de replicación, era de esperarse que estos 

virus, además, puedan alterar ciertas vías metabólicas para promover un 

microambiente lipídico enriquecido163.  
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2.4.1 Alteración de la biosíntesis de ácidos grasos por flavivirus  

La biogénesis de ácidos grasos parece ser una importante diana terapéutica 

contra los flavivirus, ya que es necesaria para sintetizar lípidos complejos 

como los que se enriquecen durante las infecciones virales 78,81,116,117,126,127. 

Hay dos enzimas clave para la generación de ácidos grasos, la acetil-CoA 

carboxilasa (ACC), la enzima limitante en la biosíntesis de lípidos, y la sintasa 

de ácidos grasos (FASN). La ACC cataliza inicialmente la carboxilación del 

acetil Coenzima A a malonil-CoA164. En pasos posteriores, FASN cataliza la 

síntesis de acetil-CoA palmitato y malonil-CoA en ácidos grasos saturados de 

cadena larga165. Se ha documentado que el DENV regula positivamente la 

síntesis de ácidos grasos mediante la interacción de la proteína viral NS3 con 

la enzima FASN para redirigirla a los sitios de replicación viral y estimular su 

función (Figura 12C)166. El ZIKV también aumenta la expresión de la FASN, la 

translocasa de ácidos grasos (FAT/CD36) y la diacilglicerol aciltransferasa 1 

(DGAT1)126. El transportador FAT/CD36 ayuda a la captación de ácidos grasos 

del entorno exógeno, y la DGAT1, residente en el RE, una enzima esencial 

para la biogénesis de los LDs, cataliza el último paso de la biosíntesis de 

triglicéridos.  

Por el contrario, la inhibición de ACC167 o FASN81,166,168,169 reduce la infección 

por flavivirus. Además de los ácidos grasos, la síntesis de lípidos complejos, 

como los esfingolípidos, también es necesaria durante las infecciones por 

ZIKV, DENV y WNV78,116,117,127,170. El metabolismo de los esfingolípidos 

consiste en una compleja red de numerosas enzimas que están 

interconectadas y reguladas a diferentes niveles. Sin embargo, en el centro del 

metabolismo de los esfingolípidos residen las ceramidas sintasas (CerSs), un 

grupo de enzimas que catalizan la formación de ceramidas, los precursores de 

los esfingolípidos171.  

Durante la infección por el ZIKV, se ha documentado un marcado aumento de 

los niveles de ceramida por múltiples vías, que se redistribuye a los sitios de 

replicación y sensibiliza a las células para la infección117. Por el contrario, la 
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reducción de la biosíntesis de ceramida mediante la inhibición de CerS, y de 

la enzima descendente serina palmitoiltransferasa (SPTLC), puede inhibir la 

infección por ZIKV y WNV117,172. Sin embargo, las placentas infectadas por el 

ZIKV no revelaron ninguna alteración en la ceramida o en las subespecies de 

esfingolípidos126, lo que podría sugerir que los requisitos de ceramida durante 

la infección por el ZIKV podrían variar en diferentes tipos de células.  

Las ceramidas también están enriquecidas en las membranas asociadas a la 

replicación del DENV81. Sin embargo, se ha informado de que el DENV es 

insensible a la interrupción de la ceramida 173,174; por el contrario, la inhibición 

de las enzimas CerS y SPTLC aumenta la replicación del DENV 172. Estas 

observaciones sugieren que los diferentes flavivirus tienen un requisito 

diferencial de ceramida para la replicación 172.  

El catabolismo de esfingolípidos más complejos probablemente contribuye al 

aumento de lípidos; sin embargo, las pruebas sugieren que las infecciones por 

flavivirus aumentan la biosíntesis de esfingolípidos de novo 78,81,117. Por lo 

tanto, la inhibición de la biosíntesis de ácidos grasos podría ser ventajosa 

frente a la inhibición de los lípidos complejos necesarios para la replicación 

viral, como se ha descrito en las infecciones por el WNV168, ya que estos 

últimos también contienen ácidos grasos como parte de su estructura.  

2.4.2 Alteración de la biosíntesis del colesterol por flavivirus  

La biosíntesis del colesterol se produce en el RE, pero el contenido de 

esteroles en este orgánulo es bajo debido a la compleja regulación de la 

síntesis y el transporte celular175. A pesar de los mecanismos de regulación, 

se ha documentado la biogénesis activa y la acumulación de colesterol en los 

CRs del DENV (Figura 12C)81,102,103,128. El aumento del colesterol en las 

células del hígado y en el intestino medio de los mosquitos en diferentes 

momentos de la infección por DENV sugiere una interacción dinámica entre el 

metabolismo de los lípidos de las células del huésped y la replicación viral 

103,116,176. Se ha descrito que la 3-hidroxi-3-metil-glutaril-CoA reductasa 
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(HMGCR), una enzima clave en la vía del mevalonato que controla la tasa de 

biosíntesis del colesterol, se relocaliza a las membranas asociadas a la 

replicación viral y se sobreactiva durante la infección por DENV y WNV103,128. 

Además, durante la infección por el DENV se ha notificado una regulación 

positiva de la mevalonato difosfodecarboxilasa (MVD), una enzima que 

participa en los pasos intermedios de la vía del mevalonato102.  

Además, la biosíntesis de este lípido no es la única fuente de esteroles; el 

DENV también promueve la captación de colesterol exógeno al aumentar la 

expresión del receptor de lipoproteínas de baja densidad (LDL)103 y del 

receptor Niemann-Pick C1-Like 1 (NPC1L1)177 en la superficie de las células 

hepáticas infectadas. En las células de los mosquitos, el DENV modifica la 

expresión de la proteína LRP-1 para impedir el eflujo celular de colesterol y 

promover así la acumulación de colesterol intracelular178. Por lo tanto, la 

inhibición de las enzimas implicadas en la vía del mevalonato, como la 

HMGCR, la MVD, la escualeno sintasa (SQS) o la 7-dehidrocolesterol 

reductasa (DHCR-7), puede reducir la multiplicación del flavivirus 

102,103,117,123,128,179,180. Además, la inhibición de la importación de colesterol y 

del tráfico intracelular también ha demostrado ser eficaz para inhibir la 

infección por el DENV103,177. En general, estas pruebas demuestran que la vía 

del mevalonato ofrece una amplia gama de posibles objetivos terapéuticos 

dirigidos al huésped para tratar las infecciones por flavivirus. 

2.5 Fármacos hipolipemiantes como candidatos anti-flavivirus. 

La falta de una vacuna o un fármaco para tratar las enfermedades por flavivirus 

ha llevado a la comunidad científica a una búsqueda exhaustiva de fármacos 

con efecto anti-flavivirus. Existen dos tipos de fármacos antivirales: los 

antivirales dirigidos a componentes virales; y los antivirales dirigidos al 

huésped que inhiben moléculas celulares clave que contribuyen al ciclo 

replicativo de los virus 181–183. Los fármacos que interfieren en diferentes vías 

metabólicas para la síntesis de lípidos pertenecen a este último grupo e 
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inhiben eficazmente las infecciones por flavivirus. Por ejemplo, los fármacos 

que inhiben la enzima que cataliza la conversión de esfingomielina en 

ceramida, como GW4869, pueden inhibir la infección por ZIKV 184; los 

inhibidores de moléculas pequeñas de ACC (PF-05175157, PF-05206574 y 

PF-06256254) pueden contrarrestar la infección por ZIKV, DENV y WNV 185; y 

los inhibidores de la síntesis, captación y transporte de colesterol también 

tienen un efecto anti-flavivirus163. Curiosamente, en este último grupo se 

encuentran fármacos aprobados por la FDA como la imipramina (IMI), la 

ezetimiba (EZE) y las estatinas (STA). La imipramina, un antidepresivo, inhibe 

el ZIKV, el DENV y el WNV al interferir con el transporte intracelular de 

colesterol186; el EZE inhibe la infección por el DENV al bloquear el 

transportador de colesterol NPC1L1177, y las STA han demostrado tener un 

amplio espectro anti-flavivirus al inhibir directamente la enzima HMGCR 

responsable de la síntesis de colesterol de Novo 176,180. 

Otro grupo de fármacos son aquellos que pueden interferir tanto la síntesis de 

ácidos grasos como la síntesis de colesterol, los cuales han demostrado una 

fuerte actividad anti-flavivirus. Un claro ejemplo son los inhibidores de SREBP, 

como el ácido nordihidroguayarético (ANDG) y su derivado ácido tetra-O-metill 

nordihidroguayarético, que pueden inhibir al DENV, al ZIKV y al WNV, además 

del VHC, sugiriendo que la vía de SREBP es un blanco terapéutico187–189. 

Asimismo, los activadores de la proteína cinasa activada por AMP (AMPK), 

como PF-06409577, AICAR, y la Metformina (MET), han mostrado ser eficaces 

contra el DENV, el ZIKV y el WNV en ensayos in vitro 176,190,191.  Dentro de este 

último grupo, la MET es otro fármaco aprobado por la FDA con un amplio y 

prometedor espectro antiviral 72. 
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III JUSTIFICACIÓN 

A falta de una vacuna eficaz para combatir infecciones causadas por el ZIKV 

y el DENV, la búsqueda de nuevas estrategias que ayuden a combatir dichas 

infecciones es imprescindible. Debido a que el ciclo viral de los flavivirus está 

estrechamente ligado al metabolismo de lípidos celular, investigadores han 

propuesto el uso de fármacos hipolipemiantes con efecto antiviral para tratar 

dichas enfermedades. La metformina, un fármaco aprobado por la FDA 

utilizado para tratar la diabetes tipo II, ha mostrado tener propiedades 

antivirales. Estudios in vitro realizados en nuestro laboratorio han reportado el 

afecto anti-DENV de la metformina, sin embargo, poco se sabe de su eficacia 

en modelos in vivo y de su efecto sobre otros flavivirus. Solo un estudio 

retrospectivo ha sugerido menor riesgo de adquirir DENV grave en pacientes 

diabéticos que controlan su enfermedad con metformina. Por lo tanto, éste 

trabajo tiene por objetivo estudiar la eficacia antiviral de la metformina sobre 

las infecciones causada por el ZIKV y el DENV en modelos in vitro e in vivo. 

IV HIPÓTESIS 

 

La metformina es capaz de reducir eficazmente las infecciones causadas por 

el ZIKV y el DENV in vitro e in vivo, indicando que este medicamento es seguro 

para tratar infecciones causadas por flavivirus. 

V OBJETIVOS 

 

5.1 Objetivo general 
 

• Estudiar el efecto del tratamiento de la metformina durante la infección 

con ZIKV y DENV in vitro e in vivo. 
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5.2 Objetivos específicos 
 

• Estudiar la eficacia anti-ZIKV de la Metformina en dos modelos in vitro, 

células de linaje neuronal y hepático. 

• Evaluar la eficacia anti-flaviviral de la Metformina in vitro. 

• Caracterizar la enfermedad del ZIKV y DENV en el modelo animal 

“AG129”, ratones inmunodeficientes en IFN-α/β y -γ. 

• Evaluar el efecto antiviral del tratamiento con metformina en ratones 

AG129 infectados con ZIKV y DENV. 

 

VI MÉTODOS  

 

6.1 Cultivos celulares  

Para evaluar el efecto anti-ZIKV de la Metformina, se utilizaron dos diferentes 

líneas celulares susceptibles a la infección por ZIKV:  

6.1.1 Células Huh-7 (Hepatocarcinoma humano) 

Las células Huh-7, se cultivaron en placas de 12 pozos con medio DMEM 

suplementado con glutamina al 2 mM, suero fetal bovino (SFB) al 7%, 

penicilina (104 U/ml) y estreptomicina (50μg/ml), 1 mL/L de anfotericina B 

(Fungizona) a 37 °C con 5% de CO2 atmosférico. 

6.1.2 Células U-87 (Glioblastoma humano) 

Células U-87 se cultivaron en placas de 12 pozos con medio DMEM Advanced 

(SIGMA) suplementado con glutamina al 2 mM, SFB al 10%, penicilina (104 

U/ml) y estreptomicina (50μg/ml), 1 mL/L de anfotericina B (Fungizona) a 37 °C 

con 5% de CO2 atmosférico. 

6.2 Virus  
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La propagación del ZIKV (MEX_CIENI551, amablemente facilitado por el Dr. 

Jesús Torres, Escuela Nacional de Ciencias Biológicas del Instituto Politécnico 

Nacional) y del DENV2 (cepa del serotipo 2 de Nueva Guinea) se realizó en 

cerebros de ratones lactantes CD1 facilitados por la Unidad de Producción y 

experimentación de Animales de Laboratorio (UPEAL). La propagación del 

YFV 17D (vacuna viva atenuada) se realizó en células C6/36 de Aedes 

albopictus adaptadas para crecer a 35 °C192.  

Los títulos del DENV y del ZIKV se determinaron mediante el ensayo de 

unidades formadoras de focos (FFU) en células Huh-7 (sección 6.8), mientras 

que los títulos del YFV se realizaron con ensayos de unidades formadoras de 

placas (PFU)193. Los cerebros de ratones CD1 recién nacidos sin infectar o el 

medio completo para las células C6/36, fueron utilizados como control (Mock).  

6.3 Fármacos: 

MET y LOV se obtuvieron de Abcam Biochemicals (número de catálogo 

ab120847 y ab120614, respectivamente). MET se disolvió en agua para 

preparar una solución madre a 100mM. LOV se disolvió en DMSO para 

preparar una solución madre a 50μM.  

6.4 Ensayos de citotoxicidad 

Para evaluar la citotoxicidad de la MET y calcular la concentración citotóxica 

que causa el 50% de muerte celular (CC50), las células huh-7 y U-87 fueron 

tratadas con vehículo o con concentraciones crecientes de MET (0, 1, 2,5, 5, 

7,5, 10, 12 5, 15, 20 y 25 mM) por 24 horas. Al término de este tiempo la 

citotoxicidad se midió a través de un ensayo colorimétrico (ROCHE 11 465 007 

001) basado en el método MTT  (bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5,-

difenil tetrazolio), siguiendo las instrucciones del fabricante. Posteriormente, 

las muestras se leyeron en un espectrofotómetro (BioTek ELx800) midiendo la 

absorbancia a 540 nm. La misma metodología se utilizó para calcular la CC50 

de la LOV utilizando las siguientes concentraciones: CC50= 15, 25, 35, 75, 

100, 150, 200 y 400 μM. Los resultados fueron analizados y graficados 
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utilizando el software Graph Pad Prism (versión 6.0), estimando el valor de la 

CC50 mediante un análisis de regresión lineal. 

6.5 Infección y tratamiento con MET 

Las líneas celulares se sembraron en formato de placa de 12 pocillos (5,68x105 

Células) o de 24 pocillos (2,72X104 Células) al 70-80% de confluencia. Se 

infectaron con el ZIKV, o el YFV, o el DENV a una multiplicidad de infección 

(MOI) de 5, en medio suplementado con 1% de SFB durante dos horas a 37 °C. 

Esto para permitir la adsorción y la entrada viral. Posteriormente, las células 

se lavaron tres veces con HANKS (Gibco) y se trataron con el fármaco. El 

fármaco se diluyó en medio completo para obtener la concentración deseada. 

Las células infectadas se incubaron con el fármaco durante 24 horas a 37 °C. 

Agua estéril y DMSO fueron utilizados en los controles de infección como 

vehículo de la MET y la LOV, respectivamente. Se realizaron tres 

experimentos independientes por duplicado para cada ensayo. 

6.6 Concentración de inhibición viral al 50% (IC50) 

Células infectadas con el ZIKV o el DENV fueron tratadas con vehículo o con 

concentraciones crecientes de MET por un periodo de 24 horas: 0, 1, 2,5, 5, 

7,5, 10, 12 5, 15, 20 y 25 mM. Para el cálculo de la IC50 de la LOV se utilizaron 

las siguientes concentraciones: 1, 6, 12, 18, 25, 35, 50, 75, 100, 150, 200 μM. 

Posteriormente, las células fueron analizadas por citometría de flujo y los 

resultados fueron graficados con el software Graph Pad Prism (versión 6.0) 

para estimar el valor de la IC50 mediante un análisis de regresión lineal. 

6.7 Citometría de flujo 

El porcentaje de infección para cada línea celular se determinó mediante 

citometría de Flujo. Al término de cada ensayo, las células cultivadas en placas 

de 12 pozos fueron recuperadas en tubos eppendorf de 1.5 mL y lavadas con 

PBS. Este último paso se realizó consecutivamente al término de cada 

procedimiento. Las células fueron fijadas con Parafolmaldehido al 2% por 20 
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minutos y posteriormente fueron bloqueadas con solución permeabilizadora 

(saponina al 0.2% y 1% SFB) durante 30 minutos a temperatura ambiente (TA). 

Para marcar la infección se utilizó el anticuerpo primario 4G2 (ratón) (Millipore) 

diluido 1:200 en solución permeabilizadora, incubando toda la noche a 4 °C. 

Posteriormente, se retiró el exceso de 4G2 y se incubó con el anticuerpo 

secundario acoplado a Alexa 488 anti-ratón (Life technologies) diluido 1:1000 

en solución permeabilizadora durante 2 horas a TA. El conteo celular se realizó 

en el citómetro de flujo CytoFLEX con el filtro (B525-FITC) considerando diez 

mil eventos para cada muestra. El análisis del porcentaje de infección se 

realizó en el programa FlowJo (vX 0.7). 

6.8 Ensayo de focos 

El rendimiento viral se cuantificó por medio de ensayos de focos. Brevemente, 

se realizaron diluciones seriadas con 135 µL de medio Hanks y 15 µL del 

sobrenadante problema. Células Huh-7, en placas de 96 pozos, se infectaron 

con 50 µL de cada dilución por duplicado, incubando por 2 hrs a 37 C°. 

Posteriormente, se colocó 150 µL de medio completo por un periodo de 

incubación de 48 horas a 37 °C. Al término de este tiempo, las células se 

lavaron con PBS y se fijaron con PFA al 2 % por 20 minutos a TA. Las células 

se permeabilizaron y bloquearon con 50 µL de solución permeabilizadora 

(saponina al 0.2 % y 1 % SFB) durante 20 minutos a TA. El anticuerpo primario 

4G2-raton (1:200) y el anticuerpo secundario anti-ratón Alexa 488 (1:1000), se 

utilizaron para revelar los focos en un microscopio de Epifluorescencia. 

6.9 Microscopía confocal 

Las células infectadas no tratadas y tratadas se crecieron en cubreobjetos en 

placas de 24 pozos. Al término de cada ensayo fueron lavadas con PBS y 

fijadas con paraformaldehído al 2% (PFA) durante 20 minutos a 4ºC. Los 

lavados con PBS se realizaron al término de cada procedimiento. Se 

bloquearon con solución permeabilizadora (saponina al 0.02 % y 1 % SFB) 

durante 20 minutos a TA. Para detectar la infección se incubó con el anticuerpo 
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primario 4G2-ratón (1:200) toda la noche. El anticuerpo policlonal de conejo 

antiNS4A (GENETEX) fue utilizado para determinar la colocalización de las 

proteínas virales en los complejos de replicación. Posteriormente, se 

incubaron por 2 horas con el anticuerpo secundario anti-ratón Alexa 488 

(1:1000) y un anti-conejo de cabra Alexa Flour 555 (1:1000) (Life 

Technologies) diluidos en solución permeabilizadora. Los núcleos se 

contratiñeron con Hoechst 33342 (Life Technologies). Después de 5 lavados 

con PBS los cubre objetos se montaron sobre portaobjetos con 4 μL de 

Vectashield. Las células infectadas se observaron en un microscopio confocal 

láser Zeiss LSM700 para determinar los ratios de colocalización entre las 

proteínas virales, y las imágenes se analizaron con el software ZEN (v 2.3) 

2010. Tres experimentos independientes por duplicados fueron analizados.  

6.10 Western Blot 

Las células se infectaron con ZIKV o DENV a una MOI de 5 y se trataron con 

MET (0, 1, 7,5 y 15 mM) durante 24 h. Posteriormente, se obtuvieron lisados 

celulares con tampón RIPA y se utilizaron 35 μg de extracto proteico para los 

ensayos de Western blot siguiendo la metodología previamente reportada por 

De Jesús-González et al. (2020)194. Se utilizó el anticuerpo policlonal de conejo 

anti-NS3 (GTX124252) para detectar la infección por el ZIKV y el DENV, y 

como anticuerpo secundario se utilizó el anti-conejo HRP (Cell Signaling). Los 

anticuerpos anti-GAPDH de conejo y anti-Tubulina (Cell Signaling) se utilizaron 

como control de carga. Las proteínas se detectaron utilizando el sustrato 

quimioluminiscente Super Signal West Femto (Thermo Scientific). Se 

realizaron tres experimentos independientes por duplicado. El análisis 

densitométrico se realizó con el software myImageAnalysis (Thermo Fisher 

Scientific, Illinois, EE.UU.), y los resultados se representaron con el software 

Graph Pad Prism versión 6.0.  
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6.11 Microscopía electrónica de transmisión  

Las células Huh-7 no infectadas, infectadas sin tratar y tratadas con MET se 

incubaron durante 48 horas y se procesaron utilizando la metodología 

previamente comunicada por Reyes Ruiz et al. (2019)195. La misma 

metodología fue utilizada para corroborar la presencia de los complejos 

replicativos en los tejidos de ratones AG129 infectados con DENV o ZIKV. 

Secciones delgadas (70 nm) se tiñeron con acetato de uranilo y citrato de 

plomo y se visualizaron en un microscopio electrónico de transmisión Jeol 

JEM-1011. Se realizaron dos experimentos independientes por duplicado.  

6.12 Detección viral por RT-PCR 

El RNA Total de ≈100mg de tejido se extrajo utilizando Trizol (Invitrogen) 

siguiendo el protocolo recomendado por el fabricante. El RNA se resuspendió 

en agua con DEPC con inhibidor de RNAsas. Posteriormente, el RNA fue 

tratado con DNAasa (New  England  BioLabs) utilizando 0.2 unidades por 1μg 

de RNA total, incubando a 37°C  por 10 minutos e inactivando con  EDTA  5μM  

a 70°C  por  10  minutos. La síntesis de cDNA se realizó con 1 μg de RNA total 

utilizando  la  enzima  Improm  II (Promega) y Random Primers, durante 1 ciclo 

de amplificación en las siguientes condiciones: 25 ° C durante 5 min, 42 ° C 

durante 60 min y 70°C durante 15 min (Veriti  Thermal  Cycler,  Applied  

Biosystems). Finalmente, la  amplificación  por PCR  en  tiempo  real  se  realizó  

mediante  SYBR  Fast  universal  (Kapa) utilizando el equipo Eco Illumina 

System a partir de 2 μl (200ng) de cDNA para una reacción de 20 microlitros 

totales siguiendo las instrucciones del fabricante. Los primer para el virus 

ZIKV27 y DENV196 fueron los siguientes: ZFW CCGCTGCCCAACACAAG y 

ZRV CCACTAACGTTCTTTTGCAGACAT; D2F CAATATGCTGAAACG 

CGAGA y D2R TGCTGTTGGTGGGATTGTTA. Las condiciones de 

amplificación fueron las siguientes: 2 min a 50°C, 2 Min  a  95°C, 40 ciclos  de 

5 segundos a  95°C y 30  segundos a 55°C para DENV o 60°C para ZIKV. 

Para confirmar   la   ausencia   de   dímeros de   cebadores, se realizó una   
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curva   de disociación calentando los productos desde 55ºC a 95ºC. Para 

realizar la qRT-PCR de ZIKV se realizaron diluciones seriadas 1×1010 copias 

del un producto de PCR Punto final. Los resultados se expresaron en copias/ 

μg de RNA.  

6.13 Ensayos de supervivencia en ratones AG129 

Los ratones AG129 de 6 a 8 semanas de edad (Puestos a disposición 

amablemente por el Dr. Marco Antonio Meraz Ríos y la Auxiliar Ma. del Pilar 

Figueroa Corona del departamento de Biomedicina Molecular, CINVESTAV-

IPN-México), proporcionados por la Unidad de Producción y Experimentación 

Animal de Laboratorio (UPEAL) con el No de protocolo, 0305-19 fueron 

infectados con 2x107 FFU de ZIKV o 4x106 FFU de DENV por ratón. Los virus 

se inocularon por vía intraperitoneal en un volumen de 100 μL de agua 

inyectable. El grupo tratado con MET recibió 50mg/kg/día del fármaco, según 

la bibliografía197, mediante una sonda oral. Los tratamientos comenzaron a 

partir del cuarto día post-infección durante diez días. El peso de los ratones y 

los signos de la enfermedad se observaron diariamente hasta el día de la 

eutanasia. Los signos de la enfermedad se basaron en un puntaje clínico 

reportado por Orozco et al. (2012)198, el cual se modificó para ratones AG129 

infectados por el ZIKV (Tabla 5). Se realizaron ensayos independientes de 4 

ratones cada uno, sin equidad de género. Se excluyeron los ratones que 

murieron por causas distintas a la infección. Los resultados de supervivencia, 

la puntuación clínica y el peso de los ratones se trazaron y analizaron utilizando 

el software Graph Pad Prism versión 6.0. 

6.13 Análisis estadístico 

Para el análisis estadístico, los datos numéricos se expresaron con medias y 

desviaciones estándar (SD). Los resultados se normalizaron y se presentaron 

en porcentajes considerando el 100% de las células infectadas sin tratar. Para 

comparar las células tratadas y no tratadas, se realizó un análisis de la 
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varianza (ANOVA) utilizando las pruebas de comparaciones múltiples de 

Dunnett; para comparar los tratamientos entre ambos tipos de células, se 

realizó un análisis de la varianza (ANOVA) utilizando las pruebas de 

comparaciones múltiples de Sidak. Para comparar los grupos tratados y no 

tratados en microscopía confocal y electrónica se utilizó la prueba t de student. 

Para los ensayos in vivo, se trazaron las curvas de supervivencia de Kaplan-

Meier, y se utilizó la prueba de Wilcoxon y la prueba de Mantel-Cox para 

comparar la supervivencia entre los grupos tratados y no tratados. Por último, 

para comparar las tasas medias de supervivencia entre los grupos tratados y 

no tratados, se utilizó la prueba ANOVA-LSD. En todos los casos, una p≤ 0,05 

se consideró estadísticamente significativa. 
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VII RESULTADOS 

 

7.1 Células de linaje hepático (Huh-7) y neuronal (U-87), como modelos 

in vitro de infección para el ZIKV 

Para determinar la eficacia infectiva del ZIKV en células Huh-7 

(hepatocarcinoma) y en células U-87 (glioblastoma), ambas líneas celulares 

fueron infectadas a una multiplicidad de infección (MOI) de 1 y 5, bajo las 

mismas condiciones. Los resultados mostraron altos porcentajes de infección 

≥ 50% en ambas líneas celulares a una MOI de 5, y por un periodo de 24 horas 

(Figura 13). No hubo diferencias significativas de la eficacia infectiva del ZIKV 

entre líneas celulares infectadas con el mismo inóculo. Por consiguiente, todos 

los ensayos fueron realizados bajo estas mismas condiciones de infección, 

incluyendo el cálculo del índice de selectividad (IS) de MET y análisis de la 

eficacia de MET entre tipos celulares.  

 

Figura 13. Eficacia infectiva del ZIKV in vitro. Porcentaje de células de hepatocarcinoma, Huh-7, y 

células de glioblastoma, U-87, infectadas con ZIKV a una MOI de 1 y 5 por 24 hrs. ****p < 0,0001. 
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7.2 Citotoxicidad de la MET en células de linaje hepático y neuronal  
 

Para conocer las concentraciones citotóxicas de la MET, se evaluó la viabilidad 

de las células Huh-7 (Figura 14A) y U-87 (Figura 14C) tratadas con 

concentraciones crecientes de MET, mediante la técnica de MTT y según la 

norma internacional para pruebas de citotoxicidad in vitro (ISO 10993-5), que 

indica que la reducción de la viabilidad celular en más de un  30% se considera 

un efecto citotóxico199. La concentración límite de MET fue de 35 mM y 20mM 

en células Huh-7 y U-87, respectivamente. Por encima de estas 

concentraciones la MET es altamente tóxica. Las concentraciones utilizadas 

en este trabajo fueron seleccionadas por debajo de la línea roja, que índica 

una viabilidad mayor al 80% (Figura 14A y C). 

7.3 Calculo de la concentración citotóxica que causa el 50% de muerte 

celular (CC50) 

Para determinar la eficacia de la MET para inhibir al ZIKV fue necesario 

calcular el índice de selectividad (SI, por sus siglas en ingles selectivity index) 

en un contexto de infección con el ZIKV. El SI es un valor que indica la relación 

entre la citotoxicidad de un fármaco y su eficacia para realizar su efecto 

biológico, en este caso su efecto anti-ZIKV. Para calcular el SI es necesario 

determinar la concentración citotóxica que causa el 50% de muerte celular 

(CC50) y la concentración que inhibe la infección viral al 50% (IC50).  

La CC50 se calculó utilizaron concentraciones crecientes de MET en células 

Huh-7 y U-87. Como podemos ver en la Figura 14, el análisis de regresión 

lineal de las concentraciones crecientes de MET indica una toxicidad dosis 

dependiente. La CC50 de la MET fue similar en ambas líneas celulares, 32.9 

mM en células Huh-7 (Figura 14B) y 33.43 en células U-87 (Figura 14D). 
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Figura 14. Citotoxicidad de la MET en células Huh-7 y U-87. Viabilidad de las células Huh-7 (A) y U-

87 (C) tratadas con MET. Por debajo de la línea roja (80%) las concentraciones de MET no comprometen 

la viabilidad celular. (B) CC50 de MET en células Huh-7 y (D) en células U-87. Utilizando como vehículo 

(H2O) o concentraciones crecientes de MET (1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 y 25 mM), la citotoxicidad se evaluó 

mediante la técnica de MTT a las 24 hrs. El valor de la CC50 se estimó realizando un análisis de regresión 

lineal y los resultados se representaron con el software Graph Pad Prism versión 6.0. 

7.4 La MET puede inhibir la infección del ZIKV, con mayor eficacia en 

células U-87 en comparación con Huh-7. 

Posteriormente, se calculó la concentración de MET que inhibe la infección 

viral del ZIKV al 50% (IC50) en ambas líneas celulares. Células Huh-7 y U-87 

infectadas con ZIKV fueron tratadas con concentraciones creciente de MET (0, 

1, 2,5, 5, 7,5, 10, 12 5, 15, 20 y 25 mM) por 24 horas. El porcentaje de células 

infectadas fue calculado por citometría de flujo. Los resultados muestran que 

la MET inhibió la infección por ZIKV en ambas líneas celulares de forma 

dependiente de la dosis con una IC50 de 9,0 mM (IC del 95 %= 7,36 a 11,25 
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mM) en células Huh-7, y una IC50 de 5,84 (IC del 95 % = 4,96 a 6,87 mM) en 

células U-87 (Figura 15A y B).  

Esto indica que se requiere una menor concentración para alcanzar la IC50 en 

las células U-87. El índice de selectividad (SI), basado en la relación de los 

CC50/IC50, citotoxicidad/efecto-antiviral, fue calculado para corroborar la 

eficacia antiviral de la MET en ambas líneas celulares. Los valores del IS 

calculados para la MET fueron 4.68 y 3.65, en células Huh-7 y U-87, 

respectivamente (Tabla 3). Los resultados confirmaron mayor eficacia anti-

ZIKV de la MET en células de linaje neuronal.  

 

 

Figura 15. Concentración de MET que inhibe la infección del ZIKV al 50% (IC50). Se calculó la IC50 

para MET en células Huh-7 (A) y U-87 (B) infectados con ZIKV. Ambas líneas celulares se trataron con 

MET (1, 2,5, 5, 7,5, 10, 15, 20 y 25 mM) o vehículo (H2O) durante 24 h. La reducción de la infección por 

MET se evaluó por citometría de flujo y la IC50 se estimó por análisis de regresión lineal. Los resultados 

se representaron con el software Graph Pad Prism versión 6.0. 
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7.5 La MET es menos eficaz para inhibir al ZIKV, pero no es tóxica 

comparada con la LOV.   

Para comparar el efecto de la MET con otro fármaco hipolipemiante se calculó 

el SI de una de la Lovastatina (LOV), un fármaco aprobado por la FDA capaz 

de inhibir al ZIKV en células Vero180. Los valores de la CC50 y la IC50 

calculados en células Huh-7 fueron de 231.9 µM y 20.78 µM, respectivamente, 

con un SI de 11.15 µM (Figura 16). 

 

Figura 16. CC50 y IC50 de LOV. Se calculó la CC50 y la IC50 de LOV en células Huh-7. Para los 

ensayos de toxicidad y de inhibición concentraciones crecientes de LOV fueron incubadas durante 24 h. 

La reducción de la viabilidad y la infección se evaluó por MTT y citometría de flujo, respectivamente. 

Ambos valores se estimaron por análisis de regresión lineal.  

La CC50 de la LOV en las células U-87 no pudo calcularse debido a su alta 

toxicidad a concentraciones bajas. En la tabla 3 se resumen los SI calculados 

durante la infección del ZIKV. Los resultados sugieren que a pesar de que la 

MET es menos eficaz para inhibir al ZIKV en células Huh-7, en comparación 

con la LOV, puede ser utilizada de manera segura debido a su baja toxicidad 

y eficacia antiviral en células de linaje neuronal (Tabla 3). 
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Tabla 3. índice de selectividad de la MET y LOV 

Flavivirus Fármaco Células CC50 IC50 SI 

(CC50/IC50) 

 

 

 

 

ZIKV  

 

MET 

U-87 33.43 5.84 5.72 

Huh-7 32.9 9 3.65 

 

LOV 

U-87 Altamente tóxica 

Huh-7 231.9 μm 

 

20.78μm 

 

11.15 

 

Citotoxicidad (CC50), Anti-ZIKV (IC50), índice de selectividad (SI). 

 

7.6 MET reduce el porcentaje de infección y la producción de partículas 

virales del ZIKV en células Huh-7 y U-87. 

Para evaluar el efecto anti-ZIKV de la MET, se analizaron algunos de los pasos 

importantes del ciclo replicativo viral. Ensayos independientes al cálculo de la 

IC50 fueron realizados para evaluar el porcentaje de infección, la producción 

de partículas virales y la síntesis de proteínas virales del ZIKV. Para esto, se 

seleccionaron tres concentraciones que no comprometieran la viabilidad 

celular de las células Huh-7 y U-87 (Figura 14A, C), para así poder comparar 

el efecto antiviral de la MET entre ambas líneas celulares: 1 mM (baja), 7,5 

(media) y 15 mM (alta). 

Células Huh-7 y U-87 fueron infectadas y tratadas con MET. Al final de los 

tratamientos, los sobrenadantes se recolectaron para determinar el 

rendimiento viral mediante el ensayo de unidades formadoras de focos (FFU), 

mientras que el porcentaje de células infectadas se analizó mediante 

citometría de flujo.  
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El tratamiento con MET redujo el porcentaje de infección (−29,43% a 7.5 mM 

y −42.59%  a 15 mM) y el rendimiento viral (−38% a 7.5 mM y −74,00% a 15 

mM) de forma dependiente de la dosis en células Huh-7 (Figura 17). De 

manera similar, en las células U-87, MET redujo el porcentaje de células 

infectadas (-30,36% a 7,5 mM y -67,59% a 15 mM) y el rendimiento viral (-

47,69% a 7,5 mM y -91,13% a 15 mM) (Figura 17) de manera dosis 

dependiente.  

 

Figura 17. MET reduce el número de células infectadas y el rendimiento viral de ZIKV. Las células 

Huh-7 y U-87 infectadas con ZIKV se trataron con MET (1, 7.5 y 15 mM) durante 24 hrs. (A) Porcentaje 

de células infectadas. (B) Títulos virales de los sobrenadantes recolectados post-tratamiento. Los 

resultados se presentan en porcentajes considerando como 100% las células infectadas sin tratar 

(Control). Los gráficos representan las medias ± SD de n = 3 experimentos independientes realizados 

por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001. 
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El análisis de la varianza (ANOVA) para comparar los tratamientos entre 

ambos tipos celulares demostró una diferencia significativa en el porcentaje de 

infección y los títulos virales de ZIKV a la concentración más alta de MET. 

7.7 El tratamiento con MET reduce los niveles de expresión de la 

proteína NS3 del ZIKV en células Huh-7 y U-87.  

La síntesis de proteínas virales se evaluó mediante la cuantificación de los 

niveles de proteína NS3 por Western Blot (Figura 18).  

 

Figura 18. MET reduce la proteína NS3 del ZIKV. La proteína NS3-ZIKV en (A) células Huh-7 y (B) 

células U-87; (c) el análisis densitométrico de ambas células. Se considera como 100% las células 

infectadas sin tratar (Control). Los gráficos representan las medias ± SD de n=3 experimentos 

independientes realizados por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021. 
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Durante los tratamientos con MET los niveles de expresión de la proteína NS3 

se redujeron (-24 %, -38,15 % y -48,95) con todas las concentraciones en 

células Huh-7 al igual que en células U-87 (-40,80 % a 7,5 mM y -78,70 % a 

15 mM) (Figura 18A y B). El análisis estadístico entre ambos tipos de células 

mostró mayor efecto antiviral en células U87 a la concentración más alta de 

MET (Figura 18C). 

7.8 La MET no afecta la adsorción y la entrada del ZIKV en células Huh-7 

y U-87 

Para evaluar la capacidad de la MET para inhibir las primeras etapas de la 

infección del ZIKV, se realizaron dos tratamientos distintos: 1) una hora previó 

a la adsorción y, 2) durante la adsorción y entrada viral. En cualquiera de los 

casos el fármaco se retiró, seguido de dos lavados, para continuar el proceso 

de infección. Pasadas 24 horas se recolectó el sobrenadante y se evaluó la 

producción de partículas virales. Ninguno de los tratamientos provocó una 

reducción significativa de los títulos virales, en comparación con el control sin 

tratamiento (Figura 19).  

 

Figura 19. Efecto de MET sobre la adsorción y entrada del ZIKV. El tratamiento con MET una hora 

antes (1h pret) y durante la adsorción (Ads) viral, no afectó la producción de partículas virales en células 

Huh-7 y U-87 comparado con las células no tratados.  
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7.9 La MET inhibe eficazmente otros flavivirus en células Huh-7 

7.9.1 Infectividad de DENV y YFV en células Huh-7 

Para probar el efecto anti-flavivirus de la MET, utilizamos como modelo de 

estudio las células Huh-7, que también son susceptibles a DENV y YFV. Previo 

a los ensayos se comparó la infectividad de DENV y YFV en células Huh-7 a 

una MOI de 1 y 5 (Figura 20). No hubo diferencias significativas en el 

porcentaje de infección entre DENV y ZIKV, pero si entre ambos virus y YFV. 

Se utilizó una MOI de 5 para realizar los ensayos con el DENV y el YFV, debido 

a que no fue posible incrementar la MOI de YFV por el título del stock viral. Por 

lo tanto, el DENV fue utilizado para comparar la eficacia anti-flavivirus de la 

MET.  

  

Figura 20. Eficacia de infección de los flavivirus. Células Huh-7, infectadas a una MOI de 1 y 5 con 

ZIKV o DENV o YFV por 24 hrs. Los gráficos representan las medias ± SD de n = 3 experimentos 

independientes. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001. 

 

7.9.2 La MET inhibe la replicación del DENV con mayor eficacia que 

la de ZIKV, en células Huh-7 

Se calculó la IC50 y el SI de la MET para DENV y se comparó con ZIKV. MET 

inhibió la infección de DENV de forma dosis-dependiente, con una IC50 de 

3,82 (IC del 95 % = 3,350 a 4,362) (Figura 21A) y un SI de 8.61 (Tabla 4).  
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Figura 21. Efecto de MET en la infección por DENV. (A) La IC50 y el SI de MET fue calculado para 

DENV en células Huh-7. (B) Porcentaje de infección, (C) rendimiento viral, y (D) los niveles de proteína 

NS3 de DENV fueron avaluados y comparados con los de ZIKV bajo el mismo tratamiento con MET 

(1,7,5,15 mM durante 24 h). (E) Muestra el análisis densitométrico que compara los niveles de proteína 

NS3 de DENV y ZIKV después del tratamiento con MET. Los resultados se presentan en porcentajes 

considerando como 100% las células infectadas no tratadas (Control). Los resultados se representaron 

con el software Graph Pad Prism versión 6.0. Los gráficos representan las medias ± SD de n = 3 

experimentos independientes realizados por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 

0,0001. 

Posteriormente, utilizando las concentraciones descritas anteriormente (1, 7,5 

y 15 mM), se evaluó el efecto de MET sobre la infección de DENV y se 

comparó con el de ZIKV. El tratamiento con MET redujo el porcentaje de 

infección (- 13,46 %, - 72,24 % y - 78,65 %), las partículas virales (- 25,84 %, 



50 

 

- 80,42 % y - 99,38 %) y la proteína no estructural NS3 del DENV (-32,23%, -

95.31% y 99.65%) de forma dosis-dependiente (Figura 21B-D). El análisis 

estadístico también mostró que MET inhibió con mayor eficacia al DENV en 

comparación con el ZIKV, cuando fueron tratadas a 7,5 y 15 mM (Figura 21B, 

C, E). 

7.9.3 La MET inhibe la replicación del YFV en células Huh-7 

Para determinar el efecto anti-Flavivirus de la MET, se calculó también la IC50 

y el SI de la MET en células huh-7 infectadas con el YFV. Al igual que con los 

otros flavivirus, MET inhibió la infección del YFV de forma dosis-dependiente, 

con una IC50 de 5,36 (IC del 95 % = 4,892 a 5,893) en células Huh-7 (Figura 

22A). 

Figura 22. Efecto anti-YFV de MET. (A) IC50 de MET para el YFV en células Huh-7. (B) Comparación 

del IC50 de ZIKV, DENV y YFV. (C) Porcentaje de infección y (D) rendimiento viral de YFV de MET 

(1,7,5,15 mM) durante 24 h. Los resultados se presentan en porcentajes considerando como 100% las 

células infectadas no tratadas (Control). Los gráficos representan las medias ± SD de n = 3 experimentos 

independientes realizados por duplicado. *p = 0,0332, **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001. 
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La Figura 22B muestra la sobreposición de las curvas de inhibición de MET, 

con un decaimiento de la infección y una IC50 similar en los tres flavivirus. El 

valor SI calculado para YFV fue de 6.13 (Tabla 4). El tratamiento con MET 

redujo el porcentaje de infección (−12,47%, −54,41% y −71,98%) y el 

rendimiento viral de YFV (−25,84%, −80,42% y −99,38%) (Figura 22C, D). El 

análisis estadístico entre flavivirus mostro diferencias significativas sugiriendo 

una mayor eficacia por parte de la MET para inhibir al YFV en comparación 

con ZIKV, sin embargo, esta aseveración no es concluyente debido a la 

eficiencia de infección del YFV (Figura 20). El resumen de resultados de la 

eficacia anti-flavivirus de MET se encuentra en la tabla 4. 

Tabla 4. Índice de selectividad (SI) de MET en flavivirus 

Flavivirus Celulas CC50 IC50 SI (CC50/IC50) 

ZIKV U-87 33.43 5.84 5.72 

ZIKV Huh-7 32.9 9 3.65 

DENV Huh-7 32.9 3.82 8.61 

YVF Huh-7 32.9 5.36 6.13 

Citotoxicidad (CC50), Actividad anti-flavivirus (IC50), Índice de selectividad (SI). 

 

7.10 MET inhibe la formación de los complejos de replicación de ZIKV, 

DENV y YFV en células Huh-7 

Posteriormente, se evaluaron los complejos replicativos (CR) del ZIKV 

mediante microscopía confocal, utilizando la IC50 de MET. La integridad de 

los CR se evaluó mediante la presencia y colocalización de la proteína viral E 

(verde) y NS4A (roja) (Figura 23A). El tratamiento con MET redujo la 

fluorescencia de ambas proteínas (E y NS4A) en la región perinuclear de las 

células Huh-7 infectadas con ZIKV (Figura 23A, B).  
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Figura 23. Efecto de la MET sobre los complejos replicativos del ZIKV. (A) Distribución de las 

proteínas virales, E (verde) y NS4A (roja), en células Huh7 tratadas con MET e infectadas (MOI 5) con 

ZIKV por 24 hrs. Los núcleos se tiñeron con Hoechst (azul). Los cuadros rojos representan el área de 

zoom. Barra de escala 10 μm. (B) Análisis semicuantitativo de la fluorescencia de E y NS4A. (C) 

Correlación de Pearson de E/NS4A de células tratadas y no tratadas; los gráficos indican valores de 

colocalización E/NS4A para la región de interés (ROI) de 30 células infectadas de tres imágenes 

independientes expresadas como media ± DE. **p = 0,0021, ***p = 0,0002 ****p < 0,0001. 

El análisis semicuantitativo de ambas proteínas mostró una diferencia 

estadísticamente significativa en las células tratadas en comparación con las 

no tratadas, corroborando la reducción de proteínas virales (Figura 23B). 

Además, el tratamiento modifico la localización de las proteínas virales, de un 

área perinuclear definida a un área dispersa (p<0,0001), mostrando 

diferencias significativas en el análisis semicuantitativo del coeficiente de 

correlación de Pearson entre células tratadas y no tratadas (Figura 23C). 
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Se analizaron también los complejos replicativos de DENV y YFV utilizando la 

IC50 para cada virus. Los complejos replicativos fueron analizados mediante 

microscopía confocal. Al igual que ZIKV, el tratamiento con MET redujo de 

manera significativa la fluorescencia de las proteínas virales E y NS4A en 

células tratadas en comparación con las células no tratadas (Figura 24A, B, D, 

E). El tratamiento también modificó la localización de ambas proteínas 

dispersándolas de la región perinuclear, provocando así su deslocalización (p 

< 0,0001) (Figura 24C, F). En conjunto estos resultados sugieren que la MET 

afecta directamente la formación de complejos replicativos de los flavivirus. 
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Figura 24. Efecto de la MET sobre los complejos replicativos de los flavivirus. (A) Infección por 

DENV en células Huh7 tratadas y no tratadas con MET por 24 hrs. (B) Análisis semicuantitativo de la 

fluorescencia de la proteína E y NS4A del DENV. (C) Correlación de Pearson de E/NS4A del DENV. (D) 

Infección por YFV en células Huh7 tratadas y no tratadas con MET por 24 hrs. (E) Análisis 

semicuantitativo de la fluorescencia de la proteína E y NS4A del YFV. (F) Correlación de Pearson 

E/NS4A del YFV. Los gráficos indican valores de colocalización E/NS4A para la región de interés (ROI) 

de 30 células infectadas de tres imágenes independientes expresadas como media ± DE. **p = 0,0021, 

***p = 0,0002 ****p < 0,0001. 

7.11 El tratamiento con MET reduce las estructuras membranosas de 

los complejos de replicación del ZIKV, DENV y YFV en células Huh-7. 

La ultraestructura de los complejos replicativos de ZIKV fue analizada en 

células Huh-7 durante los tratamientos con MET utilizando microscopía 

electrónica de transmisión (TEM).  
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Como era de esperar, las células no tratadas perdieron la estructura del 

retículo endoplásmico (ER) debido a la formación de complejos replicativos de 

ZIKV, caracterizados por numerosas invaginaciones y estructuras 

membranosas (Figura 25 C, D; 25.1D). Además, se observó el crecimiento y 

la expansión del RE, lo que consecuentemente alteró la localización y la 

morfología del núcleo a causa del ZIKV.  

En contraste, el tratamiento con MET redujo las vesículas inducidas por virus 

(Ve), principales estructuras membranosas que forman a los complejos 

replicativos, en células Huh-7 infectadas con ZIKV (Figura 25 E, F; 25.1F). No 

se detectaron partículas similares a virus (Vi) durante los tratamientos con 

MET. Además, las alteraciones morfológicas provocadas por la infección del 

ZIKV se revirtieron en células tratadas. Por último, el análisis semicuantitativo 

de las Ve corroboró una reducción significativa de los CR en células tratadas 

con MET en comparación con células no tratadas (p < 0,0001) (Figura 27).  

La ultraestructura de los complejos replicativos de DENV y YFV en células 

Huh-7 durante los tratamientos con MET también fueron evaluados mediante 

TEM. Los resultados fueron similares a los obtenidos con ZIKV (Figura 26, 

26.1, 26.2). Las alteraciones morfológicas y estructurales del RE causadas por 

ambos virus (Figura 26 G, H, K, L; 26.1 H; 26.2 L) fueron revertidas por la MET 

(Figura 26 I, J, M, N; 26.1 J; 26.2 N). 

De la misma forma, no se detectaron partículas similares a virus (Vi) durante 

los tratamientos y el análisis estadístico de las estructuras membranosas (Ve) 

inducidas por ambos virus mostró una reducción significativa (p < 0,0001) 

(Figura 27). En conjunto estos resultados sugieren que el tratamiento con MET 

inhibe la formación de las estructuras membranosas que forman a los 

complejos de replicación de ZIKV, DENV y YFV. 
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Figura 25. Reducción de estructuras asociadas a los complejos de replicación de ZIKV durante 

los tratamientos con MET. Microscopía electrónica de transmisión de células Huh-7 infectadas con 

Mock (A, B), infectadas con ZIKV (C, D) y tratadas con MET (E, F). Núcleo (Nu), citoplasma (Cy), retículo 

endoplásmico (ER), mitocondrias (M), vesículas inducidas por virus (Ve),  partículas similares a virus (Vi). 
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Figura 25.1. Ampliación de los complejos replicativos: figura D (infectados con ZIKV) y F (infectados y 

tratados con MET). 
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Figura 26. Inhibición de la formación de los complejos de replicación de DENV y YFV por MET. 

Células Huh-7 infectadas con DENV: no tratadas (G y H) y, tratadas con MET (I y J). Células infectadas 

con YFV: No tratadas (K y L) y, tratadas con MET (M. y N). Núcleo (Nu), citoplasma (Cy), retículo 

endoplásmico (ER), mitocondrias (M), vesículas inducidas por virus (Ve),  partículas similares a virus (Vi). 
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Figura 26.1. Ampliación de los complejos replicativos: figura H (infectados con DENV) y J (infectados y 

tratados con MET). 
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Figura 26.2. Ampliación de los complejos replicativos: figura L (infectados con YFV) y N (infectados y 

tratados con MET). 
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Figura 27. MET reduce las vesículas inducidas por flavivirus en células Huh-7. El gráfico representa 

el recuento de Ve de las células tratadas en comparación con las células no tratadas, expresado como 

la media ± DE. n = 10 células por grupo. **** p < 0,0001. 

7.12 Signos de la enfermedad del ZIKV y DENV en el modelo de ratón 

AG129  

Con el objetivo de evaluar el efecto anti-ZIKV de la MET en un modelo in vivo, 

estudiamos las manifestaciones clínicas y el desarrollo de la enfermedad del 

ZIKV en el modelo animal AG129. El ratón AG129 es un ratón transgénico 

triple knock-out para interferón alfa (INF-α), beta (INF-β) y el receptor del 

interferón gamma (INFr-γ), lo cual lo hace susceptible a la infección por 

flavivirus, cuya enfermedad es letal. Por lo tanto, la supervivencia es 

ampliamente utilizada como un parámetro para evaluar la eficacia de vacunas 

y fármacos antivirales200,201. Los ratones inmunodeficientes ofrecen la ventaja 

de mostrar signos clínicos de la enfermedad, los cuales pueden ser 

evaluados198.  

La enfermedad causada por DENV2 en ratones AG129, recientemente fue 

caracterizada en nuestro laboratorio para la evaluación de fármacos 
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hipolipemiantes en monoterapia y combinación, porque fue utilizado como un 

parámetro de comparación. Además utilizamos como referencia la escala de 

morbilidad reportado por Orozco et al. (2012)198, basada en un puntaje clínico 

para monitorear la morbilidad promedio de los ratones infectados por el DENV 

en una escala de 1 a 5, donde "1" representa ratones sanos y "5" moribundos 

(Tabla 5). 

 

Los ratones AG129 fueron infectados con 3 inóculos de ZIKV, 2x107, 4x106 y 

2x106 UFF, dentro de lo reportado en la literatura 202–204; el grupo control fue 

inoculado con 4x106 FFU de DENV (previamente utilizado en nuestro 

laboratorio). Los ratones infectados con DENV o ZIKV fueron monitoreados 

diariamente y alimentados ad libitum.  
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Los resultados mostraron similitudes, pero también diferencias en el curso de 

la enfermedad entre el DENV y ZIKV. Los criterios descritos por Orozco et. al 

Orozco et. al. (2012)198, se cumplieron en ratones AG129 infectados con DENV, 

mientras que para el ZIKV se adecuaron nuevos criterios. La descripción de 

ambas enfermedades se muestra en la tabla 5.  

Los signos del DENV aparecieron entre el día 3-6 (Figura 28B), y se fueron 

agravando según lo reportado (tabla 5). El peso de los ratones se vio afectado 

a partir del día 8, con una caída notable a partir del día 10 y hasta el día de la 

eutanasia (Figura 28D). Los ratones mostraron un tiempo de sobrevivencia 

entre 13 y 15 días con una mediana de sobrevivencia de 13 días (Figura 28F).  

Para el ZIKV, la aparición de los signos fue dependiente de las dosis: entre el 

día 3 y 6 con la dosis más alta; entre el día 6 y 9 con la dosis intermedia; y 

entre el día 8 y 10 con la dosis más baja (Figura 28A). Posterior a la aparición 

de los signos, la enfermedad siguió un curso similar a la causada por DENV. 

Sin embargo, la parálisis de patas traseras (y/o extremidades) y los temblores 

(ataxias) fueron signos más recurrentes en la enfermedad por ZIKV en 

distintas etapas de la enfermedad (tabla 5). El peso de los ratones decayó 

drásticamente a partir del día 10, 13 y 15, de forma dosis-dependiente (Figura 

28C). La enfermedad se agravó hasta el evento de letalidad o eutanasia. El 

tiempo de sobrevivencia fue de 15, 17 y 20 días, dosis-dependiente (Figura 

28E).  

Para homogenizar los tiempos de tratamientos entre ZIKV y DENV, el inóculo 

seleccionado para probar el efecto anti-ZIKV de la MET fue de 2x107, ya que 

el curso de la enfermedad causada por ambos virus fue similar. 

El genoma viral y los complejos replicativos (CRs) del ZIKV y DENV se 

analizaron por qRT-PCR y TEM, a partir de órganos infectados extraídos al día 

8 post infección. El hígado, fue analizado para DENV y ZIKV; los testículos y 

el cerebro para ZIKV. Los órganos positivos por RT-PCR durante la infección 
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del ZIKV o el DENV, se muestran en la tabla 6. Cerebro y testículos fueron 

positivos al ZIKV, mientras que en hígado no se pudo detectar el genoma de 

ambos virus. Sin embargo, el análisis por TEM reveló la presencia de CRs de 

ZIKV y DENV en hígado (Figura 29) y los complejos del ZIKV en testículo. En 

cerebro no se detectaron complejos probablemente por el procesamiento de 

la muestra (Figura 30).  

 

Figura 28. Caracterización de la enfermedad causada por ZIKV y DENV en ratones AG129. A B y 

C infección por ZIKV y B, D y E infección por DENV.  A y B Indican la aparición y puntuación de los 

signos, C y D, representan el decaimiento del Peso de los animales, y E y F representan el tiempo de 

sobrevida.  
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Figura 29. Complejos de replicación de ZIKV y DENV en hígados de ratón. Nu, núcleo; M, mitocondria, 

ER, Retículo endoplásmico, Ve, vesículas inducidas por flaivivirus en ratones AG129 infectados con ZIKV 

y DENV  
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Figura 30. Complejos de replicación de ZIKV en testículos de ratón. Nu, núcleo; M, mitocondria, ER, 

Retículo endoplásmico, Ve, vesículas inducidas por ZIKV en ratones AG129. 
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Figura 31. Microscopía electrónica de cerebros de ratones AG129 infectados con ZIKV. 
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Tabla 6. Detección de ZIKV y DENV en ratones AG129 
 

Flavivirus Órgano TEM  RT-PCR 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

ZIKV 

 

 

 

Hígado 

 

 

 

CRs y VE presentes 

Negativa 

 
 

 

 

 

Testículo 

 

 

 

 

CRs y VE presentes 

Positiva 

 
 

 

 

Cerebro 

 

 

 

CRs y VE Ausentes 

Positiva 

 
 

 

 

DENV 

 

 

 

Hígado 

 

 

 

CRs y VE presentes 

Negativa 
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7.13 La MET no protege a los ratones AG129 del ZIKV 

Para determinar el efecto antiviral de MET, ratones AG129 fueron infectados 

vía intraperitoneal con 2×107 FFU de ZIKV o 4×106 FFU de DENV por ratón. 

El grupo tratado recibió 50 mg/kg/día de MET197,205 a partir del cuarto día 

postinfección y durante diez días o hasta el día de la eutanasia. El tiempo de 

supervivencia de ratones infectados con el ZIKV no mostró diferencias 

significativas en comparación con los tratados. Los signos de la enfermedad, 

la pérdida de peso y las curvas de supervivencia de Kaplan-Meier fueron 

similares entre los ratones tratados y no tratados (Figura 32A–C), sugiriendo 

que la MET no protege a los ratones AG129 infectados por ZIKV.  

 

Figura 32. Efecto de la MET en ratones AG129 infectados con ZIKV. Signos (A), peso (B) y porcentaje de 

supervivencia (C). Los gráficos representan grupos de ratones de ambos sexos, excepto la gráfica (D), que 

muestra el tiempo de supervivencia promedio de machos, hembras y ambos sexos, con y sin tratamiento MET. 

El grupo "Control", está formado por ratones no infectados y tratados con MET; el grupo “ZIKV”, por ratones 

infectados con ZIKV más el vehículo (H2O); y el grupo “ZIKV + MET”, por ratones inoculados con ZIKV y 

tratados con MET. Días postinfección (Días pi). (*) Indican diferencias estadísticamente significativas entre los 

grupos tratados y no tratados con MET; el resumen de resultado se muestra en la Tabla 7. 
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Curiosamente, observamos una mediana de supervivencia más corta (no 

significativa) en ratones infectados y tratados con ZIKV (14 días), en 

comparación con los no tratados (16 días) y un tiempo de supervivencia media 

significativamente menor en ratones tratados (tratados, 14.63±1.821; no 

tratados, 14.00±1.975). Además, observamos un incremento de los signos 

clínicos graves (aumento de la parálisis en las extremidades) en ratones 

hembra infectadas y tratadas con MET (Tabla 5 y 7). Por esta razón, las 

hembras y los machos se analizaron como grupos separados (Figura 33). El 

resumen de los análisis agrupados por sexos se muestra en la Tabla 8.  

 

Figura 33. Efecto del tratamiento con MET en ratones hembra y machos AG129 infectados con 

ZIKV. Signos, peso y porcentaje de supervivencia de: (A) ratones hembra y macho infectados con ZIKV; 

(B) ratones macho infectados con ZIKV y tratados con MET; (C) ratones hembra infectados con ZIKV y 

tratados con MET. Días postinfección (Días pi); el resumen se muestra en la Tabla 8. 

Los resultados de este análisis fueron los siguientes: 1) Existen diferencias en 

la enfermedad causada por ZIKV entre machos y hembras (sin tratamiento). 
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Las hembras presentaron retraso en la aparición de los signos de la 

enfermedad y en la pérdida de peso en comparación con los machos (Figura 

33A). La mediana de supervivencia y el tiempo de supervivencia media en 

machos fue de 14 y 13.78 días, respectivamente, mientras que en los ratones 

hembra fue de 16 y 15.7, respectivamente (Figura 33A y tabla 8).  

2) El tratamiento con MET no indujo cambios en la población de machos, 

tratados y no tratados (Figura 33B y tabla 8).  

3) El tratamiento con MET provocó un aumento en la gravedad de los signos 

de infección y una disminución del tiempo de supervivencia media en hembras 

tratadas e infectados con ZIKV en comparación con hembras no tratadas 

(Figura 33C y tabla 8). 

7.14 MET retrasa la aparición de los signos de la enfermedad, 

incrementando el tiempo de supervivencia de los ratones AG129 

infectados con DENV.  

Para determinar el efecto anti-DENV de MET, ratones AG129 fueron 

infectados vía intraperitoneal con 4×106 FFU de DENV serotipo 2. El esquema 

de tratamiento fue el mismo utilizado para ZIKV. El tratamiento mostró un 

retraso en la aparición de los signos y en el decaimiento del peso a causa de 

la enfermedad de DENV (Figura 34A, B). MET fue capaz de incrementar el 

tiempo de supervivencia con una mediana de 13 y 15 días y un tiempo de 

supervivencia media de 12.92±2.10 y 14.83±1.69 días, para los grupos no 

tratados y tratados respectivamente (Figura 34C, D y tabla 7). El análisis de 

los resultados reagrupados por sexo reveló que no existe diferencias en el 

desarrollo de la enfermedad de DENV entre hembras y machos (no tratados). 

La mediana de supervivencia fue de 13.5 y 13 días para machos y hembras, 

respectivamente, y el tiempo de supervivencia media de 13.13 ± 2.35 y 12.50 

± 1.73; 2) (Figura 35A). Por lo anterior, el efecto de la MET en hembras y 

machos fue el mismo.  
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Figura 34. Efecto del tratamiento con MET en la supervivencia de ratones AG129 infectados con 

DENV. Signos (A), peso (B) y porcentaje de supervivencia (C). Los gráficos representan grupos de 

ratones de ambos sexos, excepto la gráfica (D), que muestra el tiempo de supervivencia promedio de 

machos, hembras y ambos sexos, con y sin tratamiento MET. El grupo "Control", está formado por 

ratones no infectados y tratados con MET; el grupo “DENV”, por ratones infectados con DENV más el 

vehículo (H2O); y el grupo “DENV + MET”, por ratones que fueron inoculados con DENV y tratados con 

MET. Días postinfección (Días pi). (*) indica diferencias estadísticamente significativas entre los grupos 

tratados y no tratados con MET; el resumen de estos resultados se muestra en la Tabla 8. 

La MET retrasó la aparición de los signos e incrementó el tiempo de 

supervivencia en hembras y machos infectados con DENV. En ratones macho 

infectados con DENV, la MET incrementó la mediana de supervivencia de 13.5 

a 15 días y el tiempo de supervivencia media de 13.13±2.35 a 15.11±1.69 

(Figura 35B y tabla 8). En hembras infectadas con DENV, la mediana de 

supervivencia se mantuvo en 13 días, entre grupos tratados y no tratados, sin 

embargo, el tiempo de supervivencia media incremento de 12.50±1.73 a 

14±1.73 (Figura 35C y tabla 8). 
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Figura 35. Efecto del tratamiento con MET en ratones hembra y machos AG129 infectados con 

DENV. Porcentaje de supervivencia, signos y peso de: (A) ratones hembra y macho infectados con DENV 

sin tratamiento. (B) Ratones macho infectados con DENV y tratados con MET. (C) Ratones hembra 

infectados con DENV y tratados con MET. Días postinfección (Días pi); el resumen de los ensayos de 

supervivencia se muestra en la Tabla 8. 
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7.15 Efecto de la MET sobre la carga viral del ZIKV en cerebros de ratón 
AG129 

Debido a las manifestaciones exacerbadas de la enfermedad de ZIKV durante 

los tratamientos, decidimos analizar la carga viral del ZIKV en cerebros de 

ratones AG129 infectados y tratados con MET. Curiosamente, encontramos 

un ligero incremento (no estadísticamente significativo) de la carga viral del 

ZIKV en cerebros de ratones infectados y tratados, mientras que en los 

testículos no hubo cambio aparente entre ambos grupos.    

 

Figura 36. Efecto de MET en la carga viral de ZIKV. Los testículos y los cerebros de ratones hembra 

y machos infectadas con ZIKV y tratados con MET fueron analizados por qRT-PCR. 
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VIII DISCUSIÓN  

 

Las enfermedades causadas por flavivirus continúan siendo uno de los 

problemas de salud más importantes a nivel mundial. Actualmente, no existe 

vacuna o agente terapéutico específico contra ZIKV y el uso de la vacuna 

DENV se ha restringido solo para individuos seropositivos8,206. Por lo tanto, la 

búsqueda de nuevas estrategias para controlar las infecciones por flavivirus 

es fundamental. El reposicionamiento de fármacos aprobados por la FDA con 

propiedades antivirales para el tratamiento de infecciones causadas por 

flavivirus, es una estrategia prometedora, ya que al ser seguros para su uso 

en humanos, se evitan muchos de los procesos de desarrollo y producción 

farmacéutica, así como los procedimientos administrativos y burocráticos para 

su aprobación207.  

Los fármacos con propiedades antivirales se pueden clasificar en dos grandes 

grupos: los dirigidos a componentes virales y los dirigidos al huésped que 

inhiben moléculas celulares clave que contribuyen al ciclo replicativo de los 

virus181–183. Este último grupo alberga a los fármacos hipolipemiantes, que se 

caracterizan por interferir en diferentes vías metabólicas para la síntesis de 

lípidos, los cuales son requeridos para la  replicación de los flavivirus72.  

La MET es el derivado de la biguanida más utilizado alrededor del mundo para 

tratar la diabetes de tipo II, debido a sus efectos hipoglucemiantes208–210, sin 

embargo, este fármaco también puede  interferir con la síntesis de colesterol 

y ácidos grasos211,212. Previamente nuestro grupo demostró que la MET podía 

inhibir la infección por DENV in vitro176, sin embargo, su eficacia antiviral y su 

espectro anti-flavivirus no había sido estudiado. Aquí, demostramos que la 

MET es eficaz para inhibir al ZIKV, el DENV y el YFV in vitro, pero solo es 

eficaz contra el DENV en ratones AG129. 

Primero, demostramos la eficacia de la MET para inhibir al virus ZIKV en 

células U-87 (glioblastoma) y Huh-7 (hepatocarcinoma) (Figura 15 y tabla 3) 

cada una de ellas representado un órgano blanco del virus en humanos. La 
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eficacia infectiva del ZIKV en ambas líneas celulares (Figura 13), fue ideal para 

calcular el índice de selectividad de la MET y para comparar su eficacia en 

distintos tipos de célula.  

El índice de selectividad (SI), aplicado a la virología, es la relación entre la 

citotoxicidad y la actividad antiviral de un fármaco, y se calcula dividiendo la 

concentración citotóxica que causa el 50% de muerte celular, entre la 

concentración que inhibe el 50% de la infección (CC50/IC50). El fármaco ideal 

es aquél que causa toxicidad a concentraciones altas y un efecto antiviral a 

concentraciones muy bajas. Cuanto mayor sea el valor del SI, teóricamente el 

fármaco es más efectivo y seguro para su estudio en modelos in vivo. Por lo 

tanto, el SI es un parámetro ampliamente utilizado para expresar la eficacia 

antiviral in vitro de un compuesto213,214. 

Nuestros resultados mostraron que la concentración de MET para inhibir al 

50% la infección por ZIKV (IC50) fue menor en células U-87 (5,84mM), que en 

las células Huh-7 (9.0 mM) (Figura 15); por consiguiente el SI de MET fue más 

alto en células U-87 (4.68) en comparación con Huh-7 (3.65) (Tabla 3). Esto 

sugiere una mayor eficacia anti-ZIKV en células de linaje neuronal, lo cual es 

ventajoso debido al neurotropismo del ZIKV40,215.  

Además, reportamos que la toxicidad de la MET en células de linaje neuronal 

es baja, en comparación con otro fármaco hipolipemiantes (LOV) con efecto 

anti-ZIKV180 (Figura 16). Se sabe que las células neuronales suelen ser más 

sensibles a la depleción de lípidos ya que estos juegan un papel importante en 

el sistema nervioso central (SNC), como componentes estructurales de las 

membranas neuronales y como moléculas de señalización bioactivas216. Sin 

embargo, los valores de CC50 de MET fueron similares en ambas líneas 

celulares, 32.9 mM en células huh-7 y 33.43 mM en U-87 (Figura 14), lo que 

sugería baja toxicidad. 
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Recientemente, se probó la eficacia in vitro de las estatinas (STA) durante la 

infección con ZIKV en células Vero. A excepción de la Cerivastatina, la mayoría 

de los valores del SI se reportaron entre 2.66 y 4.27, similar a nuestros 

resultados180. Sin embargo, las células Vero no representan un órgano blanco 

en humanos para el ZIKV, por lo que, para comparar la toxicidad y eficacia 

antiviral de la MET, se calculó la IS de la Lovastatina (LOV), en células U-87 y 

Huh-7. 

Nuestros resultados mostraron que la LOV fue altamente tóxica en las células 

U-87, incluso a bajas concentraciones (1uM por 24 hrs), por lo tanto, no fue 

posible calcular el SI (Tabla 3). Por otra parte, el tratamiento con LOV inhibió 

la infección del ZIKV en células hepáticas con mayor eficacia que MET, con 

un SI de 11,15 (Figura 16) (Tabla 3). Dos factores podrían explicar este 

resultado:  

1) Como se mencionó anteriormente, la tolerancia celular a la depleción de 

lípidos es de suma relevancia para la toxicidad y eficacia antiviral. En este, 

sentido, las células hepáticas, al especializarse en la síntesis y distribución 

de lípidos217,218, suelen ser menos sensibles a la depleción lipídica. Esto 

permite que concentraciones relativamente altas del fármaco no generen 

toxicidad, como se muestra en la Figura 16 (CC50=231.9 uM/IC50 20.78 

uM), favoreciendo así el efecto antiviral de la LOV en células hepáticas, 

pero no en las células de linaje neuronal, en donde el fármaco es altamente 

tóxico a bajas concentraciones.  

2) Un segundo factor podría estar basado en el mecanismo de acción de 

ambos fármacos 219. Tal como se describió en la sección 2.3 “Lípidos y el 

ciclo viral de los flavivirus” la evidencia científica ha demostrado que lípidos 

como el colesterol son importantes en diferentes etapas del ciclo replicativo 

de los flavivirus72,163. Por lo tanto, la inhibición de las enzimas que catalizan 

la biosíntesis de isoprenoides y colesterol ha demostrado ser eficaz contra 

el DENV y el ZIKV en modelos in vitro 102,176,180. En este sentido, las STA 

son los fármacos de elección para interferir con la vía biosintética del 
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colesterol219, y se ha demostrado que tienen un amplio espectro anti-

flavivirus al inhibir directamente la enzima HMGCR responsable de la 

síntesis de colesterol de Novo220. Estos fármacos son análogos 

estructurales de la HMG-CoA, un metabolito intermedio en la vía del 

mevalonato, por lo que inhiben competitivamente la HMGCR, la enzima 

limitante de esta vía, con una afinidad aproximadamente 1.000-10.000 

veces mayor que el sustrato natural217.  

A diferencia de las STA, la MET puede inhibir la síntesis de lípidos, como 

el colesterol, de manera indirecta. Esto a través de la activación de la 

proteína quinasa activada por AMP (AMPK). El mecanismo de acción 

molecular de MET permanece en parte desconocido; sin embargo, se ha 

sugerido que al ser un catión, se acumula en la mitocondria por el gradiente 

eléctrico de la membrana interna, inhibiendo el complejo I de la cadena 

respiratoria mitocondrial 221,222. Por lo tanto, MET inhibe la síntesis de ATP 

mitocondrial y en consecuencia la activación indirecta de AMPK, que es 

sensible al agotamiento de ATP212, regulando así negativamente la 

actividad de la HMGCR. En este contexto, es posible que la inhibición 

directa de HMGCR por LOV sea responsable de un mayor efecto antiviral, 

pero también de su alta toxicidad en comparación con la MET. 

En lo que respecta al tratamiento, la MET redujo el número de células 

infectadas, el rendimiento viral y la síntesis de proteínas virales, pero no la 

entrada viral del ZIKV en células Huh-7 y U-87 infectadas con ZIKV (Figura 17, 

18 y 19). El efecto antiviral fue dosis dependiente, y la reducción fue 

estadísticamente significativa en ambas líneas celulares a concentraciones 

iguales o superiores a 7,5 mM. Además, el análisis estadístico entre grupos 

tratados de ambas líneas celulares correlacionó con el SI, mostrando mayor 

eficacia anti-ZIKV de la MET en células U-87 que en células Huh-7, a la 

concentración de 15 mM (Figura 17 y 18).  

Por otro lado, el pretratamiento y el tratamiento con MET durante la adsorción 

y entrada viral no afectó la infección del ZIKV (Figura 19). En conjunto estos 
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resultados sugieren que la MET afecta los pasos posteriores a la adsorción y 

entrada viral del ciclo replicativo del ZIKV, y que dicho efecto depende de la 

presencia del fármaco y concentración del fármaco.     

La eficacia antiviral de la MET también fue probada con otros flavivirus, 

demostrando que virus como el DENV y el YFV son altamente sensibles al 

tratamiento con MET. Para este objetivo se utilizó como modelo in vitro las 

células Huh-7, donde fue calculado el SI de la MET para el DENV y YFV. Los 

valores de las IC50 fueron de 3.82 y 5.36 mM, y los valores del SI fueron 8.61 

y 6.13 para DENV y YFV, respetivamente (Figura 21A; 22A y Tabla 4). El 

tratamiento inhibió los mismos parámetros evaluados del ciclo replicativo de 

ZIKV; porcentaje de células infectadas, rendimiento viral, y síntesis de 

proteínas virales en DENV (Figura 21B-E) y en YFV (Figura 22C, D; 24E). 

Además, se demostró mayor eficacia antiviral contra el DENV que contra el 

ZIKV (Figura 21B, C, E y Tabla 4). No podemos estar seguros de que MET 

haya sido más eficaz para inhibir la infección por YFV en comparación con 

ZIKV, debido a la diferencia de infectividad entre ambos virus (Figura 20).  

En conjunto estos resultados muestran que la MET tiene un amplio espectro 

anti-flavivirus, probablemente al limitar los recursos lípidos necesarios para la 

formación de los complejos replicativos, como se ha sugerido actúan los 

fármacos hipolipemiantes72,163,176. Como se mencionó anteriormente (sección 

2.3.3.1), posterior a la entrada y liberación del genoma viral, inicia la traducción 

del ssRNA (+) que codifica diez proteínas, tres estructurales y siete no 

estructurales, las cuales se anclan al RE a través de su dominio 

transmembrana114. En este punto la interacción entre las proteínas virales y 

los lípidos celulares es esencial para formar los CR116; específicamente, la 

expresión de las proteínas no estructurales NS2B, NS4A y NS4B, se ha 

asociado a la remodelación de las membranas del RE117–119.  

En este sentido, la reducción de lípidos y la reducción de proteínas no 

estructurales como NS4A a causa de los tratamientos con MET, podría 
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dificultar la formación de los CR, tal como se muestra en el análisis por 

microscopía confocal, en donde se observó una reducción significativa de la 

marca fluorescente de la proteína NS4A en los complejos replicativos de ZIKV, 

DENV y YFV, durante el tratamiento con MET (Figura 23B y 24B, E).  

Conforme ocurre la traducción del genoma viral las proteínas no estructurales 

nacientes se concentran en estructuras similares a organelos que 

forman los CR, los cuales funcionan como fábricas de replicación del 

genoma viral (sección 2.3.3.1) en donde se localizan proteínas clave 

para la replicación, como la NS3, con actividad proteasa/helicasa, y la 

NS5, con actividad RNA polimerasa dependiente de RNA (RdRp) 

120,122,124. Por consiguiente, la reducción de la proteína NS3 de ZIKV 

(Figura 18) y de DENV (Figura 21D), sugiere que este fármaco también 

afecta la replicación del RNA viral. 

La proteína estructural E también disminuyó (Figura 23B y 24B, E) y de 

acuerdo con el índice del coeficiente de Pearson, los tratamientos con MET 

provocaron la deslocalización entre E y NS4A en los tres flavivirus (Figura 23C 

y 24C, F). Hay que destacar que la proximidad entre las proteínas virales 

estructurales y no estructurales en los CR es relevante para la replicación y 

ensamblaje de los flavivirus124, por lo que la colocalización de estas proteínas 

es un indicador de la integridad de los CR, tal como se observó en células 

infectadas con ZIKV, DENV y YFV sin tratamiento (Figura 23,A,C y 

24,A,C,D,F). Por tanto, la MET al comprometer la integridad de los complejos 

replicativos, puede afectar indirectamente la replicación y la morfogénesis viral 

(Sección 2.3.3 y 2.3.4). 

Además, el análisis ultraestructural por TEM de células Huh-7 infectadas con 

ZIKV, DENV o YFV demostró que los tratamientos con MET evitaron las 

alteraciones morfológicas y estructurales causadas por flavivirus, como la 

desorganización y el agrandamiento del RE, y las alteraciones morfológicas 

del núcleo (Figura 25 y 26). El tratamiento con MET también redujo de manera 



92 

 

significativa las Vesículas inducidas por flavivirus (Ve) (Figura 27), principales 

estructuras de los CR que se forman a partir de invaginaciones de membrana 

del RE 120,121,124. 

En conjunto nuestros resultados demuestran que la MET afecta el 

establecimiento y la formación de los CR, y por consiguiente la replicación, la 

traducción y la morfogénesis viral. Consecuentemente, la reducción de 

proteína y el bajo rendimiento viral provoca la reducción del porcentaje de 

células infectadas. Sin embargo, el mecanismo antiviral exacto de la MET se 

desconoce hasta el día de hoy.  

Al igual que otros fármacos hipolipemiantes con efecto anti-flavivirus, el efecto 

antiviral de la MET se ha atribuido principalmente a su capacidad para depletar 

lípidos durante el establecimiento de la infección. Esto basado en la 

participación de los lípidos durante el ciclo replicativo de los flavivirus (Sección 

2.3)72,163,223. Como se mencionó anteriormente, existe evidencia que muestran 

que los flavivirus modifican el perfil lipídico de la células y la constitución 

lipídica de las membranas asociadas a los complejos (sección 

2.3.3.2)81,116,117,126,127. Estas alteraciones lipídicas son necesarias para la 

replicación (sección 2.3.3) y la morfogénesis viral (sección 2.3.4); así como 

para la adquisición de una envoltura viral de composición única (sección 

2.3.1.1), necesaria para los procesos de entrada y fusión de membranas para 

la liberación del genoma viral (sección 2.3.1).  

En otras palaras, el reordenamiento estructural y morfológico que sufre el RE 

está acompañado de un cambio en su composición lipídica, específicamente 

en las membranas asociadas a los CR. Dicho cambio se logra a través de la 

alteración de las vías metabólicas del huésped provocada por estos virus. Por 

ejemplo, se ha informado que la formación de complejos replicativos de DENV 

requiere colesterol y otras especies de lípidos 81,103; en consecuencia, los 

tratamientos farmacológicos que reducen el colesterol disminuyen la infección 

viral176,177. Asimismo, se ha confirmado la dependencia de la síntesis de lípidos 
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para ZIKV 126,127,224–226. Análisis lipidómicos han mostrado alteraciones en el 

perfil lipídico en células de mosquito127, células microgliales224 y células de 

placenta fetal126 debido a la reprogramación metabólica durante la infección 

por ZIKV. En general, la biosíntesis de ácidos grasos y la biosíntesis de 

colesterol, se encuentran alteradas en las infecciones por flavivirus, por lo que 

dichas vías se han propuesto como objetivos terapéuticos para su tratamiento 

del ZIKV y DENV (Sección 2.4)72,163. 

A diferencia de otros fármacos hipolipemiantes como las estatinas que inhiben 

directamente la vía de la síntesis de colesterol, la MET al activar a la proteína 

AMPK puede inactivar enzimas clave de diferentes vías metabólicas, como es 

la HMGCR y la ACC; además puede inhibir las diferentes isoformas de 

SREBPs y, por tanto, la expresión de genes relacionados con la biogénesis 

del colesterol, ácidos grasos y triglicéridos 212,227. Por lo tanto, la MET podría 

ejercer su efecto antiviral contra ZIKV al reducir la síntesis de ácidos grasos 

(sección 2.4.1) o contra DENV al reducir los niveles de colesterol (sección 

2.4.2). Sin embargo, debido a la compleja regulación rio debajo de AMPK, 

responsable de los efectos pleiotrópicos de la MET, no descartamos otros 

mecanismos que contribuyan al efecto antiviral de este fármaco.    

Finalmente, se analizó el efecto del tratamiento con MET en un modelo de 

ratones inmunodeficientes AG129. Previo a los ensayos, describimos la 

enfermedad por ZIKV y DENV en ratones AG129, utilizando como referencia 

la escala de morbilidad para DENV reportado por Orozco et al. (2012)198. Hay 

que destacar que los criterios descritos por Orozco et. al Orozco et. al. 

(2012)198, se cumplieron en los ratones AG129 infectados con DENV, mientras 

que para el ZIKV se adecuaron nuevos criterios (Tabla 5). 

Ratones infectados con 4x106 UFF del DENV2 por ratón, (estandarizado 

previamente en nuestro laboratorio, datos no mostrados), fueron utilizados 

como control para caracterizar la enfermedad de ZIKV y para evaluar el efecto 

anti-DENV de MET. Los signos del DENV aparecieron entre el día 4-7 (Figura 
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28B) seguido de la caída del peso que comenzó entre el día 6-8 y que continuó 

hasta el día del deceso (Figura 28D). Después del día 10, los signos se 

agravaron rápidamente, al igual que la pérdida de peso. La mediana de 

sobrevivencia fue de 13 días (Figura 28F). 

Aquí reportamos que la MET, retrasó la aparición de los signos de 2 a 3 días 

respecto al control de infección, día 4-7 no tratados y día 6-9 tratados (Figura 

34A). Además, el tratamiento redujo los signos graves (Tabla 5 y 7), en 

comparación con los ratones no tratados. La curva de decaimiento del peso 

fue atenuada por el tratamiento con MET, siendo evidente hasta el día 8-10 

(Figura 34B), en comparación con los ratones no tratados (día 6-8). Además, 

el tratamiento con MET aumentó significativamente la supervivencia (dos días) 

en comparación con los ratones no tratados, con una mediana de 15 y 13 días, 

y un tiempo de supervivencia media de 14.83±1.69 y 12.92±2.10 días, en 

ratones tratados y no tratados respectivamente (Figura 34C).  

Por otro lado, el inoculo de 2x107 UFF del ZIKV, que se estandarizó para 

evaluar el efecto antiviral de la MET (Figura 28), provocó la aparición de los 

signos entre el día 4 y 7 (Figura 28A), el decaimiento del peso entre el día 7-

10 (Figura 28C), y una mediana de supervivencia de 15 días (Figura 28E). Las 

principales diferencias entre DENV y ZIKV fueron, la frecuente aparición de 

signos graves, como parálisis de patas traseras/extremidades y temblores o 

ataxias en ratones infectados con ZIKV, tal como los reportó Lazear H. y 

colaboradores, 2016 202,228. 

Curiosamente, el tratamiento con MET no logró prevenir ni retrasar la 

mortalidad de ratones infectados con ZIKV y no contrarrestó ningún signo de 

la enfermedad (Figura 32). Una posible explicación es que MET actúa 

principalmente en el hígado, uno de los principales órganos diana de la 

infección por DENV pero no de ZIKV 209,210,229. Contrario a lo esperado, 

observamos signos de gravedad y una disminución significativa del tiempo de 
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supervivencia media en hembras tratadas con MET en comparación con 

hembras no tratadas (Figura 32, tabla 7).  

El análisis de nuestros resultados por sexo reveló diferencias en la enfermedad 

causada por el ZIKV entre machos y hembras, sin tratamiento (Figura 33A). 

Aunque no fue estadísticamente significativo, el tratamiento con MET redujo 2 

días (de 16 a 14) la mediana de supervivencia en hembras y provocó un 

aumento en la gravedad de los signos de infección. Esta exacerbación de 

signos neurológicos podría explicarse al incremento del número de copias del 

genoma viral en los cerebros de ratones infectados y tratados (Figura 36). Sin 

embargo, este incremento no fue estadísticamente significativo, 

probablemente por el número de ratones utilizados por cada grupo (2 ratones 

por grupo). Curiosamente el tratamiento no ocasionó ningún cambio en la 

carga viral de los testículos (Figura 36). La explicación de este hecho podría 

estar relacionada con dos factores: (1) El efecto diferencial entre hembras y 

machos en respuesta a las infecciones virales230,231; (2) y/o la regulación 

diferencial de AMPK en diferentes órganos por parte de los virus.  

Por ejemplo, el sexo femenino se ha asociado con DENV severo232 y una 

mayor frecuencia de infecciones sintomáticas por ZIKV233. En este contexto, 

estudios con ratones han sugerido que las hembras son las más afectadas por 

ZIKV234. Snyder-Keller et al. (2019) informaron un aumento de la muerte 

celular en cerebros de ratones hembra 129S1 en comparación con ratones 

macho. Aunque no hubo evidencia de que los niveles de ZIKV fueran más altos 

en los ratones hembra que en los machos, los eventos neuropatológicos que 

desencadenaron una necrosis más significativa y la acumulación de 

calcificaciones en el cerebro de los ratones hembra fueron notables234. Sin 

embargo, al igual que Snyder-Keller y colaboradores, nuestro estudio fue 

realizado en un modelo inmunodeficiente, por lo que la respuesta diferencial 

entre hembras y machos podría relacionarse también con factores 

neuroendocrinos y su desregulación durante la infección con el ZIKV, y durante 

los tratamientos con MET.  
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El segundo factor se basa en la proteína AMPK, que puede estar regulada 

positiva o negativamente por diferentes virus. Se ha informado que el virus de 

la hepatitis C (VHC) 235,236el virus de Epstein-Bar (EBV) 237 y el DENV 176 

pueden regular a la baja la forma activa de AMPK, fosforilada en Thr-172 

(pAMPK). Tal inactivación proporciona un entorno lipídico del huésped 

favorable para la replicación. Por el contrario, la infección por citomegalovirus 

humano (HCMV) aumenta la activación de AMPK para la importación de 

glucosa y la vía glucolítica, esenciales durante la replicación del HCMV234. 

Curiosamente, se han informado diferentes efectos sobre la proteína AMPK 

durante la infección por ZIKV. Chen et al. (2018) informaron que durante la 

infección por ZIKV, hay una disminución de pAMPK en las células HRvEC y 

HUVEC. En este sentido, la activación farmacológica de AMPK utilizando 

GSK621, AICAR o MET induce la reducción de la replicación de ZIKV 190,238 y 

DENV103 en células HUVEC y Huh-7, respectivamente.  

En contraste, Thaker y colaboradores (2019) han informado de un aumento en 

la forma activa de pAMPK durante la infección por ZIKV en tejido cerebral de 

ratones Infar1 -/-, en HFF-1 humano (línea celular de fibroblastos del prepucio) 

y células hFRPE (epitelio de pigmento retinal fetal humano). Este último 

estudio sugirió que la activación de AMPK promueve la muerte celular mediada 

por caspasa 239.  

Por lo tanto, queda por determinar si ZIKV puede modular diferencialmente la 

proteína AMPK en diferentes órganos. En este caso, MET podría tener un 

doble efecto, contrarrestando la infección en tejidos específicos y 

contribuyendo a la patología y muerte celular en otros. Teniendo en cuenta 

todo lo anterior, el empeoramiento de los signos neurológicos de ZIKV en 

ratones hembra requerirá más estudios. En conjunto nuestros resultados 

sugieren que el tratamiento con MET podría atenuar y/o prevenir formas 

graves de infección por DENV, pero no las del ZIKV.
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IX CONCLUSIONES 

 

Aquí, informamos el potencial antiviral in vitro e in vivo de MET contra ZIKV en 

comparación con el efecto contra DENV. Los resultados in vitro mostraron que 

MET inhibe la infección por ZIKV en diferentes líneas celulares, lo que sugiere 

que este efecto persiste independientemente del tipo de célula. Al mismo 

tiempo, hemos reportado que su eficacia depende de su toxicidad, la cual es 

célula dependiente, y que muy probablemente está relacionada con la 

tolerancia de cada célula a la reducción del colesterol. En este sentido, 

demostramos que la baja toxicidad de la MET en célula de linaje neuronal pone 

en ventaja a este fármaco comparado con otros fármacos hipolipemiantes que 

se ha propuesto para tratar infecciones por flavivirus, tal es el caso de la 

Lovastatina. También demostramos el amplio espectro anti-flavivirus de MET 

y una mayor eficacia en la inhibición del DENV, in vitro e in vivo. Curiosamente, 

MET no contrarrestó la enfermedad de ZIKV in vivo, por el contrario, se 

observaron signos graves exacerbados en hembras, lo cual requiere de más 

estudios para determinar si la MET es un factor de riesgo en hembras. En los 

ensayos in vivo con DENV, la MET aumentó el tiempo de supervivencia de los 

ratones infectados con DENV y disminuyó la gravedad de la enfermedad. 

Juntos, estos hallazgos indican que MET es un agente antiviral eficaz para 

inhibir la infección por DENV. Hay que destacar que la MET tiene efectos 

distintos sobre las infecciones causadas por ZIKV y DENV, aunque pertenecen 

a la misma familia, por lo que es importante el estudio de los mecanismos 

moleculares “fármaco-virus” para conocer la eficacia y el riesgo de los 

tratamientos durante las infecciones por flavivirus.  
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X PERSPECTIVAS 

 

Mecanismos y patogenicidad de los virus 

• Caracterizar la modulación de la proteína AMPK a causa de las 

infecciones por ZIKV y DENV en diferentes órganos blanco, utilizando 

modelos in vitro e in vivo. 

Efecto anti-DENV de la MET  

• Analizar los mecanismos antivirales de la MET, AMPK-dependientes y 

AMPK independientes.  

• Estudiar in vitro e in vivo el efecto de la MET en combinación con otros 

fármacos con propiedades antivirales, como posible terapia para el 

tratamiento de infección por DENV.  

Posibles efectos adversos de la MET en hembras durante la infección por 

ZIKV. 

• Descartar efectos adversos de la MET y de los fármacos 

hipolipemiantes en ratones hembra, competentes e inmunodeficientes, 

durante la infección por ZIKV. 

• Evaluar la seguridad del tratamiento de la MET y de los fármacos 

hipolipemiantes en ratones hembra gestantes infectadas con ZIKV.  
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