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Resumen

El dengue es considerado una de las diez mayores amenazas para la salud global
y se ha convertido en la enfermedad viral transmitida por vectores de mayor
propagacion en todo el mundo. Recientemente, se desarrollé6 en nuestro pais una
formulacion derivada de la planta Curcuma longa cosechada en algunas regiones
de Cuba, conocida como Curmeric® y que ha demostrado efectos antioxidantes,
antiinflamatorios, citotoxicos y regulador de los lipidos celulares. Estos efectos
podrian influir en los mecanismos patogénicos clave de la enfermedad por dengue
alterando la replicacion viral y las respuestas inmuno-inflamatorias. Con el objetivo
de estudiar el efecto del Curmeric y la infeccién por dengue, se realizdé un ensayo
de citotoxicidad celular en las lineas celulares Vero y THP-1 por la técnica de
reduccion del MTT. Se evalud la actividad antiviral en las lineas celulares.
Adicionalmente se evalud la citotoxicidad y antividad antiviral de un estandar de
curcumina. Para la determinacion de las propiedades inmunomoduladoras y
reguladoras del metabolismo lipidico se evalué mediante gRT-PCR la expresion
relativa de diversos genes en la linea celular THP-1 tratadas con Curmeric en el
contexto de la infecciébn por DENV-2. Para evaluar los efectos bioxidativos se
cuantifico la formacion de marcadores redox en el medio de cultivo de células THP-
1 tratadas con varias concentraciones de Curmeric e infectadas con DENV-2. Como
resultado de esta investigacion se comprobd un efecto antiviral selectivo por parte
del Curmeric sobre el DENV-2 en las lineas celulares estudiadas. Se observé
también que este compuesto potenciaba la expresion del Receptor activado por
proliferador de peroxisomas (PPAR) y la Proteina de union al Oxisterol tipo 10
(OSBP10) a su vez que disminuia la del Receptor de acido retinoico alfa (RARA) lo
que regula el metabolismo lipidico celular y puede contribuir, a su vez, a limitar la
replicacion del virus dengue por un efecto antiviral indirecto. También se
evidenciaron los efectos inmunomoduladores al incrementar la expresién de la
Proteina inflamatoria de macrofagos (MIP), Interleuquina-6 (IL-6) e Interleuquina 10
(IL-10) y disminuir la expresion del Gen inducible por acido retinoico (RIG-1) lo que

también podria potencia un efecto antiviral indirecto y un manejo mas eficiente de



la enfermedad sintomatica. Nuestros resultados aportan nuevas alternativas para el
manejo de la enfermedad por dengue, empleando la medicina natural, de forma

efectiva y sostenible.



Abstract

Dengue is considered one of the top ten global health threats and has become the
fastest-spreading viral disease worldwide. Recently, a Cuban formulation derived
from locally harvested C. longa, known as "Curmeric,” was developed and has
shown antioxidant, anti-inflammatory, cytotoxic, and lipid-regulating effects. These
effects could also influence key mechanisms of dengue infection, such as the role of
cholesterol and lipids in viral replication and disease progression, as well as the
pathogenesis of the disease associated with systemic immune-inflammatory
responses. In order to study the relationship between Curmeric and dengue
infection, a cell cytotoxicity assay was performed on Vero and THP-1 cell lines using
the MTT reduction technique. Subsequently, antiviral activity was evaluated in the
tested cell lines. Additionally, the cytotoxicity and antiviral activity of a Curcumin
standard were also evaluated. For the determination of immunomodulatory and lipid
metabolism-regulating properties, the relative expression of various genes in THP-1
cell line treated with Curmeric in the context of DENV-2 infection was evaluated
using gRT-PCR. As a result of this research, a moderate antiviral effect of Curmeric
on DENV-2 was observed in the studied cell lines. Additionally, it was found that this
compound enhanced the expression of PPAR and OSBP10 while reducing the
expression of RARA, thereby regulating cellular lipid metabolism and potentially
limiting dengue virus replication through an indirect antiviral effect. Furthermore, the
immunomodulatory effects of Curmeric were evidenced by the increased expression
of RIG-1, MIP, IL-6, and IL-10, which could also potentiate an indirect antiviral effect
and more efficient management of symptomatic disease. These results give new
insights for the managements of dengue disease, applying the natural medicine, in

an effective and sustainable way.



Lista de abreviaturas

ADN: Acido desoxirribonucleico.
ARN: Acido ribonucleico.

EMCYV: Virus de la encefalomiocarditis (por sus siglas del inglés Encephalomyocarditis
virus).

HDL.: Lipoproteinas de alta densidad (por sus siglas del inglés high density lipoprotein).

HLA: antigenos leucocitarios humanos (por sus siglas del inglés human leukocyte
antigens).

IFN: Interferon.
IL: Interleuquina.
IRF: Factor regulador del interferon (por sus siglas del inglés interferon-regulatory factors.

LDL: Lipoproteina de baja densidad (por sus siglas del inglés del inglés low density
lipoprotein).

MHC: Complejo mayor de histocompatibilidad (por sus siglas del inglés major
histocompatibility complex).

NK: Células naturales asesinas (por sus siglas del inglés natural killer).

OSBPL10: Proteina de union al oxisterol tipo 10 (por sus siglas del inglés oxysterol binding
protein-like 10).

PPAR: Receptor activado por proliferadores de peroxisomas (por sus siglas del inglés
perosyxomel proliferator activated receptor).

gRT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa en tiempo real (del inglés quantitive real
time polymerase chain reaction).

RANTES: Quimioquina de regulacion por activacion expresada y secretada por los
linfoncitos T (por sus siglas del inglés regulated upon activation, normal T cell expressed
and presumably secreted).

RARA: Receptor de acido retinoico alfa (por sus siglas del inglés retinoic acid receptor
alpha).

RIG-1: gen inducible-1 de &cido retinoico (por sus siglas del inglés retinoic acid-inducible
gene-1).

TGF: Factor de crecimiento transformante (por sus siglas del inglés transforming growth
factor).

TNF: Factor de necrosis tumoral (por sus siglas del inglés tumor necrosis factor).

UTR: Regiones no traducidas de un gen (por sus siglas del inglés untranslated region).



VIH: Virus de la inmunodeficiencia humana.
GSH: Glutation
SOD: _Superéxido dismutasa

MDA: Malondialdehido
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1. Introduccién

Las enfermedades causadas por flavivirus son consideradas actualmente
patologias re-emergentes debido al creciente nimero de casos reportados. De ellas
el dengue es la mas importante en términos de morbilidad y mortalidad humana (1),
particularmente en las regiones tropicales y subtropicales del planeta, como
Sudeste y Sur de Asia, Centro y Surameérica, y el Caribe. Se estima que 2 500
millones de personas viven en areas de riesgo (2). Esta es causada por uno de los
cuatro serotipos del virus dengue (DENV), perteneciente a la familia Flaviviridae y
transmitido al hombre fundamentalmente por el mosquito Aedes aegypti (3). La
enfermedad por dengue puede cursar de modo asintoméatico o presentar diferentes
cuadros clinicos que van desde una fiebre aguda indiferenciada, hasta las formas

mas severas (4, 5).

Hasta el momento, no existe un antiviral especifico para tratar el dengue en
humanos, a pesar de los esfuerzos realizados en ese sentido (6). El manejo de la
enfermedad se basa en medidas de soporte como el uso de analgésicos, la
reposicion de liquidos y el reposo en cama. En los casos mas graves de dengue, es
crucial prestar especial atencidén a la administracion de liquidos y al tratamiento de

la hemorragia (7).

El costo del dengue para la sociedad es considerable, desde la pérdida de salarios
y la disminucién de la productividad hasta los costos relacionados con la prestacion
de cuidados y los gastos médicos directos. Se estima que el costo del dengue sélo
en el hemisferio occidental es de 2.100 millones de délares al afio [13]. En vista de

estos problemas, una vacuna o antiviral eficaz contra el dengue es muy deseable.

Se han utilizado diferentes enfoques en la busqueda de antivirales contra el dengue,
como la deteccion de compuestos contra las enzimas del dengue (8) y el
descubrimiento computacional basado en estructuras (9). Durante las Ultimas
décadas, los investigadores han centrado su atencion en la naturaleza, intentando
identificar compuestos que puedan utilizarse como antivirales contra el dengue. De

hecho, la naturaleza es una fantastica reserva de sustancias con efectos



farmacoldgicos demostrados o que pueden servir como estructuras principales para
la optimizacion y el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos (10-12). Estos
medicamentos incluyen productos naturales, analogos semisintéticos derivados de
productos naturales activos y compuestos enteramente sintéticos disefiados
utilizando productos naturales como modelos. Desde los primeros dias del
descubrimiento de farmacos, los componentes quimicos aislados de fuentes
naturales se han explorado como fuente de nuevas terapias (13). Estadisticamente,
alrededor del 50% de las nuevas entidades quimicas se obtienen a partir de

productos naturales o analogos de productos naturales (14).

Se ha demostrado que varias plantas poseen actividades anti-DENV. Segun una
hoja informativa de la OMS, el 80% de la poblacién de ciertos paises asiaticos y
africanos depende de las medicinas tradicionales para la atencion primaria de salud
debido a limitaciones economicas y geogréficas (15). Debido a sus pocos (o
desconocidos) efectos adversos, el uso mundial de plantas medicinales o
medicamentos a base de plantas esta creciendo constantemente. Aunque varias
plantas son conocidas por sus actividades anti-DENV, se han publicado pocas
investigaciones sobre el aislamiento (identificacién) y evaluacion de compuestos de
plantas con actividades anti-DENV (15).

La curcumina (1,7-bis(4-hidroxi-3-metoxifenil)-1,6-heptadieno-3,5-diona), también
llamada diferuloilmetano, es el mejor ejemplo de un derivado vegetal con una
enorme cantidad de propiedades farmacol6gicas, como actividad antioxidante,
anticancerigena, antidiabética, antimicrobiana y antiviral (16). En la medicina
ayurvédica tradicional india, la curcumina se aplic6 ampliamente en muchos
remedios terapéuticos (17). Este compuesto es una sustancia polifendlica natural y
una forma activa de la hierba tradicional que se encuentra en el rizoma de Curcuma
longa (curcuma) y en otras especies de Curcuma.La curcumina es la molécula
mayoritaria de los curcuminoides presentes en el rizoma. La proporcion de
curcuminoides encontrados es de curcumina (77%), bisdemetoxicurcumina
(BDMC) (17%) y demetoxicurcumina (DMC) (6%) (18).



La primera sugerencia de que la curcumina tenia propiedades antivirales se produjo
en la década de 1990, con el descubrimiento de que la curcumina y los complejos
de curcuminay boro podian inhibir la proteasa viral del virus de la inmunodeficiencia
humana (VIH) in vitro, con una concentracién inhibidora promedio (C150) de 100 yM
(19). Desde entonces, numerosos estudios han evidenciado que la curcumina tiene
actividad antiviral contra un conjunto diverso de virus, incluidos virus de ARN y ADN,

tanto con envoltura como sin envoltura (20).

Desde el afio 2016, se ha llevado a cabo un proyecto de investigacion asociado al
Programa Nacional de Medicina Natural y Tradicional del Ministerio de Salud
Publica de Cuba (MINSAP) con el fin de desarrollar un nutracéutico a partir de
Curcuma longa. Recientemente, se ha creado un nutracéutico cubano llamado
Curmeric® a partir de C. longa cosechada en la Provincia de Artemisa, con el
respaldo de las autoridades sanitarias y el gobierno de La Habana, asi como de los
Departamentos de Servicios Farmacéuticos y Medicina Natural y Tradicional del
MINSAP (21). Estudios clinicos y de laboratorio también han evidenciado que este
extracto es seguro y presenta efectos antinflamatorios y antivirales contra el
coronavirus bovino, el cual pertenece al mismo subgénero que el SARS-CoV-2 (22).
Estos efectos también podrian influir en los mecanismos claves de la infeccion por
dengue, como el papel del colesterol y los lipidos en la replicacion viral y la
progresion de la enfermedad, asi como en la patogénesis de la enfermedad

asociada a las respuestas sistémicas inmune-inflamatorias.

Este trabajo de investigacion tiene como finalidad evaluar la capacidad de este
producto cubano, de origen natural y sin efectos colaterales perjudiciales, de reducir
la replicacion del virus dengue, modular la respuesta redox y potenciar una
respuesta inmune antiiflamatoria, lo que pudiese reducir el riesgo de la enfermedad
severa por dengue. De esta forma se le proporcionaria a nuestro sistema de salud
y a nuestra poblacion una nueva herramienta para tratar esta enfermedad. Ademas,
se cumpliria con la voluntad del Gobierno de impulsar la medicina natural y
tradicional (MNT), la cual desde el 2011 se incluyé como un Lineamiento de la

Politica Econdmica y Social del Partido.



Ojetivo general:

Evaluar el efecto antiviral,lipo/inmunomodulador y bioxidativo del Curmeric® contra

la infeccion por dengue virus 2 in vitro.
Objetivos especificos:

e Determinar la actividad antiviral del Curmeric frente al DENV-2 en la linea
celular no tumoral de mamifero Vero y de monocitos humanos Thp-1.

e Explorar la actividad reguladora sobre los lipidos celulares del Curmeric
mediante la cuantificacion de la expresion de tres genes de metabolismo
lipidico, RARA, OSBPL10 y PPAR, en la linea celular THP-1 en el contexto
de la infeccién por dengue.

e Cuantificar la actividad inmunomoduladora del Curmeric mediante la
expresion de siete genes de respuesta inmune, IL-6, IL-10, IL-12, B2M,
RIG-1, TNF y MIP-1, en la linea celular Thp-1 durante la infeccion por
DENV-2.

e Determinar la actividad bioxidativa del Curmeric sobre el equilibrio redox
celular mediante la cuantificacion de cuatro marcadores redox HPO, MDA,
GSH y SOD en sobrenadantes de la linea celular THP-1 durante la

infeccion por DENV-2.



2. Revision bibliografica

Denque, emergencia como un problema de salud global.

El dengue es una enfermedad viral, aguda, causada por cualquiera de los cuatro
serotipos del virus dengue (DENV) perteneciente al género Flavivirus de la familia
Flaviviridae y transmitida al hombre a través de la picadura de mosquito del género
Aedes (23). El principal vector es Aedes aegypti, aunque Aedes albopictus posee

importantes evidencias como vector en algunas areas geograficas (24).

El dengue ha evolucionado de ser una enfermedad esporadica para convertirse en
un problema de salud publica global con importantes efectos econémicos y sociales,
producto de su extension geogréafica, numero de casos y la severidad de la
enfermedad (25). El dengue es endémico en mas de 100 paises en el sudeste de
Asia, las Américas, el Pacifico Occidental, Africa y el Mediterraneo Oriental y su
incidencia se ha incrementado 30 veces en los ultimos 50 afios (26).

La OMS estima que 2 500 millones de personas estan en riesgo de ser afectados
por el dengue, con 50 millones de infecciones anuales. Aproximadamente 500 000
personas con dengue hemorragico requieren de hospitalizacién al afio, de las que
el 2,5 % muere (26). De acuerdo a la OPS, en América Latina para el cierre del afio
2019 se notificaron un total de 3 139 335 casos de dengue (incidencia de 321,58
casos por 100 000 habitantes) y 1 538 defunciones, con una tasa de letalidad del
0,049 % (27).

Su rapida emergencia global esta relacionada con los cambios sociales y
demograficos de los Ultimos 50-60 afios, incluyendo la sobrepoblacién sin
precedentes, el incremento en los movimientos de las personas, la urbanizacion

descontrolada y la ineficiencia de los programas de salud y control de los vectores

2).

En el caso de Cuba estudios seroldgicos realizados en la primera mitad de la década
del 70 demostraron la baja prevalencia de anticuerpos para DENV-1 en el pais hasta

ese momento (28). En 1977 se desarrolla en Cuba una gran epidemia de dengue



(DENV-1), donde aproximadamente la mitad de la poblacién, casi 4,5 millones de
personas, habrian desarrollado la infeccion (29). En 1981, Cuba reporta la primera
epidemia de dengue hemorragico ocurrida fuera del Sudeste Asiatico y Pacifico
Oriental (30), causada por el DENV-2, la cual afecto a todas las provincias del pais
y se reportaron mas de 344 203 enfermos. La transmisién se detuvo después de
una intensa campafia de control del vector que dur6 4 meses, y se logré su

eliminacion (31).

El pais estuvo libre de transmision desde 1982 a 1996. En 1997, el municipio
Santiago de Cuba reporté una epidemia de dengue hemorragico causada por el
DENV-2 en la cual se reportaron 3 012 casos (32). En el periodo de 2001 a 2002
una nueva epidemia de dengue, causada por el DENV-3, afect6 principalmente la
Ciudad de La Habana, en la cual se reportaron 12 889 casos positivos (33). En 2006
se produjo otra epidemia por DENV 3y 4 que afect6 a 12 provincias, con circulacion
en 5 de ellas de ambos serotipos, la epidemia fue controlada a principios de 2007;

las cifras de los infectados en esta epidemia no han sido publicadas (34).

En el periodo de 2007 a 2017, se han registrado pequefios brotes de dengue en
diferentes provincias que han sido controlados con circulacion de varios serotipos
virales (35). En el afio 2019 segun los reportes del Ministerio de Salud Publica de
Cuba el acumulado de casos fue de 42 029, de los cuales el 6,4 % fueron

hemorragicos (2 690) y la tasa de morbilidad acumulada fue de 0,15% (36).

A partir de mayo de 2022 se observo un incremento en la transmision de dengue en
el pais precedido por elevados niveles de infestacion de Aedes aegypti que conllevo
a un incremento en los casos sospechosos y confirmados. Se observd, ademas, un
incremento de los niflos con casos graves y muy graves por encima de lo observado
en afos precedentes. Actualmente circulan los 4 serotipos en el pais predominando
el serotipo 3 cuyo ultimo reporte antes de 2022 fue en 2015. Particularmente en La
Habana, se han detectado los serotipos 1, 2y 3 (37)



Virus Denque, caracteristicas generales y replicacion viral

El virus dengue pertenece a la familia Flaviviridae, género Flavivirus. Existen cuatro
serotipos del virus (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4), para los que se ha

descrito una homologia de secuencia de un 70 % aproximadamente (38).

Este virus posee una envoltura lipidica de 10 nm de espesor rodeando una
nucleocapside icosaédrica, la cual contiene una molécula de acido ribonucleico
(ARN) de simple cadena con orientacion positiva de 10700 nucleétidos y peso
molecular de 4,2 kD (39). ElI ARN viral esta estructurado como un ARN mensajero
(ARNm) y contiene un Unico marco de lectura abierto flanqueado en los extremos
5y 3 por UTR (UTR del inglés Untranslated Regions), que tienen una longitud
aproximada de 100 y 50 nucleotidos respectivamente. Estas UTR contienen
elementos ARN conservados que son esenciales para la sintesis del ARN, control
de la traduccion viral y formacion del virion (40).

El genoma estd compuesto por los genes que codifican para tres proteinas
estructurales: de la capside (C, 100 aa), de la membrana (M, 75 aa), de la envoltura
(E, 599 aa) y siete no estructurales (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, NS5).
El orden de las proteinas en la region codificable es 5 -C-prM(M)-E-NS1-NS2A-
NS2B-NS3-NS4A-NS4B-NS5-3" (41, 42).

A diferencia de los ARNm celulares, el genoma de DENV carece de cola
poliadenilada en su extremo 3. Contiene un solo marco abierto de lectura (ORF del
inglés Open Reading Frame) de unos 3400 codones (10 250 nucleétidos)
flanqueado por regiones UTR 57y 3°, que codifica para un precursor polipeptidico,
del cual se derivan 10 proteinas virales a través del procesamiento co y post-
traduccional por proteasas celulares y virales (43). Estas regiones UTR influyen en
la traduccién del genoma viral y en la replicacion, ya que a la regién UTR 5°se une
la ARN polimerasa-ARN dependiente/metiltransferasa viral (NS5). La sintesis de la
poliproteina ocurre en el citoplasma y en el Reticulo Endoplasmatico (RE). El
procesamiento proteolitico resulta en la formacion de tres proteinas estructurales:

proteina de la capside (C) y las dos proteinas de superficie,membrana (M) y



envoltura (E), asi como siete proteinas no estructurales: NS1, NS2A, NS2B, NS3,
NS4A, NS4B y NS5 (44).

La entrada del virus a la célula ocurre mediante endocitosis y estd mediada por la
union del viribn a receptores especificos expresados en las células como los
receptores de manosa, los receptores de adhesion intracelular 3 no asociada a
integrina, especifica de células dendriticas (DC-SING), CD14, heparan sulfato,
proteinas de choque térmico HSP70/HSP90, proteina reguladora de la glucosa
(GRP78), el receptor de laminina y las proteinas TIM y TAM (45). También hay
evidencias que el virus puede entrar a las células humanas a través de la interaccion
con otras moléculas como los receptores de vitronectina, los receptores scavenger

y los receptores de células NK (KIR) (46).

Independientemente del tipo de interaccion virus-célula, ocurre la internalizacion de
este formandose el endosoma, compartimiento donde ocurre la fusion de la
envoltura del virus con las membranas de la célula, lo cual parece ser dependiente
del pH. Las condiciones &cidas activan la fusion de la proteina E tras sufrir
determinados cambios conformacionales, lo cual permite la penetracion de la

nucleocapside al citoplasma (47).

La replicacién empieza con la sintesis de una cadena ARN de polaridad negativa
que sirve como molde para la sintesis de nuevos ARN progenie de polaridad
positiva. La sintesis del RNA viral es asimétrica, con una acumulacion de RNA(+)
diez veces mayor que la cantidad de ARN(-) sintetizada (27). En las células
infectadas por DENV pueden apreciarse cambios estructurales en membranas
perinucleares (48). La traduccién es dependiente de caperuza, y la metilacién de la
caperuza 5 ayuda a evadir las defensas antivirales innatas que inhiben la
traducciéon en células infectadas. La traduccion del unico ORF produce una
poliproteina larga que es co y postraduccionalmente escindida en 10 proteinas. Los
cortes son llevados a cabo por proteasas celulares y virales. Para el ensamblaje de
las nuevas particulas el extremo N-terminal de la proteina C actla como una
secuencia sefial (49). Los viriones parcialmente ensamblados son transportados al

RE de la célula hospedera, donde las nucleocédpsides son envueltas con la
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membrana del RE que ya contiene las proteinas virales E (envoltura) y prM (pre-
membrana), formandose viriones inmaduros de unos 60 nm de diametro.
Finalmente, estas particulas son transportadas a traves de la ruta secretora celular,
mientras las proteinas prM son escindidas por la proteasa celular furina y se obtiene
proteina M, lo cual desata una redisposicion de las moléculas de M y E para formar
los viriones maduros (50). Tras el ensamblaje los viriones y su transportacion a
través de la ruta secretora, son liberados en la superficie celular. Pasos adicionales
de maduracion ocurren durante la salida del virus, como la modificacion de prM y E
por adiciones y deleciones terminales (43). La liberacion del virus puede ocurrir por
fusion de las membranas de la vesicula exocitica que contiene al virus con la
membrana citoplasmatica o por efecto citopético, a través de rupturas puntuales en

la membrana celular (51).

Papel de los lipidos en la replicacion del virus dengue

En la dltima década se ha producido un aumento en los estudios que investigan el
papel de los lipidos en la replicacién de los virus +ARN, en particular de los
esteroles, y observaron que los sitios de contacto de la membrana y las proteinas
de transferencia de lipidos son secuestrados por los virus y juegan un papel

fundamental en la formacion de compartimientos de replicacion viral (52).

Diversos estudios describen que los lipidos circulantes son importantes para varios
pasos en el ciclo replicativo de DENV (51, 53-55). La mayoria de las moléculas
descritas como receptores para el DENV estan presentes en los complejos ricos en
colesterol (balsas lipidicas) o se reubican en estas estructuras después de la
interaccion del receptor y la particula viral (56). Puerta y colaboradores (57)
describen que, durante una infeccion secundaria por un mecanismo dependiente de
anticuerpos, el receptor Fc debe ser traslocado a balsas lipidicas para la
internalizacion de las particulas virales del DENV vy la infeccidn posterior, todo esto
sugiere que DENV modula el metabolismo de los lipidos celulares para establecer
un entorno Optimo para su replicacion (58). También se ha demostrado que las
lipoproteinas de alta densidad (HDL) favorecen la entrada del DENV a la célula,

mediada por uno de sus principales componentes, la ApoA-I, que se asocia con las
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particulas virales promoviendo la infeccion al facilitar la entrada del virus a la célula
diana (59).

Patogenia de la infeccién por denque

Los mecanismos implicados en la patogénesis de la enfermedad no estan
totalmente esclarecidos. En este sentido se han planteado varias hipotesis que

tratan de explicar la aparicion de la forma severa de la enfermedad (44, 60)

La hipotesis sobre el fenomeno amplificacion dependiente de anticuerpo (ADA),
propuesta por Halstead en 1970 (23), expresa la respuesta inmune humoral a una
infeccion primaria por un determinado serotipo que origina anticuerpos
neutralizantes, capaces de proteger al individuo contra el virus homologo vy, en
menor medida, contra serotipos heterdlogos. Durante una infeccion secundaria se
formarian entonces inmunocomplejos (IC) cuyos anticuerpos serian menos
eficientes en la neutralizacion de la particula viral. Estos IC, formados por
anticuerpos de las subclases IgG1 e IgG3, serian internalizados por las células del
sistema fagocitico mononuclear (monocitos y macrofagos), al interactuar con los
receptores Fcy tipo | y Il en ellas presentes. Se favoreceria, de esta manera, la
diseminacién viral, ya que estos IC entran a las células hospederas mas rapido que
los viriones no acomplejados. En estas condiciones, como resultado de la lisis de
las células mononucleares de la sangre periférica infectadas, pueden ser liberados

al medio extracelular metabolitos intracelulares, como IL-8 e interferon gamma (IFN-
Y) (44).

Una segunda hipétesis de la patogenia del dengue es la marcada activacién de
linfocitos T y la induccion de reactividad cruzada a células T CD4+ y células T CD8+
citotoxicas, que reconocen a los antigenos virales del virus del dengue en monocitos
infectados. El resultado de este proceso puede traer consecuencias patoldgicas en
los pacientes, debido a la liberacion de citoquinas con propiedades vasoactivas y
procoagulantes, la activacion del complemento y la liberacion de interferon gamma
(39).
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Otra hipotesis se refiere a un cambio fenotipico rapido, la seleccién de mutantes de
escape a la neutralizacion. En algunas ocasiones, las particulas virales escapan de
la neutralizacion efectuada por los anticuerpos, pues en el proceso de sintesis de
sus proteinas estructurales no son expresados aquellos determinantes comunes al
serotipo causal de la primoinfeccion. Cuando estas son transmitidas, de forma
mayoritaria se multiplican en otros individuos con igual historia primaria y son
capaces de desarrollar el cuadro mas severo de la enfermedad. Los anticuerpos
predominantes en dichos individuos son, por tanto, contribuyentes con el fenomeno
ADA, porque, al no poder neutralizar la infeccion por medio de su porcién Fc, se
unen a diferentes tipos celulares donde encuentran los receptores correspondientes
(28).

Las lipoproteinas de alta densidad (HDL) han adquirido importancia en el contexto
de la patogénesis del dengue, ya que se han reportado cambios en el perfil lipidico
durante el curso de la infeccion por DENV, los cuales dependen de la severidad de
la enfermedad (51). Se ha observado que los niveles de HDL y lipoproteinas de baja
densidad (LDL) se encuentran disminuidas en pacientes con dengue grave
comparado con individuos sanos y en pacientes con dengue sin signos de alarma.
A pesar de estos hallazgos, aun se desconoce el papel que juegan las HDL en la
patogénesis de la infeccion por DENV, y es poco lo que se conoce sobre la

interaccion del virus con estas lipoproteinas (61).

Por ultimo, la hipbtesis mas acertada es la integral planteada por Kouri y
colaboradores en 1987, la cual plantea que la presencia o ausencia de factores
individuales en el contexto de los factores epidemiolégicos y virales hacen posible

0 no la evolucién a un cuadro clinico de dengue grave (31).

Respuesta inmune

La respuesta inmune innata, al parecer, tiene un importante papel protector durante
la infeccion con el virus del dengue (62) . Uno de los componentes fundamentales
de este tipo de respuesta son los linterferones a, By Y (63). Entre las fuentes

principales de estos mediadores, se encuentran las células asesinas (NK, -del
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inglés- natural killers) las cuales son un componente critico del sistema inmune
innato y proporcionan una defensa temprana contra las infecciones virales, al ser
rapidamente reclutadas en organos y tejidos por factores quimioatrayentes
producidos por células infectadas con virus y por los macréfagos residentes
activados (64). Los estudios clinicos y experimentales han sugerido un papel
protector de las células NK durante las primeras etapas de la infeccion por DENV.
En pacientes adultos, se observo que el dengue leve se correlacionaba con un
mayor numero de células NK activadas circulantes que presentaban perfiles de
moléculas citotoxicas y de adhesion (65). Las NK activadas pueden inhibir la
infeccion viral mediante la muerte de las células infectadas y la secrecion de IFN y
(66). Las células NK también parecen desempefiar un papel clave en la citotoxicidad
celular dependiente de anticuerpos (CCDA) contra las células infectadas por DENV
durante las infecciones secundarias cuando los anticuerpos anti-DENV estan
presentes. Por otra parte los macrofagos son una fuente importante de IFNa / B que
inducen a su vez la proliferacion de células NK, la citélisis de células infectadas con

virus mediada por NK y la secrecion de quimiocinas (67).

La informacion respecto a la adquisicion de inmunidad después de una infeccion
por el virus es limitada. En humanos y monos infectados natural o
experimentalmente con el virus se detecta una rapida y potente respuesta de
anticuerpos. La presencia de anticuerpos neutralizantes por mas de cuatro décadas
después de un episodio infeccioso sugiere el desarrollo de inmunidad de por vida al

serotipo especifico (68).

Estudios muestran que, al parecer, la respuesta CCDA (citotoxicidad celular
dependiente de anticuerpos) también esta involucrada en la proteccién frente a

infecciones virales (69, 70) .

Se ha reportado que las células T tienen una funcidn tanto patolégica como
protectora durante la infeccion por dengue, definiendo en gran medida la evolucion
de lainfeccidn. Las células dendriticas infectadas con dengue presentan el antigeno
a las células T CD8 + y CD4 + en las zonas de células T de los linfonodos que

drenan, donde comienza la respuesta inmune adaptativa. Las células T CD4 +
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activadas proporcionaran ayuda a las células T CD8 + que luego pueden eliminar
directamente las células infectadas por dengue mediante el reconocimiento de una
variedad de proteinas del dengue, incluidas las proteinas NS3 y NS1.2a no
estructurales (71). En casos asintomaticos, se ha observado un elevado niumero de
células T CD4 + activadas en el control de la infeccion por dengue, demostrando su
papel. Las células T CD8 + se dirigen principalmente contra proteinas mientras que
las células T CD4 + estan sesgadas hacia la envoltura, capside y epitopos NS1(72).
Se ha informado que en la respuesta inmune de memoria frente a la infeccion
secundaria por DENV, la presencia de memoria heterdloga y reactividad cruzada de
células T CD4 + especifica para un serotipo de VDEN primario exacerbara la

patologia inmunitaria (73).

El papel de los linfocitos T ha demostrado ser importante en la respuesta inmune
celular frente al virus dengue y definen en gran medida la evolucion de la infeccion.
Tras la infeccion natural o inmunizaciones con vacunas vivas atenuadas, el analisis
de las células mononucleares de sangre periféricas reveld la activacion de clones
de linfocitos T CD4+ y CD8+, los que, en su mayoria fueron serotipo-especificos.
En un estudio longitudinal en individuos vacunados contra fiebre amarilla, se han
observado patrones de citoquinas oscilantes e independientes en células T CD4+,
con bajo porciento de IL-12+, IL-4+ e IL-10+ en el dia 7 y frecuencia aumentada de
células TNFa en el dia 15, junto con el aumento de células positivas a IFNy e IL-5
en el dia 15 y 30, en este dltimo dia, también se observaron cambios tardios en las
células T CD8+ IL-12+ e IL-5+ (74). En la inmunidad dependiente de estos clones,
al igual que en la respuesta de anticuerpos, la infeccidbn secuencial conduce al
desarrollo de respuestas de reactividad cruzada, capaces de reconocer otros

serotipos del complejo dengue (75, 76).

Estudios realizados ex vivo mostraron que, en los dias de la defervescencia, durante
el curso de una infeccion aguda, la apoptosis podria ser un potencial
inmunomodulador en la respuesta inmune adaptativa al virus (77). Otras evidencias
sugieren que la apoptosis de las células T CD8+ durante la infeccion aguda por el

virus del dengue podria estar asociada a bajos niveles intracelulares de la proteina
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anti-apoptética Bcl-2 (del inglés B cell lymphoma) (78). Sin embargo, otros estudios
sustentan evidencias que involucran los mecanismos apoptoticos asociados al
desarrollo de la patogenia de la enfermedad (79) . Se plantea que, para el caso del
virus del dengue la produccion intracelular de las proteinas virales es esencial en la
produccion de apoptosis. De esta manera, las proteinas M y NS3 han mostrado

actividad pro-apoptotica (80).

Otros estudios ex vivo realizados durante una infeccion secundaria que mostraron
la apoptosis de linfocitos T CD8+ especificos a péptidos de la NS3 sugirieron que
esta podria estar involucrada en la explicacién del fenomeno del pecado original
antigénico. De esta forma, podria ocurrir apoptosis de las células T de alta afinidad
y expansion de células T de reactividad cruzada de baja afinidad, lo cual disminuiria
el aclaramiento viral, llevando a un incremento de la carga viral y a las formas mas

severas de la enfermedad (81).

Las citoquinas son proteinas de bajo peso molecular (por lo general menos de 30
kDa) organizadas en familias estructuralmente diversas que actian mediando
interacciones complejas entre células principalmente del sistema inmunitario de
origen linfoide, células inflamatorias y células hematopoyéticas. Las citoquinas
‘controlan” el sistema inmune y sus funciones son muy variadas: activacion,
proliferacion, diferenciacion y maduracion de células, comunicacién entre células
del sistema inmunitario y en algunos casos, ejercen funciones efectoras directas
como la apoptosis. Aunque su fuente primaria son los leucocitos, pueden ser
producidas por otras muchas células. La mayoria de las respuestas celulares a
estas moléculas son lentas, ocurriendo en periodo de horas y requieren sintesis de

novo de ARNm y proteinas (82).

Las citoquinas se producen durante las fases efectoras de la inmunidad innata y
especifica y sirven para regular las respuestas inmunitarias. Su produccion y
secrecion es un hecho breve y autolimitado y sus actividades funcionales son
redundantes, pues distintas citoquinas pueden producir el mismo efecto. Algunas

citoquinas inducen la sintesis de otras, lo que conlleva a la produccién de cascadas
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en la que la segunda o tercera citoquina puede mediar el pretendido efecto de la

primera (83).

Las citoquinas pueden influir sobre el efecto de otras a través de un efecto
antagonista o sinérgico y pueden clasificarse funcionalmente como (84, 85):

Citoquinas Pro-inflamatorias

IFN y,también llamado IFN tipo Il o inmunoregulador, es secretado por las células
CD8, CD4, TH1, y NK, que la producen solo si estan activadas en respuesta a
antigenos o en respuesta a IL-2 y su produccién se inhibe por la IL-10, TGFB, IL-4
y glucocorticoides. (86, 87). Casi todos los tipos de células poseen receptor para
IFNy y responden a su unién a esta citoquina aumentando su expresion de MHC |
(88). Por esto las células en la vecindad de un linfocito activado que libera IFNy se
tornan eficaces presentadoras de antigenos enddégenos y constituye un eficiente
blanco para los linfocitos CD8+. El IFNy también aumenta la expresion de MHC 1l
en las células presentadoras de antigenos especializadas, potenciando también la
presentacion a los linfocitos CD4+. También induce la expresion de MHC Il “de
novo” en células endoteliales, epiteliales, y del tejido conjuntivo, reclutandolas como
células presentadoras de antigenos a linfocitos CD4 en sitios de reaccion
inmunitaria intensa (88, 89). Es un potente activador de macrofagos. Aumenta su
actividad microbicida considerablemente, y le induce a liberar IL-1, IL-6, IL-8, y TNF
a. También activa neutrofilos, células NK y células endoteliales vasculares (90).
Estas ultimas en su presencia se diferencian a vénulas endoteliales altas y se
vuelven mas adhesivas para neutrofilos y linfocitos (91). Esta citoquina también
promueve la diferenciacién de células B y CD8+ a efectoras activas, pero no su
proliferacion. Potencia la actividad TH1, y disminuye la produccién de IL-4 por TH2,
inhibe los efectos de la IL-4 sobre la célula B, evitando el cambio a IgE e induciendo
IgG1 (92).

TNFa: Es una citoquina pro-inflamatoria multifuncional, aislado en 1984, y
nombrado por su accion citotdxica sobre las células tumorales de raton induciendo

regresion del tumor. Es producida por monocitos, macrofagos, células dendriticas,
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linfocitos TH1 y otras. Esta citoquina interviene en la hematopoyesis y la
morfogénesis, y esta involucrada en enfermedades como la artritis reumatoide, la
diabetes, el infarto del miocardio, el rechazo a injertos y el Sindrome de
inmunodeficiencia adquirida (SIDA). Estimula al higado a producir proteinas de fase
aguda, e induce el catabolismo de musculos y grasa para la obtencién de energia,
y actla a nivel del hipotalamo causando fiebre y somnolencia (93). En cantidades
excesivas activa las vias de la coagulacion y causa inflamacién, siendo la causa
principal de complicaciones sistémicas como la cascada que conduce al choque

hipovolémico (94, 95).

El TNFa es la principal citoquina que regula la inmunidad innata y media la
inflamacion aguda. Su accion sobre las células endoteliales resulta en la produccion
de selectinas y ligandos de las integrinas leucocitarias que median la diapédesis, y
en la induccién de la produccién de quimoquinas que intervienen en la quimiotaxis
y reclutamiento de leucocitos. El TNFa activa neutrofilos y macrofagos, induce la
produccion de reactivos intermediarios del oxigeno Yy la secrecion de IL-1 (96). Esta
citoquina forma un lazo autoregulatorio con la IL-10, en el cual el TNF es un potente
inductor de IL-10, y la IL-10 es una reguladora represora del TNF (97). Actla sobre
las células a través de varios receptores, promoviendo diferentes efectos. Su union
al TNFR1 promueve respuesta inmune sistémica e inflamacion. Su unién al TNFR2,
solo presente en tejido renal, induce dafo tisular mediado por complemento. El
TNFRS3 es esencial para la induccién de interferones y de IL-10 (98).

Citoguinas Inmuno-requlatorias

TGFB: Es una molécula altamente conservada, que constituye una adaptacion
evolutiva para proteger al hospederode los eventos inflamatorios destructivos (99).
Fue descubierto inicialmente como un factor de crecimiento de fibroblastos que
promovia la reparacion de heridas. Tiene también una actividad anti-proliferativa
considerable y actia como un regulador negativo de la inmunidad y la
hematopoyesis (100). El TGF 8 se produce por muchos tipos celulares que incluyen
macrofagos activados y linfocitos T. Los humanos expresan cuando menos 3

variantes de esta citoquina, llamados TGF beta 1, 2 y 3. Son productos de genes
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separados, pero todos ellos se enlazan por los mismos 5 tipos de receptores
celulares superficiales de gran afinidad. Los receptores de tipo | son trasmisores de
sefiales intracelularmente, en tanto que la funcion de los receptores I, IV y V no
es muy clara (101, 102). El TGF beta tiene efectos anti-linfoproliferativos en una
amplia variedad de células que incluyen macréfagos, células endoteliales y linfocitos
T y B. También suprime la produccion de la mayor parte de las linfoquinas y
monoquinas y reduce la expresion celular de las proteinas MHC Il y de los
receptores de IL-1. Bloguea también los efectos linfoproliferativos sobre linfocitos T
y B, y activadores de células NK de la IL-2 y los de la IL-1 sobre los timocitos. Inhibe
la generacién de células T citotéxicas. Por tanto el TGF beta es singular en lo que
se refiere a que puede actuar como un regulador de retroalimentacién negativa que

abate las reacciones mediadas inmunitariamente (99, 103).

Esta citoquina ha ganado gran interés en los ultimos afios (104). TGFf es producida
por la subserie de células T reguladoras TR1, junto a la IL-10, y por las TH3. El
TGFB més la IL-2 inducen la expresién de novo de FoxP3 en linfocitos virgenes, los
cuales ganan asi funciones regulatorias, transformandose en TR1-like, productoras
de IL-10. Sin embargo en unién a la IL-6 y ausencia de IL-2 induce la diferenciaciéon
ala TH17, las cuales tienen un papel importante en la autoinmunidad (105). EI TGF
tiene, por tanto, un papel dual en la inmunidad, que contribuye a la regulacion de la
tolerancia periférica (106). (107) (Ming y Cols. 2007).

IL-10: La IL-10 es una citoquina pleiotrépica que actla en diferentes tipos de células.
Inicialmente fue identificada como una citoquina pro-inflamatoria (108) pero estudios
mMAas recientes plantean que representa una de las mas importantes citoquinas
inmunorregulatorias que actta en la fase de resoluciéon. La familia de la IL-10, a la
cual pertenecen la IL-10, la IL-19, IL-20, IL-22, IL-24, la IL-26 y mas recientemente
la IL-28A, la IL-28B y la IL-29 comparten caracteristicas similares como que: sus
genes codificantes se encuentran agrupados, poseen similar estructura gendémica,
similar estructura proteica primaria y secundaria y usan complejos de receptores
similares. A pesar de esta familia compartir caracteristicas similares poseen

funciones biologicas diferentes (109) .
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Estudios en una amplia variedad de patdgenos muestran que la resolucién de una
infeccion requiere de una respuesta coordinada, en la cual los mecanismos
inflamatorios iniciales eliminen al patdgeno, y luego ocurra un inmediato control por

la IL-10 que evite los dafios inmunopatolégicos (110).

Entonces, el momento en que se liberan, las cantidades relativas y la duracion de
la liberacion de las citoquinas pro y anti inflamatorias, son puntos criticos en el
control justo de la infeccion sin dafios colaterales(111). La IL-10 también es
importante en el contexto de las células T reguladoras. Es producida por la subserie
de Treg TR1, junto al TGF[3, también por las “TR1-like”, las cuales se generan en
periferia a partir de linfocitos virgenes, tras la induccién de IL-2 y TGFB. Es
particularmente importante en la respuesta a antigenos en las interfases con el

medio ambiente, como el intestino, los pulmones y la piel (112).

Mediadores de citotoxicidad

Perforina y granzima: Son moléculas mediadoras de citotoxicidad producidas por
células con capacidad citotoxica, tanto de la inmunidad innata, células NK, como de
la inmunidad adaptativa, linfocitos T, mayormente CD8+ (113, 114) Las células NK
poseen granulos preformados durante su desarrollo y su respuesta efectora de
liberacibn de los mismos es rapida, en respuesta al balance entre sefiales
activadoras o inhibitorias. La perforina es critica para la citotoxicidad mediada por

granulos presentes en las células NK vy los linfocitos citotoxicos (115, 116).

La granzima B es el miembro mas estudiado de las familias de las granzimas, y es
un potente activador de la apoptosis de forma tanto dependiente como
independiente de las caspasas (117). Es una aspasa, que escinde detras de los
residuos de acido aspartico, aunque la hidrélisis es dependiente de la interaccion

con una secuencia optima de sustratos (118).

FasL: Es uno de los llamados “receptores de muerte”, otro de los mecanismos
citotoxicos utilizados por los linfocitos Tc (119-121). Estos receptores son activados
por miembros de la superfamilia del TNF conduciendo a una cascada de eventos

intracelulares que conducen a la muerte celular, proceso regulado por un grupo de
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proteinas citoplasmaticas miembros de la familia Bcl-2, que tienen funciones anti y
proapoptoticas (122, 123). Se considera que la activacion del programa de muerte
celular en respuesta a las infecciones virales es un mecanismo de defensa
temprano para prevenir la diseminacion de la infeccion seguido de la accion de las

células NK y los linfocitos Tc (124).

Quimoquinas:

Las quimoquinas forman una familia de pequefias proteinas con actividad
guimoatrayente, que se clasifican en 4 grupos dependiendo de la presencia de
determinados aminoacidos entre las dos primeras cisternas conservadas de su
extremo N Terminal. Se unen a los receptores para quimoquinas C-C, que
pertenecen la superfamilia de receptores acoplados a proteina G. Su union induce
una cascada de eventos intracelulares que rapidamente llevan a un amplio rango
de funciones celulares incluyendo quimiotaxis, desgranulacion, fagocitosis y sintesis
de mediadores pro-inflamatorios (125), a través de las cuales participan en una gran
cantidad de eventos en el organismo tales como desarrollo de érganos linfocitarios,
metastasis, cicatrizacion, angiogénesis, y en otros directamente relacionados con la
respuesta inmune como diferenciacion de las células T, reclutamiento de células,

trafico linfocitario e inflamacion.

IL-6: La cual inicialmente identificada como un factor de diferenciacion de las células
B es una citoquina multifuncional que regula la respuesta inmune, la fase aguda de
la respuesta, la hematopoyesis y la inflamacién. La IL-6 es producida por varios
tipos de células, influye sobre varios tipos de células y tiene multiples actividades
biologicas a través de su Unico sistema de receptores (126)

MCP-1: Es la proteina quimoatrayente de monocitos 1, es el prototipo de
guimoquina C-C y exhibe la mas potente actividad quimoatrayente para monocitos
y linfocitos. Se expresa en una amplia variedad de células en respuesta a estimulos
pro-inflamatorios, incluyendo TNF a, IL-1 a e IL-1 B, y a su vez induce a los
monocitos y macréfagos a secretar TNF a, IL-1 ay B (127) Las células endoteliales

son importantes fuentes de MCP-1, y pueden elevar significativamente los niveles
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de esta quimoquina durante las infecciones. La MCP-1 actua de forma autocrina
induciendo apertura de las uniones inter-endoteliales (128).La proteina C reactiva
induce la liberaciébn de MCP-1 por las células endoteliales (129). MCP-1 es critica
en dirigir la extravasacion de CMSP hacia sitios de inflamacion, infeccion y traumas
(130). Existen reportes que refieren sobreexpresion de MCP-1 en monaocitos y
macrofagos en respuesta a la infeccién por dengue (131, 132), asi como en células
endoteliales (129, 133).

MIP-1a: Es una quimoquina crucial en la quimoatraccion de células T a los tejidos
inflamados, y en la regulacion del transito trans-endotelial de monocitos, células
dendriticas y células NK (134-136). Tiene un papel también importante en la
patogenia de muchas enfermedades con condiciones inflamatorias como las
enterocolitis y la colitis ulcerativa, la artritis, la psoriasis, la formacion de granulomas,
la esclerosis multiple, la sarcoidosis pulmonar y el asma (137-140). En este sentido
es quimoatrayente de forma particular para los baséfilos en la respuesta a
alergenos, induciendo la liberacion de histaminay el desarrollo de eosinifilia y puede
ser producida por lineas celulares de basdfilos y eosindfilos , actuando sobre ellos

de forma autocrina (141).

IP-10: Proteina de 10 kDa inducida por IFN- y TNF- en monocitos, neutrofilos,
células endoteliales, keratinocitos, linfocitos y fibroblastos (142). El IFN-y no es
capaz de inducir la produccion de IP-10 en los neutréfilos por si mismo o asociado
a agonistas como FMLP, IL-8, G-CSF y GM- CSF. Sin embargo, en combinacién
con TNF-a, lipopolisacaridos bacterianos (LPS) o IL-1-beta resulta en una
considerable expresion y liberacion. La respuesta de induccion de IP-10 es
bloqueada por las citoquinas IL-10 e IL-4 (143). Se ha sugerido que la IP-10 puede
jugar un importante papel en las reacciones de hipersensibilidad retardada. Entre
otras de las funciones descritas para la IP-10 se propone que la misma interviene
en la regulaciébn del crecimiento de células hematopoyéticas progenitoras
inmaduras de la inmunidad antitumoral, actuando en algunos casos como potente

inhibidor enddgeno de la angiogénesis (144).
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RANTES: Es una quimoquina inductora de activacion de leucocitos y células NK,
quimiotaxis , adhesion y migracion transendotelial (145). Su secrecion temprana
forma un gradiente local y recluta varios subgrupos de leucocitos circulantes al sitio
de infeccion, ademas de actuar sobre las células del endotelio, facilitando la
expresion de moléculas de adhesion y por ende la diapédesis (146). RANTES se
une a varios receptores, CCR1, CCR3y CCR5 entre ellos. Se ha demostrado que
esta quimoquina atrae monocitos y linfocitos T via CCR1, y eosindfilos y basofilos
via CCR3, y actua sobre los linfocitos T también a través de CCR5, a través del cual
recluta preferencialmente linfocitos con fenotipo de memoria, resultando entonces
de importancia en las respuestas inmunes secundarias (147). La produccién de
esta quimoquina se ha observado en células basofilos y mastocitos infectados por
dengue y hepatocitos humanos (139, 141). Avirutnan y colaboradores han reportado
induccion de regulacion transcripcional CCL5/RANTES en células endoteliales
infectadas por dengue (148). Esta quimoquina también ha sido estudiada en
pacientes con enfermedad aguda por dengue, donde este mediador mostro
diferencias entre pacientes de FHD y FD, siendo menores en los casos de FHD
(149).

IL-8: La IL-8 es una pequefia molécula con funciones quimiotacticas que contiene
cuatro cisteinas caracteristicas, con una organizacion CXC. Se secreta por una
variedad de ceélulas, y tiene numerosos roles incluyendo el reclutamiento de
eosindfilos, neutrofilos y células T a la superficie de del endotelio, y la induccién de
expresion de moléculas de adhesién, lo cual conduce a la unién y extravasacion de
estas células y al aumento de la permeabilidad celular . En las células endoteliales
la IL-8 puede actuar de forma autocrina e inducir reorganizacion del esqueleto
celular, apertura de las uniones inter-endoteliales, y aumento de la permeabilidad,
asi como expresion de moléculas de adhesion por su posible correlacion directa con
la extravasacion de plasma (133, 137, 148, 150-152). Acorde a esto niveles
elevados de esta quimoquina se han asociado a las formas clinicas mas severas de
la enfermedad por dengue, considerandose incluso por algunos como un marcador
de severidad y mal prondstico (153). Un grupo numeroso de trabajos se refieren a

la produccion de IL-8 por diferentes tipos de células tras la infeccién por dengue,
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como monocitos y macrofagos (154), hepatocitos (78), células epiteliales (151),
neutrofilos, sobre los cuales ejerce una particular quimoatraccion, ademas de

inducir su degranulacion y la liberacién de elastasa (155).

Cuadro clinico de la enfermedad

Cada uno de los cuatro serotipos del DENV puede causar un espectro de
enfermedad que puede ir desde una forma clinica inaparente hasta una enfermedad
potencialmente mortal. A mediados de los afios 70 del siglo pasado la OMS propuso
una clasificacion de la gravedad de dengue con el fin de ayudar al diagnéstico, al
abordaje de los pacientes y al monitoreo de la enfermedad. Se definieron entonces
los conceptos: fiebre del dengue o dengue clasico (FD), dengue hemorragico y
sindrome de choque por dengue (156).

Esta enfermedad se clasifica actualmente con niveles de gravedad: dengue con o
sin presencia de sefiales de alarma y dengue grave, sobre la base de datos clinicos
y de laboratorio, lo que permite la identificacion de los signos de alarma como
indicadores precoces de choque para la administracion rapida y enérgica de fluidos

parenterales (157).

El grupo de dengue sin signos de alarma esta representado por individuos que
muestran fiebre y dos o mas de las siguientes manifestaciones: nauseas, vomito,
exantema, cefalea y dolor retro-ocular, mialgias y artralgias, erupcién leve
maculopapular, petequias y leucopenia (158) . Los pacientes de dengue con signos
de alarma se caracterizan por presentar, ademas de los anteriores, dolor abdominal
intenso y continuo, vémitos persistentes, acimulo de liquidos en cavidades serosas,
sangrado de mucosas, letargia, irritabilidad, depresion, hepatomegalia y aumento
del hematocrito asociado a rapida disminucion del recuento de plaquetas. En
relacion con el dengue grave, se presentan tres caracteristicas fundamentales que
demarcan esta fase de la enfermedad: la extravasacion de plasma, hemorragia
grave y compromiso grave de oOrganos como el higado. Los pacientes que

evolucionan a un desenlace fatal desarrollan un estado de shock hipovolémico, con
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insuficiencia respiratoria, sangrado intenso y un compromiso organico importante,

afectacion del sistema nervioso central, del miocardio y otros 6rganos (2).

Oxidantes como moléculas de actividad virucida y citotoéxica generadas en la

respuesta inmunitaria innata.

En los ultimos afios, varios estudios se han centrado en el papel de los agentes
moduladores del redox en el tratamiento de infecciones virales. El objetivo de esta
area de investigacion es identificar nuevas moléculas capaces de dirigirse a las vias
hospedadoras que los virus explotan para su replicacion y/o mejorar la respuesta
inmune a las infecciones virales (159). De hecho, los virus utilizan varias estrategias
para manipular la maquinaria celular hospedadora en su beneficio, incluida la
modulacién del estado redox intracelular. Un desequilibrio del estado redox hacia
condiciones oxidantes es un evento clave durante las infecciones virales. Por
ejemplo, nuestro grupo demostré que los virus de la influenza inducen estrés
oxidativo mediado por una sobreproduccion de especies reactivas de oxigeno
(ROS) y una disminucién del glutation reducido (GSH), el principal antioxidante
intracelular, y que tales condiciones favorecen la replicacion viral (160). La
produccion de ROS estd mediada por la actividad de la familia de la nicotinamida
adenina dinucledtido fosfato (NADPH) oxidasas (NOX), que consta de siete
miembros: NOX1 a NOX5 y las dos oxidasas duales, Duox1 y Duox2, expresadas
en la mayoria de los tipos celulares. Aunque NOX2 desempefia un papel crucial en
la eliminacion de bacterias y hongos, no actda de la misma manera contra los virus
(161). Por ejemplo, NOX2 es producido por las células inflamatorias en respuesta a
infecciones virales y potencia la patologia causada por virus de baja y alta
patogenicidad, incluyendo los virus de la influenza A. De hecho, se ha demostrado
que en ausencia de NOX2, el virus de la influenza causa menos inflamacioén de
lesiones pulmonares, lo que sugiere un papel critico de esta enzima en el control de
la infeccion. NOX2 se expresa en endosomas tras diferentes tipos de infeccidén y su
expresion depende del Receptor Toll-like-7 (TLR-7), que se liga al ARN de doble
cadena (dsRNA), un intermediario transitorio formado durante la replicacion de
muchos virus de ARN, y TLR-9, que reconoce los motivos CpG no metilados dentro
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del genoma viral de los virus de ADN (162). Ademas, la actividad de NOX2 suprime
la sefalizacion antiviral mediante la modificacion de un residuo de cisteina
conservado (Cys98) de TLR-7. En células no fagociticas, NOX2 genera ROS
responsables de la activacion del NF-kB durante las infecciones por el virus sincitial
respiratorio (VSR) y el virus parainfluenza (Sendai) (163). Otro miembro de la familia
NOX, NOX4, se ha descrito como implicado en el control de la replicacion del virus
de la influenza. De hecho, esta isoforma se regula al alza tras la infeccion viral en
células epiteliales pulmonares y es responsable de la generacion de ROS (160). Los
ROS derivados de NOX4 activan las cinasas de proteinas Mitogen Activated Protein
Kinases (MAPK) p38 y ERK1-2 que, a su vez, promueven la exportacion nuclear de
ribonucleoproteinas virales favoreciendo la replicacién viral (164).

Tratamientos disponibles

No existe, hasta la fecha, un tratamiento antiviral especifico para humanos, a pesar
de que se han realizado grandes esfuerzos en este sentido. El control de los
sintomas de la enfermedad se limita a la atencion de apoyo (7, 165) con
analgésicos, reposicion de liquidos y reposo en cama. Se debe prestar especial
atencion a los casos graves de dengue en cuanto a la administracion de liquidos y

el tratamiento de la hemorragia (166).

Otra estrategia importante es la implementacion de métodos preventivos contra el
dengue. La vigilancia y deteccién temprana de casos de dengue son acciones de
primera linea de defensa contra una posible epidemia. La basqueda de antivirales
que interfieran con diferentes pasos del ciclo replicativo del virus o con los
mecanismos de generacion del evento inflamatorio es otra estrategia aplicada por

los investigadores.

Estudio de posibles antivirales

Debido a la falta de eficacia y seguridad de la vacuna Dengvaxia y la ausencia de
antivirales, el desarrollo de nuevos antivirales contra el DENV esta altamente
justificado. Se han investigado varios agentes antivirales por sus actividades anti-

DENV y cada antiviral empledé un modo diferente de inhibicion del DENV. Estos
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antivirales podrian funcionar inhibiendo los receptores o factores de unién de la
célula hospedera o inactivando directamente el virus al atacar las proteinas virales
estructurales o no estructurales (167). Ademas, los antivirales también podrian
apuntar a diferentes etapas durante la postinfeccion, como la replicacion viral al
reducir la produccién de copias de ARN, la traduccion viral al reducir la expresion
de las proteinas virales del DENV o el ensamblaje, maduracion y liberacién viral
(168). Una comprension més profunda de los mecanismos moleculares de inhibicion
del ciclo replicativo del DENV por parte de diversos compuestos es vital para
explotar su potencial como candidatos antivirales. Se podrian evaluar
combinaciones de antivirales con diferentes mecanismos de accion para desarrollar
combinaciones de farmacos sinérgicas para el tratamiento del dengue en cualquier
etapa de la infeccion (169). En la actualidad el aprovechamiento de productos
naturales como potenciales fuentes antivirales ha conllevado a la investigacién de
sus propiedades contra los diferentes serotipos del virus del dengue, utilizandose
no solo extractos totales sino también productos derivados como flavonoides,

alcaloides, polisacaridos, fenoles, entre otros.

Antivirales naturales contra DENV

Durante las Ultimas décadas los investigadores han vuelto su atencion a los
compuestos naturales, tratando de identificar compuestos con posible actividad
antiviral contra el dengue. La naturaleza es un vasto reservorio de sustancias que
pueden ser empleadas por sus efectos farmacol6gicos o pueden servir como guia
para ser optimizadas y lograr el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos con
estructuras moleculares novedosas. Se conoce que numerosas plantas, distribuidas
en todo el mundo, pueden presentar potencial actividad antiviral contra dengue
(170). Es importante sefialar que, segun la OMS, el 80% de la poblacién en muchos
paises de Africa y Asia dependen de la medicina tradicional como su sistema de
salud primario debido a limitantes economicas y geograficas (171).

Dado que el desarrollo de antivirales a partir de moléculas sintéticas requiere una
gran cantidad de tiempo y esfuerzo para disefiar y validar desde cero;el

descubrimiento de compuestos antivirales a partir de productos naturales ofrece una
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alternativa mas econOmica y sencilla, ya que son facilmente accesibles de la
naturaleza y tambien utilizando resultados de la etnomedicina (172). Aungue un
namero de plantas se conocen por su actividad anti-dengue, aln son pocas las
investigaciones que se han publicado con relacion al aislamiento e identificacion de
compuestos de plantas y su evaluacion en busca de actividad antiviral frente a
dengue (173).

Polifenoles y flavonoides

A lo largo de los afos, los polifenoles, que son compuestos naturales que se
encuentran en frutas, verduras, vino y te, han ganado cada vez mas interés
cientifico, ya que se ha informado que exhiben una amplia gama de actividades
farmacoloégicas como  antiviral, antibacteriano,  antioxidante, efectos
antiinflamatorios y anticancerigenos (174-176). Son metabolitos secundarios de las
plantas que participan en la proteccién de la planta de la radiacién ultravioleta (UV),
la infeccidén microbiana y la defensa contra los insectos (176). En los alimentos, los
polifenoles pueden contribuir al color, el sabor, el olor, el amargor, la astringencia y
la estabilidad oxidativa. Ademdas, se espera que tengan efectos secundarios

minimos, ya que forman parte integral de la dieta humana (177).

Los flavonoides son una clase importante de polifenoles con mas de 4000
variedades identificadas en varias especies de plantas y se pueden dividir en seis
subclases: flavonoles, flavonas, flavanonas, antocianinas e isoflavonas.
Independientemente del tipo de flavonoide, siempre se caracterizan por un anillo de
cromano que lleva un anillo de 2 o 3 fenilo que los clasifica como flavonoide o
isoflavonoide, respectivamente (178). La complejidad de las estructuras quimicas
gue ofrecen los flavonoides puede presentar posibles actividades antivirales de
amplio espectro que pueden dirigirse a varias enzimas para interrumpir el ciclo de
replicacion viral (179). Ademas, no todos los flavonoides se absorben con la misma
eficiencia ya que su variacion estructural influye en la tasa de absorcién, el
metabolismo y la biodisponibilidad en el cuerpo (180). Por lo tanto, los efectos

antivirales de los flavonoides dependen de su biodisponibilidad: la proporcion del
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ingrediente activo que se digiere, absorbe y metaboliza a través de las vias

normales y queda disponible en el sitio de accion (181).

Se han informado numerosos flavonoides, entre ellos los curcuminoides, por sus
actividades antivirales contra los virus de ARN envueltos, incluidos los flavivirus y
los alfavirus. De ahi que se hayan estudiado en busqueda de actividad antiviral
frente a DENV-2 (182, 183)

Cldrcuma, curcuminoides

La Curcuma longa es una planta herbacea de la familia Zingiberaceae originaria del
sudeste asiatico conocida comunmente por sus propiedades medicinales en la
medicina tradicional india(184). Son muchas las propiedades atribuidas a los
extractos de C. longa y a su principal componente la curcumina. Esta planta es
utilizada como aromatizante de alimentos, posee propiedades cosméticas, también
ha sido utilizada en la proteccion y tratamiento de afecciones cutdneas, hepaticas,
digestivas y contra parasitos intestinales, como remedio de venenos y de picaduras
de serpientes (185). El rizoma de C. longa ha sido objeto de muchas
investigaciones, se ha intentado encontrar sus principios activos con el fin de
optimizar su actividad y de explicar su mecanismo de accion; se han preparado
numerosos extractos, etanolicos, metandlicos y con distintos solventes para analizar

sus actividades bioldgicas (16).

La curcumina (diferuloilmetano) es el flavonoide causante del color amarillo
caracteristico de los rizomas de esta planta, y es uno de los ingredientes activos
responsable de su actividad bioldgica. La sintesis de este compuesto es conocida y
su estructura fue determinada en 1910 (186). Los reportes afirman que desde 1974
se conoce la actividad antibacteriana in vitro del extracto alcohélico de C. longa, de
la curcumina y de sus aceites esenciales contra las bacterias Gram positivas.
Asimismo, en 1987, se comprobd que la curcumina era bastante tdxica para
Salmonella typhimurium, aunque no para Escherichia coli, y que tenia capacidad
para alterar el ADN en presencia de luz visible. En 1978 se demostro la actividad

antifingica de la curcumina, asi como del uso tépico del aceite de C. longa, en un
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experimento realizado en cobayas y en condiciones in vitro sobre varios aislados

patologicos (187).

Actividad bioldgica de los curcuminoides
Algunos de los efectos bioldgicos de los curcuminoides que pudiesen influir en el

mejor manejo por el organismo de una infeccién viral incluyen:

+ Accion Antiviral: Se observo que la curcumina presente-enla-ctredma puede tener
actividad contra el virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), pues en condiciones
in vitro modulé la activacion de la expresion del gen HIV-LTR, al inhibir
principalmente la activacion del factor nuclear NF-kB(6,8). Investigadores han
manifestado que la circuma posee un resultado antiinflamatorio y reduce los grados
de interleucina-6, que promueve la diferenciacion y maduracion de los linfocitos T y
B, estimula la produccion de inmunoglobulinas por parte de las células B, inhibe la

secrecion de citoquinas proinflamatorias como el TNF-a y la IL-1 (187).

Hasta la fecha se conocen reportes en los cuales extractos de la familia de las
Zingiberaceas han presentado efecto sobre la actividad proteasa del DENV-2 (188),
asi como la inhibicion del proteosoma de células de cancer de colon por accion de
la curcumina (186). Ademas, ha sido reportado que la curcumina afecta la
replicacion de diferentes virus como Coxsackie, VIH, Herpes y Epstein-Barr (189).
En estudios recientes se ha encontrado que la curcumina provoca varios efectos
inhibitorios en células infectadas in vitro con DENV-2 (188, 190, 191).

* Antiinflamatorio: Analisis previos declaran que la curcumina tiene consecuencias
antiinflamatorias y que se logran usar para enfermedades como artritis, inflamacion
ocasionada por contusiones y luxaciones, etc. Estas consecuencias se deben
especialmente por inhibir de la fosfolipasa 2, la ciclooxigenasa y la lipoxigenasa
enzimas que originan el descenso de la respuesta inflamatoria y no perjudica el
aparato digestivo puesto que también tiene funcion defensora en dicho érgano y sin
ocasionar consecuencias al Sistema Nervioso Central (186). Se reportan datos en
humanos que indican el posible beneficio de la curcumina como antiinflamatorio al

graduar la sefal de las citoquinas, una clase de moléculas proinflamatorias (192).
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* Hipocolesterolémico: Produce una disminucion importante en los triglicéridos

plasmaticos y algo menos drastica del colesterol total (193).

* Inmunomodulador: Se demostr6 que los curcuminoides y polisacaridos presentes
en Curcuma longa, producen efectos estimulantes sobre la proliferacion de células
mononucleares de sangre periférica y la produccion de citoquinas. Tales efectos
inmunoestimulantes pueden ser de gran importancia para utilizar esta planta como
suplemento adyuvante en pacientes con cancer, especialmente cuando la funcién

inmune esta deprimida como en caso de la quimioterapia (194).

Aunque la curcumina es segura y eficaz, no es un agente terapéutico aprobado
debido a su baja biodisponibilidad, baja solubilidad acuosa y complicaciones con la
administracion compuesto, que son desafios que aun deben superarse (195). Las
modificaciones en la estructura quimica y el aumento de la biodisponibilidad
utilizando vehiculos de entrega como nanoparticulas y emulsiones son algunas de
las muchas estrategias que se pueden emplear para mejorar la biodisponibilidad de

la curcumina (196).

Curmeric

En Cuba, la Curcuma longa se encuentra originalmente en las regiones montafiosas
de Pinar del Rio y Santiago de Cuba, pero no existen reportes sobre el uso
tradicional de esta planta (197). Actualmente el desarrollo de nutracéuticos con altas
propiedades terapéuticas o preventivas es un tema importante en Cuba (198). Por
definicién, un nutracéutico es un suplemento dietético, presentado en una matriz no
alimentaria (pildoras, capsulas, polvo, etc.), de una sustancia bioactiva natural
concentrada, habitualmente presente en los alimentos. Tomado en una dosis
superior a la existente en los alimentos, se presume que tiene un efecto favorable
sobre la salud (199).

Desde 2016, el desarrollo de un nutracéutico a partir de C. longa es un proyecto de
investigacion asociado al Programa Nacional de Medicina Natural y Tradicional del
Ministerio de Salud Publica de Cuba. Recientemente se elabord un nutracéutico
cubano a partir de C. longa cosechada en la Provincia de Artemisa con el apoyo de
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las autoridades sanitarias y del gobierno de La Habana y los Departamentos de
Servicios Farmacéuticos y Medicina Natural y Tradicional del MINSAP. Segun
parametros microbiologicos y fisicoquimicos, este nutracéutico (denominado
Curmeric®) cumple con los requisitos de buenas practicas de calidad farmacéutica
en todos sus pasos y tiene un alto contenido en polifenoles y curcumina (21), lo que
justifica su alta capacidad antioxidante in vitro, medida por la capacidad para
secuestrar el radical 2,2-Difenil-1-Picrilhidrazilo (DPPH). La actividad
antiinflamatoria del Curmeric también se demostr6 en el modelo de granuloma
inducido por disco de algodon, lo que sugiere su propiedad para reducir la
inflamacion sistémica y la infiltracion celular, y se demostraron efectos reductores
de lipidos en ensayos con ratones knockout para APOE (192). Posteriormente,
estudios clinicos y de laboratorio demostraron que el extracto era seguro y
presentaba efectos antiinflamatorios y antivirales contra el coronavirus bovino,

miembro del mismo subgénero que el SARS-COV-2 (192).

En 2021, el Comité de Innovacién del Ministerio de Salud Publica autorizo el
Curmeric para su uso en estudios de intervencion controlados, segun la Normativa
Uniforme Cubana del Registro Publico de Ensayos Clinicos de Cuba. La seguridad
y efecto del nutracéutico contra el SARS-CoV-2 en humanos quedd demostrada
durante una intervencion sanitaria realizada en 2021 en las provincias de Ciego de
Avila y Granma, cuando ambos territorios cubanos reportaron picos de la variante
delta del SARS- CoV-2. Este estudio demostro el efecto de Curmeric en COVID-19,
ya que su uso temprano acorté el tiempo de resolucion de los sintomas asociados
al virus (22). En 2022 Cuba incorpor6 el producto Curmeric a la lista basica de
productos naturales, y se administr6 a mas de 100 000 pacientes con contactos
sospechosos, positivos y convalecientes del virus respiratorio. Se observo que la
poblacién de las regiones donde se administr6 Curmeric reportaron una menor
incidencia de casos graves de dengue (T. Valdes, comunicacion personal, abril
2023)
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3. Materiales y métodos

3.1. Lineas Celulares vy Virus

Vero (CCL81): Linea celular de morfologia epitelial y crecimiento adherente
derivada de riidbn normal de mono verde africano (Cercopitecus aethiops) adulto.

Thp-1 (TIB-202): Linea celular de morfologia monocitica y crecimiento en
suspension aislada de sangre periférica de un paciente humano (Homo sapiens) de

1 afio de edad con leucemia monocitica aguda.

Virus Dengue 2 cepa Al5 con 4 pases en cerebro de ratdn lactante y 6 pases en
C6/36HT.

3.2. Medios para cultivo celular

La linea celular Vero, fue cultivada con Medio Minimo Esencial Eagle (MEM)
completo. La linea celular Thp-1 sera cultivada en medio RPMI-1640 completo

suplementado con 0.5mM de 2-Mercaptoetanol.
Medio de crecimiento: Medio completo suplementado al 10% de STF inactivado.
Medio de mantenimiento: Medio completo suplementado al 2% de STF inactivado.

Medio Overlay: Consiste en 3% de carboximetilcelulosa en solucién acuosa mas
medio MEM 2X suplementado al 10% de suero de ternera fetal (STF) inactivado por
calor y 100 U/mL de penicilina, 100 pg/mL de estreptomicina y 25ug/mL de
anfotericina B.

3.3. Ensayo de citotoxicidad por reduccién del compuesto MTT

Un volumen de 100 pL de una suspension de la linea celular Vero a una
concentracion de 200 000 células/mL en medio de crecimiento fue sembrada en una
placa de 96 pocillos e incubada en atmosfera humeda a 37°C y 5% de CO:2 durante
24h. Transcurrido este tiempo se retiré el medio y se afladieron 100 uL de medio
con diluciones seriadas del ingrediente farmacéutico activo (IFA) del Curmeric

(36pg/mL, 18ug/mL, 7pg/mL, 3,5ug/mL, 1,75ug/mL. 0,35ug/mL). Como control se
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utilizé medio con Dimetildulfoxido (DMSO) al 1%. Se incub6 durante 72h en
atmosfera humeda a 37°C y 5% de CO:2. Para las células THP1 se utiliz6 un
procedimiento similar, pero al tratarse de células en suspension no se incubaron
durante 24h posterior a ser sembradas, en cambio se sembraron a una
concentracion de 500 000 células/mL y se procedio con la técnica experimental

previamente descrita.

Transcurrido el tiempo de incubacion, el sobrenadante de ambas lineas celulares
fue descartado y se afiadieron 10 pL por pocillo de una solucion de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolbromide (MTT) a una concentracion final de 0.5
mg/mL y se incubd durante 4 horas para permitir la formacién de las sales de
formazéan. El precipitado fue disuelto en 100 pL de DMSO y se determind la DO a
570nm en espectrofotdmetro lector de placas multipozos (QlAxpert, QIAGEN).

El ensayo previamente descrito se replico en la linea celular Vero con un estandar
de Curcumina. La Curcumina constituye el componente mayoritario del Curmeric,
por lo que el investigador consideré que la comparacion de los resultados seria util

para los efectos de la investigacion.

Posteriormente se determinaron los valores de supervivencia celular expresados
como: (DO de las células con el extracto/ DO de las células del grupo control) *100.
Se construy6 curvas dosis-viabilidad para obtener los valores de la concentracién

citotoxica media (CCso).

3.4. Ensayo de actividad antiviral

El propésito de estos ensayos fue determinar la existencia de actividad antiviral
tanto de Curmeric como del estandar de Curcumina en las lineas celulares Vero y
THP-1. Para ello, un volumen de 1 mL de una suspension de la linea celular Vero a
una concentracion de 200 000 células/mL fue sembrado en placas de 24 pocillos y
se incubaron en ambiente humedo a 37° C y 5% de CO:2 durante 24 h.
Posteriormente se retird el medio de crecimiento y se afladieron a las células 100
pUL de medio de mantenimiento con diferentes concentraciones de Curmeric (3,5

pg/mL, 1,75 pg/mL. 0,35 pg/mL) y estandar de Curcumina (3,5 pg/mL, 1,75 pug/mL.
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0,35 pg/mL). Se utilizaron controles de células sin infectar, células sin tratar y células
tratadas con medio con DMSO al 1%. Se realizaron 3 réplicas por concentracion y
las células fueron incubadas durante 2 h. Transcurrido este tiempo se realizé una
inoculacion con DENV a una multiplicidad de infeccion (MOI) igual a 1.
Posteriormente las células se incubaron en ambiente humedo a 37° C y 5% de CO2
durante 72 h. Transcurrido este tiempo se procedié a la recogida de los
sobrenadantes que fueron conservados a -80° C para su posterior titulacion viral.

Adicionalmente se determind la actividad antiviral del Curmeric en la linea celular
THP1. Para ello se utilizé una técnica experimental muy similar a la anteriormente
descrita, con ligeras variaciones atendiendo a que la linea THP1 es una linea celular

no adherente, la otra diferencia es que se utilizé6 una MOI=2.

3.5. Titulacién viral mediante método de placa

La titulacion se efectué mediante inoculacién en la linea celular Vero segun el
protocolo descrito por Morens y colaboradores (200) con ciertas modificaciones. Se
prepard una suspension celular con una concentracion de 200 000 células/mL y se
sembraron 500 pL de esta por pocillo, en placas de 24 pocillos. Después de una h
de incubacién a temperatura ambiente, se inocularon 50 pL (por triplicado) de
diluciones seriadas (puro, sin diluir, y diluciones hasta 10-2) de los sobrenadantes
obtenidos de las células del ensayo de actividad antiviral y se incubaron durante
cuatro horas en ambiente himedo a 37°C y 5% de CO2. Transcurrido este tiempo
se afiadié 500 uL/pocillo de medio overlay. Las placas fueron incubadas en las
mismas condiciones durante siete dias. La coloracion de las células se realizé con
una solucién de naftol blue-black y &cido acético y el conteo de las placas virales se

realizé al séptimo dia post-inoculacion.

El titulo viral se determind segun la relacion:
P X A X 10x = UFP/mL

Donde:

P: Promedio del nimero de placas obtenido para las réplicas.
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A: Factor de correccion para expresar el titulo en UFP/mL (1000 uL/Volumen de

in6culo).
10x: Representa la dilucion en que se contaron las placas (Factor de dilucién).

La actividad inhibitoria se expres6 como (titulo viral de las células con el extracto/
titulo de las células del grupo control) *100. Se construyeron curvas dosis-inhibicion

para obtener los valores de la concentracion inhibitoria media (Clso).

El indice de selectividad IS fue calculado con base a la relacién de la concentracion

citotdxica al 50% y la concentracion inhibitoria al 50% (CCso/Clso).

3.6. Cuantificacion del titulo viral mediante biologia molecular

3.6.1. Extraccion de ARN viral

Para la extraccion del ARN viral de los sobrenadantes celulares se empleé el
estuche comercial High Pure Viral RNA Kit (Roche) siguiendo las indicaciones del
fabricante. Se partié de un volumen de 140 uL del sobrenadante de cultivo de las

lineas celulares THP-1. El ARN obtenido se almacen6 a -80°C hasta su utilizacion.

3.6.2. Cuantificacion de la carga viral por gRT-PCR

El procedimiento se realizé en el equipo en el equipo Rotor-Gene Q (QIAGEN,
Alemania. Se usaron los cebadores disefiados por Santiago y colaboradores junto
a su respectivo protocolo de gRT-PCR (201). Se utilizé el kit QuantiFast Multiplex
RT-PCR + R siguiendo las indicaciones del fabricante. Para la cuantificacion se
realiz6 una curva patrén a partir de ARN viral extraido de diluciones seriadas de un
stock viral de titulo conocido.

3.7. Ensayo de cuantificacion de la expresion de citoqguinas vy mediadores lipidicos
en THP-1

Para la realizacion de este ensayo se utilizo la linea celular THP-1 al ser un tipo
celular proveniente de monocitos y por el papel que estos desempefan en el
sistema inmune y al constituir dianas directas del DENV. Un volumen de 500uL a
una concentracién de 1 000 000 células/mL fueron sembradas en placas de 24

pocillos. Estas células fueron tratadas con 500uL de varias concentraciones de
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Curmeric hasta alcanzar las siguientes concentraciones finales: 3,5 pg/mL, 1,75
pg/mL. 0,35 pg/mL y 0,035 ug/mL y se incubaron durante dos horas. Transcurrido
este periodo, se procedid a inocularlas con DENV-2 a una MOI=3 y se incubd
durante 24 horas en ambiente humedo a 37°C y 5% de CO-2. Posteriormente, las
células se centrifugaron y se procedio a separar los sobrenadantes del pellet celular

para posteriores determinaciones.

3.8 Extraccion de ARNm

Para la extraccion de ARN total del pellet celular obtenido de la linea THP1 se utilizd
el kit comercial QlAamp RNA Mini Kit (250) (QIAGEN, Alemania) siguiendo las
instrucciones recomendadas por el fabricante. Posteriormente se evalud su pureza
y concentracién utilizando el espectrofotometro Qlaxpert (QIAGEN, Alemania). El

ARN obtenido se almacen6 a -80°C hasta su utilizacion.

3.9. Determinacion de los niveles de expresidon de citoguinas

Las determinaciones por RT-PCR se realizaron en el equipo Rotor-Gene Q
(QIAGEN, Alemania) empleando el kit comercial LigthCycler® FastStart Master
SYBR® Green | (Roche), siguiendo las instrucciones del proveedor con una serie

de pequefias modificaciones.

Para la determinacion de los niveles de expresion de genes se usd como control
interno de la reaccion el gen de expresidn constitutiva hipoxantina guanina
fosforibosiltransferasa (HPRT). Se cuantificé la expresion de los siguientes genes:
Receptores activado por proliferadores peroxisémicos (PPAR), Proteina de unién al
oxisterol tipo 10 (OSBPL10), Gen inducible por &cido retinoico (RIG-1), Beta-2
microglobulina (B2M), Receptor de acido retinoico alfa (RARA), Factor de necrosis
tumoral (TNF), Interleuquina-6 (IL-6), Interleuquina-10 (IL-10), Interleuquina-12 (IL-
12) y Proteina inflamatoria de macrofagos (MIP). Las secuencias de los cebadores

sentido y anti-sentido de los genes cuantificados se muestran en la Tabla 1.

Tabla 1. Secuencias de cebadores empleados para el gRT-PCR de OSBPL10
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Gen

OSBPL10

PPAR

RIG-1

B2M

RARA

TNF

IL-6

IL-10

IL-12

Cebador sentido

5-CTTCTGGGCCTGCTGTTCA-3’

5-CGACCAAGTAACTCTCCTCA-3

5-CTTGGCATGTTACACAGCTGAC-
3,

5-

CCACTGAAAAAGATGAGTATGCCT-
3,

5-
GTCTGTCAGGACAAGTCCTCAGG-
3,

5- CTCTTCTGCCTGCTGCACTTTG

-3

5-AGACAGCCACTCACCTCTTCAG

-3’

5-GTGATGCCCCAAGCTGAGA-3

5-TGCCTTCACCACTCCCAAAACC-
3’

Cebador anti-sentido

5-CCAGCCTACTCATTGGGATCA-3

5-GTTCGTGACAATCTGTCTG-3

5-TTGGCTTGGGATGTGGTCTAC-3’

5-
CCAATCCAAATGCGGCATCTTCA-
37

5-
GCTTTGCGCACCTTCTCAATGAG-
37
5-

ATGGGCTACAGGCTTGTCA
CTC-3

5-TCTGCCAGTGCCTCTTTGCTG-3’

5-CACGGCCTTGCTCTTGTTTT-3

5-
CAATCTCTTCAGAAGTGCAAGGG-
3,
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MIP 5-GCCTGCTGCTTTTCTTACACCG- 5'-
3 GCAGACTTGCTTGCCTCTTTTGG-
37

HPRT 5-GTGATGCCCCAAGCTGAGA-3’ 5-CACGGCCTTGCTCTTGTTTT-3

Para la reaccion de gqRT-PCR se aplicaron 24 ul de mezcla, cuya composicion se
muestra en la Tabla 2, y 1yl de ARN, posteriormente se colocaron en el equipo y se

selecciond el protocolo mostrado en la Tabla 3.

Tabla 2. Composicion de la mezcla para el gRT-PCR

Mezcla de la reaccion gRT-PCR Volumen para 1 reaccion (uL)
2x FastStart SYBR Green | Mix 12,5
Cebador sentido 0.5
Cebador antisentido 0.5
Mezcla de enzimas Quantinova RT-PCR 0.2

Agua libre de RNAsa para biologia -

molecular

Tabla 3. Protocolo de gRT-PCR para la cuantificacion de la expresion de los genes

de interés.
Pasos Temperatura (°C) Tiempo Ciclos
RT
Calentamiento 60 20 min 1
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Activacion de la Polimerasa
Calentamiento 95 10 min 1

Amplificacién

Desnaturalizacion 95 10 seg
Alineamiento 60 50 seg 30
Extensién 72 20 seg

Curva de Fusion

Fusion 60-95°C (Pendiente=0,1 C°/s) 1 seg 1

Se utilizé el Método de Cuantificacion Relativa, tomando los valores de ciclo umbral
(Ct) para la aplicacién de la formula de Nivel de expresién 2-4CT, usada para calcular
la expresion relativa, en la cual —ACT= [Ct (gen de estudio) — Ct (gen de referencia)]
(202). Los valores de Ct representan el numero de ciclos en los cuales la
fluorescencia generada dentro de la reaccion cruza el valor umbral. La especificidad

del ensayo se evalué mediante el analisis de la curva de fusién.

3.10 Determinaciéon de la actividad antioxidante del IFA del CURMERIC sobre el
estado de oxidacidon-reduccion en las lineas celulares Thp-1 ante la infeccidén por

dengue.

En este estudio se evalud también la actividad de las enzimas antioxidantes SOD y CAT, la
concentracion de indicadores de dafio a biomoléculas como el malonildialdehido (MDA),
hidroperdxidos totales (ROOH) y productos avanzados de la oxidacion de proteinas (PAOP).
Adicionalmente, se determinaron indicadores del estado antioxidante total como el potencial
de peroxidacion (PP), asi como antioxidantes de bajo peso molecular como el GSH. Estos
parametros se cuantificaron en sobrenadante de cultivo celular de la linea celular THP-1

mediante técnicas espectrofotométricas.

38



3.11. Analisis estadistico

Para el procesamiento de los resultados se utilizé el programa estadistico GraphPad
Prism v9. Para los resultados de citotoxicidad y actividad antiviral se realizaron
ajustes de regresion no lineal sobre las curvas obtenidas, en el caso de la actividad
antiviral adicionalmente se realizé un analisis no paramétrico tipo Kruskal-Wallis
para explorar las diferencias entre las medias de los grupos estudiados. En cuanto
a la expresidbn de genes, también se realiz6 un andlisis Kruskal-Wallis con
correccion de Dunn. Los valores de probabilidad (p) menores de 0,05 fueron
considerados estadisticamente significativos. Los niveles de significacion
estadistica encontrados estan expresados en los graficos como * para una p<0,05

y ** para una p<0,001.

4. Resultados

Ensayos de citotoxicidad por reduccion del compuesto MTT

Para identificar las concentraciones de trabajo del Curmeric y del estandar de
Curcumina se realiz6 un ensayo de citotoxicidad celular por reduccién del
compuesto MTT. En estos ensayos se evalué la supervivencia celular de las células
Vero y THP-1 después de exponerse durante 72 horas a varias concentraciones de
los compuestos en estudio. Transcurrido el tiempo experimental se determinaron
los valores de supervivencia celular expresados como: (DO de las células con el
extracto/ DO de las células del grupo control) *100 y se construyeron curvas dosis-
viabilidad (Ver Figura 1, 2 y 3). Para obtener los valores de CCso se realiz6 una
regresion no lineal de la curva anteriormente obtenida. Este analisis arrojo una
ecuacion de una recta de la forma y=mx+n con su correspondiente valor de R-

cuadrado de ajuste al modelo lineal.

Al realizar este andlisis en la linea celular Vero tratada con estandar de Curcumina,
obtuvimos una recta con pendiente m=-2,088, intercepto n= 92,01 y un ajuste R-
cuadrado = 0,8416. De esta ecuacion se calcul6 la concentracion citotoxica media
CCs0 = 20,19 pg/mL.
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Ensayo de Citotoxicidad del estandar de Curcumina en Vero
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Figura 1: Supervivencia celular a las 72 horas, expresada en porcentaje respecto al

control, de la linea celular Vero tratada con diferentes concentraciones de curcumina

En la misma linea celular tratada con Curmeric obtuvimos una recta con pendiente
m= -2,550, intercepto n= 85,65 y un ajuste R-cuadrado = 0,8789. De esta ecuacion

se calcul6 la concentracion citotoxica media CCso = 13,98 ug/mL.

En el caso de la linea celular THP1, el andlisis de la regresién no lineal arrojé una
curva con pendiente m= -2,713, intercepto n= 93,25 y un ajuste R-cuadrado =

0,9520. De esta ecuacion se calculd la concentracion citotéxica media CCso =
15,94ug/mL
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Ensayo de Citotoxicidad del Curmeric en Vero
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Figura 2: Supervivencia celular a las 72 horas, expresada en porcentaje respecto al

control, de la linea celular Vero tratada con diferentes concentraciones de Curmeric

Ensayo de Citotoxicidad del Curmeric en THP-1
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Figura 3: Supervivencia celular a las 72 horas, expresada en porcentaje respecto al
control, de la linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric.
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Ensayo de actividad antiviral contra DENV-2 en la linea celular Vero y THP-1

Para el ensayo de actividad antiviral, una vez determinada la concentracion viral
expresada en PFU/mL, se procedio a realizar una transformacion de los resultados,
teniendo en cuenta que la actividad inhibitoria se expresa como (titulo viral de las
células con el extracto/ titulo de las células del grupo control) *100. Posteriormente,
se construyeron curvas dosis-inhibiciéon (Ver figura 4, 5 y 6). Para calcular los
valores de la concentracion inhibitoria Clso, se realizd un andlisis de regresion no
lineal sobre la curva dosis-inhibicidn. Este analisis arrojé una ecuacion de una recta
de la forma y=mx+n con su correspondiente valor de R-cuadrado de ajuste al

modelo lineal.

Actividad antiviral de la Curcurmina en Vero
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Figura 4: Concentracion viral a las 72 horas post infeccion, expresada en porcentaje
respecto al control, de la linea celular Vero tratada con diferentes concentraciones de
Curcumina.
En la linea celular Vero se ensayaron el estandar de Curcumina y el Curmeric. Para
las células tratadas con Curcumina se obtuvo una ecuacion de la recta con

pendiente = -12,86, intercepto = 97,48 y ajuste al modelo R-cuadrado = 0,9217.
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Sobre la base de esta serie de valores se calcul6 la concentracion inhibitoria y se

obtuvo una Clso = 4.15 pg/mL

En el caso de las células tratadas con Curmeric se obtuvo una ecuacion de la recta
con pendiente =-11,06, intercepto = 103,4 y ajuste al modelo R-cuadrado = 0,7871.
Sobre la base de esta serie de valores se calcul6 la concentracion inhibitoria y se

obtuvo una Clso = 4,29 pg/mL.

Actividad antiviral del Curmeric en Yero
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Figura 5: Concentracion viral a las 72 horas post infeccion, expresada en porcentaje
respecto al control, de la linea celular Vero tratada con diferentes concentraciones de

Curmeric.

En lalinea celular THP-1 solo se ensay0 el efecto antiviral del Curmeric. Inicialmente
se previo la determinacion del efecto antiviral sobre esta linea celular mediante un
meétodo de placas como el realizado en Vero. Sin embargo, como resultado colateral
de estos experimentos observamos que el sobrenadante de las células THP-1
inoculadas con DENV presentaron un efecto de destruccién sobre la monocapa de
las células Vero. La ocurrencia de este efecto en el sistema celular en el que se

basa la técnica hizo imposible la utilizacion de este método de titulacion. En cambio,
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se determind la cara viral mediante gqRT-PCR como queda descrito en el acépite 3.6
de la seccion materiales y métodos. Después de procesar los resultados se obtuvo
una ecuacion de la recta con pendiente = -6,648, intercepto = 98,95 y ajuste al
modelo R-cuadrado = 0,8676. Sobre la base de estos valores se calculd la

concentracion inhibitoria Clso= 7,31 pg/mL.

Una vez obtenidos los valores de CCso y Clso se procedio al calculo del indice de
selectividad. Este se calculé atendiendo a la relacién de la concentracion citotéxica
al 50% y la concentracion inhibitoria al 50% (CCso/Clso). Para la linea celular Vero,

Actividad antiviral del Curmeric en THP-1
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Figura 6: Concentracion viral a las 72 horas post infeccion, expresada en porcentaje,

respecto al control, de la linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de
Curmeric.

tratadas con estandar de Curcumina, se obtuvo un IS = 4,86 y para las tratadas con
Curmeric se obtuvo un IS = 3,25. Para la linea celular THP-1, tratada con Curmeric,
se obtuvo un IS = 2,18. En la tabla 4 se resumen los parametros encontrados para

cada compuesto y cada linea celular.
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Tabla 4: Resumen de los valores de citotoxicidad media, concentracion inhibitoria

e indice de selectividad en las lineas celulares Vero y THP-1 para el estandar de

curcumina y el Curmeric.

Linea Celular CC50 (ug/mL) CI50 (ug/mL) IS
Curcumina

Vero 20.19 4.15 4.86
Curmeric

Vero 13.98 4.29 3.25

THP-1 15.94 7.31 2.18

Respecto a los titulos virales, se realizo un analisis no paramétrico de Kruskal-Wallis

en el cual se compararon entre si las medias de concentracidon viral para cada

concentracion del compuesto utilizado en cada grupo de analisis. Se encontraron

en todos los grupos diferencias estadisticamente significativas.

En la linea celular Vero, tratadas con estandar de Curcumina, se encontraron

diferencias significativas en los niveles de concentracion viral en las células tratadas

con 3,5 yg/mL con respecto a las células tratadas con 0,35 pg/mL (p= 0,0108) y a

las células control sin tratar (p = 0,0221). En este grupo también se encontraron

diferencias entre las células tratadas con 1,75 ug/mL y 0,35 pg/mL (p= 0,0221) (Ver

Figura 7).

45



Para la linea Vero, tratada con diferentes concentraciones de Curmeric, se
encontraron diferencias significativas entre los niveles de concentracion viral en el
control de células sin tratar respecto a las células tratadas con 3,5 pyg/mL (p =
0,0073) y a las células tratadas con 1,75 ug/mL (p = 0,0437). De igual manera se
encontraron diferencias entre las células tratadas con 3,5 pg/mL respecto a las
tratadas con 0,35 pg/mL (p= 0,0164) (Ver Figura 8).

Actividad antiviral de la Curcumina en Vero
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Figura 7: Concentracion viral a las 72 horas post infeccion, expresada en PFU, de la linea
celular Vero tratada con diferentes concentraciones de curcumina. Los * marcan una

probabilidad estadistica menor de 0,05

En el caso de la linea celular THP-1, tratadas con Curmeric, el andlisis Kruskal-
Wallis arrojo diferencias significativas entre la concentracion viral en las células
tratadas con 3,5 ug/mL respecto a las células tratadas con 0,35 pg/mL (p= 0,0145),
0,035 ug/mL (p= 0,0187) y al control de células sin tratar (p= 0,0089) (Ver Figura 9)
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Actividad antiviral del Curmeric en Vero

% %k

3000+

2000

PFU/mL

1000

T T T
Control 0,35 1,75 3,5
Concentracion de Curmeric (pg/mL)

Figura 8: Concentracion viral a las 72 horas post infeccion, expresada en PFU, de la linea
celular Vero tratada con diferentes concentraciones de Curmeric. Los * marcan una probabilidad

estadistica menor de 0,05, ** marcan una probabilidad estadistica menor de 0,01.
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Figura 9: Concentracion viral a las 72 horas post infeccion, expresada en PFU, de la linea
celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric. Los * marcan una

probabilidad estadistica menor de 0,05, ** marcan una probabilidad estadistica menor de 0,01.



Cuantificacion de la produccion de ARNm de mediadores del metabolismo lipidico

Para la cuantificacion de la produccién de ARNm de mediadores del metabolismo
lipidico se realizé una qRT-PCR. A los valores de Ct obtenidos de los genes
estudiados para cada concentracién de Curmeric se les aplicé una transformacién
de 22Ct para obtener su correspondiente valor de expresion relativa.
Posteriormente, se verifico la distribucion normal de los resultados obtenidos y se
realiz6 para cada gen en estudio un analisis no paramétrico Kruskal-Wallis, en el
cual se compararon entre si las medias de expresion relativa de cada grupo de

concentraciones utilizadas.

Como resultado de esta serie de procesamientos estadisticos no se encontraron
diferencias significativas para los genes RARA y PPAR entre las células THP-1
infectadas con DENV y tratadas con Curmeric con respecto a las células infectadas

con DENV y sin tratar con Curmeric (Ver Figura 10). Sin embargo, si se encontraron
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Figura 10: Expresion relativa de ARNm del gen RARA (A) y PPAR (B) a las 24 horas post

infeccién, en la linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric.
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diferencias estadisticamente significativas en la expresion relativa del gen
OSBPL10.

En el gen OSBPL10, el andlisis de Kruskal-Wallis obtuvo una p=0,0173 y un ajuste
R-cuadrado= 0,87. Se observaron diferencias estadisticamente significativas al
comparar los niveles de expresion relativa de OSBPL10 en las células tratadas con
la concentracion de Curmeric 3,5 pg/mL respecto al control de células sin tratar (p=
0,0168) y a las células tratadas con 0,035 pg/mL (p= 0,0410) (Ver Figura 11).
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Figura 11: Expresion relativa de ARNm del gen OSBPL10 a las 24 horas post infeccion,
en la linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric. Los *
marcan una probabilidad estadistica menor de 0,05.
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Cuantificacion de la produccion de ARNm de citoquinas

Para la cuantificacion de la produccién de ARNm de citoquinas se procedié como
como descrito para los mediadores lipidicos. No se observaron diferencias
significativas en la expresion de IL-12, TNF ni B2M entre las células tratadas con
las concentraciones de Curmeric y las células sin tratar (Ver Figura 12). Sin
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Figura 12: Expresion relativa de ARNm del gen IL-12 (A), TNF (B) y B2M (C) a las 24 horas post

infeccién, en la linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric.

50



embargo, si se encontraron diferencias significativas en la expresion de IL-6, MIP,
RIG-1 e IL-10.

En el caso del gen IL-6 el andlisis de Kruskal-Wallis arrojé una p=0.0014 y un ajuste
R-cuadrado = 0.95. Al comparar la expresion relativa de este gen en las células
control sin tratar, se encontraron diferencias significativas respecto a las células con
concentracion 0,35 uyg/mL (p = 0,0058) y 0,035 pug/mL (p = 0,0144). También se
encontraron diferencias significativas entre los valores de expresion relativa cuando
se compararon las células tratadas con 3,5 ug/mL respecto a 0,35 ug/mL (p =
0,0038) y a 0,035 pg/mL (p = 0,0087). Asimismo, se encontraron diferencias al
comparar las células tratadas con 1,75 ug/mL respecto a las tratadas con 0,35
pg/mL (p = 0,0035) y 0,035 ug/mL (p = 0,0081) (Ver Figura 13).
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Figura 13: Expresion relativa de ARNm del gen IL-6 a las 24 horas post infeccion, en la
linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric. Los * marcan una
probabilidad estadistica menor de 0,05, ** marcan una probabilidad estadistica menor de
0,01.

Para el gen MIP el analisis de Kruskal-Wallis arrojo una p= 0,0196 y un ajuste R-
cuadrado = 0,86. No se encontraron diferencias significativas entre la expresion
relativa entre las concentraciones de Curmeric ensayadas y el control sin tratar. Sin

embargo, si se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre los
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niveles de expresion con la concentracion 0,035 pg/mL respecto a 3,5 pg/mL (p =

MIP
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Figura 14: Expresion relativa de ARNm del gen MIP a las 24 horas post infeccion, en la
linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric. Los * marcan una
probabilidad estadistica menor de 0,05, ** marcan una probabilidad estadistica menor de
0,01.

0,0450) y a 1,75 pg/mL (p = 0,0396) (Ver Figura 14).

Para IL-10 el analisis de Kruskal-Wallis obtuvo una p= 0,0096 y un ajuste R-

cuadrado= 0,90. Se encontraron diferencias significativas entre la expresion relativa
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Figura 15: Expresion relativa de ARNm del gen IL-10 a las 24 horas post infeccion, en la
linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric. Los * marcan una

probabilidad estadistica menor de 0,05, ** marcan una probabilidad estadistica menor de
0,01.
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de IL-10 en la mayor concentracion de Curmeric, 3,5 pg/mL, respecto al control sin
tratar (p= 0,0128). También se encontraron diferencias significativas al comparar la
expresion relativa a las concentraciones 3,5 ug/mL respecto a 0,35 pg/mL (p=
0,0088) (Ver Figura 15).

En el caso de RIG-1, el andlisis de Kruskal-Wallis obtuvo una p= 0,0086 y un ajuste
R-cuadrado= 0.90. Se encontraron diferencias significativas entre la expresion
relativa de RIG-1 en las células control sin tratar respecto a las células tratadas con
Curmeric en las concentraciones 3,5 uyg/mL (p = 0,0113), 1,75 uyg/mL (p = 0,0147) y
0,35 pg/mL (p = 0,0258) (Ver Figura 16).
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Figura 16: Expresion relativa de ARNm del gen RIG-1 a las 24 horas post infeccion, en la
linea celular THP-1 tratada con diferentes concentraciones de Curmeric. Los * marcan una
probabilidad estadistica menor de 0,05.

Determinacién de la actividad antioxidante del IFA del CURMERIC sobre el estado

de oxidacion-reduccion en las lineas celulares Thp-1 ante la infeccidn por dengue.

Durante el analisis de los resultados de los ensayos del potencial redox en nuestro
sistema celular y bajo las condiciones ensayadas no se encontraron diferencias
significativas en ninguna de las especies reactivas estudiadas. Se realizé un andlisis

de Kruskall-Wallis entre los sobrenadantes de las células tratadas con 3,5 pg/mL,
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1,75 pg/mL, 0,35 pg/mL, 0,035 pg/mL, no tratadas y antes del tratamiento. En

ninguna de estas comparaciones se observo significancia estadistica ni tendencias.

5. Discusion

A lo largo de los ultimos 50 afios, el dengue ha provocado innumerables brotes en
todo el mundo, con una alta proporcién de infecciones que ocurren en regiones
tropicales y subtropicales (203). Siguen existiendo grandes lagunas en la proteccion
contra este virus, ya que actualmente no hay antivirales disponibles y las vacunas
solo estan disponibles para algunos o presentan problemas de seguridad. En
cambio, la elucidacion de compuestos separados de plantas bioactivas ha mostrado
resultados prometedores (173). Los productos organicos de muchas fuentes
parecen poseer potencial actividad antiviral contra el dengue, ya sea evitando que
el virus penetre en la células o bloqueando la produccion de proteinas estructurales

y no estructurales (10).
la replicacién en una amplia gama de virus, incluido el virus del dengue (20).

Uno de los objetivos de este trabajo fue evaluar la actividad antiviral contra el virus
dengue en diferentes tipos celulares tanto de la curcumina como del extracto cubano
Curmeric de la raiz de la Curcuma longa en diferentes tipos celulares. Para realizar
este tipo de estudio se sigue una metodologia que consiste en evaluar
primeramente la citotoxicidad de la sustancia en estudio sobre el sistema celular
gue se empleara. Posteriormente se procede a evaluar la actividad antiviral de la
sustancia a concentraciones preferiblemente sub-téxicas o de toxicidad moderada.
Una vez obtenidos estos valores es posible calcular el indice de selectividad, lo cual
nos permite realizar un acercamiento sobre el verdadero potencial de la sustancia

como agente antiviral (179).

El ensayo de citotoxicidad celular es una de las pruebas mas usadas en la
investigacion de nuevos farmacos. Este es un paso preliminar y esencial para
examinar las concentraciones de los compuestos que se utlizaran en los
experimentos, y sirve como prueba esencial para determinar la eficacia y seguridad

en diversos campos de investigacion. La CCso es una concentracion de una
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sustancia en la que puede reducir la viabilidad de una célula en un 50%. Por lo tanto,
en teoria, una sustancia prometedora para el tratamiento deberia tener un alto CCso

(179).

En el caso de la linea celular Vero la citotoxicidad de la curcumina ha sido
ampliamente reportada debido a la variedad de propiedades que posee esta
molécula. El valor de CCso para la curcumina en esta linea celular observado en
este trabajo se correlaciona con los encontrados por disimiles investigadores (204-
210). Para el extracto natural Curmeric, hasta la fecha solo se ha publicado un
estudio previo (192) en el cual se reporta una CCso mayor que la observada en
nuestro estudio. Sin embargo, es importante destacar que en dicho trabajo los
métodos utilizados para determinar la citotoxicidad, asi como el tipo celular y el
tiempo de determinacion, difieren de los pardmetros empleados en nuestros
ensayos. Teniendo esto en consideracion, la citotoxicidad reportada para el
Curmeric en este trabajo coincide con la de varios estudios realizados para otros

extractos similares de Curcuma longa en la linea Vero y THP-1 (211, 212).

Los resultados obtenidos en este apartado revelan que el producto Curmeric
muestra una mayor citotoxicidad en la linea celular THP-1 en comparacion con la
linea Vero. En este sentido, es importante destacar que se ha observado que la
curcumina tiene efectos citotéxicos mas pronunciados en células tumorales que en
células no tumorales (17), lo que podria respaldar las diferencias en la citotoxicidad
observada. Estos hallazgos consolidan la idea de que el Curmeric puede tener
propiedades citotdxicas selectivas, lo que lo convierte en un candidato prometedor
para el desarrollo de terapias dirigidas contra células tumorales. Sin embargo, es
importante considerar que la citotoxicidad observada en la linea THP-1 puede ser
especifica para este tipo de células y no reflejar necesariamente el comportamiento

en otras lineas celulares o en tejidos sanos.

Uno de los factores cruciales evaluados en este estudio para determinar el potencial
efecto antiviral de la curcumina y el Curmeric sobre la replicacion del virus del
dengue fue la concentracién inhibitoria media. Este pardmetro se define como la

concentracion de una sustancia requerida para inhibir la actividad viral en un 50% y
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proporciona una estimacion cuantitativa de la cantidad de sustancia necesaria para
lograr una reduccion significativa en la actividad. Es importante destacar que la
determinacion de la Clso no solo permite evaluar el efecto de un compuesto en
particular, sino que también proporciona informacion esencial sobre su potencia. Al
comparar las Clso de diferentes sustancias, es posible identificar aquellas que
demuestran una mayor capacidad de inhibicién viral a una menor concentracion, lo

cual es deseable en términos de eficacia y potencial aplicacion clinica.

En este estudio se observo que las Clso para la curcumina y el Curmeric son muy
similares en la linea celular Vero. Sin embargo, en la linea celular THP-1, se registro
para el Curmeric, una Clso notablemente mayor que la observada en la linea Vero.
Esto sugiere que el Curmeric puede tener una actividad antiviral mas pronunciada
en la linea Vero en comparacion con la linea THP-1. Los resultados de la
concentracion inhibitoria encontrados en esta investigacion estan en concordancia
con las concentraciones inhibitorias reportadas por Gao y colaboradores (206)
quienes encontraron que la curcumina reducia significativamente la formacién de
placas de las cuatro cepas del virus dengue a una concentracion muy similar que

la observada en este trabajo.

A pesar de existir diferencias en las dosis de los compuestos estudiados, ambos
provocaron una marcada disminucion en la replicacion viral al tratar las células con
la mas alta concentracion ensayada. Sin embargo, es importante destacar que se
observé un efecto mas potente al analizar la actividad antiviral del extracto de
Curmeric en comparacion con la curcumina. El extracto Curmeric posee la ventaja
de contener otros compuestos polifendlicos (213) que podrian tener acciones
antivirales por si solos (214). s Los resultados de este estudio apoyan la idea de
que el Curmeric tiene propiedades antivirales, y que la presencia de otros
compuestos polifendlicos en el extracto puede potenciar esta actividad por un efecto
sinérgico. Esto sugiere que el Curmeric podria ser una alternativa prometedora para
la prevencion y el manejo de infecciones virales, como las causadas por el virus del
dengue. Estos resultados son consistentes con los de numerosos investigadores

qgue han informado previamente sobre la reduccion de la replicacion del virus del
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dengue al tratar las células en la que se replica con ciertas concentraciones de
curcumina (188, 190, 191, 206, 214). Sin embargo, nuestro estudio constituye el
primer informe de la actividad anti-dengue, del extracto natural Curmeric en las

lineas celulares Veroy THP-1.

En cuanto al mecanismo mediante el cual, tanto la curcumina como el Curmeric,
podrian estar ocasionando estos efectos antivirales, varios autores han explorado
la actividad de la curcumina en la inhibicion de la replicacién de virus envueltos
como el VIH, el virus de la influenza A, el virus del herpes simple, el virus de la
hepatitis B, el virus de la encefalitis japonesa y el DENV (209, 215-217). Chen y
colaboradores (209) observaron que la curcumina es un inhibidor del DENV2 con
tratamiento previo o co-tratamiento con el virus. Otros autores informan que la
curcumina altera el citoesqueleto de actina y provoca la desorganizacién de los
microfilamentos de actina concomitante con la apoptosis de las células tratadas
(190, 218). Se ha demostrado que los DENV tienen una estrecha interaccién con
los elementos del citoesqueleto en el ciclo de replicacion (47). El filamento de actina
contribuye en la entrada de DENV-2 mediante la interaccion con la proteina E del
virus. También se observo una reduccién en la replicacién viral de DENV al bloquear
la funcion de actina (219). En el caso de la curcumina nativa, se ha demostrado que
inhibe la polimerizacion de actina con una Clso de 16 uM en células infectadas con
DENV-2 (220).

Recientemente, se ha planteado que el efecto antiviral de la curcumina sobre el
virus dengue también se alcanza mediante la inhibicion de la proteasa viral (188,
214). La curcumina logra la inhibicibn alostérica de esta proteina al
alterar/desestabilizar su conformacion cerrada (activa) para modular el equilibrio
conformacional (188). Estas observaciones otorgan a la curcumina una gran ventaja
al ser utilizada inmediatamente para combatir las infecciones flavivirales, ademas
de servir como un compuesto prometedor para un mayor disefio de potentes

inhibidores alostéricos.

Utilizando los resultados de la concentracion citotdxica e inhibitoria media obtenidos

en este trabajo, se realiz6 el calculo del indice de selectividad. El indice de
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selectividad es una medida de relacion entre los niveles citotoxicos y la capacidad
inhibitoria de una sustancia (CC50/IC50). Esta medida puede ser util para
determinar qué sustancias son apropiadas para un mayor desarrollo o para evaluar
la eficacia y seguridad de un producto. Varios autores consideran un IS mayor o
igual que dos para indicar la presencia de actividad antiviral especifica (221). Los
resultados de este estudio indican un indice de selectividad mayor que dos tanto
para la curcumina como el Curmeric, lo que sustenta su uso potencial como

antivirales contra el dengue.

En 2013, Padilla y colaboradores estudiaron por primera vez el efecto antiviral de la
curcumina contra el virus del dengue (190). El indice de selectividad que se reporta
en dicho trabajo fue similar al encontrado para el extracto Curmeric en las células
THP-1. Los indices de selectividad reportados en el presente trabajo también son
similares al reportado por Narayanan y colaboradores en 2012, quienes
determinaron el efecto de la curcumina en la linea celular Vero para herpes virus
(205). A pesar de que no se trata del mismo virus, el Herpes virus es un virus
envuelto al igual que el dengue y el mismo mecanismo de accion antiviral pudiese
estar presente. Asimismo, coinciden con un estudio de Balasubramanian y
colaboradores sobre el efecto de la curcumina y varios de sus analogos sobre el
virus dengue (214). En este Ultimo, se plantea que la curcumina y sus analogos
probablemente inhiben el DENV-2 indirectamente a través de su impacto en el
metabolismo de los lipidos celulares, como la acetil-CoA carboxilasa, la acido graso

sintasa y la reduccién de la formacién de gotas de lipidos (214).

Estudios anteriores reportan que la curcumina se asocia con las membranas. Las
propiedades hidrofébicas de las membranas favorecen la intercalacion de la
curcumina en la bicapa lipidica, como en las membranas celulares, donde los anillos
fendlicos de la curcumina son esenciales para la interaccion con los sitios de enlace
de hidrogeno (222). También se ha identificado a la curcumina como un agente que
altera las membranas. El tratamiento con curcumina indujo alteraciones en las
propiedades membranosas, incluidos cambios morfolégicos y aumento de la

permeabilidad y fluidez. Las interacciones entre las membranas celulares y la
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curcumina podrian haber causado estos efectos (222). Jaruga y colaboradores
(218) observaron que el tratamiento de eritrocitos con concentraciones de
curcumina >100 uM inducia cambios en la integridad de sus membranas celulares.
De manera similar, a una concentracion de tratamiento alta (5 mM), la curcumina
aumento la fuga de lactato deshidrogenasa (LDH) en hepatocitos de rata (25%) en
comparacion con la fuga de LDH observada en células no tratadas (15%) (223). La
investigacion utilizando un modelo de timocitos de rata demostr6 ademas que la
curcumina es capaz de penetrar el citoplasma y acumularse en estructuras
membranosas de organulos intracelulares y en la membrana nuclear. Ademas de
inducir cambios morfologicos, el tratamiento con curcumina disminuyé los
potenciales de membrana mitocondrial (223). En otro estudio, la curcumina influy6
en la funcién de varias proteinas, como el receptor del factor de crecimiento
epidérmico y la glicoproteina P (224). Estos resultados sugirieron que, ademas de
los efectos de la curcumina sobre las estructuras de las membranas, las
interacciones entre los grupos fendlicos de la curcumina y los sitios de enlace de
hidrogeno en las membranas celulares podrian influir en las actividades de la

membrana o en la funcién de las proteinas de la membrana.

La infeccion por flavivirus influye profundamente en los lipidos de la célula
hospedera. Los resultados del andlisis lipidomico de las fracciones de membrana
asociadas con la replicacion del DENV revelaron que el 85 % de los lipidos se
modificaron significativamente en comparacién con el control no infectado (225). La
infecciébn por DENV es muy sensible al blogqueo de la sintesis de &cidos grasos
mediante la inhibicién de la enzima sintasa de acidos grasos (FASN). La inhibicion
de enzimas clave en la via de sintesis del colesterol mevalonato difosfo
descarboxilasa, HMG-Co0A sintasa y escualeno sintetasa interfirié con la replicaciéon
del DENV (226), lo que indica la importancia del colesterol en la infeccién por DENV.
Se ha demostrado previamente que la capside del DENV interactia con las gotitas
de lipidos. La infeccién por el virus DENV desencadena la autofagia que libera
acidos grasos libres necesarios para mantener un alto nivel de ATP intracelular y
favorecer la replicacién viral (227). Se ha descubierto que los lipidos de la célula

hospedera regulan la entrada viral a la célula y su replicacion (226).
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Atendiendo a los efectos anteriormente mencionados de la curcumina sobre los
lipidos celulares y la importancia de este en la replicacion del virus dengue, en este
estudio nos propusimos evaluar la modulacion de la expresion de varios mediadores
del metabolismo lipidico por parte del Curmeric en la linea celular THP-1. Como
basamento previo para esta busqueda tenemos que diversos autores han referido
un efecto de acumulacion de lipidos posterior al tratamiento con curcumina (193,
222, 228) en esta misma linea celular y en el intervalo de concentraciones

evaluadas en este trabajo.

Uno de los mediadores lipidicos explorados fue el receptor activado por
proliferadores de peroxisomas (PPAR). PPAR pertenecen a la superfamilia de
receptores de hormonas nucleares. Los PPAR se activan mediante 4cidos grasos y
eicosanoides de la dieta, asi como mediante farmacos, como fibratos para PPARalfa
y glitazonas para PPARgamma. PPARalfa media la accién hipolipidémica de los
fibratos en el tratamiento de la hipertrigliceridemia y la hipoalfalipoproteinemia.
PPARalfa se considera un importante regulador del metabolismo de los lipidos intra
y extracelulares (229). Los PPAR desempefian un papel en el metabolismo de los
lipidos intracelulares al regular positivamente la expresion de enzimas implicadas
en la conversién de acidos grasos en ésteres de acil-coenzima A, la entrada de
acidos grasos en las mitocondrias y el catabolismo de los acidos grasos

peroxisomales y mitocondriales (230).

Se ha reportado que la curcumina previene la inflamacién al antagonizar la
transduccion de sefales proinflamatorias y la expresion genética, principalmente
mediante la supresion de los factores de transcripcion proinflamatorios, incluido el
factor nuclear kappa B (NF-kB), el transductor de sefiales y los activadores de la
transcripcion-3 (ATF3) y Wnt/b-catenina, y activando las vias de sefializacién celular
del receptor gamma activado por proliferadores de peroxisomas (PPAR) y del factor
nuclear eritroide-2 relacionado con el factor 2 (Nrf2) (193, 231, 232). Estas
interacciones conducen a la regulacion negativa de las adipocinas, incluido el factor
de necrosis tumoral (TNFa), la interleucina-6 (IL-6), la leptina, la resistina y la

proteina quimiotactica de monocitos-1 (MCP-1), y la regulacion positiva de
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adiponectina, que puede afectar la homeostasis de los lipidos en los adipocitos, las
células pancreéticas, las células estrelladas hepaticas (HSC), los macrofagos y las
células musculares (233-235).

A pesar de no existir reportes sobre el efecto de PPAR en la replicacion del virus
dengue, un estudio reciente demostroé que las respuestas inflamatorias durante la
infeccion por el virus Chikungunya (CHIKV) involucraban el sistema renina-
angiotensina (RAS) y las vias PPARYy (236). La supresion de la infeccion por CHIKV
mediada por telmisartan estd mediada, al menos en parte, por la activacion de
PPARYy; un antagonista de PPARy aumentd la carga viral de CHIKV [88]. Otro
estudio reciente demostré que las respuestas celulares inducidas por el ZIKV de
células progenitoras neurales derivadas de células madre pluripotentes inducidas
(iPSC) involucraban las vias de sefalizacion de PPAR, lo que puede contribuir a la

neurogénesis y la replicacion viral (229).

A pesar de que no se detectaron diferencias estadisticamente significativas en la
expresion de PPAR en las células tratadas con Curmeric respecto al control sin
tratar en el contexto de la infeccién por dengue, si se observo una tendencia dosis-
dependiente hacia el incremento de su transcripcién. Las concentraciones de
Curmeric en las que se observa un aumento de PPAR de aproximadamente tres
veces respecto al control correlacionan con una menor replicacion viral. Los
resultados del presente trabajo sobre la tendencia a la elevacion en la transcripcion
de este marcador y la consecuente disminucion de la replicacion viral por el
Curmeric resultan llamativos. Por lo tanto, futuros ensayos deberian explorar los
efectos protectores de PPAR y sus combinaciones con los antivirales actuales en el

contexto de la infeccion por dengue.

En nuestros resultados también se observd, aunque no significativamente, una
tendencia a la disminucién en la transcripcion de RARA. Esta reduccion se observo
incluso a las concentraciones mas bajas utilizadas de Curmeric, sin embargo, no se
observé una relacién dosis-respuesta. Los receptores de acido retinoico son
proteinas que se encuentran en el ndcleo o en el citoplasma que unen
especificamente el &cido retinoico o al retinol (237). Al igual que ocurre con otros
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receptores nucleares de tipo Il, los RARs forman heterodimeros con el RXR en
ausencia de ligando. El dimero RAR/RXR se une al elemento de respuesta a
hormonas en el ADN, formando un complejo con una proteina co-represora. La
unién de un ligando agonista a RAR da lugar a la disociacion del co-represor y al
reclutamiento de una proteina co-activadora que activan el promotor y asi la

transcripcion de los genes diana (238).

Los RARs son receptores muy poco estudiados en el contexto de las infecciones
virales. Existe un reporte que asocia el RARB con la replicacion de los adenovirus
humanos, considerandolo como una molécula clave en la infeccion de adenovirus y
una diana potencial para el control de este virus (239). También se ha asociado el
RARA a la replicacion del virus de la hepatitis B considerandose este receptor como
diana de agonistas para inhibir la replicaciéon viral (240). Debido a la carencia de
datos sobre la interaccion de este receptor con la curcuminay la replicacion del virus
dengue consideramos que futuras investigaciones deberian desarrollarse para

ahondar en este particular.

Interesantemente, se observd que el tratamiento con Curmeric eleva
significativamente los niveles de expresion de OSBPL10 de una manera dosis-
dependiente en las células THP-1. Existe hasta la fecha un Unico reporte de que la
curcumina aumenta la expresiéon de OSBPL7, un miembro de la misma familia de
proteinas, sin embargo se desconoce el mecanismo mediante el cual esto ocurre
(241). El presente trabajo constituye, a nuestro saber, el primer reporte sobre la
influencia de la curcumina sobre la transcripcién de OSBPL10 en el contexto de la

infeccion por dengue.

OSBPL10 pertenece a la familia de las proteinas de union al oxisterol, las cuales
estan implicadas en muchos procesos celulares, incluyendo sefalizacion, trafico
vesicular y metabolismo lipidico (242). Las OSBP estan implicadas en los procesos
de replicacién de diferentes virus (243, 244). En particular se ha demostrado su
importancia en los procesos de maduracion, ensamblaje y secrecion del virus de la
hepatitis C, perteneciente a la familia Flaviviridae al igual que el virus dengue (239).

Meutiawati y colaboradores (245), recientemente, demostraron que las OSBPs
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estan involucradas en la replicacién del virus dengue al regular la homeostasis
lipidica intracelular, particularmente la distribucion del colesterol necesaria para la
formacién de los complejos de replicacion del virus dengue.

La sobreexpresion de OSBP conduce a un aumento en los niveles de ARNm de
varios genes regulados por esteroles (receptor de LDL, HMG-CoA reductasa y
HMG-CoA sintasa), junto con una mayor biosintesis de colesterol (246).
Investigaciones anteriores han sugerido que ORP10, el producto del gen OSBPL10,
influye en la produccion de triglicéridos y colesterol, asi como en la formacion de
lipoproteinas de baja densidad (LDL), especificamente en entornos in vitro (247).
Se ha documentado que las balsas lipidicas, microdominios de membrana ricos en
colesterol y esfingolipidos, desempefian un papel importante en la entrada del
DENV en los macrofagos, ya sea en ausencia o en presencia de anticuerpos
facilitadores (248-250). El oxisterol es capaz de inhibir la replicacién de virus con
envoltura al bloquear la fusiéon entre la envoltura viral y la membrana celular (251).
En un estudio reciente Zheng y colaboradores (252) demostraron que una
formulacion de curcumina era capaz de reducir los niveles de colesterol total e inhibir
la replicacion del EMCV, posiblemente activando el oxisterol y reduciendo el
colesterol total en las células del hospedero. Al considerar los hallazgos colectivos
anteriores junto con los nuestros, es posible sugerir gue un aumento en la expresion
de OSBPL10 en las células THP-1 tratadas con Curmeric pudiese estar relacionado
con una mayor acumulacién y activacién de oxisterol lo cual podria contribuir al

efecto inhibitorio sobre la replicacién del virus dengue.

En las dltimas décadas se ha confirmado que el metabolismo del colesterol
interactda con el sistema inmunoldgico (253). El vinculo entre el metabolismo del
colesterol, la respuesta inmunolégica y la inflamacién ha sido un “punto critico” para
la investigacion desde los afios 2000, dando Ilugar al concepto de
inmunometabolismo” (254). La curcumina también se ha demostrado que es un
potente agente inmunomodulador que puede modificar la actividad de las células
inmunitarias, incluidas las células T y B, los macréfagos, los neutrdfilos, las células

dendriticas (DC) y las células asesinas naturales (NK). La curcumina regula

63



negativamente las citoquinas proinflamatorias como IL-1, IL-2, IL-6, IL8, IFN-y, asi
como la proteina quimiotactica de monocitos 1-1 (MCP-1), iNOS y NO en muchas
enfermedades patolégicas (17, 216). La curcumina inhibe la proliferacion de
linfocitos y su capacidad para secretar IL-4, IL-5 y el factor estimulante de colonias
de granulocitos y macréfagos (GM-CSF) (187). Por otro lado, la curcumina puede
inducir la expresion y produccion de IL-10 para contrarrestar afecciones
inflamatorias. Algunos de los efectos antiinflamatorios de esta molécula incluyen la
inhibicion de la enzima convertidora de angiotensina (ECA) y una reduccion de la
actividad de TNF-q, IL-12 y la infiltracibn de macrofagos (255). También inhibe la
sefalizacion de TGF- y NF-kB, asi como la expresion de a-actina del musculo liso
y tenascina-C, una proteina antiadhesiva (17, 18, 256).

En este trabajo examinamos la expresion relativa de varios genes involucrados en
la respuesta inmune en el contexto de la infeccion por dengue. Uno de ellos fue el
gen inducible por &cido retinoico (RIG-1), para el cual se observaron diferencias
significativas en su expresion relativa entre las células control sin tratar y las células
tratadas con Curmeric a diferentes concentraciones. RIG-1 es una molécula
intracelular que responde a los acidos nucleicos virales y activa la sefializacién de
miembros de la familia del interferon tipo |, que se consideran entre los mas
importantes efectores del sistema inmunolégico innato. Aunque RIG-I se expresa
de forma ubicua en el citoplasma, sus niveles estan sujetos a regulacion
transcripcional y postranscripcional (237). RIG-I pertenece a la familia de genes
estimulados por IFN (ISG), pero ciertas células regulan su expresion a través de
mecanismos independientes de IFN. Otros estudios sugieren que RIG-I tiene
funciones ademas de las directamente relacionadas con su papel en la deteccion
de ARN y la defensa del huésped (257). Se ha descubierto que los receptores
similares al gen | inducible por acido retinoico (RIG-I) (RLR) son capaces de

reconocer el ARN viral para la accion antiviral en la inmunidad antiviral innata (258).

Ha sido demostrado la importancia de RIG-lI en la respuesta antiviral en las
infecciones por Flavivirus, en particular en el reconocimiento del ARN viral y la

transmision de sefales que activan la respuesta inmune innata temprana (259). En
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el caso del dengue en particular se ha demostrado su importancia en la induccién
de una rapida expresion de los IFN tipo | mediante la activacion de los factores de
transcripcion IRF3 e IRF7 (259, 260). Sin embargo, estudios recientes han
demostrado que tanto los ARN virales como los derivados del huésped pueden
desencadenar la activacion de los RLR; por lo tanto, la activacion adecuada de los
RLR puede ejercer eficazmente efectos antivirales. Por el contrario, si la activacion
de RIG-I no se controla, puede provocar una disfuncion inmunitaria y la produccion
de una tormenta de citocinas, que puede provocar dafios graves en el organismo
(261).

Sprokholt y colaboradores (216) observaron que la via de sefializacion RIG-1y los
niveles de proteina NF-kB disminuyen significativamente después del tratamiento
con curcumina, controlando asi la respuesta inflamatoria. También se ha
demostrado que la curcumina inhibe la expresion de RIG-1 y la activacion de la via
NF-kB inducida por 1AV, HBV y el virus de la leucemia de células T humana tipo |
(HTLV-I) (215, 216, 256). Es importante destacar que, a nuestro saber, no existe
ningun reporte hasta la fecha en el que se analice la respuesta de RIG-1 ante
concentraciones de Curcumina en el contexto de la infeccién por dengue. Nuestros
resultados en este sentido son interesantes puesto que la disminucion en la
expresion de RIG-1 en las células tratadas con Curmeric podria debilitar la
respuesta antiviral celular temprana. Sin embargo, también podria contribuir a
controlar la respuesta inflamatoria producida por la infeccién viral. De manera similar
a nuestros resultados, varios autores han sugerido que la disminucion en la via de
sefializacion de RIG-1/STAT1/2 por la curcumina puede regular negativamente la
produccion de citoquinas proinflamatorias durante la infeccion por Influenza A (262)
y Coronavirus bovino (263). Seria factible comprender a profundidad los
mecanismos subyacentes y el impacto de estas diferencias en la capacidad de las
células para combatir el virus del dengue y modular la tormenta de citoquinas propia

de las formas graves de la enfermedad.

Otro de los marcadores inmunolégicos estudiados fue la IL-6 debido a que existe un

consenso de que la elevada presencia en el plasma de esta citoquina puede
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constituir un marcador de severidad en la enfermedad por dengue (264-269). La IL-
6 es una citoquina multifuncional producida por diferentes tipos celulares,
incluyendo células del sistema inmune (células B, células T, macréfagos y células
dendriticas), fibroblastos, células endoteliales, miocitos, tejido adiposo, y células 3
pancreaticas (78). Es una citocina pluripotencial ya que tiene acciones tanto
proinflamatorias como antiinflamatorias. En la actualidad se la reconoce como el
principal mediador de la respuesta de fase aguda; también posee efectos
antiinflamatorios al ejercer un control parcial sobre la producciéon de IL-1 y TNF-a
(6). Los efectos de la IL-6 en la inmunidad dependen del contexto y de su
concentracion local, asi como de la presencia o ausencia de otras proteinas
reguladoras que acttan en la via de transduccion de sefiales, o de la concentracion

de su receptor soluble (270).

En nuestro estudio encontramos un comportamiento interesante para la expresion
de IL-6. Para las dos menores concentraciones de Curmeric ensayadas (0,035
pg/mL y 0,035 pg/mL) se observa una disminucién de la expresion de IL-6. Estos
resultados se corresponden con lo reportado en la literatura internacional, donde
varios autores reportan la disminucién de este marcador inmunolégico posterior al
tratamiento con curcumina (270-273). Sin embargo, para las dos concentraciones
mas elevadas usadas en nuestro ensayo (1,75 pug/mL y 3,5 ug/mL) se observa un
aumento significativo de este marcador. Este aumento a las dos Ultimas
concentraciones no se corresponde con lo previamente descrito en la literatura, y
tampoco se correlaciona con otros resultados obtenido en este mismo estudio
donde se observa un aumento de IL-10 que deberia contribuir a regular
negativamente la expresion de IL-6. Estas observaciones nos hacen considerar que
quiza la regulacion de esta citoquina por parte del Curmeric sea sensible a la dosis
y que la elevacion de la expresion de la misma pudiese ser producto del estrés
celular provocado por el tratamiento. Sin embargo, es necesario destacar que los
resultados observados pueden ser producto de una dindmica molecular no
contemplada en el disefio del estudio y que sea necesario evaluar cinéticamente la

expresion de este marcador.
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También evaluamos la expresion de la proteina 1 alfa inflamatoria de los
macréfagos (MIP-1a/CCL3) que es una quimiocina quimiotactica secretada por los
macréfagos (274). Esta molécula realiza diversas funciones biol6gicas, como el
reclutamiento de células inflamatorias, la cicatrizacion de heridas, la inhibicion de

células madre y el mantenimiento de la respuesta inmune efectora.

MIP-1a/CCL3 juega un papel importante en la patogénesis de diversas
enfermedades (275) y es esencial para inducir la respuesta inflamatoria contra los
virus. Por ejemplo, tras la exposicion del tejido pulmonar al virus respiratorio sincitial
(VSR), MIP-1a/CCL3 induce el reclutamiento y la migracién de eosinofilos y
basofilos (276). Los macréfagos infectados con VIH exhiben niveles aumentados de
expresion de MIP-1a/CCL3, la cual se correlaciona con la replicacion viral. Varias
guimiocinas expresadas y secretadas tras la activacion de las células T como
RANTES/CCL5, MIP-1a/CCL3 y MIP-1B/CCL4, demuestran actividad supresora del
VIH (277). En el caso del dengue varios autores han sefialado el aumento de los
niveles séricos de esta quimioquina post-infeccion (138, 275, 278, 279). También
se ha sugerido que MIP-1 podria contribuir a las alteraciones hematopoyéticas

ocurridas durante la infeccién por dengue (278).

Nuestros hallazgos revelan un incremento significativo en la expresion de la
quimioquina MIP-1 de forma dosis-dependiente para las dos concentraciones mas
altas ensayadas de Curmeric. Este marcador parece exhibir un comportamiento
sensible a la dosis similar al descrito para IL-6. A nuestro saber, hasta la fecha solo
se ha publicado un estudio que investiga la influencia de la curcumina sobre la MIP-
1. En 2020, Liang y su equipo (280) informaron sobre el papel de la curcumina en
la inhibicidén de la migracion de precursores de osteoclastos mediante su capacidad
de bloquear la produccién de MIP-1, que participa en la osteoclastogénesis regulada
por la curcumina. Se necesita posterior investigacion en el rol del Curmeric y la
curcumina sobre la expresion de este mediador del sistema inmune y su papel en

la patogenia de la enfermedad por virus dengue.

En este trabajo también estudiamos la expresion de la IL-10. Observamos que
existe una relacién dosis-dependiente entre el tratamiento con concentraciones
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crecientes de Curmeric, el aumento de la expresion de IL-10 y la disminucion de la
replicacion viral. La IL-10 es un miembro de una familia de citoquinas que incluyen
la IL-10, IL-19, IL-20, IL-22, IL-24 y la IL-26. Esta es expresada por células del
sistema inmune innato y adaptativo, incluyendo células T CD4+ y T CD8+,
macrofagos, mastocitos, NK, eosindfilos y neutroéfilos (281). Las células T reg CD4+
son sus principales productoras y a su vez esta citoquina es critica para la
generacion y mantenimiento de estas células (282); acciones que llevan a cabo a
través de un proceso autocrino (283). La principal accién biologica de la IL-10 son
los efectos inmunosupresores con impacto sobre las células presentadoras de
antigenos (CPA), sobre las cuales se ha visto una reduccién de la expresion de
MHC Il (284), asi como de moléculas co-estimulatorias (CD80/CD86 y CD28) (283).
Adicionalmente causa la inhibicién de la liberacion de citoquinas proinflamatorias,
como TNF-a e IL-6 (285, 286). Por todo lo anterior a esta citoquina se le considera
como reguladora por excelencia de la respuesta inmune inflamatoria. Durante la
infeccion, una vez que ocurre el control de los patdgenos por la respuesta inmune
inflamatoria, la IL-10 inhibe la actividad de la mayoria de las células efectoras del
sistema inmune, permitiendo el regreso a la homeostasis y evitando el dafio

inmunopatoldégico.

Se ha demostrado que la curcumina aumenta los niveles séricos de IL-10 (255, 287).
También se ha demostrado que la curcumina es capaz de regular positivamente las
respuestas antiinflamatorias y la liberacion de IL-10 e IL-4 a través de la modulacién
de la via de sefalizacion JAK/STAT/SOCS (288). Nuestros resultados encontraron
una correlacion entre la dosis de Curmeric, la transcripcion de este mediador
inmunolégico y una menor replicacion del virus dengue. Estos resultados refuerzan
el papel antiinflamatorio del Curmeric y su posible utilizacion como tratamiento
contra la enfermedad por dengue ya que al elevar los niveles de IL-10 puede

contribuir al mejor manejo de la tormenta de citoquinas.
Discusion integrada

El dengue, considerado una de las diez mayores amenazas para la salud global, se

ha convertido en la enfermedad viral transmitida por artropodos de mayor
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propagacion en todo el mundo. Actualmente, no existen terapias antivirales
efectivas ni vacunas seguras disponibles para combatir esta enfermedad. En 2022,
Cuba experimentd una de las epidemias de dengue méas severas de su historia.
Esta se caracterizd no solo por la circulacion de los cuatro serotipos del virus, sino
también por la presencia de escaseces agravadas por la crisis econdmica existente
y la pandemia de COVID-19. Para abordar esta urgente crisis de salud, el gobierno
cubano llamé a tomar medidas prioritarias para combatir el dengue, enfatizando un
enfoque integral y sostenible. ElI Ministerio de Salud Publica de Cuba y el grupo
cubano de Industrias Biotecnolégicas y Farmacéuticas propusieron de manera
colaborativa desarrollar productos tradicionales y naturales que puedan contribuir
significativamente a mejorar la atencion médica de la poblacion. La curcumina,
extraida de los rizomas de Curcuma longa, posee conocidas propiedades
antiinflamatorias, antioxidantes y moduladoras de los niveles de lipidos.
Recientemente, se desarroll6 una formulacion cubana derivada de la C. longa
cosechada localmente, conocida como "Curmeric". Los efectos biologicos de esta
formulacién podrian influir en los mecanismos clave de la infeccion por dengue, ya
sea mediante un efecto antiviral directo, modulando el colesterol y los lipidos que
ejercen un papel en la replicacién viral o mediando las respuestas sistémicas

inmune-inflamatorias asociadas.

En nuestro trabajo se demostrd el efecto antiviral contra el virus dengue del
Curmeric en las lineas celulares Vero y THP-1. Este efecto puede ser debido tanto
a modificaciones por parte de los curcuminoides en el citoesqueleto celular, la
proteasa viral, la composicién de las membranas celulares o la suma de los efectos
anteriores. De la misma manera se demostré que existe un efecto potenciador del
Curmeric sobre la expresion de genes del metabolismo lipidico como OSBPL10 y
PPAR, lo que pudiese alterar la composicion de las membranas de los organulos de
replicacion y disminuir la replicacion viral. Las observaciones de la variacion de
OSBPL10 inducidas por el Curmeric constituyen un hallazgo interesante debido a
gue este mismo grupo de investigacion ha sefialado previamente el rol de este
mediador como posible puente entre el metabolismo lipidico y la respuesta inmune.

Asimismo, también se observo la actividad del extracto sobre la expresion de genes
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de mediadores inmunolégicos. El resultado de la actividad de estos mediadores
sobre la respuesta inmune durante la infeccion por dengue podria tributar a un
efecto antiviral indirecto importante a considerar y a una posible estabilizacion de la
tormenta de citoquinas caracteristica de las formas graves de la enfermedad. En
particular, los cambios detectados en la expresion de RIG-1 e IL-10 después del
tratamiento celular con Curmeric en el contexto de la infeccion por dengue resultan
importantes para la regulacion de una respuesta inmune pro-inflamatoria apropiada,

lo cual podria tributar a un mejor manejo de la enfermedad

Interesantemente, se observé un comportamiento distinto para la transcripcion de
IL-6 y MIP-1. Estas dos citoquinas presentaron una tendencia a la disminucion de
su expresién a dosis bajas de Curmeric, sin embargo, se elevaron a dosis mas altas.
En este sentido, se hacen necesarios estudios posteriores para esclarecer el rol de
las dosis de Curmeric y la curcumina sobre estos marcadores, debido al papel que

estos desempeifian en la patogenia de la enfermedad por dengue.

A pesar de constituir un estudio inicial sobre la actividad anti-dengue del producto
cubano Curmeric, consideramos que nuestros resultados poseen novedad cientifica
y contribuyen a la informacion existente sobre este extracto. Esto redunda en un
mejor conocimiento para el desarrollo de terapias efectivas y sostenibles para el
tratamiento de la enfermedad por dengue y abre nuevas puertas para el estudio de

efectos terapéuticos del Curmeric contra otras enfermedades virales.
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Conclusiones

La curcumina y el extracto natural cubano Curmeric inhiben la replicacion
del virus dengue in vitro, lo cual demuestra su efecto antiviral contra este
virus, y lo convierte en un posible candidato para el tratamiento de la
enfermedad

El extracto Curmeric induce la expresion de varios genes del metabolismo
lipidico como PPAR y OSBPL10 lo que puede contribuir a su efecto antiviral
e inmunomodulatorio indirecto.

El extracto Curmeric regula la expresion de diversos marcadores
inmunolégicos como RIG-1, IL-6, MIP-1 e IL-10 en una linea de monocitos
humanos, lo cual sugiere un efecto inmunomodulador asociado.

El extracto Curmeric no regula el estado redox in vitro a las concentraciones

y condiciones utilizadas en este trabajo.
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Recomendaciones

- Expandir los estudios de actividad antiviral del Curmeric al DENV-1, DENV-
3y DENV-4.

- ldentificar los mecanismos moleculares involucrados en el efecto del
Curmeric sobre los niveles de expresion de IL-6 y MIP1 en monocitos
humanos en el contexto de la infeccion por virus dengue.

- Determinar los mecanismos moleculares involucrados en el efecto del
Curmeric sobre el metabolismo lipidico y su influencia sobre la replicacion del
virus del dengue.

- Explorar los efectos del Curmeric sobre la infeccion por dengue en cultivo de

células mononucleares humanas y en ensayo clinico in vivo.
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