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I. RESUMEN

El dengue, una infeccion virica que se transmite por mosquitos, afecta a millones
anualmente, representando un desafio en salud publica. El virus del dengue (DENV),
Su agente causal, presenta cuatro serotipos (1-4), siendo el 2 el mas asociado a casos
graves. La falta de tratamientos especificos destaca la necesidad de nuevos antivirales.
Los compuestos de fuentes naturales, como microalgas, son prometedores por sus
propiedades bioactivas, donde Phaeodactylum tricornutum, rica en proteinas,
representa una fuente potencial antiviral. El propoésito de este trabajo fue determinar la

actividad antiviral de hidrolizados proteicos de P. tricornutum contra DENV-2.

Primero, se realiz6 el cultivo de P. tricornutum, seguido de la obtencién de biomasa
gue fue procesada para la hidrdlisis enzimatica de las proteinas. El hidrolizado proteico
se fraccionod en cuatro partes y se liofiliz6. Posteriormente, se evalud su citotoxicidad
por ensayo MTT en células Huh-7, seguido de su actividad antiviral mediante ensayos
in vitro de infeccion con DENV-2 y tratamiento con las fracciones obtenidas a 150 y
300 ug/ml, utilizando citometria de flujo y ensayo de formacion de placas. Mediante
Western blot se analiz6 la expresion de las proteinas virales NS5 y NS3 en células que
se trataron con la fraccion proteica de mejor resultado, finalizando con el analisis

estadistico.

Los hidrolizados proteicos de P. tricornutum mostraron una reduccién significativa
en la replicacion del DENV-2, evidenciada por la disminucion en la expresién proteica
viral NS5y NS3 en las células tratadas, en comparacion con los controles de infeccion.
Estos hallazgos indican que los hidrolizados proteicos de 10-30 kDa de P. tricornutum
tienen propiedades antivirales contra DENV-2. La reduccion de las proteinas NS5 y
NS3 podria ser uno de los mecanismos de accion contra el virus. Estos resultados
subrayan el potencial de estos hidrolizados como candidatos prometedores para

desarrollar nuevas formas de tratamiento contra el dengue.

Palabras clave: DENV-2, hidrolizados proteicos, antiviral, Phaeodactylum tricornutum.



ABSTRACT

Dengue, a viral infection transmitted by mosquitoes, affects millions annually,
posing a public health challenge. Dengue virus (DENV), its causative agent, comprises
four serotypes (1-4), with type 2 most associated with severe cases. The lack of specific
treatments underscores the need for new antivirals. Compounds from natural sources,
such as microalgae, show promise due to their bioactive properties. Phaeodactylum
tricornutum, rich in proteins, represents a potential antiviral source. This study aimed
to determine the antiviral activity of protein hydrolysates from P. tricornutum against
DENV-2.

First, P. tricornutum was cultured, and biomass obtained was enzymatically
hydrolyzed to yield protein hydrolysates. The hydrolysate was fractionated into four
parts and lyophilized. Subsequently, cytotoxicity was evaluated using MTT assay on
Huh-7 cells, followed by antiviral activity assessment via in vitro infection assays with
DENV-2 and treatment using fractions at 150 and 300 ug/ml concentrations, monitored
by flow cytometry and plaque formation assay. Western blot analysis of viral proteins
NS5 and NS3 expression in cells treated with the most effective protein fraction was

conducted, followed by statistical analysis.

Protein hydrolysates from P. tricornutum demonstrated significant reduction in
DENV-2 replication, evidenced by decreased NS5 and NS3 viral protein expression in
treated cells compared to infection controls. These findings indicate that 10-30 kDa
protein hydrolysates from P. tricornutum possess antiviral properties against DENV-2.
Reduction in NS5 and NS3 proteins may be one of the mechanisms of action against
the virus. These results highlight the potential of these hydrolysates as promising

candidates for developing new dengue treatments.

Keywords: DENV-2, protein hydrolysates, antiviral, Phaeodactylum tricornutum.



Il. INTRODUCCION

El agente causal de la enfermedad del dengue es virus del dengue (DENV), del
cual se han descrito para cuatro serotipos (DENV-1, DENV-2, DENV-3, DENV-4),
donde el mas comunmente relacionado con el dengue grave es el serotipo 2. Este
virus forma parte del género Flavivirus, que corresponde a la familia Flaviviridae, y
mosquitos del género Aedes, principalmente Aedes aegypti lo transmiten. Anualmente,
causa entre 100 y 400 millones de infecciones y se encuentra distribuido en mas de
100 paises, constituyendo un significativo problema para la salud publica en regiones
tropicales (OMS, 2024). La infeccion por DENV puede ser asintomatica o sistémica,
manifestdindose como fiebre del dengue, que puede evolucionar a una enfermedad
grave con sintomas como acumulacion de liquido, pérdida de plasma, dificultad

respiratoria, hemorragia grave o dafio a multiples 6rganos (Soto-Acosta et al., 2017).

Hasta la fecha, no hay un tratamiento especifico para el virus del dengue, y las
Unicas opciones disponibles son soluciones paliativas para los sintomas. Los métodos
de diagnéstico definitivo no suelen ser accesibles para todos (Crispin et al., 2023).
Ademas, las estrategias para prevenir y controlar el dengue se enfocan sobre todo en
la vigilancia epidemioldgica y realizar el control de los mosquitos, que son costosas y
poco eficaces. Sumado a esto, las vacunas en desarrollo ofrecen proteccion parcial

contra el virus (Lopez & Alatorre, 2022).

En este contexto, la busqueda de nuevas estrategias terapéuticas es imperativa.
La exploracion de compuestos naturales podria ofrecer soluciones innovadoras y
efectivas. Entre los elementos de origen natural estudiados por sus compuestos
bioactivos, las microalgas destacan por sus propiedades antioxidantes,
antiproliferativas, anticancerigenas, antiobesidad, antiinflamatorias, antibacterianas,
inmunoestimulantes y antienvejecimiento. Incluso, han demostrado tener propiedades
antivirales. Los compuestos derivados de las microalgas que han demostrado estas
propiedades incluyen polisacéridos, compuestos fendlicos, halogenados, diversos
pigmentos, acidos grasos, lipidos, esteroles, aminoacidos, péptidos y aminoacidos y

proteinas.



De estos, los péptidos han tomado especial interés debido a sus ventajas, como la
diversidad estructural, actividad antiviral de amplio espectro, baja toxicidad, menor
resistencia viral y sostenibilidad. Son adecuados para combinaciones terapéuticas y
pueden ser modificados quimicamente, lo que los convierte en prometedores agentes

antivirales.

Una de las microalgas que ha demostrado tener potencial terapéutico es
Phaeodactylum tricornutum, debido a su capacidad para producir diversos compuestos
bioactivos. A pesar de esto, su potencial antiviral no ha sido explorado. Ademas, al ser
una microalga rica en proteinas, se convierte en una fuente potencial para obtener

péptidos con actividad antiviral.

Este trabajo tuvo la finalidad de estudiar la actividad antiviral de péptidos derivados
de P. tricornutum contra el DENV-2. Evaluando la capacidad de los hidrolizados para
inhibir la replicacion viral y que a futuro puedan mitigar los efectos patolégicos
asociados con la infeccién, buscando dilucidar los posibles mecanismos moleculares
subyacentes a su actividad antiviral. Esto proporcionard una base sélida para la

creacion de nuevos tratamientos antivirales derivados de microalgas.

Esta investigacion, ademas de aportar a la compresion sobre los beneficios
biolégicos de P. tricornutum, busca contribuir a la lucha global contra el dengue,
ofreciendo alternativas naturales y sostenibles para el tratamiento de esta enfermedad
gue ha representado un importante problema de salud publica durante afios. La
investigacion propuesta tiene el potencial de abrir nuevas vias en el desarrollo de
farmacos de origen natural, destacando la relevancia de las microalgas como fuente

inagotable de compuestos bioactivos con aplicaciones terapéuticas.



1. MARCO TEORICO
3.1 Dengue

La enfermedad viral del dengue se transmite por el mosquito hembra Aedes
aegypti principalmente, distribuido alrededor del mundo en &areas tropicales y
subtropicales (Ginés et al., 2022). El dengue puede desarrollarse por infeccién de
cualquiera de los serotipos que existen (DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4), su
sintomatologia y desarrollo puede presentarse como una fiebre ligera hasta formas
gue se agravan poniendo en situacion de riesgo la vida del paciente (Davila-Flores,
2019). La sintomatologia clasica puede incluir cefalea intensa, fiebre elevada, dolor en
musculos y articulaciones, erupcién cutanea y malestar general. En situaciones criticas,
puede desarrollarse el sindrome de choque por dengue o la fiebre hemorragica del
dengue, que pueden llevar a complicaciones graves como sangrado severo, dafio

organico y, en casos extremos, la muerte (Pizarro-Gonzaga & Vila-Paucar, 2023).

Los esfuerzos para prevenir el dengue se centran en controlar el mosquito
transmisor, eliminando los criaderos de agua estancada donde el A. aegypti deposita
sus huevos. Aunque se han desarrollado vacunas, como Dengvaxia, su eficacia varia
y actualmente no hay tratamientos especificos antivirales disponibles, por lo que el
manejo clinico se centra en aliviar los sintomas y proporcionar cuidados de apoyo
(Tully & Griffiths, 2021). La vigilancia epidemiologica y la respuesta rapida son
cruciales para contener los brotes de dengue y mitigar su efecto en la salud publica.
Asi como el desarrollo de nuevos tratamientos, principalmente los derivados de fuentes

naturales.
3.2 Epidemiologia

Actualmente, cerca de la mitad de las personas en el mundo corren el riesgo de
infectarse con dengue, y se ha calculado que anualmente se infectan alrededor de 10
a 400 millones de personas. Cabe destacar que el dengue se presenta principalmente
en areas urbanas y semiurbanas de todo el mundo, sobre todo en climas tropicales y
subtropicales (Figura 1). La prevalencia del dengue ha experimentado un notable

incremento a nivel global es los Gltimos afios.



La OMS reporté 5,2 millones de casos en 2019, un aumento considerable con
respecto a los 505,430 que habia en el 2000 (OMS, 2023). Una gran cantidad de los
casos que se presentan no suelen presentar sintomas o pueden ser menores y
autolimitados, por esta razén no se informa y se desconoce el nimero real de casos
de dengue, oros casos han sido mal diagnosticados como enfermedades febriles, lo
gue dificulta alin mas determinar su prevalencia e incidencia real. Existen modelos que
estiman que hay 390 millones de personas que se infectan por DENV anualmente y
de estas al menos 96 millones llegan a presentar cuadro clinico aparente (Ong & Ng,
2021). Con respecto a la prevalencia, de acuerdo con otro estudio se encontré que
3.900 millones de individuos estan en peligro de infectarse por DENV (Zerpa et al.,
2022).

En la actualidad, en mas de 100 paises la enfermedad es predominante en
diversas regiones de la OMS, como el Pacifico Occidental, el Sudeste Asiatico, el
continente americano, el Este del Mediterraneo y Africa. Las zonas mas vulnerables y
perjudicadas son el Sudeste Asiatico, las regiones del norte y sur de América y Pacifico
del Oeste, siendo Asia responsable de aproximadamente el 70 % de la presencia del
dengue con respecto al total (OMS, 2023). Como parte de América, al finalizar el afio
2022, en México se reportaron 59,918 casos de dengue, de los cuales 2,869
pertenecen al estado de Sinaloa (SINAVE, 2023).
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Figura 1. Mapa de consenso global de evidencia, riesgo y carga del dengue. Se
muestra desde la ausencia total (verde oscuro) hasta la presencia completa (rojo
oscuro) del dengue, delimitando con linea punteada las zonas tropicales y

subtropicales. Modificado de Guzman et al., 2016.



3.2.1 Dengue en América

El dengue constituye una grave preocupacion para la salud publica, actualmente
es endémico en la mayoria de los paises de América, destacando los que se
encuentran en areas tropicales y subtropicales. La region experimenta brotes
periddicos debido a la presencia del vector Aedes aegypti y condiciones climaticas
favorables para la proliferacion del mosquito (PAHO, 2022). En 2022, la Organizacion
Panamericana de la Salud reporté mas de 3 millones de casos de dengue en la region,

con Brasil, México, y Colombia entre los paises mas afectados (PAHO, 2022).

Los paises con infraestructura deficiente para el control de vectores y sistemas de
salud publica limitados son especialmente vulnerables. Por ejemplo, en Nicaragua y
Honduras, los casos de dengue han experimentado un notable incremento en los afios
recientes, con tasas de incidencia mayores a los 300 casos por 100,000 habitantes
(OMS, 2022). Ademés, en Venezuela, la crisis econémica y social ha exacerbado la
situacion, dificultando las medidas de control de vectores y tratamiento de los casos
(PAHO, 2022).

Las condiciones climaticas, como las altas temperaturas y la humedad, asi como
las lluvias estacionales, favorecen la reproduccion del Aedes aegypti. En paises como
Pera y Bolivia, las temporadas de lluvias intensas se correlacionan con un aumento en
los casos de dengue (PAHO, 2022).

3.2.2 Dengue en México

México enfrenta desafios significativos con respecto al dengue, representando una
de las regiones con alta incidencia en América Latina. De acuerdo con el SINAVE
(2023), en el pais 59,918 reportes de dengue fueron documentados, donde 2,869
casos pertenecieron al estado de Sinaloa (SINAVE, 2023). Las condiciones climaticas
variadas y la presencia de Aedes aegypti en muchas regiones del pais facilitan la
transmision del virus (PAHO, 2022).

Los brotes de dengue en México muestran fluctuaciones estacionales, con
periodos de mayor incidencia durante la temporada de lluvias y temperaturas calidas,

cuando aumenta la reproduccion del mosquito vector (WHO, 2024).



De junio a octubre es donde se han registrado mas casos, coincidiendo con las
lluvias intensas en muchas regiones del pais, lo que crea condiciones ideales para la

reproduccion del mosquito (PAHO, 2022).

El estado de Veracruz, por ejemplo, es una de las areas mas afectadas, con un
aumento significativo en los casos reportados durante la temporada de lluvias (PAHO,
2022). Asimismo, los estados de Chiapas, Jalisco y Guerrero presentan altos indices
de incidencia, reflejando la dispersion geografica del vector en el pais (SINAVE, 2023).

La infraestructura deficiente para el control de vectores y los limitados recursos en
el sistema de salud publica agravan la situacion, dificultando la adopcién de estrategias

eficaces para prevenir y controlar el dengue (PAHO, 2022).

3.2.3 Dengue en Sinaloa

Sinaloa, ubicado en la zona costera del Pacifico de México, no es ajeno al dengue.
En 2022, se reportaron 2,869 casos de dengue en el estado, lo que destaca su
vulnerabilidad a la enfermedad (SINAVE, 2023). Esta region enfrenta brotes periddicos
de la enfermedad, influenciados por las circunstancias climatolégicas que favorecen a
la proliferacién del vector y la urbanizacion rapida que crea ambientes propicios para
la reproduccion del Aedes aegypti (PAHO, 2022).

Las altas temperaturas y la humedad caracteristica de Sinaloa, especialmente
durante la temporada de lluvias, crean un ambiente ideal para la reproduccion del
mosquito vector. Esto se combina con factores como el agua estancada y la densidad
poblacional, que facilitan la transmision del virus (WHO, 2024). La vigilancia
epidemioldgica es crucial en esta region, y los esfuerzos de control vectorial y las
campafas de concientizacion son fundamentales para mitigar la transmision del
dengue (PAHO, 2022).

En respuesta a estos desafios, las autoridades de salud en Sinaloa han
implementado diversas estrategias, incluyendo la fumigacion de &reas urbanas, la
eliminacién de criaderos de mosquitos y la promocién de préacticas preventivas entre
la poblacion (SINAVE, 2023). La respuesta rapida a los brotes es necesaria para

gestionar la carga del dengue y preservar la salud de la poblacion de esta region.



3.3 Transmisioén

El principal transmisor del DENV es el mosquito hembra Aedes aegypti,
perteneciente al género Aedes (Davila-Flores, 2019). Este mosquito, de
aproximadamente 5 mm de tamafio, se encuentra predominantemente en areas
urbanasy periurbanas, donde deposita sus huevos en recipientes con agua estancada.
Las hembras son hematéfagas, dependiendo de factores como la humedad, el olor y
la cantidad de CO2 para localizar a sus victimas (Salvi et al., 2021; Guadarrama-Peralta,
2023).

Las condiciones climatoldgicas son de importancia en el ciclo reproductivo de
Aedes aegypti, favorecidas en épocas de lluvia, donde hay un aumento de la humedad
y la presencia de agua estancada. Se considera que este mosquito no sobrevive a
menos de 4 °C o0 mas de 40 °C de temperatura. Su ciclo de vida, desde huevo hasta
mosquito adulto, se completa en aproximadamente una semana en condiciones
Optimas. El mosquito es especialmente activo durante el amanecer y el atardecer,
momentos en los que busca alimentarse de sangre humana para completar su ciclo

reproductivo (Collazos-Vera et al., 2017).

El dengue se transmite cuando un mosquito hembra A. aegypti inserta su
probdscide a una persona para alimentarse, si esta se ha infectado con alguno de los
cuatro serotipos del virus, lo pasa al mosquito y después al picar a un nuevo individuo
sano le transmite el DENV. El virus se multiplica dentro del mosquito y se transmite a
través de su saliva al introducirse en el torrente sanguineo de la nueva victima. Este
ciclo de transmision se perpetia en areas donde los mosquitos y los humanos
coexisten estrechamente, lo que hace del manejo de vector y la erradicacion de focos
de cria de mosquitos estrategias esenciales para prevenir la propagacion del dengue
(Cano et al., 2020).

Ademas de A. aegypti, otro vector importante es el Aedes albopictus, una especie
invasora que fue detectada por primera vez en Europa, en Albania, en 1979, y ahora
esta establecida en 28 paises europeos. A. albopictus puede transmitir el DENV,
aunque su efectividad estd dada por la temperatura. La transmisién del dengue por

este mosquito se reporta principalmente a temperaturas de 28 °C (Mercier et al., 2022).
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La vigilancia de vectores, recomendacion emitida por la OMS, es una préactica
rutinaria en muchos paises endémicos del dengue para monitorear y controlar las
poblaciones de mosquitos. Sin embargo, los indices tradicionales de vigilancia, como
el indice House y el indice Breteau, han sido cuestionados por su idoneidad en la
evaluacion del riesgo de transmision. Los indices basados en recuentos de mosquitos
adultos pueden ser mas efectivos para evaluar este riesgo, aunque su implementacion

es compleja y laboriosa (Ong & Ng, 2021).
3.4 Virus del dengue

El virus del dengue (DENV) forma parte de los Flavivirus, un género de la familia
Flaviviridae. El DENV es un virus que contiene un ARN monocatenario de sentido
positivo, que incluye cuatro serotipos diferentes (DENV-1 a DENV-4) (Davila-Flores,
2019). Los viriones maduros del dengue tienen forma de esfera y miden 50 nm de
diametro, estos presentan varias copias de las proteinas que son parte de su
estructura (capside, C; pre-membrana, prM; y envoltura, E), una copia del genoma de
ARN monocatenario de polaridad positiva y del huésped toma su membrana. Las
proteinas estructurales son divididas en el genoma por proteasas virales y del huésped,

gue las separa de las siete proteinas no estructurales (Morales, 2021).

La amplia variabilidad genética del dengue se evidencia en los diferentes genotipos
o linajes dentro de cada serotipo. La evolucion del virus parece estar dominada por la
seleccion natural, favoreciendo a los virus "aptos" para humanos y vectores. Las
infecciones graves se han relacionado con mayor frecuencia a DENV-2 y DENV-3, los
genotipos denominados asiaticos. Ademas, se reporta que existe variedad de virus
dentro de un solo organismo anfitribn (cuasi-especie) en infecciones humanas
(Santaella, 2021).
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3.4.1 Estructuray genoma

Un ARN monocatenario de polaridad positiva, contiene el virus del dengue, en las
células infectadas actia como ARN mensajero. Este codifica solo una poliproteina,
gue se procesa por enzimas proteoliticas tanto del virus como de la célula, originando
tres proteinas que forma parte de la estructura (E, prM, y C) y siete proteinas que no
forman parte de esta (NS1, NS2A, NS2B, NS3, NS4A, NS4B, y NS5) (Pérez-
Dominguez et al., 2015; Contreras et al., 2021), Figura 2.

Las proteinas estructurales son fundamentales para la formacion del virion y la
interaccién con el hospedador, mientras que las proteinas no estructurales estan
implicadas en el ciclo replicativo del virus y la modulacién de la respuesta inmune
(Contreras et al., 2021).

El genoma del virus tiene aproximadamente 11 kilobases de longitud y esta
organizado en zonas que no se traducen en las regiones 5'y 3', que regulan procesos
como lareplicacion y la traduccion. Los cuatro serotipos del virus del dengue presentan
diferencias genéticas significativas que afectan su patogenicidad y la respuesta
inmune del hospedador, complicando el desarrollo de vacunas y tratamientos efectivos
(Contreras et al., 2021).

El virion del dengue es una particula en forma de esfera rodeada por una
membrana lipidica que protege su contenido genético. En su estado maduro, el virién
tiene un didmetro de 50 nm y exhibe una superficie lisa y uniforme. Sin embargo, en
su estado inmaduro, el diametro aumenta a unos 60 nandémetros y la superficie
adquiere una apariencia puntiaguda, debido a la disposicion diferente de las proteinas
en su envoltura. Dentro de esta particula se encuentra el ARN viral, que codifica tanto
las proteinas estructurales como no estructurales. Estas proteinas son fundamentales
no solo para que pueda replicarse el DENV, sino también para que puedan
ensamblarse nuevas unidades virales, asi como en su habilidad de evitar la respuesta
inmunitaria del anfitrion, asegurando asi la persistencia de la infeccién en el organismo.
La estructura del virion, junto con la informacion genética que transporta, es clave para
la propagacién efectiva del virus dentro del huésped y para la continuidad del ciclo viral
(Guzmén et al., 2016; Harapan et al., 2020; Bhatt et al., 2021).
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E-TM M-TM Viral membrane

Figura 2. Organizacion y estructura del dengue (compartida entre flavivirus). a)
Los flavivirus codifican una poliproteina que se escinde en el reticulo endoplasmico,
resultando en diez proteinas: tres que forma parte de la estructura (C, prM, E) y siete
gue no forman parte de esta, incluyendo dos formas de NS4A. b) Las proteinas E del
flavivirus tienen tres dominios y se unen a la membrana viral mediante un tallo y dos
dominios transmembrana antiparalelos. La proteina M también tiene dos dominios
transmembrana. c) La disposicion de las proteinas E varia entre las formas inmadura

y madura del virion. Imagen tomada de Pierson & Diamond, 2020.
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3.4.2 Proteinas estructurales

3.4.2.1 Proteina E

La proteina E, de 50 kDa aproximadamente forma parte de la envoltura, de ahi su
nombre. Esta proteina se organiza en homodimeros que forman complejos tipo
cabeza-cola en la superficie viral y desempefia multiples roles clave en el ciclo de vida
y patogénesis del DENV (Velandia & Castellanos, 2011). Su arreglo incluye tres
dominios distintos: el dominio I, dominio N-terminal fundamental en su estructura; el
dominio Il, con una zona de fusién hidrofoba; y el dominio Ill, encargado de la
interaccion con los receptores de la célula (Wan et al., 2013; Meng et al., 2015). Esta
capacidad de reconocimiento y unién a receptores especificos es vital para determinar

el tropismo celular y la infectividad del virus en el organismo.

A nivel estructural, la proteina E se dispone en la superficie del virion en forma de
homodimeros planos, contribuyendo a la estabilidad y proteccion del material genético
viral. En contraste, en particulas virales inmaduras, forma heterodimeros junto a la
proteina prM, dando lugar a estructuras triméricas que confieren una apariencia

puntiaguda caracteristica (Velandia & Castellanos, 2011; Meng et al., 2015).

Ademas de facilitar la entrada viral mediante la fusién con la membrana celular del
hospedero, la proteina E también desempefia un papel crucial en la respuesta inmune.
Es reconocida como el principal inmundgeno del virus del dengue, estimulando la
produccion de anticuerpos neutralizadores en el individuo infectado (Wan et al., 2013).
Sin embargo, las mutaciones que experimenta esta proteina durante la replicacion viral
pueden alterar significativamente la eficacia de replicacion, afinidad del virus por
ciertos tejidos y la virulencia, influyendo asi en la severidad y curso de la infeccion
(Tuiskunen-Back & Lundkvist, 2013).

3.4.2.2 Proteina PrMy M

La proteina M, deriva de la proteina precursora prM, que esta compuesta por 166
aminoacidos cuyo peso molecular es de 26 kDa aproximadamente. La proteina M, en
si, es mas pequefia, compuesta por 75 aminoacidos y con un peso de alrededor de 8
kDa.
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La transformacion de PrM a M es esencial para la maduracién del virus y se lleva
a cabo mediante la accion de la endoproteasa furina en el aparato de Golgi (Velandia
& Castellanos, 2011; Meng et al., 2015). Durante este proceso, prM se divide en dos
fragmentos: el péptido 'pr' y la proteina M. En su estado maduro, la proteina M se
asocia a la superficie del virion, mientras que el fragmento 'pr' se disocia al ambiente

extracelular (Perera & Kuhn, 2008; Harapan et al., 2020).

En las particulas virales inmaduras, prM desempefiando el papel de chaperona,
protegiendo al dominio de necesario para fusionarse en la proteina E para prevenir
una fusion prematura de la particula viral con la membrana lipidica de la célula huésped
(Velandia & Castellanos, 2011; Harapan et al., 2020). Esta proteccion es fundamental
para asegurar que la fusion viral solo ocurra una vez que las particulas virales han sido

liberadas en el espacio extracelular.

Se ha descrito que un ectodominio de mas o menos 40 aminoacidos y dos dominios
transmembrana constituyen la proteina M. Ademas, este ectodominio tiene el potencial
de inducir muerte celular en diferentes cultivos de células tumorales. Un péptido
especifico dentro de esta region, denominado ApoptoM y compuesto por los residuos
32 al 40, es el causante de desencadenar y generar apoptosis de las células. Esto lo
hace por medio de una sefializacion de apoptosis que se activa Unicamente al
trasladarse este dominio a través de la ruta de secrecion en la célula. Esta sefial podria
ser inhibida si el ectodominio logra hacer una unién al reticulo endoplasmico o si se
agrega KDEL (un péptido sefal), lo que sugiere que ApoptoM podria jugar un papel en
el dafo tisular asociado con la infeccion viral (Velandia & Castellanos, 2011; Meng et
al., 2015).

En el virion inmaduro, la proteina prM se presenta en 90 heterodimeros junto a la
proteina E, formando picos triméricos que le confieren una apariencia puntiaguda. Al
madurar, la proteina E forma homodimeros planos que crean una capa proteica lisa
en la superficie viral (Meng et al., 2015). Este cambio morfolégico es crucial para la
infectividad del virus, ya que la maduracion evita la fusion prematura con la membrana

del huésped y permite que el virus sea liberado en su forma mas infectiva.
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3.4.2.3 Proteina C

La proteina C (capside) del DENV es crucial para la estructura y replicacion del
virus, tiene un peso molecular aproximado de 11-12 kDa, esta proteina altamente
basica y homodimérica, compuesta por 100 aminoacidos, esta enriquecida en residuos
de lisina y arginina. Se encuentra en el interior del virion, donde interactiia con el ARN
viral para formar la nucleocapside, protegiendo asi el genoma viral de las enzimas
celulares y asegurando su estabilidad durante la replicacién y el ensamblaje del virus
(Meng et al., 2015; Harapan et al., 2020).

La proteina C se compone de cuatro hélices alfa: la hélice 1 se ubica en el extremo
N-terminal con orientacion hacia el citoplasma, se acopla con el ARN genémico que
se ha generado recientemente para formar la nucleocapside o el complejo riboproteico.
La hélice 2, que es hidrofébica, funciona como un mecanismo de bisagra que facilita
la proximidad del ARN viral a la proteina C unida en la membrana del reticulo
endoplasmico y recluta gotas lipidicas citoplasmaticas, promoviendo la creacion del
nuevo virion. Mientras que las hélices 3 y 4, que también presentan la caracteristica
de hidrofobicidad, unen la proteina al reticulo endoplasmico, especificamente a la
membrana (Velandia & Castellanos, 2011; Tuiskunen-Back & Lundkvist, 2013).

Ademas, la proteina C es procesada en la membrana del RE junto con el ARN viral
y las glicoproteinas prM y E, facilitando el ensamblaje de nuevas particulas virales. La
proteina C muestra una plasticidad estructural y funcional notable, existiendo en
formas unidas a membrana y libres, y formando dimeros helicoidales en solucion. Esta
flexibilidad es crucial para su funcion en la encapsidacion del genoma viral y la

organizacion del ARN dentro del virion (Harapan et al., 2020).

3.4.3 Proteinas no estructurales

3.4.3.1 Proteina NS1

La proteina no estructural NS1, es una glicoproteina esencial para la replicacion
viral y el control de la respuesta inmunitaria del hospedador, con un peso de 45-46
kDa.
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NS1 se produce dentro de las células infectadas y también se secreta al exterior.
Intracelularmente, participa en la creacion del complejo replicativo del ARN viral junto
a otras proteinas virales y componentes celulares. Extracelularmente, la proteina NS1
circula en el suero, interfiriendo con la activacion del complemento y promoviendo la
disfuncion endotelial, lo que contribuye a sintomas graves del dengue como la fuga
capilar y el choque hemorragico (Perera & Kuhn, 2008; Meng et al., 2015; Harapan et
al., 2020).

NS1 es una proteina multifuncional que existe en diferentes formas: como
monomero soluble en el reticulo endoplasmico (RE), como homodimero asociado a
membranas intracelulares, y como hexamero soluble secretado. La forma secretada
de NS1 (sNS1) es un objetivo importante del sistema inmune, ya que induce la
produccion de anticuerpos y respuestas celulares. Esta proteina también se une a la
superficie de células no infectadas a través de interacciones con heparina y condroitin
sulfato E (Velandia & Castellanos, 2011; Wan et al., 2013).

La glicoproteina NS1 tiene dos sitios de glicosilacion conservados entre los
flavivirus, que modula su secrecion, expresion en la superficie celular, estabilidad del
hexamero, e interaccion con el complemento humano. La proteina madura contiene
352 aminoacidos, incluyendo 12 residuos de cisteina que forman seis enlaces disulfuro
intramoleculares, esenciales para la formacion de dimeros y hexameros (Tuiskunen-
Back & Lundkvist, 2013). La NS1 secretada tiene una funcidn esencial en la evasion
del sistema inmune y la modulacién de la respuesta inmunitaria durante la infeccion.
Se ha encontrado en suero de personas infectadas altos niveles de NS1, por lo que es
un marcador temprano de la infeccion por dengue (Velandia & Castellanos, 2011).

3.4.3.2 Proteina NS2a

La proteina no estructural NS2A, localizada en las membranas intracelulares del
RE, desempefia multiples funciones esenciales. Es mediadora en la formacion de la
vesicula de replicacion, donde se sintetiza el ARN viral, y esta involucrada en la
organizacion y funcionamiento del complejo de replicacion del ARN. Ademas, colabora
con otras proteinas, como NS2B y NS3, para asegurar el correcto procesamiento y

ensamblaje de las nuevas particulas virales (Velandia & Castellanos, 2011).
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NS2A es una proteina hidrofébica de aproximadamente 22 kDa y 218 aminoacidos
gue forma parte del complejo de replicacion viral. Se compone de 5 segmentos que
traspasan la membrana de reticulo endoplasmico y 2 secciones que se comunican con
el reticulo sin atravesarlo. NS2A participa tanto en la promocién del ensamble como
en el ciclo replicativo del virus, con funciones como reclutar ARN viral, proteinas
estructurales y proteasas en el sitio de ensamblaje del viribn y coordinando la
formacion de la nucleocapside y el virus, determinando si el ARN gendmico producido
se utiliza para formar nuevas estructuras de replicacion o si formara para de la
nucleocapside en el proceso de ensamble del virus (Meng et al., 2015; Xie et al., 2019;
Harapan et al., 2020).

Ademas de su papel en la replicacién y ensamblaje viral, NS2A participa en un rol
de suma importancia al modular la inmunidad del hospedero. Interfiere con la via de
sefalizacion del interferén, permitiendo al virus evadir el reconocimiento y eliminaciéon

por parte del sistema inmune (Martinez et al., 2017).

3.4.3.3 Proteina NS2b

La proteina no estructural NS2B del DENV es crucial para la actividad proteasa del
virus, se puede encontrar asociada a la membrana actuando como cofactor esencial
de la proteina NS3, con 14 kDa de peso molecular, constituida por 130 aminoacidos
(Wan et al., 2013; Harapan et al., 2020).

NS2B activa la proteasa NS3, una enzima responsable del procesamiento de las
poliproteinas virales en proteinas funcionales que son requeridas para que el virus
pueda replicarse, asi como para su ensamblaje. La interaccion entre NS2B y NS3
forma un complejo proteasa que cliva especificamente el precursor poliproteico del
virus en sus componentes individuales, facilitando la maduracion del virus y la
produccion de proteinas no estructurales vitales para la replicaciéon del ARN viral
(Tuiskunen-Back & Lundkvist, 2013).

Ademas de su funcion en la protedlisis, NS2B también tiene un rol critico en el
control de la respuesta inmunitaria del hospedero, ayudando al virus a evadir el

sistema inmune.
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NS2B es una proteina integral de membrana que, junto con NS3, forma el complejo
de serina proteasa del dengue. Esta asociacion es vital para la activacion estructural
de la proteasa NS3, con NS2B envolviendo el dominio proteasa de NS3 en una
estructura tipo "cinturén”, formando parte integral del sitio activo de la proteasa (Meng
et al., 2015).

La estructura de NS2B sugiere que esta proteina tiene regiones hidrofébicas que
anclan a NS2B-NS3, un complejo situado en la membrana del reticulo endoplasmico,
posicionando el sitio catalitico de la proteasa cercano a los dominios transmembrana

gue posteriormente seran escindidos en la poliproteina (Velandia & Castellanos, 2011).

3.4.3.4 Proteina NS3

La proteina no estructural NS3, de 70 kDa, es una enzima con multiples funciones
esencial en el ciclo de replicacién viral y consta de 618 aminoacidos. NS3 posee dos
dominios principales: el dominio proteasa N-terminal (residuos 1 a 180) y el dominio
helicasa C-terminal (residuos 181 a 618). La proteasa NS3, en complejo con su
cofactor NS2B, se encarga del clivaje proteolitico de la poliproteina del virus,
generando proteinas maduras necesarias para la replicacion y el ensamblaje del virus.
Este procesamiento es vital para la produccion de nuevas particulas virales funcionales
(Velandia & Castellanos, 2011; Meng et al., 2015; Harapan et al., 2020).

El dominio con actividad helicasa de NS3 desenrolla el ARN viral de doble cadena,
una etapa critica para que se lleve a cabo la replicacion del ARN y la sintesis de las
proteinas del virus. Ademas, la helicasa optimiza el proceso de transcripcion y copia
del ARN viral, asegurando que este sea accesible para la replicacion y traduccion. NS3
también tiene actividades NTPasa y RNA-trifosfatasa que apoyan la sintesis del ARN
viral (Tuiskunen-Back & Lundkvist, 2013).

NS3, en colaboracion con NS2B, es crucial para la escision de varios complejos
poliproteicos del virus del dengue. Ademés, NS3 crea un entorno de lipidos adecuado
circundante al reticulo endoplasmico, reclutando enzimas provenientes de la célula

como la sintasa de acidos grasos para una replicacion eficiente del virus.
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La proteina NS3 también puede participar en el ensamblaje y transporte intracelular

de las particulas virales (Perera & Kuhn, 2008; Velandia & Castellanos, 2011).

3.4.3.5 Proteina NS4a

Otra de las proteinas no estructurales del dengue es NS4A, esta es una proteina
integral que se encuentra en la membrana caracterizada por ser considerablemente
hidrofébica, compuesta por 150 aminoacidos y de 16 kDa aproximadamente en peso
molecular. Esta proteina tiene un rol importante en la reorganizacion de las
membranas del hospedero para facilitar la replicacion del ARN viral. NS4A se incrusta
en el RE, contribuyendo a la formacion de la "red de replicacion” en la cual se realiza

la replicacion del ARN del virus (Meng et al., 2015; Harapan et al., 2020).

NS4A induce la remodelacion de las membranas intracelulares, creando
estructuras especificas denominadas vesiculas de replicacién, que proporcionan un
entorno adecuado para la replicacion viral. Este mecanismo es de suma relevancia
para que se efectle la replicacion viral de forma eficiente. Ademas, NS4A trabaja en
estrecha coordinacion con otras proteinas no estructurales, especialmente NS4B, para
establecer y mantener estas estructuras de replicacion (Perera & Kuhn, 2008; Harapan
et al., 2020).

NS4A también tiene una funcién crucial en la modulacién de la respuesta
inmunitaria del anfitrion, interfiriendo con las vias de sefializacion del interferén (IFN-
a/B), lo que permite al virus evadir la deteccion y eliminacion por parte del sistema
inmune (Tuiskunen-Béack & Lundkvist, 2013; Wan et al., 2013).

3.4.3.6 Proteina NS4b

La proteina NS4B (no estructural) del DENV es esencial para la replicacion del
ARN viral y para evadir la defensa inmunitaria del hospedador, consta de alrededor de
245 a 249 aminoacidos con 27 kDa en peso molecular. NS4B, es una proteina de
membrana que se encuentra ubicada en el RE contribuye a la formacién del complejo

de replicacion viral al interactuar con otras proteinas virales como NS4A y NS1.
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Estas interacciones son esenciales para la creacion de vesiculas de replicacion, sitio
en el cual se realizara la sintesis del genoma del virus (Harapan et al., 2020). Ademas
de su papel en la replicacion del ARN, NS4B desempefia una funcion critica en la
inhibicion de la defensa inmunitaria del hospedador. Interfiere con la sefalizacion del
interferén, una molécula clave en la respuesta antiviral innata, ya que no permite que
se active la via de sefalizacion mediante su bloqueo, que normalmente inducirian una
respuesta antiviral fuerte (Tuiskunen-Back & Lundkvist, 2013). Este mecanismo de
evasion permite al virus replicarse mas eficazmente y establecer una infeccion

persistente (Wan et al., 2013).

NS4B, junto con NS4A, es una pequefia proteina hidrofébica que forma parte
integral de la membrana y participa directamente en la mejora de la actividad helicasa

de NS3, lo cual es vital para la replicacion del ARN viral (Meng et al., 2015).

3.4.3.7 Proteina NS5

La proteina no estructural mas grande y conservada es la NS5, incluso en los
diferentes serotipos del DENV, con un peso molecular aproximado de 104 kDa y se
compone por 900 aminoacidos (Meng et al., 2015). Esta proteina presenta una
estructura bifuncional con dos dominios principales: una con funcibn de RNA
polimerasa que depende de ARN (RdRp) en la regién o extremo C-terminal y otra la

de metiltransferasa en el extremo N-terminal (Harapan et al., 2020).

El dominio de NS5 N-terminal, que se compone de los residuos 1 a 269, actia
como una metiltransferasa y guanidiltransferasa, responsables de la caperuza del ARN
viral. Este proceso de metilacién en las posiciones de guanina N-7 y ribosa 2'-O es
crucial para la proteccién del ARN viral y su reconocimiento por la maquinaria de
traduccion del huésped, garantizando asi la estabilidad del ARN viral y su traduccién
eficiente (Wan et al., 2013). La RdRp, situada entre los residuos 270 a 900, cataliza la
sintesis de nuevas cadenas de ARN viral, un paso esencial para el ciclo de replicacion
del ARN viral (Tuiskunen-Back & Lundkvist, 2013).
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Ademas de sus funciones en la replicacion del ARN, NS5 también participa evadir
la respuesta inmunitaria del anfitrion. Inhibe la fosforilacion de STAT2, un factor de
transcripcion en la sefalizacion del interferén, reduciendo asi la habilidad del
hospedador para generar una respuesta antiviral efectiva (Perera & Kuhn, 2008). Esta
inhibicion permite al virus evadir el sistema inmune y continuar su ciclo de replicacion

sin ser detectado y eliminado por las defensas del hospedero.

La estructura cristalina completa de NS5 ha sido recientemente elucidada,
revelando detalles importantes sobre sus dominios funcionales y su conectividad. La
region que conecta los dominios de metiltransferasa y RdRp es altamente flexible, lo
gue impide la cristalizacion de la proteina completa, pero cumple con una funcion de
gran importancia en la regulacion de la actividad de la polimerasa al estabilizar el

dominio RdRp y mejorar la eficiencia de la sintesis de ARN (Meng et al., 2015).

3.4.4 Ciclo replicativo

El ciclo replicativo del DENV comienza cuando se unen las proteinas del virus a
los receptores de las células dianas, los cudles son especificos y se encuentran
expuestos (Miller et al., 2008; Screaton et al., 2015). La linea fagocitica mononuclear,
incluyendo las células de Langerhans son las células que se infectan primero
(Diamond et al., 2000; Wu et al., 2000; Jessie et al., 2004; Noisakran et al., 2010;
Povoa et al., 2014). Ademas, el DENV infecta células del tejido endotelial, del bazo,
hepatocitos, nédulos linfoides, médula 6sea, nefronas, pulmones, cerebro y timo, esto
lo convierte en una infeccidn a nivel sistémico (Diamond et al., 2000; Wu et al., 2000;
Jessie et al., 2004; Noisakran et al., 2010; Povoa et al., 2014).

Los receptores del huésped asociados con la entrada viral incluyen el receptor de
manosa (MR) en monocitos y macrofagos, sulfato de heparan en lineas celulares
epiteliales, y el complejo lipopolisacarido (LPS)-CD14 en células inmunitarias
(Screaton et al., 2015), demas las proteinas de choque térmico HSP70 y HSP90
también facilitan la entrada de DENV (Screaton et al., 2015). La interacciéon del
receptor celular con la proteina E del virus (Figura 3), provoca la entrada de la particula

viral por via endocitica que se encuentra mediada por clatrina.
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Una vez dentro de la célula huésped, el viribn es internalizado en un endosoma
temprano, el cual es marcado por Rab5, con un pH de alrededor de 6.5, que madura
hacia un endosoma tardio marcado por Rab7, con un pH aproximadamente de 5.5
(Mackenzie & Westaway, 2001; Miller et al., 2008; Rodenhuis-Zybert et al., 2010;
Screaton et al., 2015). Este ambiente acido induce cambios conformacionales en la
proteina E del virus, facilitando que se fusione la envoltura del virus con la membrana
del endosoma y la liberacién del ARN viral en el citoplasma (Mackenzie & Westaway,
2001; Miller et al., 2008; Rodenhuis-Zybert et al., 2010; Screaton et al., 2015).

Posteriormente, el genoma viral, de sentido positiva, es transportado y asociado
con el reticulo endoplasmico, lugar donde se realiza su replicacién y posterior
traduccion. Dicha traduccion del ARN viral induce la formacién de estructuras de
membrana que crean un microambiente necesario para que puedan formarse los
complejos de replicacion, que es donde se encuentran mdltiples proteinas virales y
factores del huésped que facilitan la generacion del nuevo ARN y la morfogénesis del
virus (van der Schaar et al., 2007; van der Schaar et al., 2008).

La encapsidacion del ARN del virus, conocida como formacién de nucleocapside
(NC), requiere de la integracion electrostatica de la proteina C cargada positivamente
al ARN viral cargado negativamente. El ARN viral de sentido positivo recién sintetizado
se une a las poliproteinas C-prM-E y a las proteasas NS2B-3 en el sitio de ensamblaje,
formando la nucleocéapside. La NC brota junto con la membrana del RE hacia la luz del
RE y es transportada por medio de la via secretora como una particula de virus
inmadura (Yu et al., 2008).

Una vez que se ha replicado el genoma viral, las particulas virales que se estan
procesando y se encuentra inmaduras viajaran en pequefas vesiculas al aparato de
Golgi, lugar en el cual sufre un proceso de glicosilacién la proteina E. Durante el
transito por el Golgi, la proteasa furina escinde la proteina prM en M, transformando
las particulas virales inmaduras en viriones maduros. La proteina E del virion inmaduro
experimenta cambios conformacionales reversibles dependientes del pH durante la
salida del virion. Finalmente, los viriones maduros se exocitan de las células del

hospedador y estan listas para infectar nuevas células (Yu et al., 2008).
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Figura 3. Ciclo replicativo del DENV. Se representan las distintas fases del ciclo de
replicacion viral; iniciando con la union (adsorcion), seguido de la entrada (endocitosis),
descapsidacion y liberacion del ARN viral, luego la traduccion de proteinas virales,
generacion de nuevas copias del genoma, ensamblaje, maduracion y morfogénesis y
por ultimo liberacibn de las nuevas particulas virales (Inmaduras, parcialmente

maduras y maduras) Tomado de Screaton et al. (2015).
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3.5 Patogénesis

La patogénesis del dengue implica una compleja interaccion entre el virus y el
sistema inmunolégico del huésped, que influye en el desarrollo de la enfermedad

desde formas leves hasta potencialmente mortales.

3.5.1 Mecanismos de infeccidn

El DENV infecta principalmente células dendriticas, macréfagos y monocitos,
después de ser introducido en el cuerpo humano por medio de la picadura de un
mosquito hembra infectado, especialmente Aedes aegypti (Penagos-Castafieda et al.,
2022). Los receptores celulares, como los receptores de manosa, receptor de célula
dendritica especifico de intercelular adhesién-3 (DC-SIGN) y otros factores de entrada,
facilitan la internalizacion del virus (Lee et al., 2020).

Posterior a la internalizacion del virus a la célula, el genoma viral es liberado y se
replica en el RE y el aparato de Golgi, formando nuevas particulas virales que pueden
infectar células vecinas o bien si estas viajan a los ganglios linfaticos pueden

establecer una infeccién sistémica, Figura 4.

25



Picadura del mosquito e
inicio de infeccon W i
e

+ | Epidermis
Dermis

Mastocrto

Macrofago

’
’
’
’
A . Transporte s

o ganglios linfaticos
P Reclutamiento
’ celuler
dfﬂ)_ Unfocita T

~ Vaso sanguineo Vaso finfatico

Higado
-— Corazon — Afectacién ile. %tros
Médula 6sea organos y tejidos

Figura 4. Respuestas del huésped a la inyeccidén cutanea del virus del dengue.
La infeccion inicia tras la inyeccion subcutanea del virus en la piel, en su mayoria por
la picadura de mosquitos. Las particulas virales liberadas pueden infectar células
cercanas. Una respuesta inflamatoria local al DENV en la piel provoca el reclutamiento
de leucocitos de la vasculatura, que promueven la eliminacion de aquellas células que
se hayan infectado por el virus en el lugar de la inyecciéon. Luego el virus viaja a los
ganglios linfaticos para establecer una infeccién sistémica (Elaborado con

https://biorender.com/).
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3.5.2 Respuestainmune del huésped

El virus del dengue desencadena una respuesta inmunitaria compleja que
involucra tanto la inmunidad innata como la adaptativa. Inicialmente, la infeccion activa
la respuesta innata con la liberacién de citocinas, por ejemplo, el factor de necrosis
tumoral alfa (TNF-a) y el interferon alfa (IFN-a), las cuales activan otras células como
los macrofagos, Natural killer (NK) y células dendriticas. Luego, la respuesta
adaptativa se pone en marcha, activando células B y T, asi como la produccién de
anticuerpos neutralizantes que ayudan a eliminar el virus y proteger contra futuras

infecciones.

Durante la infeccién secundaria, la respuesta inmunitaria es mas rapida y robusta
debido a la memoria inmunitaria. Los anticuerpos preexistentes y las células T de
memoria se activan rapidamente, lo que puede proporcionar proteccidén cruzada pero
también contribuir a la patogénesis por medio de la mejora dependiente de anticuerpos
(ADE). La ADE facilita la internalizacion viral en las células inmunitarias, o que genera
un aumento en la replicacion del virus y por consiguiente la produccion de citocinas
proinflamatorias como el IFN-y y el TNF-q, lo que puede llevar a formas graves de la

enfermedad como el sindrome de shock por dengue y dengue hemorragico.

La inmunidad natural al DENV en humanos sanos es principalmente protectora,
aunque no completamente esterilizante. Durante la reinfeccion, las respuestas de
células B y T aumentan significativamente, y las células de memoria se activan,
produciendo rapidamente grandes cantidades de IgG especifica del virus. Sin embargo,
la ADE puede aumentar la severidad del cuadro clinico durante la infeccion secundaria,
al facilitar el ingreso viral en las células inmunitarias y aumentar la replicacién del virus
y la inflamacion, Figura 5 (St. John & Rathore, 2019).
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Figura 5. Respuestas inmunitarias adaptativas a las infecciones primarias y
secundarias por el virus del dengue. Los anticuerpos preexistentes contra DENV
pueden neutralizarlo tras una infeccion homdloga secundaria. Sin embargo, durante
una infeccion heteréloga secundaria, pueden causar una mejora dependiente de
anticuerpos (ADE), aumentando la replicacion viral y provocando una tormenta de
citocinas. Esto puede llevar a una mayor permeabilidad vascular y dafio tisular Tomado
de St. John & Rathore (2019).
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3.5.3 Desarrollo de la enfermedad

Generalmente las infecciones por dengue no presentan sintomas o pueden
presentarse de forma leve, pero en algunos casos llegan a desarrollarse formas que
se agravan como la fiebre hemorragica del dengue y el sindrome de choque por
dengue (Chavarria-Cedefio, 2023; Negreiros et al., 2024). La patogénesis de estas
formas graves implica una combinacién de factores virales y de respuesta inmune que
conducen a incremento en la capacidad de filtracion vascular, extravasacion de fluidos
y trombocitopenia severa (Cevallos-Ochoa & Salazar-Najera, 2020; Chediack et al.,
2021). La generacion de citocinas, sobre todo proinflamatorias, asi como el TNF-a y el
factor activador de plaquetas (PAF), contribuye a la disfuncion endotelial y la

coagulopatia, caracteristicas de la enfermedad grave (Reyes-Hernandez, 2022).

3.6 Fisiopatologia
3.6.1 Alteraciones fisioldgicas

Una vez que el virus del dengue ingresa al cuerpo humano por medio de la
picadura del mosquito hembra infectado, se replica en las células dendriticas y se
dispersa por la circulacion sanguinea y por todo el sistema linfatico. Esta replicacion
viral provoca una fuerte respuesta inmune, incluyendo la produccién de citoquinas
proinflamatorias, que conduce a la activacién y disfuncién endotelial. La disfuncion
endotelial resulta en una permeabilidad vascular aumentada, que es una caracteristica
clave del dengue. Ademas, el virus puede infectar células de higado, bazo y médula
0sea, causando dafo tisular directo e indirecto debido a la respuesta inflamatoria
(Shrivastava et al., 2020).

3.6.2 Sintomas clinicos

El dengue puede presentarse de manera asintomatica o con sintomas que van
desde leves hasta graves. Los sintomas clinicos mas comunes pueden incluir fiebre
elevada, mialgias, cefalea severa, dolor retroocular y artralgias (dolor muscular y
articular), nduseas, vémitos y erupcion cutanea. La duracidén para que los sintomas
aparezcan oscila entre los cuatro y 10 dias posteriores a la picadura del mosquito y

estos pueden durar entre 2y 7 dias.
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En algunos casos, los pacientes pueden experimentar sangrado leve, como
petequias (pequefias manchas rojas en la piel), sangrado de encias y epistaxis
(sangrado nasal) (Negreiros et al., 2024; OMS, 2024).

3.6.3 Complicaciones graves

En casos graves, el dengue puede evolucionar hacia dengue severo, que incluye
condiciones como la fiebre hemorragica del dengue (FHD) y el sindrome de choque
por dengue (DSS) (Consuegra-Otero, 2021). Estas complicaciones son mas comunes
en individuos que se hayan infectado anteriormente por otro serotipo del virus, lo cual
se debe a una respuesta potenciacion dependiente de anticuerpos (ADE) (St. John &
Rathore, 2019). En DSS, la permeabilidad vascular extremadamente alta lleva a una
pérdida significativa de plasma, que resulta en un shock hipovolémico y puede ser fatal
si no se trata rapidamente. La FHD se caracteriza por hemorragias graves, dafio

hepatico y coagulopatias.

Los pacientes con dengue severo requieren atencion médica intensiva, incluyendo
rehidratacién intravenosa y monitoreo constante para manejar las complicaciones

hemorragicas y el choque (Guzman & Panqueba, 2023; Luna, 2023).

3.7 Clasificacion de la enfermedad

El dengue se clasifica en dos formas principales: dengue clasico y dengue grave,

cada una con caracteristicas clinicas distintas y niveles de severidad variables.

3.7.1 Dengue clésico

El dengue clésico, es la variante mas frecuente de la enfermedad y por lo general
la menos grave, que también es conocido como fiebre del dengue por su sintoma
principal. Se caracteriza por sintomas como fiebre elevada subita, llegando a
presentarse de 2 hasta 7 dias, acompafada de dolor de cabeza severo, dolor
retroocular, erupcion en la piel, dolor en los musculos (mialgias), dolor articular y
malestar general. Los pacientes pueden experimentar también sintomas del sistema
digestivo como vomito, dolor en el abdomen y nauseas. Esta sintomatologia puede
remitir en casi todos los casos tras la fase febril y no se presentan complicaciones
adicionales (Negreiros et al., 2024; OMS, 2024).

30



3.7.2 Dengue Grave

El dengue grave incluye dos formas principales: el sindrome de choque por dengue
(DSS, por sus siglas en inglés) y la fiebre hemorragica del dengue (FHD). Estas formas
pueden presentarse como complicaciones del dengue clasico, especialmente en

pacientes que han sido infectados previamente por otro serotipo del virus.

3.7.2.1 Sindrome de Choque por Dengue (DSS)

Es la variante mas critica y potencialmente mortal del dengue. La cual esta
caracterizada por un evidente descenso de la presion arterial que lleva a un shock
hipovolémico. Esto ocurre debido a una pérdida masiva de liquidos y plasma a través
de los vasos sanguineos que se vuelven permeables como efecto de la disfuncion
endotelial. Los sintomas incluyen una rapida y debilitante caida de la presion arterial,
piel fria y himeda, confusion, dificultad respiratoria y sangrado potencial (Ramos et al.,
1993; GOémez-Rosas, 2023).

3.7.2.2 Fiebre Hemorragica del Dengue (FHD)

La FHD, se distingue por el incremento de la permeabilidad capilar que conduce a
sangrados severos. Los pacientes pueden presentar hemorragias espontaneas como
petequias, equimosis, sangrado de encias, sangrado gastrointestinal y sangrado en
otros sitios. Ademas de los signos de DSS, los pacientes con FHD pueden desarrollar
una coloracion amarilla en la piel y ojos (ictericia), un aumento el higado
(hepatomegalia) y de volverse un caso grave, disfuncion hepéatica y shock (Ramos et
al., 1993; Chavarria-Cedefio, 2023; GOmez-Rosas, 2023).

3.8 Diagnéstico

El diagnostico del dengue se fundamenta en una serie de pruebas clinicas y de
laboratorio. Clinicamente, se considera la presencia de fiebre aguda junto con
sintomas como dolor muscular, cefalea intensa, dolor articular, erupciones en la piel y
sintomas gastrointestinales (Sinche-Crispin et al., 2023). En el ambito de laboratorio,
se emplean diferentes técnicas para la identificacion el virus y evaluar la respuesta

inmune del enfermo.
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Entre estas pruebas, se destacan la deteccidén de anticuerpos IgM e IgG por medio de
técnicas como ELISA y pruebas rapidas, que ayudan a detectar infecciones recientes
y previas respectivamente. La RT-PCR se emplea para detectar el ARN viral en el
inicio de la enfermedad, siendo mas efectiva en los primeros dias de sintomas
(Guzman et al., 2016; Blanco-Alvarez, & Labadie, 2023; Sinche-Crispin et al., 2023).

Ademas, se realizan analisis de parametros hematoldgicos como el recuento de
plaquetas y el hematocrito, asi como la medicidén de niveles de transaminasas, que
pueden mostrar cambios caracteristicos como trombocitopenia y elevacion de
transaminasas en casos severos. Estas pruebas combinadas permiten un diagnostico
temprano y preciso del dengue, facilitando la intervenciéon médica oportuna y la
implementacién de medidas adecuadas para manejar la enfermedad y prevenir
complicaciones severas como la fiebre hemorragica del dengue y el sindrome de

choque por dengue y (Guzman et al., 2016; Raafat, et al., 2019).

3.9 Prevencién y control

Las estrategias para controlar y prevenir el dengue son fundamentales para mitigar
la propagacion de esta enfermedad viral transmitida por mosquitos. Las medidas
preventivas incluyen la erradicacion de focos de habitats larvarios de mosquitos, como
recipientes de agua estancada donde el mosquito Aedes aegypti deposita sus huevos
(Sanabria et al., 2009; Guzman et al., 2016). Esto se logra a través de campafias de
concientizacién comunitaria que promueven la eliminacion de recipientes inutiles y el
drenaje adecuado de areas propensas a acumulaciones de agua. Ademas, es crucial
el uso de repelentes de insectos, ropa protectora y mosquiteros para reducir la
exposicién a las picaduras de mosquito (Benitez-Leite et al., 2002).

El control del vector implica estrategias de manejo ambiental y medidas quimicas.
Estas incluyen la fumigacién periodica con insecticidas en areas afectadas, asi como
la aplicacion de larvicidas en aguas estancadas donde los mosquitos se reproducen.
Las autoridades de salud publica también supervisan y controlan la poblacién de
mosquitos a través de vigilancia epidemiologica, monitoreo de la densidad de vectores

y respuesta rapida ante brotes.
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La integracion de estas estrategias, junto con la inclusién activa de la sociedad en la
descacharrizacion y la proteccion personal, es crucial para reducir la transmision del
virus del dengue y lograr mayor prevencién para evitar que se propague el dengue en

areas endémicas (Benitez-Leite et al., 2002; Harapan et al., 2020).

El control de los vectores es la base para prevenir y mitigar el dengue. Donde la
participacion activa de los adultos puede ayudar al cumplimiento de los protocolos de
prevencion, enfocados en la higiene con la finalidad de eliminar los criaderos y
reproduccién del mosquito transmisor de dicho virus, disminuyendo asi su propagacion

y por consiguiente la enfermedad (Herrera et al., 2020).

3.10 Vacunas
3.10.1 Dengvaxia

La vacuna mas avanzada y ampliamente utilizada es la vacuna tetravalente
CYD-TDV, comercializada bajo el nombre de Dengvaxia. Esta fue desarrollada por
Sanofi Pasteur y esta disefiada para proteger contra los diferentes serotipos del DENV
(DENV-1 a DENV-4). Se administra en tres dosis separadas a lo largo de un periodo
de seis meses. Sin embargo, la eficacia de Dengvaxia ha mostrado variabilidad en
diferentes estudios y poblaciones. En ensayos clinicos, la vacuna ha demostrado ser
mas efectiva en individuos que se habian infectado anteriormente con DENV,
ofreciendo proteccion significativa contra formas graves de la enfermedad. Sin
embargo, en individuos que nunca han tenido dengue, la vacuna parece aumentar el
riesgo de desarrollar formas mas severas de la enfermedad si se infectan

posteriormente (Hernandez-Avila et al., 2016; Oubifia et al., 2017).

3.10.2 Qdenga

Otra de las vacunas que ha desarrollado contra el DENV es Qdenga®, esta basada
en virus vivos atenuados del dengue, disefiada para estimular respuestas inmunitarias
tanto celulares como humorales contra los cuatro serotipos del virus. Fue probada en
el estudio DEN-301, un importante ensayo de fase Il llevado a cabo en Asia (Filipinas,
Sri Lanka y Tailandia) y América Latina (Panama, Republica Dominicana, Colombia,

Nicaragua y Brasil), involucrando a 20,099 nifios con edades entre 4 y 16 afios.
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Qdenga demostr6 ser efectiva en prevenir el dengue sintomatico confirmado
viroldgicamente. La seguridad de esta vacuna se ha comprobado a través de estudios
preclinicos, ya que en dosis Unica mostré baja toxicidad a dosis repetidas y efectos en
la reproduccién, asi como buena tolerancia local, por lo que se consideré de bajo riesgo.
Cabe destacar que las personas que participaron se estuvieron monitoreando para
detectar episodios febriles, confirmados mediante RT-PCR especifica para serotipos
de dengue. Ademas, los reportes indican que no se detecté ARN de Qdenga en heces
ni orina, indicando bajo riesgo de excrecion ambiental, y estudios de neurovirulencia

han confirmado su falta de neurotoxicidad (Asish et al., 2023; Portero, 2023).

3.11 Tratamiento

El tratamiento del dengue se ha enfocado en el manejo de la sintomatologia debido
a la falta de un tratamiento especifico antiviral, por lo que la identificacién temprana de
la enfermedad es crucial (Blanco-Alvarez et al., 2023). Para un manejo adecuado, ya
sea ambulatorio o en las unidades de cuidados intensivos, es esencial conocer el
estado actual del paciente. De acuerdo con el Ministerio de Salud, se menciona que el
manejo se basa en reconocer los signos de alarma, realizar monitoreo constante,

reestratificar los casos e iniciar de forma oportuna la reposicion hidrica.

Para pacientes sin signos de alarma, que si presentan fiebre de alrededor de 7
dias, el tratamiento es ambulatorio e incluye mantenimiento de la hidratacion via oral
de 2 litros o mas para adultos, reposo total y acetaminofén (4 mg al dia en personas
adultas y 10-15 mg/kg en nifios). Se deben evitar los medicamentos antiinflamatorios
no esteroides (AINES) y el &cido acetilsalicilico debido al riesgo de sangrado.

Es crucial que los pacientes busquen atencibn médica si se llegan a presentar
signos de alarma, por lo que es importante estar siempre atentos manteniendo una
vigilancia diaria hasta 48 horas después de que desaparezca la fiebre (Tuiskunen et
al., 2013; Monroy-Diaz et al., 2018). Los pacientes que necesitan ser hospitalizados o
ser vigilados de forma critica son aquellos que presentan signos alarmantes, infantes
con menos de 5 afios, comorbilidades cronicas, personas en situacion de pobreza
extrema, adultos mayores y mujeres embarazadas (Collazos-Vera et al., 2017,
George-Carrion et al., 2018).
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En estos casos, la terapia incluye reponer liquidos por via intravenosa con
soluciones electroliticas (15 ml/kg hora), monitoreo permanente del estado
hemodindmico y control del hematocrito cada 12-24 horas. Se monitorean
estrechamente los signos vitales y parametros de laboratorio como el recuento de
plaguetas y la funcién hepatica. Para pacientes sin signos de alarma que no puedan
ingerir liquidos por via oral y se recomienda administrar solucion salina al 0.9% hasta

gue puedan beber liquidos (Espinoza-Orozco, 2022).

Los cuidados de apoyo incluyen reposo, monitoreo continuo y manejo de
complicaciones, como la administracion de transfusiones de sangre si es necesario.
La deteccién temprana de signos de deterioro y la atencion médica oportuna son
cruciales para reducir la mortalidad asociada con esta enfermedad.

3.12 Antecedentes
3.12.1 Desarrollo de fa&rmacos antivirales

3.12.1.1 Compuestos dirigidos a componentes virales

El desarrollo de farmacos antivirales dirigidos a los componentes virales del
dengue se enfoca principalmente en las proteinas estructurales y no estructurales del
virus. Donde los blancos mas estudiados estan las proteinas NS3 y NS5, debido a sus
funciones enziméaticas multifuncionales, y la proteina E, debido a que participa en la

unién a receptores celulares y en la liberacion del ARN viral (Obi et al., 2021).

Estas proteinas son criticas para la replicacion y el ciclo de vida del virus, por lo
gue los compuestos dirigidos a ellas ofrecen una estrategia prometedora para la
inhibicién viral. Los agentes antivirales se clasifican en pequefias moléculas no
basadas en péptidos, medicamentos naturales y farmacos peptidicos (Jiménez-
Camacho, 2022).

Los medicamentos peptidicos, como pepl4-23, AS1411 y PC-D2C/SN, se han
dirigido especificamente a la proteina C, mostrando alta selectividad y eficacia. Sin
embargo, su alta hidrofilicidad limita su administracion oral ya que tiene una corta vida

util en el tracto digestivo (Jiménez-Camacho, 2022).
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Otros péptidos como DV413-447/DV419-447 y DN59 han demostrado actividad
sobre la proteina E, evidenciando su potencial en la interferencia del proceso de fusion
del virus con las células huésped (Pujar et al., 2021). Aunque los farmacos peptidicos
presentan desafios en términos de estabilidad y administracién, su especificidad los

convierte en candidatos valiosos para terapias dirigidas.

Por otro lado, las moléculas pequefias no peptidicas, como ST-148 y VGTI-A3,
ofrecen una ventaja importante en cuestion de produccion, almacenamiento y
administracion oral, ademas de tener una menor capacidad inmunogénica. Estos
compuestos han mostrado eficacia contra la proteina C y E, cruciales para la
replicacion y propagacion del virus. Farmacos como el condroitin sulfato E, heparina,
y NITD448 también han sido investigados por su actividad antiviral, dirigiéndose a
diversas etapas del ciclo viral y mostrando potencial en la inhibicion de la proteina E

(Espinoza-Orozco, 2022).

Ademas, los compuestos de origen natural, como la geraninay el &cido chebulinico,
han demostrado su habilidad para afectar la replicacion del virus, apuntando a la
proteina E y NS3, respectivamente (Jiménez-Camacho, 2022). Estos avances en la
investigacion de compuestos antivirales proporcionan un enfoque integral para el

desarrollo de tratamientos efectivos contra el dengue.

3.12.1.2 Compuestos dirigidos a factores del hospedero

Los antivirales dirigidos al hospedero (HTA), se enfocan en interferir con los
factores celulares y mecanismos del hospedero que los virus necesitan para terminar
su ciclo viral. En lugar de atacar directamente al virus, los HTA se enfocan en
componentes y procesos celulares esenciales que el virus explota para replicarse y
propagarse. Este enfoque tiene varios objetivos especificos, que incluyen la
interrupcién de la replicacién del virus, reducir la resistencia viral y modular la
respuesta inmunitaria (Roa-Linares et al., 2016). Factores como los receptores la furina
proteasa, TIM-1y DC-SIGN, la via endocitica, la via de la ubiquitina-proteasoma, la a-
glucosidasa y la inosina monofosfato deshidrogenasa han sido investigados como

posibles blancos terapéuticos en el tratamiento del dengue.
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Estos factores son cruciales para la entrada, el ensamblaje y la liberacion de los
viriones, lo que los hace atractivos como estrategia para inhibir la replicacion del virus
y la progresion de la enfermedad. Diversos agentes terapéuticos, incluyendo sulfonato
sédico de carbazocromo, celgosivir, lovastatina, ketotifeno, cloroquina, prednisolona y

UV-4B han sido evaluados en ensayos clinicos siguiendo esta estrategia.

Estos compuestos interfieren con diferentes rutas metabdlicas y de sefializacion
en las células del hospedero. Por ejemplo, lovastatina y prednisolona se investigan por
su capacidad para modificar vias inflamatorias y lipidicas, mientras que celgosivir y
cloroquina buscan inhibir la replicacion viral alterando la glicosilacion de proteinas
virales y la acidificacion de vesiculas endociticas, respectivamente. No obstante, hasta
ahora, ninguno de estos agentes ha mostrado diferencias significativas en los
marcadores virales ni beneficios clinicos en persona con dengue, 0 no se han

completado los ensayos.

A pesar de estos desafios, la investigacion continla con compuestos como
zanamivir y montelukast, que estan en fase de reclutamiento para ensayos clinicos.
Estos medicamentos buscan reducir la permeabilidad vascular, una caracteristica
critica del dengue severo que puede conducir a complicaciones como el sindrome de
choque por dengue. La inhibicion de factores que median la filtracion vascular y la
modulacion de la respuesta inmune son enfoques prometedores para aminorar las
manifestaciones criticas de la enfermedad. Identificar y validar nuevos objetivos en las
células del hospedero podria ofrecer nuevas vias para el desarrollo de terapias

efectivas contra el dengue (Jiménez-Camacho, 2022).

3.12.1.3 Antivirales alternativos

Dentro de las fuentes alternativas de tratamiento estan los aceites esenciales (AE),
gue se caracterizan por presentar multiples actividades biologicas, estos se
encuentran en muchas formulaciones a base de hierbas que se utilizan para prevenir
diversas patologias potencialmente mortales. Los efectos antivirales de los AE se han

demostrado adecuadamente en estudios tanto in vitro como in vivo.
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Se considera que “activan” el sistema inmunolégico, suprimen la respuesta inflamatoria
y reducen la generacion de citocinas. En general, las actividades biolégicas de los AE

estan influenciadas por ciertos componentes (Velandia et al., 2023).

De acuerdo con un estudio realizado por Meneses y cols. (2009), que evaluaron el
efecto de inhibicion in vitro del aceite esencial que se obtuvo de plantas que fueron
cultivadas en Colombia sobre Virus de la fiebre amarilla (VFA) y DENV encontraron
que los aceites de Pimenta racemosa (laurel) y Lippia citriodora (verbena) presentaron
actividad contra los dos virus mencionados, con una reduccion del 100% de las placas

virales.

En otra investigacién por Castro y cols. (2015), se realiz6 un analisis que valoré la
actividad de compuestos de aceites esenciales sobre el DENV estudios in silico, donde
el B-cariofileno, fue seleccionado para estudiar la inhibicion sobre la replicacion del
virus in vitro. De acuerdo con los resultados, sugieren que el B-cariofileno tiene un
efecto sobre las fases iniciales de la replicacion del virus, por lo que puede ser un

potencial antiviral.

Por otra parte, se encuentran los “compuestos heterociclicos”, que son
compuestos organicos con uno 0 mas heteroatomos y un sistema de anillos ciclicos
(Navarro-Archbold, 2015). Los heteroatomos suelen ser nitrdgeno (N), oxigeno (O) y
azufre. Debido a su capacidad para inhibir una variedad de infecciones, ya se han
utilizado en varios campos biolégicos. Se han demostrado eficacias bioldgicas
importantes y potenciales como antifungicos, antiinflamatorios, antibacterianos,
antivirales, antitumorales, antidiabéticos, antialérgicos, antioxidantes, etc. (Sanchez-
Montero, 2009; Colorado-Peralta et al., 2023).

De y cols. (2022) efectuaron una busqueda de andamios heterociclicos como
antivirales contra el virus del dengue, encontrando que las estructuras N -
heterociclicas, O -heterociclicas, N, S -heterociclicas y N, O -heterociclicas, ayudaron
a capturar rapidamente el grupo funcional o el grupo quimico responsable de inhibir el
DENV. De igual forma, se ha reportado que las microalgas son productoras de

sustancias antivirales.

38



Por ejemplo, existen reportes de que la transcripcibn del virus de la
inmunodeficiencia humana tipo | puede ser inhibida por aproximadamente el 2 % de
los extractos de cianobacterias. Ademas, el género Chlorella sp. ha demostrado inhibir
la replicacion del virus que afecta a peces salmoénidos, el cual ocasiona una
enfermedad conocida como "septicemia hemorragica viral", de hecho, Chlorella es uno

de los géneros mas (Alvarez, 2007).

Por otro lado, Rosa y cols. (2005), estudiaron tres microalgas; Haematococcus
pluviales, Tetraselmis suecica y Chlorella minutissima, donde encontraron que los
acidos grasos n-3, principalmente el acido eicosapentaendico (20:5 n-3) presentaba

actividad antiviral.

Recientemente, Ribeiro y cols. (2022) probaron cuatro cepas de microalgas contra
el virus de Mayaro (MAYV), que produce un espectro de manifestaciones como fiebre,
sarpullido y artralgia grave similares a las del dengue. Los resultados revelaron que
las diferentes cepas de las microalgas probadas presentaron actividad anti-Mayaro y

la potencia relativa fue superior a la ribavirina, el antiviral comercial.

3.12.2 Microalgas

4.12.2.1 Generalidades

Las microalgas son organismos pequefios unicelulares con capacidad de realizar
fotosintesis, estas pueden encontrarse en diferentes entornos acuaticos, incluyendo
aguas dulces y marinas, y son fundamentales para los ecosistemas en cuestion ya que
tienen la facultad de transformar la energia solar en materia organica con mayor
eficiencia que otros organismos. En particular, las microalgas agrupan una gran
variedad de microorganismos unicelulares, de 2-200 um en tamafio celular, dado que
pueden realizar fotosintesis, utilizan la luz del sol para transformar el CO2 y los
nutrientes en biomasa, lo que las convierte en productores primarios clave en las

cadenas troficas acuaticas (Velazquez-Lucio et al., 2018).

Las microalgas comprenden una amplia variedad de especies pertenecientes a
diferentes grupos taxondmicos, como las diatomeas, clorofitas, cianobacterias,

dinoflagelados y euglenoides.
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Cada grupo presenta caracteristicas morfoldgicas, fisioldgicas y genéticas distintas, lo
gue les permite adaptarse a una variedad de condiciones ambientales. Por ejemplo,
las diatomeas poseen paredes celulares de silice, mientras que las cianobacterias son

conocidas por su capacidad de fijar nitrdgeno atmosférico (Rajkumar, & Yaakob, 2013).

El ciclo de vida de las microalgas varia entre especies, pero generalmente incluye
fases de crecimiento vegetativo y reproduccion. La reproduccién puede ser asexual,
mediante division celular, lo que permite una répida proliferacion en condiciones
favorables, o sexual, lo que contribuye a la variabilidad genética y la adaptacion a

cambios ambientales (Steidinger & Garccés, 2006).

Hoy en dia se conoce que, las microalgas son fundamentales para los ecosistemas
acudticos y su funcionamiento, ya que generan una porcién considerable del oxigeno
atmosférico mediante la fotosintesis. Ademas, constituyen la base alimentaria de
muchos organismos, como mamiferos marinos, grandes peces e incluso pequefios
zooplancton. Asimismo, juegan un papel crucial en los ciclos biogeoquimicos,
incluyendo los ciclos del carbono y el nitrégeno, contribuyendo a la regulacion del clima
global (Yadav & Singh, 2020).

En las ultimas décadas, las microalgas han atraido una atencion constante en el
area de la biotecnologia debido a su capacidad para producir combustibles naturales,
compuestos bioactivos, nutracéuticos y suplementos nutricionales. Su capacidad de
crecer en diversas condiciones, aprovechar diversas fuentes de carbono y nutrientes
las hace especialmente atractivas para ser aplicadas en la industria y el medio

ambiente.

Por ejemplo, algunas especies de microalgas son utilizadas en la produccion de
biodiésel debido a su alto contenido de lipidos, mientras que otras son explotadas por
sus pigmentos, antioxidantes y proteinas de alto valor nutricional (Velazquez-Lucio et
al., 2018). Las microalgas han tomado gran relevancia como una fuente prometedora

para generar de forma sostenible una variedad de elementos bioactivos.
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Debido a sus potenciales actividades terapéuticas, los compuestos bioactivos
naturales de las microalgas son un objetivo de investigacion atractivo y tienen un gran

potencial que aun no se ha explorado.

Los efectos antioxidantes, antivirales, antibacterianos, antifingicos,
antiinflamatorios, antitumorales y antimalaricos se encuentran dentro de estas
caracteristicas. Sin embargo, aunque tienen muchas ventajas sobre las plantas
terrestres, los productos naturales de las microalgas siguen siendo en gran medida

inexplorados en comparacion con las plantas terrestres (Fu et al., 2017).

Es importante destacar que las algas son mas faciles de cultivar, pueden crecer
rapidamente y no compiten directamente con los cultivos en la tierra agricola. Estas y
otras ventajas destacan el valor del desarrollo de microalgas para la produccion de
productos naturales de importancia medicinal y para el descubrimiento y desarrollo de

productos farmacéuticos, entre otros bioproductos.

4.12.2.2 Composicién Bioquimica

El valor de una especie microalgal esta determinado en gran medida por su
composicién bioquimica, la cual, al ser mejor comprendida, puede permitir un uso mas
eficiente y rentable de estos organismos. La composicion bioguimica de las microalgas
puede variar considerablemente, al igual que en cualquier planta superior, y esta
influenciada por diversos factores ambientales.

Las microalgas contienen una amplia variedad de compuestos bioquimicos de
interés, incluyendo acidos nucleicos, carbohidratos, lipidos ricos en acidos grasos
insaturados, y proteinas. Ademas, contienen moléculas como clorofilas, carotenoides,
enzimas, hidrocarburos, glicerol, aminas, aceites esenciales y vitaminas tanto

hidrosolubles como liposolubles y cenizas en su peso seco (Abalde et al., 1995).

Cerca del 90% del peso seco de las microalgas esta representado por proteinas,
lipidos y carbohidratos representan (Cuadro 1), siendo las proteinas el principal
componente, que representa mas del 50 % dicho peso. Segun la especie y los criterios
de cultivo, los lipidos o carbohidratos pueden ser el segundo componente mas

abundante.
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Cuadro 1. Composicion quimica (% en materia seca) de diferentes microalgas de

agua dulce y marina.

Clase Proteina Carbohidratos  Lipidos

Agua dulce
Scenedesmus obliquus 50-56 10-17 12-14
Scenedesmus quadricauda 47 1.9
Scenedesmus dimorphus 8-18 21-52 16-40
Chlamydomonas rheinhardii 48 17 21
Chlorella vulgans 51-58 12-17 14-22
Dunaliella bioculata 49 4 8
Dunaliella salina 57 32 B
Euglena gracilis 39-61 14-18 22-38
Prymnesium parvum 28-45 25-33 22-38
Tetraselmis maculata 52 15 3
Porphyridium cruentum 28-39 40-57 9-14
Spirulina platensis 46-63 8-14 4-9
Spirulina maxima 60-71 13-16 6-7
Anabaena cylindrica 43-56 25-30 4-7

Marinas
Isochrysis sp Clon T-150 44 9 25
Isochrysis galbana 41 5 21
Paulova lutheri 49 31 12
Chaetoceros calcitrans 33 17 10
Phaeodactylum tricornutum 33 24 10
Skeletonema costatum 37 21 7
Thalassiosira pseudonana 29 17 10
Dunaliella salina 57 32 9
Tetraselmis suecica 39 8 7

Tomado de Becker, 1994.
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4.12.2.2.1 Lipidos

Las microalgas son reconocidas por su capacidad para acumular lipidos,
particularmente  acidos grasos poliinsaturados (PUFAs) como el &cido
docosahexaenoico (DHA) y el acido eicosapentaenoico (EPA). Estos lipidos son
esenciales tanto para el metabolismo celular como para la produccion de biomasa, y
su perfil puede variar significativamente entre especies y condiciones de crecimiento.
Ademas, los lipidos sirven como reservas de energia y forman parte de las estructuras
celulares, principalmente en forma de fosfolipidos y glicolipidos en las membranas
celulares, y triglicéridos en los almacenes de energia (Norzagaray-Valenzuela et al.,
2014).

La constituciéon de acidos grasos en los lipidos derivados de las microalgas se
caracteriza por una alta proporcién de acidos grasos insaturados y poliinsaturados,
muchos de los cuales tienen menos de 18 carbonos. Estos acidos grasos son
fundamentales para el dinamismo de las membranas celulares, permitiendo que las
microalgas se adapten rapidamente a cambios ambientales mediante la sintesis y
reciclaje rapido de acidos grasos. Ademas, la composicion lipidica de las microalgas
cambia a lo largo de las diferentes fases de crecimiento celular, con un aumento en la
proporcion de triglicéridos cuando la tasa metabdlica es baja (Tejeda-Benitez et al.,
2015).

Las microalgas también se destacan por su potencial en la produccién de biodiésel
debido a su alto contenido en lipidos. Algunas especies pueden contener hasta un 40 %
de acidos grasos en su peso seco, y el contenido lipidico puede variar entre un'5 %y
un 77 % en peso seco, de acuerdo con la especie y los parametros de cultivo (Tejeda-
Benitez et al., 2015). A pesar de ello, el incremento en la produccion de lipidos a
menudo se realiza a costa de sacrificar su reproduccion y su velocidad de crecimiento,
lo que no necesariamente aumenta la productividad de aceite por unidad de masa
(Norzagaray-Valenzuela et al., 2014). La capacidad de las microalgas para sintetizar y
acumular lipidos, junto con su adaptabilidad a diferentes condiciones ambientales, las
hace valiosas tanto para aplicaciones biotecnolégicas como farmacoldgicas

(Lehninger, 1995; Norzagaray-Valenzuela et al., 2014; Tejeda-Benitez et al., 2015).
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4.12.2.2.2 Carbohidratos

Aunque los carbohidratos no constituyen el componente principal de las microalgas,
desemperian roles esenciales como elementos de la pared de las células y materiales
de reserva. Los polisacéridos, monosacaridos y oligosacéridos representan entre el
45 % y el 97 % de los carbohidratos totales de las microalgas, con perfiles muy
variados segun la especie y las condiciones de cultivo. Los azlcares mas comunes en
las microalgas son glucosa, galactosa, manosa y ribosa, aunque las proporciones de

otros azucares pueden variar significativamente (Abalde et al., 1995).

En las especies y clases de microalgas cultivadas bajo condiciones similares se
han encontrado diferencias significativas. Por ejemplo, las diatomeas contienen
principalmente crisantano, mientras que los fitodinoflagelados contienen glucosa y
galactoglucano. Las algas rojas acumulan polisacaridos sulfatados, y muchas
microalgas almacenan polisacaridos en granulos de almidén como productos de
reserva (Espinoza-Gallardo et al., 2017). Algunos taxones, como las Euglenophyceae,
poseen otros polisacaridos de reserva llamado paramilén, mientras que las
Chrysophyceae y Cablephyceae almacenan chrysophycein o leucina. La forma y el
tamafio de estos granulos varian entre las diferentes especies de microalgas
(Nakashima et al., 2018).

Los carbohidratos de las microalgas se encuentran en forma de particulas de
almidon vy, en algunos casos, segregados en el medio de cultivo. En ciertos géneros,
los polisacaridos presentan una cadena central de glucosas que se unen a través de
enlaces a (1-4) ramificadas mediante enlaces a (1-6), similar a la subunidad de
amilopectina del almidon. Estos polisacaridos, gracias a las uniones de enlaces
glucosidicos B, pueden formar productos como el paramilén o la crisolaminarina,

conocidos como B-glucanos (Espinoza-Gallardo et al., 2017; Nakashima et al., 2018).

Las microalgas pueden contener hasta un 50% mas de carbohidratos que su peso
seco. Los cuales se presentan como celulosa, almidones, glucosa y otros polisacaridos,
y al ser hidrolizados se pueden generar azucares que pueden ser fermentados

utilizados para producir biometano o bioetanol (Harun et al., 2010).
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4.12.2.2.3 Proteinas

Las proteinas son componentes esenciales y altamente significativos de las
microalgas, desempefiando roles criticos en diversas funciones bioldgicas y
metabdlicas. Algunas microalgas sintetizan una amplia gama de proteinas
estructurales y enziméticas que facilitan su adaptacién a diferentes condiciones
ambientales (Abalde et al., 1995). Estas proteinas no solo mantienen la integridad
estructural de la célula, sino que también catalizan reacciones bioquimicas clave
involucradas en la fotosintesis y la metabolizacion de nutrientes. Ademas, el contenido
proteico de las microalgas puede cambiar en relacion a los criterios de cultivo y el tipo

de microalga (Lupatini et al., 2017).

La composicion proteica de las microalgas es complejay diversa, abarcando desde
proteinas estructurales hasta enzimas y proteinas de reserva. Estas proteinas no solo
proporcionan la estructura celular, sino que también facilitan la catalisis de reacciones
bioguimicas esenciales. Por ejemplo, las enzimas involucradas en la fijaciéon de
carbono y la asimilacidn de nitrdgeno son cruciales para el desarrollo de las microalgas
(Huang et al., 2017).

El perfil de aminoacidos que conforman las proteinas de microalgas también es de
gran interés. Las microalgas suelen contener todos los aminoacidos esenciales, esto
las posiciona como una fuente de la cual se puede obtener proteina de alta calidad
(Becker, 2013). Esta caracteristica es de gran importancia en la constante exploracién
de fuentes sostenibles de proteinas para una mejor alimentacion en humanos y

animales, de igual forma para el desarrollo de suplementos nutricionales.
4.12.2.2.3 Otros componentes

Las microalgas contienen una amplia gama de componentes bioquimicos, entre
estos, los pigmentos juegan un papel fundamental. Los mas notables son las clorofilas,
los carotenoides y las ficobiliproteinas, que no solo son esenciales para la fotosintesis,
sino gque también poseen propiedades antioxidantes. Estos pigmentos pueden ser
extraidos y utilizados en la fabricacion de colorantes naturales y suplementos
dietéticos (Sathasivam & Ki, 2018).
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Ademas, las microalgas producen una variedad de compuestos fendlicos y
antioxidantes que contribuyen a su habilidad en el proceso de neutralizar radicales
libres y protegerse contra el dafio oxidativo. Estos compuestos tienen un gran potencial
en aplicaciones nutracéuticas y cosméticas debido a sus propiedades antiinflamatorias

y antienvejecimiento (Goiris et al., 2012).

Las microalgas también pueden concentrar muchos elementos importantes, como
sodio, potasio, magnesio, calcio, hierro, zinc, cobalto, fésforo, azufre y nitrégeno (Islam
et al., 2017). Diferentes tipos de microalgas, incluidos Nostoc, Scenedesmus,
Botryococcus y Porphyridium, producen una gran diversidad de vitaminas, como la
vitamina D, la vitamina C (acido L-ascorbico), la vitamina B9 (&cido félico), la vitamina
B1 (tiamina), la vitamina B3 (niacina), la vitamina B2 (riboflavina), la vitamina E

(tocoferal), la vitamina H (biotina) y la vitamina A (retinol) (Dolganyuk et al., 2020).

4.12.2.3 Aplicaciones biotecnoldgicas

4.12.2.3.1 Biocombustibles

Las microalgas se destacan por su alta capacidad de produccion de lipidos, lo que
las ha convertido en una alternativa prometedora para la produccion de biodiesel,
considerada una solucion viable para el suministro energético. Recientes avances en
tecnologias de biorrefineria microalgal han mejorado la rentabilidad de estos procesos
mediante la extraccién y el aprovechamiento de varios bioproductos que representan

un valor adicional derivados de la biomasa microalgal (Castillo et al., 2017).

Los biocombustibles pueden clasificarse segun el origen de los recursos (biomasa
terrestre, acuatica y microbiana), la naturaleza de la biomasa (sélidos, liquidos o
gaseosos) y la ruta tecnolégica de conversion (fisicoquimica, bioquimica vy
termoquimica). Entre los biocombustibles de tercera generacion se incluyen las algas
y microalgas, organismos que realizan fotosintesis con capacidad de aprovechar la
energia luminosa y absorber el CO2 del aire con mayor eficiencia que las plantas

terrestres.
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Este enfoque, ademas de facilitar la generacion de biocombustibles, también posibilita
la obtencion de productos derivados mas eficientes y con menos uso de recursos
(Castillo et al., 2017; Escobedo & Calderén, 2021).

Se ha demostrado que algunas microalgas pueden producir una mayor cantidad
de aceite en comparacion con las plantas que se cultivan en tierra de mayor produccion,
de hecho, unas 4 o0 5 veces més que estas, esto debido a que tiene la capacidad para
almacenar cantidades elevadas de acidos grasos en su principal producto, la biomasa,
lo cual es de gran relevancia en la fabricacion de biodiesel (Castillo et al., 2017). Los
biocombustibles, por definicion, son combustibles derivados de material bioldgico que
se puede reponer de la naturaleza, y su uso puede ayudar a reducir la quema de
combustibles fésiles, disminuyendo asi las emisiones de CO:2 y combatiendo el
calentamiento global (Lee & Lavoie, 2013; Pandey & Kumar, 2017; Naik et al., 2010).

Las microalgas, con su alto contenido de lipidos y rapida reproduccién son capaces
de producir hasta 25 veces mas aceite que los cultivos tradicionales como el aceite de
palma, representando una ventaja sostenible a mediano y largo plazo para la
generacion eficiente de biodiesel (Ahmad et al., 2011; Saad et al., 2019; Sachin-Powar
et al., 2022).

4.12.2.3.2 Bioremediacion

Las microalgas son efectivas en bioremediacion debido a su capacidad para
absorber y metabolizar contaminantes del medio ambiente, incluyendo metales
pesados, nutrientes en exceso y compuestos organicos. Son de gran utilidad para
tratar aguas negras, debido a que ayudan a remover elementos como fosfatos y
nitratos. Especies como Chlorella vulgaris y Scenedesmus obliquus son capaces de
acumular metales como plomo, cadmio, mercurio y arsénico, mejorando la calidad del

agua (Santos et al., 2014; Romero et al., 2022).

Las microalgas también son efectivas en la degradacién de compuestos organicos
toxicos como pesticidas e hidrocarburos, destacando especies como Scenedesmus
guadricauda y C. vulgaris (Baglieri et al., 2016), las cuales podrian ser utilizadas en la

descontaminacion de suelos agricolas.
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La integracion de microalgas en procesos de tratar de aguas negras no solo elimina
contaminantes, sino que también produce subproductos Utiles como biocombustibles

y biofertilizantes, creando un ciclo econémico sostenible (Pittman et al., 2011).

El agua contiene naturalmente diversos cationes y elementos, cuya concentracion
puede afectar la biodiversidad y la salud humana si se elevan demasiado. Las
microalgas son excelentes bioindicadores gracias a que son muy sensibles a los
cambios en el entorno (Aguilar & Florez-Castillo, 2020). La ficorremediacion, que utiliza
microalgas para depurar agua, es eficaz en la eliminacién de farmacos y metales
pesados, mejorando la detoxificacion del agua residual mas alla de las tecnologias
convencionales (Hernandez-Pérez & Labbé, 2014). Especies como Scenedesmus sp.
y C. vulgaris han demostrado altos grados de eliminacion de la demanda quimica de

oxigeno (DQO) y nutrientes, asi como metales pesados (Abdel-Raouf et al., 2012).
4.12.2.3.3 Industria alimentaria

Las microalgas se han transformado en elementos clave dentro de la industria
alimentaria gracias a su excepcional contenido nutricional y beneficios para la salud.
Destacan por ser ricas en proteinas, vitaminas, minerales, acidos grasos esenciales y
antioxidantes, haciéndolas ideales para suplementos alimenticios y productos
funcionales (Quevedo et al., 2008; Lizana-Retamal, 2014; Malpartida, 2022).

Un claro ejemplo es Spirulina, ampliamente reconocida por su alta concentracion
de proteinas completas y vitamina B12, lo cual la hace especialmente beneficiosa para
vegetarianos y veganos. Ademas, su pigmento azul, la ficocianina, no solo le
proporciona un color caracteristico, sino que también aporta propiedades antioxidantes

valiosas (Ponce-Lopez, 2013; Tarazona-Diaz, 2018; Ardila-Caceres, 2022).

Por otro lado, Chlorella se conoce por contener principalmente clorofila, proteinas
y una variedad de nutrientes esenciales. Esta microalga ha demostrado fortalecer el
sistema inmunoldgico, desintoxicar el cuerpo y mejorar la salud digestiva (Benavides,
2016; Amaru-Chambilla et al., 2023). Su capacidad para absorber metales pesados la
convierte en una herramienta importante para la descontaminacién ambiental (Abdel-
Raouf et al., 2012).
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Ademas de su uso en suplementos, las microalgas estan siendo integradas en
alimentos convencionales como panes, pastas y bebidas, incrementando su valor
nutricional al afiadir proteinas, fibra y otros nutrientes esenciales (Tarazona-Diaz,
2018). Su contribucién sostenible a la produccién de acidos grasos omega-3, tales
como EPA y DHA, es crucial para la salud cardiovascular y cerebral, brindando una
opcion vegetal al aceite derivado de pescado y mitigando preocupaciones asociadas
con la sobrepesca y la contaminacién por mercurio (Ruiz-Alonso, 2021; Cordero et al.,
2022).

4.12.2.4 Potencial terapéutico de las microalgas

4.12.2.4.1 Propiedades anticancerigenas

La investigacién sobre compuestos anticancerigenos de microalgas aun se
encuentra en desarrollo, existen evidencias que indican que su actividad varia segun
especie, condiciones de cultivo y fase de crecimiento. Las microalgas marinas son
especialmente interesantes por su potencial en este campo (Martinez-Andrade et al.,
2018). Los estudios sobre las propiedades anticancerigenas de las microalgas,
especificamente Chlorella sorokiniana y Chaetoceros calcitrans, indican una actividad
prometedora en comparacion con medicamentos comerciales. Mientras los farmacos
marinos convencionales son activos a niveles bajos como 0.6-7 ng/ml, las fracciones
de C. sorokiniana y C. calcitrans muestran significativa actividad a 1-3 pug/ml (Ebrahimi-
Nigjeh et al., 2013; Lin et al., 2017; Martinez-Andrade et al., 2018).

Asimismo, estudios han demostrado que microalgas como Skeletonema marinoi
exhiben actividad anticancerigena bajo condiciones especificas de cultivo, como la
restriccion de nitrogeno, destacando la influencia crucial de las condiciones de cultivo
en la bioactividad de las microalgas. A pesar de estos avances, se necesita una mayor
investigacién para validar y explorar el potencial terapéutico completo de las
microalgas en el tratamiento del cancer, incluyendo el estudio detallado de los criterios
de cultivo y las etapas de crecimiento que afectan la actividad bioactiva de estas

especies marinas (Martinez-Andrade et al., 2018).
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La criptofita Rhodomonas salina produce pigmentos como aloxantina y
crocoxantina, que tienen efectos significativos contra células de melanoma A2058,
especialmente aquellas resistentes a la dacarbazina. Estos pigmentos inhiben el
crecimiento celular, reducen la migracién, inducen apoptosis y aumentan la
acumulacion de células sub-G1. La aloxantina también mejora la eficacia del
vemurafenib y restaura la sensibilidad al tratamiento con dacarbazina, o que sugiere
su potencial para superar la resistencia a tratamientos estandar (de Oliveira-Junior et
al., 2020).

Se ha encontrado que los carotenoides de microalgas como fucoxantina,
astaxantina y zeaxantina muestran potencial en la terapia contra el melanoma debido
a sus efectos inhibidores sobre la proliferacion celular, migracién e invasion. Estos
compuestos inducen muerte en células de cancer de piel (melanoma) y arresto del
ciclo celular, afectando vias como MAPK, NF-kB y factores apoptéticos. Ademas, han
demostrado capacidad para restaurar la sensibilidad de las células de melanoma a
tratamientos convencionales como vemurafenib y dacarbazina, sugiriendo su utilidad

como adyuvantes en terapias combinadas contra el cancer (Ferraz et al., 2022).

Compuestos como los monoacilglicéridos (MAG) de Skeletonema marinoi han
mostrado actividad citotoxica selectiva contra células cancerosas U-937 y HCT-116,
con potencial de generar apoptosis por medio de la activacion de caspasas 3/7,
destacando como posibles agentes anticancerigenos o0 precursores de nuevos

compuestos selectivos contra el cancer (Miceli et al., 2019).
4.12.2.4.2 Efecto antiinflamatorio y antioxidante

La creciente demanda de medicamentos con efectos secundarios minimos ha
impulsado la busqueda de compuestos bioactivos en fuentes naturales, incluyendo las
microalgas, que contienen una diversidad de moléculas con propiedades
antiinflamatorias y antioxidantes. Las microalgas han captado la atencion no solo por
Su rica composicion bioquimica, sino también por su capacidad de adaptacién a
diferentes condiciones ambientales, lo que permite la manipulacion de su cultivo para

optimizar la produccion de metabolitos especificos.
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La produccion de carotenoides, acidos grasos poliinsaturados (PUFA),
polisacéaridos, péptidos, y compuestos fendlicos en las microalgas puede ser inducida
de diversas maneras, como la modificacion de la luz, la temperatura, los nutrientes
disponibles o la exposicién a estrés oxidativo. Estas estrategias de cultivo no solo
potencian el perfil bioactivo de las microalgas, ademas favorecen la obtencion de
bioelementos con aplicaciones terapéuticas especificas, aumentando su valor como

fuente sostenible de ingredientes para la industria farmacéutica y nutracéutica.

Un ejemplo es Scenedesmus sp., una microalga cultivable bajo luz constante
produjo extractos ricos en fenoles, flavonoides y carotenoides, lo cuales mostraron
actividad antioxidante (6,37 umol Trolox/g, 41,40% de inhibicion DPPH) vy
antiinflamatoria (38,42% de inhibicién de desnaturalizacion de albumina), destacando

su potencial como fuentes naturales de compuestos bioactivos (Abril-Ibarra, 2022).

Se ha investigado también lIsochrysis galbana utilizando métodos como la
extraccion con liquidos presurizados (PLE), los cuales permiten obtener compuestos
de una forma efectiva, manteniendo el respeto al ambiente. Mediante la optimizacién
de la temperatura y el porcentaje de etanol se mejoré el rendimiento en la composicion
de fenoles y el efecto antioxidante, evidenciando asi su potencial funcional antioxidante

y antiinflamatorio (Montero et al., 2014).

Otra microalga que ha demostrado tener un efecto antioxidante es Tetraselmis
chuii, la cual posee un alto valor nutricional y potencial en aplicaciones nutracéuticas.
En un estudio, se probaron cinco biomasas obtenidas mediante distintos métodos de
extraccion y secado, y todas mostraron una alta capacidad de quelacion de hierro y
eliminacién de radicales superoxido. Ademas, todas las biomasas mitigaron los efectos

genotoxicos del bisfenol A (Cunha, 2023).
4.12.2.4.3 Potencial antibacteriano

Las microalgas producen diversos compuestos antibacterianos como &acidos
grasos, fenoles como los bromofenoles, terpenoides, floroglucinol, taninos, acetonas
alogenadas y butonas. Estos elementos muestran actividad contra bacterias y hongos,
destacandose por su capacidad de inhibicion (Alvarez, 2007).
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Se han identificado en varios grupos de microalgas, especialmente cianobacterias,
diatomeas y clorofitas, aunque también se encuentran en menor medida en otras

especies (Alvarez, 2007).

Las microalgas muestran potencial antibacteriano contra diversas especies como
Bacillus subtilis y Micrococcus luteus, segun estudios con extractos acuosos de
Spirulina (Shaieb et al., 2014; Bencheikh, et al., 2022). En cuanto a las propiedades
antibacterianas de las microalgas, investigaciones anteriores han demostrado que los
extractos acuosos (AE) de C. vulgaris y A. platensis son efectivos en inhibir el
crecimiento de E. faecalis y B. subtilis, respectivamente (De Melo et al., 2019; da Silva
et al., 2023). Otro estudio analiz6 la efectividad de los extractos acuosos de Spirulina
en diversas bacterias, levaduras y mohos. Encontrando que los extractos pueden
inhibir el crecimiento de Bacillus subtilis, Micrococcus luteus, Rhodotorula y Penicillium
(Duda-Chodak, 2013).

Por otro lado, se ha reportado que Tetradesmus obliquus y Arthrospira platensis
presentan actividad antibacteriana contra P. aeruginosa (Mohite et al. 2015; Marrez et
al. 2019). También se ha encontrado que el acido graso 9-octadecenoico extraido de
los lipidos de Scenedesmus bijugatus presenta actividad antimicrobiana contra S.

aureus, E. coliy C. albicans (MubarakAli et al., 2012).

La actividad antibacteriana de los extractos de microalgas se asocia con frecuencia
a la presencia de compuestos bioactivos, como acidos laurico, linolénico y oleico,

compuestos fendlicos, taninos e iridoides (da-Silva et al., 2022).
4.12.2.4.4 Potencial antiviral

El potencial antiviral de las algas ha sido estudiado durante los ultimos 50 afios
con resultados exitosos en experimentos con medios de cultivo bajo condiciones
controladas de laboratorio (Pagarete et al., 2021). El mecanismo de inhibicion del virus
por los extractos de microalgas se ha relacionado con la presencia de terpenos,
proteinas, polisacaridos y compuestos de &cidos grasos como omega-3 y omega-6,
entre ellas, las principales productoras de omega-3 son las diatomeas (Cordero et al.,
2022).
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A pesar de esto, se conoce que las microalgas pueden alterar la produccion de
metabolitos y compuestos de acuerdo con las condiciones y la composicion de medio

de cultivo, alterando asi su bioactividad (Michelon, 2021).

En la basqueda global de agentes antivirales efectivos, los compuestos derivados
de microalgas muestran promesa como nuevos antivirales. Uno d ellos compuestos
bioactivos con actividad antiviral, son las lectinas derivadas de las microalgas Nostoc
ellipsosporum, Oscillatoria agardhii, Scytonema varium, Microcystin viridis y
Microcystis aeruginosa que han demostrado tener un efecto antiviral contra HIV1, HIV2,
HSV1, HCV, IAV, IBV y ZEBOV (Carbone et al., 2021).

Compuestos de microalgas como el polisacarido de Porphyridium sp. y Naviculan
derivado de Navicula directta, inhiben HSV-1 y HSV-2, mostrando actividad antiviral
significativa tanto in vitro como in vivo. Cyanovirin-N de Nostoc ellipsosporum también
combate el VIH y el Herpesvirus Humano 6, sugiriendo nuevas estrategias para
terapias antivirales efectivas (Huheihel et al., 2002; Llopiz, 2016).

Para el caso del virus Epstein-Barr (VEB), Kok et al. (2011) evaluaron extractos de
microalgas como Ankistrodesmus convolutus y Synechococcus elongatus,
demostrando inhibicion del ADN del VEB. La proteina cianovirina-N (CV-N) de Nostoc
ellipsosporum también mostré actividad contra el virus HIV gp120 (Mazur-Marzec et
al., 2021). Estos hallazgos resaltan el potencial de las microalgas como fuente de

compuestos antivirales.

Los compuestos naturales de microalgas y cianobacterias han mostrado
propiedades antivirales significativas contra el VIH, actuando en la replicacion viral,
fusion celular y ciclo de transmision. Desde polisacéaridos sulfatados de Porphyridium
sp. y Cochlodinium polykrikoides hasta proteinas como la cianovirina-N y péptidos
como el SM de Spirulina maxima, estos agentes naturales interfieren con diferentes
etapas del ciclo viral. Ademas, se ha observado que algunos de estos compuestos
ademas de inhibir la internalizacion viral en células hospedadoras, también potencian
la respuesta inmune innata, proporcionando una doble accion antiviral (Amaro et al.,
2011; Jang & Park, 2016; Alvarez et al., 2023).
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Derivados de microalgas como Coccomyxa sp. KJ y extractos de cianobacterias
como Microcystis, Nodularia, Oscillatoria, Scytonema, Lyngbya, y Calothrix, muestran
potencial antiviral contra la influenza A, destacando por sus propiedades inhibidoras
de proteasas y replicacion viral (Hayashi et al., 2022; Zainuddin et al., 2002, 2007; Silva
et al., 2018).

Recientemente, también se ha reportado actividad antiviral de microalgas frente a
flavivirus, Cirne-Santos et al. (2024) encontraron que el extracto de Arthrospira maxima
previene y cura la infeccion por el virus Zika in vitro en la linea celular VERO. Los
estudios sobre compuestos naturales proporcionan posibles estrategias antivirales.
Las investigaciones anteriores sugieren que las fuentes naturales son vias

prometedoras para el tratamiento de infecciones de origen viral.

3.12.3 Phaeodactylum tricornutum

La microalga Phaeodactylum tricornutum fue descrita por primera vez en 1897 por
Bohlin, proponiendo un nuevo género con una Unica especie (P. tricornutum), que tiene
un tamafo de 8 um de largo y 3 um de ancho (Figura 6). En los dltimos afios, esta
diatomea marina ha sido ampliamente investigada debido a su potencial en
biotecnologia y sus propiedades bioldgicas. De esta microalga se pueden extraer
diversos componentes de gran valor, incluyendo biocombustibles, cosmeéticos,
nutracéuticos, productos farmacéuticos, entre otros. La versatilidad de P. tricornutum
se debe no solo a su capacidad para producir compuestos de interés industrial, sino
también a su facilidad de cultivo en diversas condiciones, lo que permite su explotacion

a gran escala en bioprocesos sostenibles.

El genoma de P. tricornutum que contiene 10,402 genes, de aproximadamente
27,4 megabases (Mb), la convierte en un modelo perfecto para estudios genéticos y
biotecnoldgicos. Ya se conocen algunos de sus ventajas en la salud humana, como la
disminucién del riesgo a presentar enfermedades cardiovasculares y mejorar la funcién
cerebral. P. tricornutum es una de las especies de mayor importancia en la produccion
de &cidos grasos poliinsaturados (PUFA), por ejemplo, el 4cido eicosapentaenoico
(EPA) y el acido docosahexaenoico (DHA), de gran relevancia en la industria

alimentaria y farmacéutica.
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Figura 6. Micrografias de P. tricornutum. Se muestran los morfotipos fusiforme (a),

ovalado (b) y trirradiado (c). Tomado de De-Martino, ENS-Paris.
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Por otra parte, representa una fuente significativa de proteinas, esto afiade un valor
nutricional significativo y abre posibilidades para su utilizacion en la produccion de

suplementos proteicos y alimentos funcionales (Cuadro 2).

Se conoce que la fucoxantina presente en P. tricornutum es antiproliferativa y
antioxidante in vitro. Incrementa la actividad de caspasa 3/7, reduce la actividad
metabdlica en lineas celulares hasta un 58%, con efectos antioxidantes dosis-
dependientes, disminuyendo la quimioluminiscencia en neutréfilos en un 63% vy
aumentando 3.3 veces la proporcion de glutation reducido a oxidado. Esto sugiere

beneficios potenciales para la salud en nutricibn humana (Neumann et al., 2019).

Como se menciond previamente, P. tricornutum es abundante en una gran
variedad de nutrientes y acidos grasos omega-3. De acuerdo con un estudio, los
extractos acuosos y etandlicos de esta microalga inhiben significativamente la
produccion de citoquinas proinflamatorias en células humanas y murinas. Los efectos
antiinflamatorios se lograron mediante la estrategia de inhibir la activacion del factor
nuclear-kB y la via de la proteina quinasa MAP (Neumann et al., 2018).

Por otro lado, se ha encontrado que los extractos de polisacaridos crudos de
Phaeodactylum tricornutum presentan actividad antiinflamatoria en la prueba de
edema por carragenina. Estos extractos también mostraron efectos
inmunoestimulantes en pruebas de hipersensibilidad retardada y actividad fagocitica,

tanto en ensayos in vivo como in vitro (Guzman et al., 2003).

Adicionalmente, se ha reportado que Phaeodactylum tricornutum presenta
compuestos antibacterianos, a partir de extractos, incluyendo acido palmitoleico
(C16:1 n-7) y éacido hexadecatrienoico (C16:3 n-4), efectivos contra bacterias
farmacorresistentes Grampositivas, como Staphylococcus aureus. Estos &cidos
grasos también pueden interferir en la formacion de biopeliculas, una de las principales
estrategias de resistencia de las bacterias patdégenas. Ademas, investigaciones
recientes sugieren que estos compuestos podrian potenciar la efectividad de
antibioticos tradicionales cuando se usan en combinacion, abriendo nuevas vias para

tratar infecciones con resistencia los medicamentos (Desbois et al., 2008).
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Cuadro 2. Composicion bioguimica de P. tricornutum.

Composicién

Cantidad total DW (%)

Cantidad total AFDW (%)

bioquimica
Lipidos 9.08 + 0.38 14.25+1.01
Carbohidratos 7.85+0.22 17.31 +0.48
Proteina 38.40 + 2.46 64.00 +4.10
Fucoxantina 0.86 +0.06 8.29 +0.55
Bio-silice 5.19 +0.56 10.06 £ 0.71
38.67 + 1.50 -

Cenizas y otros

Los contenidos se expresan como porcentaje del peso seco total (DW%) y del peso
seco libre de cenizas (AFDW). Tomado de: Branco-Vieira y cols., (2020).
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Asi mismo, se ha demostrado que el contenido de fucoxantina en Phaeodactylum
tricornutum tiene propiedades antiedad, en un estudio se incrementé la sintesis de
procolageno y se disminuyé la expresion de MMP-1, MMP-2 y MMP-9 en fibroblastos
humanos. En un estudio con mujeres, una crema con 0,03 % de fucoxantina redujo
significativamente las arrugas en 8 semanas, mejorando la humedad y elasticidad de

la piel sin efectos adversos (Kang et al., 2020).

Se sabe que la fucoxantina, uno de los principales carotenoides presentes en las
microalgas, tiene una variedad de propiedades biolégicas, como antioxidante,

anticancerigena, antiobesidad y antiinflamatoria.

De acuerdo con estos hallazgos, se han explorado las actividades antioxidantes,
antiproliferativa, anticancerigena, antiobesidad, antiinflamatoria, inmunoestimulante,
antibacteriana y antienvejecimiento de Phaeodactylum tricornutum. Sin embargo, su
potencial antiviral no ha sido estudiado, por lo que resulta conveniente investigar esta

faceta, partiendo de que en general las microalgas demuestran un potencial antiviral.
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IV. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El virus del dengue constituye un riesgo considerable para la salud publica global,
afectando a millones de personas anualmente. De los cuatro serotipos del virus, el
serotipo 2 se distingue por su alta prevalencia y virulencia, siendo responsable de
graves complicaciones clinicas como el sindrome de choque por dengue vy la fiebre
hemorragica. La propagacion del virus en regiones tropicales y subtropicales, sumada
a su expansion hacia nuevas areas geograficas impulsada por el cambio climético, ha
exacerbado tanto la incidencia como la severidad de los brotes. Segun el CDC,
aproximadamente 400 millones de personas se infectan con el virus del dengue a nivel
mundial, de los cuales 100 millones desarrollan la enfermedad y aproximadamente
40,000 fallecen debido a sus formas graves. Esto destaca la importancia critica de un

buen control y vigilancia de la enfermedad.

A pesar de los esfuerzos en prevenir y controlar el dengue, a la fecha, no hay un
tratamiento antiviral especifico ni una vacuna completamente eficaz para todos los
serotipos, lo que destaca la necesidad inminente de desarrollar nuevas estrategias
terapéuticas. Los métodos actuales, resultan insuficientes para minimizar el impacto
del dengue en las comunidades con mayor afectacion, especialmente en aquellas con
recursos limitados. Esta carencia de tratamientos eficaces se ve agravada por la
resistencia emergente a los métodos de control existentes y por las limitaciones en la
distribucion y efectividad de las vacunas. El problema se enfoca en la necesidad
urgente de desarrollar tratamientos efectivos, derivados de fuentes naturales, para
combatir el DENV, especialmente ante el incremento de casos y la falta de terapias
especificas. Enfrentar estos desafios es esencial para mitigar el impacto del dengue y
proteger a la poblacién vulnerables.

Preguntas de investigacion:

¢ Cuéles son los efectos de los hidrolizados proteicos de Phaeodactylum tricornutum

sobre la replicacion del DENV-2 en células infectadas?

¢,Como varia la eficacia antiviral entre diferentes fracciones peptidicas de los

hidrolizados de Phaeodactylum tricornutum?
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V. JUSTIFICACION

El dengue, una infeccion viral que se transmite por mosquitos, es una de las mas
significativas mundialmente, continla representando un desafio para la salud publica,
afectando a millones de personas anualmente. La falta de tratamientos antivirales
especificos para esta enfermedad destaca la necesidad urgente de desarrollar nuevas

estrategias terapéuticas para enfrentar esta creciente amenaza.

En este contexto, los compuestos naturales representan una alternativa
prometedora en la lucha contra enfermedades virales, gracias a su diversidad de
compuestos bioactivos, baja toxicidad y capacidad para influir en multiples vias
biolégicas. Esta variedad ofrece la posibilidad de desarrollar tratamientos mas
especificos y menos perjudiciales para el organismo, haciendo que los productos

naturales sean una opcion viable en la busqueda de nuevos antivirales.

Las microalgas se destacan entre los recursos naturales por sus propiedades
antivirales, antioxidantes y antiinflamatorias, lo que sugiere un gran potencial
terapéutico aun inexplorado. Phaeodactylum tricornutum, una microalga rica en
proteinas de alta calidad y compuestos bioactivos se presenta como una fuente
potencial antiviral. Debido a que no se ha investigado su eficacia contra el DENV-2,
este proyecto busca llenar este vacio de conocimiento.

Evaluar los hidrolizados proteicos de Phaeodactylum tricornutum como una posible
terapia antiviral no solo contribuye a la lucha contra el dengue, sino también abrir
nuevas formar para desarrollar tratamientos con base en recursos naturales. Este
enfoque es especialmente relevante ante el aumento de la resistencia a tratamientos
convencionales y la falta de opciones terapéuticas efectivas, subrayando la necesidad

de alternativas sostenibles y eficaces.
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VI. HIPOTESIS

Los hidrolizados proteicos de la microalga Phaeodactylum tricornutum presentan
actividad antiviral contra el virus del dengue serotipo 2.
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VIl. OBJETIVOS

7.10bjetivo general

Evaluar la actividad antiviral de hidrolizados proteicos de la microalga Phaeodactylum

tricornutum contra el virus del dengue serotipo 2.

7.2 Objetivos especificos
7.2.1 Obtener hidrolizados proteicos de diferente peso molecular a partir de la biomasa
microalgal de P. tricornutum.

7.2.2 Determinar la citotoxicidad de los hidrolizados proteicos a través del ensayo MTT
en células Huh-7.

7.2.3 Evaluar el efecto antiviral de los hidrolizados proteicos de P. tricornutum contra
DENV-2.
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VIII. MATERIALES Y METODOS

8.1 Tipo de estudio

Se trata de un estudio experimental y analitico, con la finalidad de evaluar la
actividad antiviral de hidrolizados proteicos de la microalga Phaeodactylum tricornutum
contra el virus del dengue serotipo 2. Esta investigacion se realizo en el Laboratorio de
Fisiologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de
Sinaloa y en el laboratorio 8 de virologia del Departamento de Infectémica y

Patogénesis Molecular del Centro de Investigacion y de Estudios Avanzados del IPN.

8.2 Material biologico
8.2.1 Microalga Phaeodactylum tricornutum

La microalga Phaeodactylum tricornutum se obtuvo del cepario del Laboratorio de
Fisiologia Molecular de la Facultad de Medicina de la Universidad Autonoma de
Sinaloa (UAS). Esta cepa proviene del Centro de Investigacion Cientifica y Educacion
Superior de Ensenada (CICESE), especificamente de la Coleccion de Cultivos de

Ensenada, Baja California, México.

8.2.2 Linea Celular Huh-7

Los ensayos de viabilidad celular, infeccion y tratamiento se realizaron en la linea
celular de hepatocarcinoma humano (Huh-7), proporcionada por el Laboratorio de
Infectbmica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV, Zacatenco. Las células se
cultivaron en placas de 12 pozos con medio DMEM Advanced Gibco™ suplementado
con 8 % de suero fetal bovino (SFB) Gibco™, estreptomicina (50 ug/ml) Sigma-
Aldrich®, 2 mM de glutamina Gibco™, penicilina (5x10* U/ml), y 1 ml/L de anfotericina

B Gibco™, a 37 °C en una atmosfera con 5% de COx.

8.2.3 Linea Celular BHK-21

La evaluacion de produccidén de particulas infecciosas in vitro del DENV-2 se
realizé por medio del ensayo de unidades formadoras de placa (UFP) con la linea
celular de fibroblastos de riibn de hamster bebé (BHK-21), proporcionada por el

Laboratorio de Infectdmica y Patogénesis Molecular del CINVESTAV, Zacatenco.
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Las células se cultivaron en placas de 24 pozos con medio DMEM Advanced Gibco™
suplementado con 8% de SFB Gibco™, penicilina (5x10* U/ml), 1 ml/L de anfotericina
B Gibco™, 2 mM de glutamina Gibco™ y estreptomicina (50 ug/ml) Sigma-Aldrich® a

37 °C en una atmoésfera con 5% de COo.

8.2.4 Virus del dengue

Se utilizé el dengue serotipo 2 (DENV-2) para infectar las células. La propagacion
del DENV-2 se efectud en cerebros de ratones lactantes CD-1 de 2-3 dias de nacidos.
Estos fueron proporcionados por la Unidad de Produccion y Experimentacion de
Animales de Laboratorio (UPEAL) del CINVESTAV (Numero de proyecto: 0048-02). A
los 4-5 dias después de la inoculacién, se realizé eutanasia, los cerebros fueron
diseccionados, macerados y filtrados con microfiltros Millipore® con membrana de 0.22
Mm para la obtencién de los virus. Mediante el ensayo de unidades formadoras de
placa (UFP) se determind el titulo viral. Como control (Mock), se emple6 extracto de

cerebro de ratéon lactante CD-1 no infectado.
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8.3 Disefio experimental

OE1. Obtener hidrolizados proteicos de diferente peso molecular a partir de la biomasa microalgal de P
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Figura 7. Disefio experimental simplificado. Cada seccion corresponde a los

experimentos realizados por objetivo especifico planteado.
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8.4 Cultivo de microalgas Phaeodactylum tricornutum

Se realizaron los cultivos de diatomeas utilizando una cepa autéctona de P.
tricornutum mediante el método de transferencias seriadas, empleando el medio F/2.
Este medio es una mezcla de agua salada (34 g de sal de mar por litro) con vitaminas,
nitratos, elementos traza (CuSO,4, ZnSO,, NaMoO,, MnCl,, CoCle) y fosfatos (1 ml de
cada uno por litro), segun lo propuesto por Guillard y Ryther (1962). El agua, tratada
previamente con 0.5 ml de cloro por litro, fue enriquecida con el medio nutriente F/2.
Los cultivos se mantuvieron a 20 £ 1 °C, con 1% de CO,, bajo luz artificial de 120-130
pmol fotones-m=2-s71 y con aeracion constante suministrada por un soplador de aire
(modelo AC-9602).

Del medio con la cepa inicial, se realizé un pase a un tubo de ensayo con 13.5 ml
de medio F/2 y 1.5 ml del cultivo. Luego de 5 dias, se pasaron a matraces con un
volumen final de 50 ml. Posteriormente, fueron transferidos a recipientes de 3 L
durante 3 dias de subcultivo, y luego se escalaron en dos recipientes de plastico de 20
L durante 5 dias. Finalmente, se cultivaron en diez recipientes del mismo volumen por

5 dias mas (Figura 8).
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8.5 Obtencién de biomasa

La recuperacion de la biomasa se efectué a través del método de floculacion,
utilizando un floculante a base de quitosano (organico). El floculante se preparé con 5
g de quitosano y 10 ml de acido acético glacial, completando el volumen a 1 L con
agua destilada estéril (se agregaron 3.5 ml de la solucion preparada por cada litro de
cultivo). Adicionalmente, se prepard una solucion que contenia hidréxido de sodio
(NaOH) utilizando 40 g de NaOH y completando el volumen a 1 L con agua destilada

estéril (se agregaron 10 ml de esta solucién por litro de cultivo).

Una vez adicionado el floculante, se agitdé por unos minutos, luego el cultivo se
mantuvo en reposo y se dejo actuar durante 24 horas. Pasado este tiempo, la biomasa
se precipitd y el sobrenadante fue descartado por decantacion. La biomasa
sedimentada fue recuperada y centrifugada para retirar el exceso de agua.
Centrifugando a 4000 rpm durante 4 minutos, consecutivamente se dejo secar a 40 °C
durante 24 horas. Luego, la biomasa fue macerada y almacenada a -20 °C hasta el

siguiente proceso.

8.6 Extraccion de lipidos

El proceso de separacion de lipidos y obtencion de biomasa residual se llevé a
cabo de acuerdo con la metodologia de Bligh y Dyer (1959) en complemento con la
propuesta por Alavijeh et al. (2015) con modificaciones. A partir de la biomasa seca
obtenida, se prepard una solucién 1:2, pesando 50 g de biomasa y disolviendo en 100
ml de acetato de etilo. Para la extraccion de aceite, se adicionaron 2 ml del solvente

por cada gramo de muestra.

Una vez preparada la mezcla, se protegié de la luz y se sometié a un proceso de
sonicacién durante 1 hora (Ultrasonic Homogenizer Processor Model UP-250S,
LawsonScientific) a una frecuencia de 24 kHz, con intervalos de trabajo de 15 minutos
y descansos de 3 minutos. Durante la sonicacion, la solucidon se mantuvo en hielo para

evitar el sobrecalentamiento y facilitar la ruptura celular y obtencién de aceite.

Posteriormente, la mezcla se agitd constantemente durante 24 horas, cubierta de
la luz a 23 °C.
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La separacion de la biomasa de los solventes y el componente lipidico se realizé
mediante centrifugacion a 4000 rpm durante 2 minutos. Posteriormente la fase liquida
(componente lipidico) fue recuperada y se guardd en refrigeracion. La fase sélida
sedimentada (biomasa residual) se secd en un horno a 40 °C durante 24 horas,

permitiendo la volatilizacién del solvente.

La biomasa residual seca se macero finamente y se lavé con agua destilada estéril
mediante filtracion al vacio. Para lo cual, se rehidrataron 100 g de biomasa en 500 ml
de agua destilada estéril en una relacion 1:5. La mezcla se mantuvo en agitacion a
40 °C durante 10 minutos, luego se filtré en un matraz con bomba de vacio vy filtro
Whatman #4. Este procedimiento de lavado se repitié 5 veces. Por ultimo, la biomasa
fue secada nuevamente en una estufa a 40 °C durante 24 horas, retirando el exceso

de sales y solventes.

8.7 Extraccién de proteina

Para realizar la extraccion de proteina, se siguio la metodologia de Safi y cols.
(2014) y Afify y cols. (2018), utilizando un método de salting-out que precipita las
proteinas a partir de una solucién con alto contenido de sales. Se pesaron 40 g de
biomasa residual y se disolvieron en 500 ml de NaOH 2 M, manteniendo agitacion
durante 2 horas a 40 °C. Luego, fue centrifugada a 4000 rpm durante 10 minutos a
20 °C, recuperando el sobrenadante y descartando el precipitado.

En el sobrenadante recuperado, las proteinas se precipitaron ajustando el pH a 3,
utilizando HCI 5 Ny 1 N. Luego, la solucion fue centrifugada a 4000 rpm durante 20
minutos a 20 °C. Se elimino el sobrenadante y se recuperoé el precipitado con NaOH
0.01 M, neutralizando la solucion con HCI 1 N hasta ajustar el pH a 7. La solucién con

las proteinas extraidas se almacend a 4 °C hasta su posterior uso.

8.8 Cuantificacion de proteina

Se realiz6 la cuantificacion de proteinas utilizando el kit BCA (Pierce® Microplate
BCA Protein Assay Kit — Reducing Agent Compatible). Se prepararon diluciones de la

muestra para la cuantificacion, agregando 9 pL en el pocillo de la microplaca.

69



Luego, se afadieron 4 pL de solucién de reactivo de compatibilidad a cada muestra en
los pocillos. Posteriormente, se cubrio la placa y se mezclé en un agitador a velocidad

media durante un minuto, continuando con una incubacién a 37 °C durante 15 minutos.

Se adicionaron 260 pL de reactivo de trabajo BCA (WR) a cada pocillo, después
se cubrio la placa y se mezclé en un agitador (CRM-0S2, Oscilador, CRM-Globe)
durante un minuto. Luego, se incub6 a 37 °C durante 30 minutos y dejandolo enfriar a
temperatura ambiente durante 5 minutos. Se utilizé un control estdndar como blanco y
se midié la absorbancia a 562 nm en un lector de placas (Thermo Scientific™

Multiskan™ GO Microplate Spectrophotometer).

Se prepard una curva estandar trazando el valor medio de absorbancia a 562 nm,
corregido por el blanco, para cada estandar de BSA frente a su concentracién (ug/ml).
La curva estandar se utilizé para determinar la concentracion de proteina de cada

muestra desconocida.

8.9 Hidrdlisis enzimatica de proteinas

Los hidrolizados proteicos de la microalga P. tricornutum se obtuvieron a partir de
la biomasa residual segun lo descrito por Humisky y Aluko (2007) con modificaciones.
Dado que se parti6 de una solucién de concentrado de proteinas, se calculo la cantidad
de enzima con respecto a la concentracion determinada mediante cuantificacion con
el Kit-BCA (Pierce® Microplate BCA Protein Assay Kit — Reducing Agent Compatible).

La hidrdlisis se inicio al agregar la enzima Alcalase® al 4% (enzima a sustrato, E/S),
agregando 0.40 uL de enzima por cada 1 mg de proteina. La reaccion se llevé a cabo
durante 60 minutos, manteniendo el pH a 9 (ajustando con HCI 1N y NaOH 1N) y una
temperatura constante de 50 °C. La hidrolisis enzimatica se detuvo ajustando el pH de
la solucion a 4.0 (utilizando HCI a 1N y 5N) y calentando en un agitador de placa
calefactora termostatica (Mettler-Toledo, EE. UU.) a 94 °C durante 15 minutos.
Posteriormente, se centrifugd a 4000 rpm durante 30 minutos, se recolecté el

sobrenadante y se almaceno a -4 °C hasta su posterior uso.
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8.10 Fraccionamiento de Hidrolizados proteicos por Ultrafiltracion

La separacion del hidrolizado proteico en fracciones de distinto peso molecular se
realiz6 por medio de la técnica de ultrafiltracion, utilizando la metodologia descrita por

Hou y cols. (2019), con menores modificaciones.

Se utilizaron tubos con dispositivos de filtrado que difieren en su selectividad de
peso molecular: filtros centrifugos Amicon® Ultra-15 (Millipore, Billerica, MA) con
cortes de peso molecular (MWCO) de 30, 10 y 3 kDa, respectivamente, y
concentradores centrifugos Vivaspin® Turbo de 5 kDa MWCO (Sartorius, Goettingen,
Alemania). Se obtuvieron secuencialmente 4 fracciones peptidicas de diferente peso
molecular (10-30 kDa, 5-10 kDa, 3-5 kDa y <3 kDa).

Primero, el tubo con el dispositivo de filtro MWCO de 30 kDa se carg6 con 10 ml
del hidrolizado proteico y se centrifugé a 3000 x g a 4 °C durante 20 minutos. El
retenido resultante (fraccion >30 kDa) se resuspendié en agua destilada para
recuperarlo. El filtrado se recolectd y se cargd en el tubo MWCO de 10 kDa y se
centrifugd de nuevo bajo las mismas condiciones. El retenido resultante (fraccién >10
kDa y <30 kDa) se resuspendio en agua destilada para recuperarlo y ser liofilizado. El
filtrado se recolectd y se cargo en el tubo MWCO de 5 kDa y se centrifugé nuevamente.
El mismo procedimiento se aplico tanto al retenido como al filtrado para obtener las
fracciones peptidicas de 5-10 kDa y <5 kDa, respectivamente, sometiendo esta Ultima
fraccion a un nuevo paso de separacion para obtener dos fracciones peptidicas mas,
de 3-5 kDa y <3 kDa, respectivamente. Las fracciones obtenidas se almacenaron a -

80 °C en envases de 500 ml y posteriormente se liofilizaron.

8.11 Liofilizacion de hidrolizados proteicos

El liofilizado se realizé en una liofilizadora (The Virtis Company Gardiner, EE. UU.,
modelo #12525). En este proceso se utilizd un volumen de hidrolizado de 50-250 ml
por fraccidn, a una temperatura del condensador de -44 °C, manteniendo un vacio de
115 mTorr.
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8.12 Separacion de Hidrolizados Proteicos mediante SDS-PAGE

Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato de sodio (SDS-PAGE),
fue la técnica que se empled para separar y visualizar los péptidos derivados de la
microalga Phaeodactylum tricornutum de las cuatro fracciones peptidicas (10-30 kDa,
5-10 kDa, 3-5 kDa y <3 kDa). Se prepararon geles de poliacrilamida, utilizando un gel
concentrador al 5% y un gel separador al 20%, para mejorar la resolucion de las

bandas de péptidos.

Las muestras de hidrolizado proteico liofilizado fueron previamente resuspendidas
en agua inyectable, luego cuantificadas con el kit Pierce™ BCA Protein Assay. Se
determind cargar 20 ug de hidrolizado proteico, tratadas con un tampon de carga
(Laemmli) que contenia 10% SDS, 20% de glicerol, 0.5% de azul de bromofenol, Tris-
HCI pH 6.8 (0.5M), 10% B-mercaptoetanol y agua destilada.

Las muestras fueron cargadas en los pozos del gel y se sometieron a una
electroforesis, inicialmente a 50 V durante 30 minutos para permitir la concentracion
en el gel concentrador, seguido de 80 V durante una hora y media para la separacion

en el gel separador.

Tras la electroforesis, el gel se colocd en una solucion de teflido con Coomassie
Brilliant Blue R-250 durante una hora y después se decolord en dos soluciones de
decoloraciéon de mayor a menor concentracion, una de metanol al 40% y acido acético
al 10%, seguido de una solucion de metanol al 7% y acido acético al 10%, para
visualizar las bandas de péptidos. Las imagenes de los geles tefidos fueron
capturadas utilizando un fotodocumentador (BioRAD Gel Doc XR) y visualizado en el
software ImageLab.

8.13 Evaluacion de la actividad antiviral de los hidrolizados proteicos

Para los ensayos de infeccion y tratamiento, se uso la linea celular Huh-7, cultivada
en medio Advanced DMEM completo suplementado con glutamina (2 mM), penicilina
(104 U/ml), estreptomicina (50 pg/ml), anfotericina B (Fungizona) (500 ul/ml) y suero

fetal bovino (7 %), mantenida a 37 °C bajo una atmdésfera de CO: al 5 %.
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Para los ensayos de formacién de placa, se uso la linea celular Bhk-21, un cultivo
de fibroblastos de rifion de hamster bebé, cultivada en medio MEM (medio esencial
minimo) suplementado con aminoacidos no esenciales, estreptomicina (50 pg/ml),
suero fetal bovino (8 %), penicilina (104 U/ml), y anfotericina B (500 pl/ml), a 37 °C
bajo una atmosfera de COz al 5 %. Tanto las lineas celulares como el virus fueron
provistos por el departamento de Infectdmica y Patogénesis Molecular del
CINVESTAYV, Zacatenco.

Para los ensayos de inhibicion, se evaluaron las cuatro fracciones liofilizadas de
los hidrolizados proteicos: Fraccion 1 (péptidos <3 kDa), Fraccion 2 (3 — 5 kDa),
Fraccion 3 (5 — 10 kDa), y Fraccion 4 (10-30 kDa).

8.14 Ensayo de viabilidad celular

La viabilidad celular se determiné a través del método MTT (bromuro de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-ilo)-2,5-difeniltetrazolio) para analizar el efecto del tratamiento con el
hidrolizado proteico. Las células fueron tratadas con las cuatro fracciones obtenidas,
durante 48 horas a 37 °C en una atmosfera de CO:z al 5 %. Para esto se emplearon
diferentes concentraciones tomando como referencia lo descrito previamente por

Roblet y cols. (2012), con modificaciones.

En una primera serie de experimentos, cada fraccion liofilizada se pes6 y se
resuspendio a temperatura ambiente en 1 ml de agua estéril, preparando un stock de
trabajo. Este se diluyd en serie 1:2 en medio de cultivo 2X para obtener
concentraciones finales de 5, 25, 50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 500 y 1000 pg/ml de

cada fraccién (Cuadro 3).

Las células Huh-7 se cultivaron previamente hasta alcanzar una confluencia del
60-70 % en microplacas de 96 pozos, con 1 x 10° células/pozo. Se probaron 11

concentraciones de cada fraccién y un control celular para cada una.
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Se descart6 el medio de cultivo y se afiadieron 200 pl de cada concentracion preparada

(tratamiento y medio DMEM), incubandose durante 48 horas a 37 °C con 5 % de CO:..

Tras la incubacion, se prepar6é la solucion de MTT agregando 5 mg de MTT en
polvo, 1 ml de TBS y 9 ml de DMEM. Se retir6 el medio de la placa y se afiadieron 100
ul de la solucién de MTT por pozo. La placa se cubrio de la luz y se llevo a incubacion
durante 3 horas a 37 °C con 5 % de CO:z. Luego, se retird la solucion de MTT y se
agrego 100 pl DMSO (dimetilsulfoxido, grado reactivo) por pozo. La placa se cubrié de
la luz y se dejo en agitacion durante 15 minutos. Finalmente, se evalud la absorbancia
a 540 nm por espectrofotometria (BioTek ELx800TM, Winooski, VT, EE. UU.). El

experimento se realizd por triplicado.
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Cuadro 3. Concentracion de las fracciones de hidrolizado proteico para
viabilidad celular.

Hidrolizado Stock Stock Concentracion

proteico inicial trabajo final

5 pg/ml
25 pg/ml
50 pg/ml
75 pg/mi
100 pg/ml

Concentracion 100 mg/ml 1 mg/mi 150 pg/ml
200 pg/ml
250 pg/ml
300 pg/ml
500 pg/ml
1 mg/ml

75



8.15 Ensayo de infeccién y tratamiento in vitro

Se utilizaron células Huh-7, cultivadas con DMEM y sembradas a una confluencia
del 60-70 % en placas de 12 pocillos (7 x 10° células por pozo). Previamente, se
realizaron ensayos de infeccion para determinar la multiplicidad de infeccién (MOI) y

el tiempo de incubacién éptimo.

Se descartdé el medio y se lavaron las células con HANK's. Después, fueron
infectadas con DENV-2 a una MOI de 1.5 (6ptima para la infeccién). El virus se disolvio
en HANK's a un volumen de 500 ul y se dejé adsorber durante 2 horas a 37 °C con 5%
de COs2. A continuacion, se agregaron los tratamientos (con concentraciones de 150 y
300 pg/ml por fraccién) a un volumen de 1500 pl y se incubaron durante 48 horas a
37 °C con 5 % de COo.. Las células infectadas sin tratar (Ci) y las células no infectadas

(Mock) sirvieron como controles.

El tratamiento se realizd con las 4 fracciones de hidrolizado proteico obtenidas
(Fraccién 1 de <3 kDa, Fraccion 2 de 3 — 5 kDa, Fraccion 3 de 5 — 10 kDa, y Fraccion

4 de 10 — 30 kDa) y dos concentraciones de cada una (150 y 300 pg/ml).

Después de 48 horas, se recuperd el sobrenadante que contenia el virus y se
guardé a -80 °C. Posteriormente, se recolectaron las células para ensayos posteriores.
Las células se lavaron con PBS frio, con cuidado de no desprender la monocapa.
Posteriormente, se agregaron 500 ul de tripsina en cada pozo para despegar las
células, observandolas al microscopio por aproximadamente 1 minuto. Luego, se
afadiéo 1 ml de DMEM suplementado con SFB para inactivar la tripsina, y con ayuda
de una pipeta se recuperaron las células y se guardaron en tubos de 1.5 ml. Del ensayo

de inhibicién se realizaron tres réplicas técnicas y dos réplicas bioldgicas.

8.16 Ensayo de formacion de placas virales

Para este ensayo se empled la linea celular Bhk-21. Se sembraron las células
previamente en una multiplaca (Corning) de 24 pozos, alcanzando una confluencia del
60-70 % (1 x 10° células/pozo).
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Se prepararon diluciones del virus (sobrenadante recuperado del ensayo de
infeccion y tratamiento) en HANK's, obteniendo diluciones desde -1 a -7. Se retir0 el
medio de la placa y se infectaron las células con las diluciones preparadas, incluyendo
una dilucién 0, Ci, y Mock. Para permitir la adsorcién viral, las placas fueron incubadas
durante 2 horas a 37 °C con 5 % de CO2. A continuacion, se agregd 1 ml de
carboximetilcelulosa (CMC) al 0.2 % con DMEM para permitir la formacion de placas,

y se incubaron durante 5 dias a 37 °C con 5 % de CO..

Tras la incubacién, la CMC fue decantada y se dejaron secar las placas durante 5
minutos. Se tifieron con Naftol Blue Black (NBB), adicionando 500 ul por pozo y se
incubaron durante 2 horas. Luego, se decant6é el NBB y se lavaron las placas

gentilmente con agua. Una vez secas, se contaron las placas formadas.

El titulo viral se expreso en unidades formadoras de placas por mililitro (UFP/mI),
para su determinacion se contaron el nUmero de placas liticas en cada pozo de la
dilucion contable y se promedi6 el duplicado, tomando en cuenta la dilucion utilizada

para calcularlas, mediante la siguiente formula:

(Promedio de placas)x(antilog dilucién viral)x(1000)

Titulo viral (UFP/ml) =

ul de diluyente

8.17 Citometria de flujo

A partir de las células recuperadas del ensayo de infeccion y tratamiento, se
procedi6 con la fijacidon. Las células se centrifugaron a 600 rpm durante 8 minutos a
4 °C. Luego, se aspir6 el sobrenadante y se resuspendieron homogéneamente en 300
ul de PBS 1X. Posteriormente, se fijaron con 600 ul de paraformaldehido (PFA) frio al
4 % durante 30 minutos en agitacion a temperatura ambiente. Se centrifugaron a 2,300
rpm durante 8 minutos a 4 °C, se aspir0 el sobrenadante, dejando 100 pul de liquido en

el tubo, y se agregé 1 ml de PBS 1X.

Para la permeabilizacion, se afadieron 500 pl de solucién permeabilizadora
(saponina 0.2 % y SFB 1 %), se resuspendieron las células e incubaron durante 30

minutos en agitacion a temperatura ambiente.
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Luego, se agregaron 900 ul de PBS 1X, se centrifugaron a 2,300 rpm durante 8 minutos

a 4 °C, se aspir6 el sobrenadante y se dejaron 100 .

Se realiz6 el marcaje con el anticuerpo primario 2H2, el cual marca la proteina Pre-
M de dengue. El anticuerpo se prepard en una dilucion 1:50 (anticuerpo: Solucion
permeabilizadora). Se agregaron 50 pl de anticuerpo primario preparado, se
resuspendieron las células y fueron incubadas durante toda la noche a 4 °C en
agitaciéon constante.

Para el marcaje con el anticuerpo secundario, se afiadié 1 ml de PBS 1X a cada
tubo, se resuspendieron y centrifugaron a 2,300 rpm durante 8 minutos a 4 °C, se
aspiré el sobrenadante. El anticuerpo secundario Alexa 488 se preparé en una dilucién
1:1000 en solucién permeabilizadora, y se agregaron 50 ul a cada tubo. Las células se
incubaron durante 2 horas a temperatura ambiente, en agitacion constante y
protegidas de la luz. Luego, se agregd 1 ml de PBS 1X, se resuspendieron y
centrifugaron a 2,300 rpm durante 8 minutos a 4 °C. Finalmente, se aspiré el

sobrenadante y se afiadieron 200 ul de PBS 1X a cada tubo.

Las muestras fueron colocadas en tubos para citometria de flujo y se realizaron las
mediciones en un citometro de flujo Sysmex (XF-1600™ Flow Cytometer; Sysmex

Corporation, Japan). Los datos se analizaron con el software FlowJo V.10.

8.18 Western blot

A partir de las células recuperadas del ensayo de infeccion y tratamiento, se
procedi6 con la preparacion para Western blot para evaluar los niveles de expresion
de las proteinas NS3 y NS5 en la linea celular Huh-7 infectada y tratada con las

diferentes fracciones peptidicas de P. tricornutum.

Primero, se realizo la lisis celular para extraer las proteinas. Las células fueron
centrifugadas a 2,300 rpm durante 5 minutos a 4 °C, se descartd el medio, se
afiadieron 200 pl de PBS 1X y se resuspendieron. Luego, se adicionaron 50 pl de
buffer de lisis RIPA (con inhibidor de proteasas), se resuspendieron e incubaron
durante 15 minutos en hielo. Después, fueron centrifugadas a 10,000 g durante 10

minutos a 4 °C, se recupero el sobrenadante y fue transferido a un tubo nuevo.
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Las proteinas obtenidas se cuantificaron mediante el método de BCA, utilizando el
Kit comercial Thermo Scientific, Pierce, Microplate BCA Protein Assay Kit-Reducing
Agent Compatible (N°23252), siguiendo las instrucciones del fabricante, para
determinar la cantidad de proteina a cargar por pozo. Se prepararon geles de
acrilamida (dos geles en uno), primero el gel separador (12%) y luego el gel
concentrador (4%). Se cargaron 30 pl de las muestras de proteina y al inicio un
marcador de peso molecular. Se utilizé a la proteina 3-actina como un control de carga.
Se realiz6 la electroforesis en condiciones adecuadas (70V durante 20 minutos y luego

100V durante 2 horas) para separar las proteinas por tamafio molecular.

Luego, las proteinas separadas en el gel fueron transferidas a una membrana de
nitrocelulosa (con 4 papeles de filtro y 2 esponjas), utilizando electroblotting durante
70 minutos a 100 V a 4 °C. Se verifico la eficiencia de la transferencia mediante tincion

con Rojo Ponceau, manteniendo la membrana en agitacion durante 5 minutos.

Se bloqued la membrana en una solucion de bloqueo (leche en polvo al 10%)
durante 1 hora en agitacion para evitar la union inespecifica de los anticuerpos, y se
lavo la membrana con PBS 1X/Triton 0.01%,3 veces durante 5 minutos. La membrana
fue incubada con un anticuerpo primario especifico para las proteinas virales NS5 y
NS3 (anticuerpo monoclonal de conejo) a una dilucion 1:5000, diluido en la solucién
de blogueo, incubandose toda la noche a 4 °C manteniendo agitacion constante.

Se realizaron 3 lavados a la membrana para retirar el exceso de anticuerpo
primario con PBS 1X/Tritébn 0.01% durante 5 minutos. Para la deteccién mediante
anticuerpos secundarios y revelado, se incub6 la membrana con un anticuerpo
secundario conjugado con la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP), especifico
para el anticuerpo primario, a una dilucion 1:5000 (GeneTex, GTX124252), durante 1
hora en agitacion a 4 °C.

Se lavé la membrana 6 veces con PBS 1X/Triton 0.01% durante 10 minutos para
retirar el exceso de anticuerpo secundario. La presencia de proteinas virales se revelo
mediante la adicion de luminol (quimioluminiscencia), un sustrato adecuado para la

enzima conjugada.
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Se afadieron 800 pl de Femto (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity
Substrate kit, ThermoFisher Scientific #34095) a la membrana y se incubo durante 5

minutos.

Se capturé la imagen de la membrana utilizando un sistema de imagen
guimioluminiscente en un fotodocumentador ImageQuant LAS 400. Finalmente, la
intensidad relativa de las bandas se cuantificé por densitometria utilizando el software
Imaged V1.8.0 y se interpretaron los datos normalizados con las bandas de (3-actina.

8.19 Analisis estadistico

El andlisis estadistico se efectu6 con la ayuda del software GraphPad Prism
version V8.0.1. Los datos numéricos fueron expresados como media = desviaciéon
estandar (SD). Antes de efectuar las pruebas paramétricas, se verifico la normalidad
de los datos con la prueba de Shapiro-Wilk y la homogeneidad de la varianza utilizando
Levene, respectivamente. Cuando se cumplieron los supuestos de normalidad y
varianzas iguales, las diferencias entre mdltiples grupos se analizaron utilizando
ANOVA de una via, complementado con la prueba posthoc de Tukey para
comparaciones por pares. Para los datos que no cumplieron estos supuestos, se
emplearon pruebas no paramétricas, especificamente la prueba de Kruskal-Wallis y

después de la prueba posthoc de Dunn.

En los casos que involucraron mdultiples variables independientes, se utilizd
ANOVA de dos vias para discernir los efectos de las interacciones entre factores como
el tamafio y la concentracion del péptido en los resultados medidos. Para los datos de
citometria de flujo, donde se tomaron multiples mediciones de la misma muestra, se
utilizé un modelo de efectos mixtos para tener en cuenta la correlacion intra-muestra,
ajustando para mdultiples comparaciones con la prueba de Sidak. Se establecio la

significancia estadistica en un nivel de confianza del 95% (p < 0.05).
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IX. RESULTADOS

9.1 Hidrolizado proteico obtenido

La hidrdlisis enzimética se realiz6 empleando la enzima Alcalase® al 4%,
obteniéndose un hidrolizado proteico que fue fraccionado y liofilizado en cuatro partes.
Las fracciones se cuantificaron utilizando el ensayo BCA (Bicinchoninic Acid Assay)
para medir la concentracién de proteinas (o fracciones peptidicas) en microgramos por

mililitro (ug/ml). Los resultados obtenidos se observan en el Cuadro 4.

De acuerdo con los resultados, se encontré una variabilidad significativa en las
caracteristicas fisicas (Figura 9) y quimicas de las fracciones obtenidas, lo cual podria

influir en su actividad antiviral. Estos resultados se encuentran en el Cuadro 4.
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Cuadro 4. Concentracién y caracteristicas observables de las fracciones
peptidicas

Fraccion Peso Concentracion Tamano Color Consistencia
1619 pg/ml Verde  Polvo facil de
1 2.58¢ 10 - 30 kDa )
oSscuro disolver
2118 pg/ml ) Polvo fécil de
2 2.26 ¢ 5-10kDa  Ambar )
disolver
923 pg/ml Amarillo )
3 0.18 g 3-5kDa Pegajosa
oSscuro
621 pg/ml Amarillo  Polvo facil de
4 4.23 g <3 kDa )
claro disolver
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Figura 9. Coloracién de las fracciones peptidicas obtenidas. La Fraccién 1
corresponde a 10 — 30 kDa, Fraccion 2 a5 — 10 kDa, Fraccion 3 a 3 —5 kDa y Fraccion
4 a <3 kDa.
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9.2 Separacién mediante SDS-PAGE

La separacion de las fracciones peptidicas mediante SDS-PAGE permitio
visualizar la distribucion de los tamafios de los péptidos en cada fraccion. En el gel de
electroforesis, se cargaron muestras duplicadas de cada fraccién, junto con un
marcador de peso molecular para comparar y estimar los tamafios de las proteinas
presentes. El marcador de peso molecular (10 - 250 kDa) se ubicd en la primera
columna del gel, sirviendo como referencia para estimar los tamafios de las proteinas
en las muestras. Las fracciones peptidicas en el gel se pueden apreciar de la siguiente
manera: fraccion 1 en las columnas 2 y 3, fraccion 2 en las columnas 4 y 5, fraccion 3
en las columnas 6y 7, y fraccion 4 en las columnas 8 y 9, como se muestra en la figura
10.

La Fraccion 1: 10-30 kDa, presenté una mayor concentracion de péptidos dentro
del rango de 10-30 kDa. Sin embargo, se observaron también bandas
correspondientes a péptidos de mayor peso molecular en menor concentracion. La
presencia de bandas no definidas indica una mezcla de péptidos de diferentes
tamanos en esta fraccion, sugiriendo la posible presencia de péptidos de mayor y
menor peso molecular. Por otro lado, la Fraccion 2: 5-10 kDa, mostro bandas dentro
del rango de 5-10 kDa, con la mayor concentracion de péptidos en este intervalo. A
pesar de esto, es posible que también contenga péptidos de menor peso molecular.
Comparada con la Fraccion 1, esta fraccion es mas homogénea. En la Fraccion 3: 3-5
kDa, contenia péptidos principalmente en el rango de 3-5 kDa, aunque las bandas
observadas eran mas tenues que en las fracciones anteriores, indicando una posible
disminucién en la cantidad de péptidos. Para la Fraccion 4: <3 kDa, los péptidos fueron
casi imperceptibles debido a su bajo peso molecular. No se observaron bandas por
encima del rango correspondiente, lo que sugiere que esta fracciobn es bastante

especifica.

La separacion mediante SDS-PAGE permitié confirmar la distribucion de los
tamanos de las proteinas en cada fraccion peptidica obtenida por ultrafiltracion. La
variabilidad en la cantidad y tamafio de las bandas entre las fracciones indica

diferencias significativas en la composicion peptidica.
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MP 10-30 kDa 5-10kDa 3.5 kDa <3 kDa

Figura 10. Visualizacion de las fracciones peptidicas obtenidas por SDS-PAGE.
La primera columna contiene el marcador de peso molecular (10 — 250 kDa), la2y 3
corresponde a 10 — 30 kDa, la4 y 5 Fraccion 2 a5 — 10 kDa, 6 y 7 Fraccion 3a 3 -5
kDayla8y9 ala Fraccion 4 a <3 kDa.
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9.3 Determinacién de la viabilidad celular de los hidrolizados proteicos en

células Huh-7.

Para evaluar la citotoxicidad de los hidrolizados proteicos en células Huh-7, se
realizaron ensayos utilizando concentraciones que abarcaban un rango amplio: 5, 25,
50, 75, 100, 150, 200, 250, 300, 500 y 1000 pg/ml de cada una de las cuatro fracciones
obtenidas. Los resultados del ensayo de MTT revelaron que concentraciones iguales
o inferiores a 1 mg/ml no mostraron efectos citotdxicos significativos en células Huh-7
(Figura 11-A).

Este hallazgo respalda la seleccién de las concentraciones 150 y 300 pg/ml para
las siguientes evaluaciones de actividad antiviral, destacando también su potencial
efecto beneficioso a concentraciones mas elevadas (Figura 11-B). Cada gréafica
muestra la respuesta especifica de viabilidad celular para cada fraccion y sus 11
concentraciones evaluadas. La inexistencia de efectos citotoxicos significativos en
todas las fracciones y concentraciones probadas subraya la seguridad del hidrolizado
proteico en células Huh-7 en concentraciones de hasta 1 mg/ml (Figuras 12-A, 12-B,
13-Ay 13-B.

Estos resultados refuerzan la base sélida para continuar con los estudios de
actividad antiviral de las fracciones peptidicas obtenidas de Phaeodactylum
tricornutum contra DENV-2, destacando la importancia de considerar las
caracteristicas de tamafio molecular en futuras investigaciones. La informacion
obtenida sobre la viabilidad celular en diferentes concentraciones proporciona una guia
importante para determinar las dosis seguras y efectivas de estas fracciones en

aplicaciones terapéuticas potenciales.
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con Hidrolizados Proteicos a Diferentes
Concentraciones. (A) Viabilidad celular de Huh-7 tratadas con 4 fracciones de
hidrolizado proteico en un rango de concentraciones de 5 a 1000 pg/ml. Se incluye una
linea azul en el 80% de viabilidad como umbral seguro. (B) Viabilidad celular de Huh-
7 expuestas a la fraccion de 10-30 kDa a concentraciones de 150 y 300 pg/ml, con
1000 pg/ml como referencia. Se muestran lineas de seguridad (azul, 80%) y
citotoxicidad (roja, 50%).
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Figura 12. Viabilidad Celular a través de diferentes concentraciones del
hidrolizado proteico de las fracciones <3 kDay 3 -5 kDa. Se evalué la citotoxicidad
inducida en células Huh-7 en un rango de concentracion de 0 a 1000 pg/ml para
péptidos de <3 kDa (A) y 3 — 5 kDa (B). La viabilidad celular se expresa como un
porcentaje del control no tratado, indicando la ausencia de citotoxicidad significativa.
Se incluye una linea horizontal en el 80% de viabilidad, marcando el umbral seguro.
Los datos representan la media + el error estandar de la media (SEM) de tres
experimentos independientes.
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Figura 13. Viabilidad Celular a través de diferentes concentraciones del
hidrolizado proteico de las fracciones 5 — 10 kDa y 10 — 30 kDa. Se evalud la
citotoxicidad inducida en células Huh-7 en un rango de concentracion de 0 a 1000
pg/ml para péptidos de 5 — 10 kDa (A) y 10 — 30 kDa. La viabilidad celular se expresa
como un % del control no tratado, indicando la ausencia de citotoxicidad significativa.
Se incluye una linea horizontal en el 80% de viabilidad. Los datos representan la media
+ el error estandar de la media (SEM) de tres experimentos independientes.
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9.4 Evaluacion de lainhibicion de DENV-2 por Citometria de Flujo

Se evalud la actividad antiviral de las fracciones de péptidos derivados de
Phaeodactylum tricornutum contra el DENV-2 por medio de citometria de flujo. Donde
las células Huh-7 infectadas, fueron tratadas con péptidos de distintos pesos
moleculares (<3 kDa, 3-5 kDa, 5-10 kDa y 10-30 kDa) en dos concentraciones (150

Mg/mly 300 ug/ml), y se cuantifico el porcentaje de células infectadas.

Analizando las graficas de dispersion bidimensional o dotplot, se muestra la
distribucion de las células infectadas en comparacién con las tratadas con los péptidos
de P. tricornutum tanto con la concentracién de 150 pg/ml (Figura 14) y 300 pg/mi
(Figura 15). En las graficas podemos ver el control celular de referencia (Figuras 14-A
y 15-A), seguido del control de infeccién, donde se observo una alta cantidad de células
positivas para la proteina Pre-M de dengue, marcada con el anticuerpo 2H2 conjugado
con Alexa 488 (Figuras 14-B y 15-B). En contraste, las muestras tratadas con las
fracciones de péptidos mostraron una reduccion en la poblacion de células infectadas
(Figuras 14-C, 14-D, 15-C y 15-D), especialmente en las fracciones de mayor peso
molecular; 10-30 kDa (Figuras 14-F y 15-F).

Para una mejor visualizacion y contraste de los resultados se hicieron
comparaciones por medio de histogramas, comparando el control de la infeccién con
las diferentes fracciones en ambas concentraciones de 150 y 300 ug/ml (Figura 16; A-
D). En el control de infeccion, la poblacion de células positivas para la proteina Pre-M
mostro un pico significativo, indicando una alta infeccion. Al tratar con péptidos de 150
pg/ml, se observé una menor altura del pico de células infectadas, lo cual fue aun mas
pronunciado en la concentracion de 300 pg/ml. De manera general, con este
experimento se observo una disminucidon de la infeccién con las cuatro fracciones
utilizadas y ambas concentraciones. Ademas, estos resultados podrian indicar que la

inhibicion de la infeccién es dependiente de la dosis de los péptidos.
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Figura 14. Inhibicion de la infeccién por DENV-2 a 150 pg/ml por fraccion
mediante citometria de flujo. Los dotplots representativos (A-F) muestran la
respuesta de células infectadas Huh-7 con el virus del dengue serotipo 2 (DENV-2)
frente a diferentes fracciones de hidrolizados proteicos a una concentracion de 150
pg/ml. A: Mock (control negativo sin infeccidn), B: Control de infeccion (infeccion con
DENV-2 sin tratamiento), C-F: Fracciones 1 a 4 (<3 kDa, 3-5 kDa, 5-10 kDa y 10-30
kDa) de los hidrolizados proteicos.
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Figura 15. Inhibicion de la infeccién por DENV-2 a 300 pg/ml por fraccion
mediante citometria de flujo. Los dotplots representativos (A-F) muestran la
respuesta de células infectadas Huh-7 con el virus del dengue serotipo 2 (DENV-2)
frente a diferentes fracciones de hidrolizados proteicos a una concentracion de 300
Mg/ml. A: Mock (control negativo sin infeccién), B: Control de infeccién (infeccion con
DENV-2 sin tratamiento), C-F: Fracciones 1 a 4 (<3 kDa, 3-5 kDa, 5-10 kDa y 10-30
kDa) de los hidrolizados proteicos.
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En los histogramas A - D de la Figura 16 se muestra la comparacién entre el control
de la infeccidn con los péptidos de las diferentes fracciones a concentraciones de 150
pg/mly 300 pg/ml, respectivamente. Las fracciones de <3 kDa y 3-5 kDa presentaron
una disminucion modesta en comparacion con el control de infeccién, mientras que las
fracciones de 5-10 kDa y 10-30 kDa demostraron una reduccion mas significativa,

indicando una correlacion entre el tamarfio del péptido y la eficacia antiviral.

Adicionalmente, las graficas de barras mostraron el porcentaje de células
infectadas a concentraciones de péptido de 150 y 300 pug/ml (Figura 17; Ay B). El
control de infeccion representa el 100% de células infectadas, con el que se
normalizaron el resto de las muestras. Con la fraccién de 10-30 kDa a 150 pg/ml, el
porcentaje de células infectadas se redujo a 13.09%, y a 300 pg/ml, a 13.7%. Los
resultados mostraron una reduccién significativa en la infeccion celular al aumentar la
concentracion y el peso molecular del péptido, con diferencias estadisticamente

significativas, contra el control, pero no entre concentracion (***p<0.001, ****p<0.0001).

La tendencia se mantiene en ambas concentraciones, destacando que la fraccion
de 10-30 kDa mostrd la mayor reduccion en las tasas de infeccion. El analisis de
ANOVA de dos vias indicé que no hubo interaccion significativa entre el tamafio del
péptido y la concentracion (P=0.9996), sugiriendo que los efectos antivirales
observados se deben al tamafio molecular de los péptidos en lugar de la concentracion.
El tamafio del péptido fue un factor significativo (P=0.0026), mientras que la

concentracion no afect6é independientemente los resultados (P=0.7675).

Este andlisis indica que los hidrolizados proteicos de P. tricornutum tienen un
efecto inhibitorio significativo sobre la infeccion por DENV-2, especialmente con

péptidos de mayor peso molecular.
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Figura 16. Eficacia de las fracciones de hidrolizado proteico en la inhibicién de
lainfeccion por DENV-2 por citometria de flujo en histogramas. (A-D) Histogramas
gue muestran la distribucion de células infectadas con DENV-2 en presencia de las
diferentes fracciones de los hidrolizados proteicos a concentraciones de 150 pg/ml
(color verde) y 300 pg/ml (color azul). Cada una incluye el control de infeccién (color
negro) para comparacion. Las fracciones son: (A) Fraccion < 3 kDa, (B) Fraccion 3-5
kDa, (C) Fraccion 5-10 kDa, y (D) Fraccion 10-30 kDa.
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Figura 17. Eficacia de las fracciones de hidrolizado proteico en la inhibicion de
lainfeccion por DENV-2 por citometria de flujo. A) y B) representa el porcentaje de
células infectadas con DENV-2 tratadas con las cuatro fracciones de hidrolizados
proteicos a una concentracion de 150 y 300 pg/ml respectivamente, comparadas y
normalizadas con el control de infeccion, demostrando una reduccién significativa de
la infeccion al aumentar el peso molecular del péptido (***p<0,001, ****p<0,0001).
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9.5 Eficacia de péptidos de diferentes pesos moleculares contra DENV-2 en

Ensayos de formacién de placa

Para confirmar los resultados que se obtuvieron a partir de la citometria de flujo,
se evalu6 el potencial antiviral de fracciones de péptidos contra el DENV-2 mediante
ensayos de formacion de placa.

En los paneles Ay B (Figura 18) se observa la formacion de placas liticas en cuatro
diluciones diferentes para concentraciones de péptidos de 150 pug/ml y 300 pg/ml,
respectivamente, con una reduccion evidente observada para la fraccion de 10-30 kDa
en ambas concentraciones. Los ensayos de formacion de placa realizados a una
concentracion de 150 ug/ml para las diferentes fracciones de péptidos exhibieron un

efecto inhibitorio estratificado sobre la replicacion viral.

La fraccion de mayor peso molecular (10-30 kDa) mostré la mayor reduccion en el
titulo viral, sugiriendo una inhibicion dependiente del tamarfio del péptido. Es importante
destacar que la reduccion en el rendimiento viral fue sustancial y estadisticamente
significativa, especialmente en la fraccion de 10-30 kDa como se muestra en la Figura
18-C. Los porcentajes normalizados de reduccion viral correspondientes subrayaron
la eficacia elevada de la fraccion de péptidos mas grande (Figura 18-E), con una

significancia estadistica marcada (p<0.01) en comparacién con el control.

Al elevar la concentracion a 300 ug/ml se mantuvo la tendencia inhibitoria, sin un
aumento significativo en el efecto antiviral, lo que indica un posible umbral mas alla del
cual concentraciones adicionales no suprimen ain mas el rendimiento viral. Como se
ilustra en la Figura 18-D, las fracciones de péptidos continuaron demostrando actividad

antiviral, con la fraccion 10-30 kDa mostrando el efecto mas pronunciado.

Esta observacion fue corroborada por la normalizacion de las reducciones en el
rendimiento viral (Figura 18-F), confirmando las propiedades antivirales sostenidas de

los péptidos, especialmente en el rango de peso molecular mas alto (p<0.01).

Se realiz6 un ANOVA de dos vias para discernir la influencia de la concentracion

de péptidos en su eficacia antiviral.
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El analisis mostr6 que no hubo un efecto de interaccién significativo entre la
concentracion y el tamafio del péptido, (p=0.7730), lo que indica un efecto antiviral
consistente en las concentraciones probadas. Esto fue especialmente cierto para el
tamanfo del péptido, que resultd ser un factor critico en la disminucion de la proliferaciéon
viral, con un efecto altamente significativo (p=0.0002). En contraste, las alteraciones
en la concentracion no influyeron significativamente en el resultado (p=0.9546),
sugiriendo que la eficacia de los péptidos no respondié a la dosis dentro del rango

probado.
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Figura 18. Eficacia antiviral de fracciones de péptidos contra el virus del dengue
serotipo 2 en Ensayos de placas. Los paneles A, C y E presentan los titulos virales
a concentraciones de péptidos de 150 pg/ml y 300 ug/ml, respectivamente, con
reducciones en PFU/ml mayores para la fraccion >10-30 KDa. Los paneles B, Dy F
muestran el porcentaje de reduccion en la carga viral en estas concentraciones,
normalizado contra el grupo de control de infeccion (IC). La significancia estadistica se

indica con asteriscos: *p<0.05, **p<0.01.



Efecto del hidrolizado proteicos sobre la expresion de las proteinas NS5y NS3.

Se realizd6 un ensayo de Western blot para analizar el efecto del hidrolizado
proteico sobre la expresion de las proteinas NS5 y NS3 del DENV, dos proteinas no
estructurales clave en el ciclo viral del dengue. A partir del ensayo de infeccidon y
tratamiento, se utilizaron células tratadas con el hidrolizado proteico de 10-30 kDa a
concentraciones de 150 pg/mly 300 ug/ml, comparandolas con un control de infeccién
y un mock (células no infectadas), dado que fue la fraccion con mejor resultado en las

pruebas de citometria de flujo y ensayo de formacion de placa.

En la Figura 19-A, que muestra el gel de electroforesis del Western blot se
observan bandas correspondientes a las proteinas NS5 y NS3 en las muestras
tratadas y controles. Para asegurar la carga equitativa de las proteinas en el gel, como
control de carga se utilizé beta-actina. Donde las bandas correspondientes a beta-
actina confirmaron que se cargd una cantidad similar de proteina total en cada carril,
validando asi la comparacién de la expresion de NS5 y NS3 entre las muestras. Las
células tratadas con el hidrolizado proteico mostraron una reduccién notable en la
expresion de ambas proteinas comparadas con el control de infeccion. Este resultado
sugiere una inhibicion efectiva viral mediada por el hidrolizado proteico. No obstante,
no se observaron diferencias significativas en la reduccién de la expresion de NS5 y
NS3 entre las dos concentraciones de tratamiento probadas (150 pg/mly 300 pg/ml),

aun asi, ambas concentraciones son eficaces.

Ademas, se analiz6 a intensidad relativa de las bandas, representada en dos
graficas normalizadas contra el control de infeccién (Figura 19; B y C). La primera
gréfica representa la expresion de NS5 normalizada y la segunda grafica muestra la
expresion de NS3 bajo las mismas condiciones. En ambos casos se evidencia una
reduccion significativa, a mas del 50% en la expresion de las proteinas virales en las
células tratadas con el hidrolizado proteico, reafirmando los resultados antes
observados. El tratamiento con el hidrolizado proteico de 10-30 kDa a ambas
concentraciones (150 ug/ml y 300 pg/ml) genera una reduccién en la expresion de las
proteinas no estructurales NS5 y NS3 del virus del dengue, sin diferencias

significativas entre las dos dosis evaluadas.
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Figura 19. Analisis de la expresion de las proteinas NS5 y NS3 del DENV-2
mediante Western Blot. A) Expresion de NS5 y NS3 en células no infectadas (Mock),
control de infeccién (Ci), y células tratadas con hidrolizado proteico de 10-30 kDa a
concentraciones de 150 ug/ml y 300 pg/ml. El control de carga con beta-actina se
muestra en la parte inferior del gel. B y C) Gréficas de la intensidad relativa de las
bandas (IRB) de NS5 (B) y NS3 (C), normalizadas, mostrando una reduccion
significativa en la expresion de ambas proteinas virales en comparacion con el control
de infeccion.
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X. DISCUSION

La infeccion por el virus del dengue representa una preocupacion significativa en
la salud publica mundial debido a la ausencia de terapias y vacunas especificas para
combatir la enfermedad. Desde su identificacion, el DENV ha provocado brotes
epidémicos en zonas tropicales y subtropicales, con afectacion a millones de personas
cada afo (Asish et al., 2023). Los enfoques tradicionales para controlar la propagacion
del dengue se han centrado principalmente en el control de los vectores,
especificamente el mosquito Aedes aegypti. Sin embargo, la resistencia de estos
mosquitos a los insecticidas quimicos y su alta capacidad de adaptacion (Flores, 2014)

han limitado la eficacia de estas estrategias.

En este contexto, la busqueda de nuevos compuestos antivirales, especialmente
aquellos derivados de fuentes naturales, se ha vuelto una labor urgente. Los
compuestos bioactivos derivados de microalgas han emergido como una alternativa
prometedora con potencial actividad antiviral. Este estudio se centré en evaluar la
actividad antiviral de los hidrolizados proteicos de la microalga Phaeodactylum
tricornutum contra el virus del dengue serotipo 2. No solo se buscé identificar el efecto
inhibidor de los péptidos en diversas etapas del ciclo viral, sino también explorar sus
posibles mecanismos de accién, contribuyendo asi al desarrollo de nuevas terapias

gue puedan ofrecer una alternativa efectiva en la lucha contra el dengue.

Los resultados obtenidos en del presente trabajo indican que los hidrolizados
proteicos de P. tricornutum poseen una notable actividad antiviral contra el DENV-2, lo
cual puede estar relacionado con el hecho de utilizar péptidos en lugar de proteinas y
por otro lado el tipo de enzima utilizada (Alcalasa, endoproteasa). Es importante
mencionar gque la alcalasa, ha demostrado ser una de las enzimas mas eficientes en
la liberacion de péptidos con bioactividad a partir de diferentes fuentes proteicas (Ledn-
Espinosa, 2019; Villasante-Bravo, 2022). Se han reportado anteriormente que tiene la
capacidad de generar péptidos bioactivos, con actividades como inhibicion de la
enzima convertidora de angiotensina | (Li et al., 2006), antioxidante, antidiabéticas,

antiinflamatorias, antimicrobianas, entre otras (Tacias-Pascacio, et al., 2020).
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Ademas, la Alcalasa, por ser una endoproteasa permite la generacion de productos
con péptidos mas grandes que cuando se usan exoproteasas. Adicionalmente, se ha
comprobado que los péptidos, incluso mas que las proteinas, han presentado potencial
para bioactividades que no se detectaban o se presentaban con menor intensidad en
la proteina intacta (Tacias-Pascacio, et al., 2020). Resaltando, que dependiendo el
uso de la enzima para generar la hidrolisis enzimatica se obtiene como resultado
diferentes péptidos que pueden tener o no una bioactividad, como se reporta en el
estudio por Afify et al., 2018, que al utilizar tres enzimas diferentes (papaina, pepsina
y tripsina) obtuvieron un rango de péptidos de 33 — 250 kDa y encontraron gque solo
aguellos derivados de dos enzimas tenian un efecto antiviral, por lo que usar una u

otra enzima si tiene un impacto en su bioactividad.

Por otro lado, en este estudio se observd que la eficacia antiviral varia segun el
tamafo de la fraccion proteica evaluada (<3 kDa, 3-5 kDa, 5-10 kDa y 10-30 kDa),
destacando la fraccion de mayor tamafio (10-30 kDa) como la mas efectiva. Este
resultado sugiere que el tamafio de los péptidos es un factor que determina su
capacidad para interferir con la replicacién viral. Especificamente, los péptidos dentro
del rango de 10-30 kDa fueron los principales contribuyentes de la actividad antiviral
observada. Aunque no se detectaron diferencias que fueran estadisticamente
significativas entre las concentraciones evaluadas, no se puede descartar la

posibilidad de que la eficacia antiviral aumente con mayores concentraciones.

En esta investigacion, se observo que los péptidos que tienen un peso molecular
menor a 10 kDa no exhibieron actividad antiviral significativa. Este resultado puede
atribuirse a varios factores. En primer lugar, debido a su menor tamafo, estos péptidos
podrian contener una composicion de aminoacidos mas limitada, lo que podria reducir
su capacidad para interferir con moléculas cruciales para la replicacion viral o los sitios
activos de proteinas con funciones criticas. Asimismo, la concentracién utilizada en
este estudio, hasta un méximo de 300 pg/ml, podria no haber sido suficiente para
alcanzar el umbral necesario para manifestar actividad antiviral, como se ha visto en
otros péptidos (Vilas-Boas, 2019). A concentraciones mas bajas, es posible que las

fracciones mas pequefas no logren inhibir efectivamente la infeccion viral.
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Adicionalmente, existe la posibilidad de que los péptidos de menor tamafio sean
mas susceptibles a la desnaturalizacion o degradacion rapida en condiciones celulares
(Lee & Poh, 2023), lo cual podria disminuir su capacidad para interactuar eficazmente
con las estructuras virales o los mecanismos celulares necesarios para combatir la

infeccion.

En el presente trabajo, los resultados indican que el tamafio y la composicién de
los péptidos derivados de Phaeodactylum tricornutum juegan un papel crucial en su
actividad antiviral, enfatizando la importancia de considerar dichos factores en el
disefio y aplicacion de futuros estudios y aplicaciones terapéuticas basadas en estos

compuestos naturales.

Por otro lado, se confirmd que los péptidos obtenidos no presentan citotoxicidad
en las células Huh-7 dentro del rango de concentraciones probadas (5 ug/mla 1 mg/mil).
Estos hallazgos son prometedores y sugieren que los hidrolizados proteicos de P.
tricornutum podrian ser seguros también in vivo, lo que refuerza su potencial para ser
utilizados en futuras terapias antivirales. De esta manera, la ausencia de citotoxicidad
in vitro significativa puede ser un indicador clave de seguridad que requiere evaluacion
en modelos in vivo, sin embargo, nos permite avanzar al siguiente nivel, lo cual es

fundamental para el desarrollo de cualquier agente terapéutico (Zipperer et al., 2022).

En este caso, el hecho de que los hidrolizados proteicos no causen dafio a las
células da pauta para ser utilizados a concentraciones conocidas efectivas sin riesgo
de efectos adversos significativos. La actividad antiviral observada, aunado a la
ausencia de citotoxicidad, sugiere que los hidrolizados proteicos de Phaeodactylum
tricornutum pueden ser altamente especificos en su acciéon. Esto significa que los
compuestos activos en los hidrolizados atacan directamente al virus o interfieren con
procesos criticos en la replicacion viral sin afectar los mecanismos celulares normales

de las células huésped, lo que es ideal para un agente terapéutico.
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Ademas, en un contexto terapéutico, la capacidad de utilizar el hidrolizado
proteicos sin efectos toxicos notables permite su combinacién con otros agentes
antivirales (Gao et al., 2021), lo que podria mejorar la eficacia general del tratamiento
sin incrementar en gran medida el riesgo de toxicidad, por lo que podria ser

considerado como un candidato potencial para estudios clinicos y terapias combinadas.

Para consideraciones futuras, comparado con otros agentes antivirales que
pueden tener efectos secundarios toxicos, los hidrolizados proteicos de
Phaeodactylum tricornutum ofrecen una alternativa potencialmente mas segura, lo que
podria ser un factor importante en la adopcion clinica. La seguridad es una
consideracion primordial en la aprobacién de nuevos farmacos, y la ausencia de
toxicidad celular significativa podria facilitar el proceso de aprobacion regulatoria
(Duarte, 2023).

También, cabe resaltar, que la baja toxicidad sugiere que el hidrolizado proteico
podria ser viable para su uso en una amplia gama de poblaciones, incluidos nifios,
ancianos o individuos con condiciones preexistentes que podrian ser mas vulnerables
a los efectos secundarios toxicos de otros tratamientos antivirales, lo cual es de suma
importancia ya que el dengue afecta a la poblacién en general, no obstante, puede

tener mayores efectos en niflos y adultos mayores (Rangel-Herrera, 2017).

Diversos estudios han reportado la actividad antiviral de péptidos y proteinas de
multiples tamafios, que van desde 1.38 a 11 kDa. Por ejemplo, Ayusso et al. (2023)
describen un péptido dimérico de 1.38 kDa que inhibe diferentes etapas de la
replicacién de CHIKV y ZIKV, mientras que Conlon et al. (2014) y Benitez-Bolivar (2019)

han documentado la eficacia del péptido Frenatina 2.3S de 1.5 kDa contra DENV-2.

Igualmente, Reyes-Barrera et al. (2021) reportaron un péptido bloqueador de
entrada de 3.4 kDa contra el virus de la influenza A. También existen proteinas de bajo
peso molecular como las lectinas de 9.4 — 9.7 kDa han demostrado efectos antivirales
contra el virus del Ebola (Garrison et al., 2014; Liu et al., 2021), y la HRA2pl de 11 kDa
ha mostrado eficacia contra Ortopneumovirus, Metapneumovirus y Rubulavirus

humanos (Marquez-Escobar, 2015; Solis-Rodriguez, 2018).
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Estos estudios indican que los péptidos antivirales pueden tener un amplio rango de

tamanos efectivos, que varian segun el virus objetivo y el mecanismo de accion.

En este contexto, los hallazgos indicaron que los péptidos que presentan un peso
molecular comprendido entre 10 y 30 kDa presentan el efecto antiviral mas destacado
en comparacion con las demas fracciones analizadas. Este intervalo de peso
molecular sugiere que la actividad antiviral observada puede estar asociada con una
combinacion de péptidos de diferentes tamafios, los cuales podrian actuar de manera
sinérgica para mejorar el efecto antiviral global, como ya se ha demostrado con otros
péptidos (Anasir et al., 2021). Los péptidos de mayor tamafio, que caen dentro de este
rango, podrian tener la capacidad de interactuar con uno o varios sitios de union o

dominios funcionales en la superficie del virus.

Esta interaccion multiple estaria facilitando una inhibicidn mas eficaz de las etapas
criticas del ciclo replicativo, como la unién y la entrada en las células del huésped, asi
como la replicacion viral. Ademas, estos péptidos més grandes pueden tener la
habilidad de formar complejos o estructuras que interfieren de manera mas eficiente
con la maquinaria viral, aumentando asi la efectividad de la respuesta antiviral. Otra
posible explicacion es la sinergia entre los péptidos, que implica que estos actuen de
manera cooperativa, logrando un efecto antiviral que supera la combinacién de los
efectos de cada péptido. Es decir, los péptidos combinados pueden potenciarse
mutuamente, lo que resulta en una actividad antiviral mas robusta. Este fenébmeno de
sinergia ha sido documentado en investigaciones anteriores, que han demostrado que
la combinacion de multiples péptidos suele ofrecer un rendimiento antiviral superior en

comparacion con la evaluaciéon de péptidos de forma aislada (Jenssen et al., 2004).

Al mismo tiempo, la presencia de diversos mecanismos de accion dentro de un
rango especifico de peso molecular podria permitir a estos péptidos atacar diversas
etapas del ciclo viral simultAdneamente. Esto no solo aumenta la probabilidad de inhibir
efectivamente el virus, sino que también puede reducir el riesgo de que el virus genere

resistencia a una sola estrategia antiviral.
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Por lo tanto, la combinaciéon de péptidos con diferentes tamafios y mecanismos de
accion puede ser una estrategia efectiva para desarrollar terapias antivirales mas
robustas y resistentes, como ya se ha demostrado en SARS-CoV-2, donde la
combinacion de péptidos tiene un mejor resultado que al probarlos por separado (Han
et al., 2024).

Otro factor que puede influir en su efecto antiviral es su componente estructural.
La composicién quimica de los hidrolizados proteicos derivados de Phaeodactylum
tricornutum abarca una amplia gama de aminoacidos esenciales y no esenciales, con
un enfoque particular en la presencia de péptidos hidrosolubles (Afify et al., 2018). Este
perfil quimico se debe en gran medida a la técnica de extraccion de proteinas
empleada, la cual se centra en la precipitacibn y recuperacion de proteinas
hidrosolubles. Posteriormente, estas proteinas son sometidas a un proceso de

hidrélisis enzimatica para obtener los péptidos.

Los péptidos hidrosolubles generados predominantemente contienen aminoacidos
con caracteristicas polares o cargadas, lo que facilita su modo de interactuar con las
moléculas de agua. Entre los aminoacidos mas abundantes en estos péptidos se
encuentran aquellos que son polares, pero no cargados, como la serina y la treonina;
asi como los aminoacidos cargados positivamente, tales como la lisina, arginina e
histidina, y los aminoacidos cargados negativamente, como el acido glutamico y el

acido aspartico (Sgrensen et al., 2023).

La existencia de estos aminoacidos dentro de las secuencias de los péptidos
confiere propiedades de solubilidad en agua, facilitando asi su disolucion en soluciones
acuosas. Los aminoacidos polares y cargados tienen un rol importante en la mejora de
la solubilidad de los péptidos en medios acuosos, ya que tienen el potencial para
establecer enlaces de hidrogeno y otras interacciones que le favorecen con las
moléculas de agua. Esta propiedad no solo mejora la solubilidad, sino que también
potencia la capacidad de los péptidos para interactuar con su entorno acuoso, lo que
puede influir en su funcionalidad y eficacia en aplicaciones biolégicas y farmacolégicas

(Mavropoulou & Kosikowski, 1973).
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La habilidad de los péptidos hidrosolubles para permanecer en solucién y sus
interacciones favorables con el medio acuoso son factores importantes que pueden
afectar su actividad bioldgica y su potencial como agentes terapéuticos o funcionales

en diversas aplicaciones industriales.

Los resultados obtenidos revelaron que los hidrolizados proteicos producidos
exhiben una potente actividad antiviral contra el DENV-2. Este hallazgo es similar al
encontrado en investigaciones previas, como la llevada a cabo por Afify et al. (2018),
quienes demostraron que los hidrolizados proteicos derivados de la microalga
Scenedesmus obliquus, mediante la accién de enzimas, también poseen actividad
antiviral. Especificamente, en su estudio, observaron una significativa actividad
antiviral contra CVB3, lo que subraya la versatilidad y el potencial terapéutico de los
hidrolizados proteicos en la lucha contra diversas enfermedades virales. Estos
hallazgos refuerzan la importancia de continuar explorando su uso como posibles

agentes antivirales eficaces y seguros.

El mecanismo exacto mediante el cual los péptidos de P. tricornutum ejercen su
efecto antiviral no esta completamente claro y puede implicar multiples vias (Anexo 1).
Los péptidos antivirales emplean una variedad de mecanismos para combatir los virus,
los cuales pueden ser de naturaleza fisica o quimica. Entre estos mecanismos, se
incluye la capacidad de los péptidos para unirse a subunidades especificas del virus,
lo que puede interferir con la estructura y funcionalidad del patébgeno. Ademas, estos
péptidos pueden interferir en la internalizacion del virus a las células del huésped,

bloqueando asi el primer paso en el ciclo de infeccion.

Otra estrategia importante es su interacciéon con las envolturas virales, donde
pueden alterar la habilidad del virus para fusionarse con las membranas celulares del
huésped. Estas diversas estrategias permiten que los péptidos antivirales actien
eficazmente contra una amplia gama de virus, proporcionando una defensa

multifacética frente a las infecciones virales (Sumon et al., 2021).

107



Por ejemplo, los péptidos podrian interferir directamente con la entrada del virus
en la célula huésped. Se sabe que la interaccion del virus con los receptores celulares
es un paso critico en la infeccion viral. Péptidos como el bloqueador de entrada (EB)
expresado en Chlamydomonas reinhardtii han demostrado impedir la entrada del virus
al acoplarse a las bolsas de union de hemaglutinina, disminuyendo la afinidad por los

receptores de acido sialico (Reyes-Barrera, 2006; Reyes-Barrera et al., 2021).

Otro ejemplo es el de Bosch y cols. (2004), que reportaron que los péptidos HR1y
HR2 presentan eficacia al unirse a la proteina de union Spike del SARS-CoV,
resultando en una inhibicion significativa de la infeccion. Es posible que los péptidos
de P. tricornutum ejerzan un efecto similar sobre las proteinas de union del DENV o
sus receptores celulares. Esta interaccion (unién viral a receptores celulares), juega

un papel crucial en las etapas de adhesién y replicacion viral.

En el presente estudio, a pesar de que se implement6 un enfoque de tratamiento
post-infeccion, es importante destacar que esta estrategia no excluye la posibilidad de
gue los péptidos utilizados puedan interactuar con las proteinas de union del virus del
dengue o con los receptores ubicados en la membrana celular. Por lo que es
conveniente una investigacion mas detallada sobre su efectividad y mecanismos de

accion especificos en este contexto.

Ademas, la reduccion significativa en la expresion de las proteinas no estructurales
NS5 y NS3 del DENV-2 sugiere que los péptidos de P. tricornutum pueden interferir en
procesos cruciales de la replicacion viral. NS5, una proteina con actividad de
polimerasa esencial para la replicacion del genoma viral es una diana prometedora
para el desarrollo de terapias antivirales debido a sus funciones esenciales y su alta

conservacion entre los serotipos del dengue.

La disminucion de la expresion de NS5 observada podria indicar una inhibicion
directa de la sintesis de ARN viral, reduciendo asi la produccion de nuevos genomas
virales y, por ende, la formacién de nuevas particulas virales. Este mecanismo ha sido
documentado en otros estudios, como el de Jang & Park (2016), donde un péptido
derivado de Spirulina maxima inhibio la actividad de la transcriptasa inversa del VIH-1.
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La inhibicibn de NS5 podria no solo bloquear la replicaciéon viral, sino también
mejorar la respuesta inmune del hospedero, ofreciendo una doble ventaja en el

combate contra el dengue (Harapan et al., 2020).

NS3, por su parte, es una proteasa vital para el procesamiento de poliproteinas
virales y la replicacion del virus. La reduccién en los niveles de NS3 sugiere que los
péptidos podrian estar interfiriendo con su actividad proteasa, afectando la maduracién
y ensamblaje de particulas virales. NS3 es un objetivo destacado para el desarrollo de
agentes antivirales, ya que inhibir sus funciones proteasa y helicasa puede bloquear
la replicacion viral, subrayando su relevancia en el proceso de investigacion y
desarrollo de farmacos contra el dengue. La inhibicion de proteasas virales por
péptidos ha sido reportada anteriormente, como en el caso de péptidos ciclicos
derivados de Microcystis ichthyoblabe que inhiben proteasas del virus de la influenza
A (Zainuddin et al., 2007).

Retomando el impacto de los péptidos con un peso molecular entre 10 y 30 kDa
sobre las proteinas del virus, estos podrian tener la capacidad de interactuar con las
proteinas del virus del dengue de manera efectiva debido a su tamafo, lo que les
permitiria unirse mas facilmente a sitios especificos en estas proteinas. Las
glicoproteinas estructurales del virus, como la prM (15 kDa) y la E (53 kDa), presentan
sitios de union y regiones criticas que podrian ser reconocidos y bloqueados por
péptidos de tamafio adecuado. Esta capacidad de union especifica podria interferir
con la formacion de complejos virales funcionales, limitando asi la habilidad del virus

para infectar nuevas células.

Ademas de las glicoproteinas, las proteinas no estructurales como NS3 (70 kDa)
y NS5 (103 kDa) poseen dominios funcionales que representan objetivos potenciales
para los péptidos. Estas proteinas no estructurales estan involucradas en procesos
esenciales para la replicacién viral, como la actividad enzimatica. Los péptidos podrian
interferir con estos procesos al unirse a sitios especificos en las proteinas, afectando
su funcionalidad (Cordero et al., 2022). Por ejemplo, los residuos basicos en estas
proteinas pueden interactuar selectivamente con péptidos cargados negativamente,

actuando como inhibidores competitivos.
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Esta interaccion podria resultar en la inhibicion de la actividad catalitica de las
proteinas, lo que afectaria negativamente las etapas posteriores del ciclo viral y

reduciria la produccion de nuevas particulas virales.

En investigaciones previas, se ha demostrado que ciertos péptidos vy
peptidomiméticos tienen la capacidad de interactuar con la proteasa NS2B-NS3 del
DENV-2, un componente crucial para la maduracion y replicacién del virus (da Silva-
Junior & de Araujo-Junior, 2019; Ji et al., 2019). Estos estudios sugieren que los
péptidos con las caracteristicas adecuadas podrian cumplir una funcién significativa
en la inhibicidon de la actividad de proteinas virales clave, ofreciendo una estrategia

potencial para el desarrollo de terapias antivirales efectivas.

Otro enfoque, es que los péptidos bioactivos posiblemente influyen en otros
aspectos del ciclo de vida del virus, como la replicacion del DENV, que depende del
colesterol celular. Los péptidos con efectos hipocolesterolémicos podrian inhibir
indirectamente la replicacion viral al alterar la composicion de las balsas lipidicas en la

membrana celular (Morales, 2023).

Diversas fuentes de péptidos bioactivos, como la soja, la B-Lactoglobulina, el
hidrolizado de proteina derivado de carne de cerdo y la proteina vegetal (Brassica
carinata), han demostrado tener efectos hipocolesterolémicos, los cuales se atribuyen
principalmente a la regulacién al alza de los receptores de lipoproteinas de baja
densidad (LDL) y la inhibicién de la absorcién del colesterol (Canovas et al., 2011).
Dado que el colesterol celular es crucial para la replicacion del DENV, seria
conveniente investigar si los péptidos de P. tricornutum pueden influir en los niveles de
colesterol celular y, por ende, en la replicaciéon del DENV, ofreciendo un posible

mecanismo de accion adicional en el presente estudio.

Actualmente, no existe otro estudio sobre la busqueda de péptidos bioactivos a
partir de microalgas contra el DENV. Los péptidos derivados P. tricornutum, que han
demostrado tener un efecto inhibidor sobre alguna de las etapas del DENV-2, ofrecen
una alternativa como terapia para las infecciones, dado que no hay ni profilaxis ni
farmacos especificos para curar la enfermedad (Blanco-Alvarez et al., 2023).
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Es crucial profundizar en el estudio de estos péptidos para determinar con
precision su secuencia y como interactian con el ciclo viral. En el contexto mas amplio
de la terapia antiviral, los péptidos derivados de diversas fuentes naturales han
demostrado una amplia gama de actividades biolédgicas, incluyendo propiedades
antimicrobianas, inmunomoduladoras, antioxidantes y antihipertensivas (Canovas et
al., 2011). Aunque no se evalud en esta investigacion, la capacidad de los péptidos

para modificar la respuesta inmunitaria del huésped no puede ser descartada.

Péptidos bioactivos han mostrado propiedades inmunomoduladoras (Guzman et
al., 2003), y seria interesante investigar si los péptidos de Phaeodactylum tricornutum
pueden modular la respuesta inmune para favorecer la eliminacion del virus. Este
mecanismo podria complementar los efectos directos sobre las proteinas virales y los

receptores celulares.

Este estudio contribuye a la creciente evidencia de que los péptidos derivados de
microalgas, como P. tricornutum, pueden ser una fuente valiosa de nuevos agentes
antivirales. La eficacia observada de los péptidos de 10-30 kDa contra el DENV-2

destaca su potencial como componentes de futuras terapias antivirales.

Los resultados de la presente investigacion indican que los hidrolizados proteicos
de P. tricornutum poseen una potente actividad antiviral contra el DENV-2, destacando
la fraccidbn de mayor tamafio como la mas efectiva. Estos hallazgos no solo abren
nuevas vias para la investigacion y desarrollo de terapias basadas en péptidos, sino
gue también subrayan la importancia de explorar compuestos bioactivos que podrian
tener aplicaciones significativas en la clinica frente a enfermedades virales para las

cuales actualmente no existen tratamientos especificos.
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XI. CONCLUSIONES

Los hidrolizados proteicos obtenidos de la microalga Phaeodactylum
tricornutum presentan una actividad antiviral significativa contra el virus del
dengue serotipo 2.

La proteina de P. tricornutum es una fuente importante de péptidos antivirales
contra el DENV-2 cuando se hidroliza con la proteasa Alcalasa

Las fracciones de hidrolizados proteicos de P. tricornutum de 10 kDa — 30 kDa
demostraron una capacidad notable para reducir el titulo viral de DENV-2,
indicando su potencial para inhibir la replicacion viral.

En contraste, las fracciones de hidrolizados proteicos de P. tricornutum de <3
kDa, 3—5 kDay 5 - 10 kDa, no mostraron actividad antiviral demostrable contra
DENV-2.

. Se observo una reduccioén significativa en el porcentaje de células infectadas
por DENV-2 tras el tratamiento con fracciones de hidrolizados proteicos de 10
kDa — 30 kDa, lo que revela una disminucion en la propagacion viral en cultivos
celulares.

Las fracciones de hidrolizados proteicos de 10 kDa — 30 kDa también reducen
significativamente la expresion de las proteinas virales NS5 y NS3 en células
Huh-7 infectadas por DENV-2, lo que indica que estos péptidos pueden interferir
en etapas cruciales de la replicacion viral, como la sintesis de ARN viral y la
actividad proteasa.

Los resultados obtenidos sugieren que los hidrolizados proteicos de P.
tricornutum podrian representar una alternativa prometedora para el desarrollo
de nuevas terapias antivirales contra el dengue, motivando a realizar estudios
adicionales para explorar a profundidad su mecanismo de accion y su eficacia
en modelos animales.

En conjunto, estos hallazgos refuerzan la viabilidad de explorar Phaeodactylum
tricornutum como una fuente sostenible de compuestos bioactivos con
aplicaciones antivirales, lo que podria contribuir al desarrollo de alternativas

naturales y efectivas para el tratamiento de infecciones virales.
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XIl. PERSPECTIVAS

Realizar espectrofotometria de masas para identificar las secuencias de

péptidos con actividad antiviral contra el virus del dengue serotipo 2.

Utilizar Docking Molecular para estudiar la interaccion entre los péptidos
identificados y posibles blancos virales, explorando asi los mecanismos de

accion.

Aplicar analisis protedmico mediante iTRAQ para identificar las proteinas

especificas con las que interactlian los péptidos antivirales generados.
Realizar experimentos dirigidos a las diferentes etapas del ciclo replicativo del
virus del dengue para determinar el punto en el cual los péptidos ejercen su

efecto inhibidor.

Evaluar el efecto de los péptidos en un modelo in vivo para corroborar su

actividad antiviral y su potencial aplicacion terapéutica.

Determinar si los péptidos obtenidos también exhiben actividad antiviral contra

los serotipos 1, 3y 4 del virus del dengue, ampliando asi su espectro de accion.
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XIV. SIGLAS Y ABREVIACIONES

AINEs: Antiinflamatorios no esteroides

ADE: Mejora dependiente de anticuerpos

AE: Aceites esenciales

EA: Extractos acuosos

ANOVA: Andlisis de varianza

ARN: Acido ribonucleico

BHK-21: Células de rifién de hamster bebé (del inglés, Baby Hamster Kidney-21)
CICESE: Centro de Investigacion Cientifica y Educacion Superior de Ensenada
CMC: Carboximetilcelulosa

DENV: Virus del dengue

DENV-2: Virus del dengue serotipo 2

DHA: Acido docosahexaenoico

DMEM: Medio Eagle modificado de Dulbecco (del inglés, Dulbecco's Modified Eagle
Medium)

DMSO: Dimetilsulfoxido

DPPH: 2,2-Difenil-1-picrilhidrazilo

DSS: Sindrome de choque por dengue (del inglés, Dengue Shock Syndrome)

DQO: Demanda quimica de oxigeno

ELISA: Ensayo por inmunoabsorcion ligado a enzimas (del inglés, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay)

EPA: Acido eicosapentaenoico (del inglés, Eicosapentaenoic acid)

FHD: Fiebre hemorragica del dengue

HCV: Virus de la hepatitis C

HIV1: Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 1

HIV2: Virus de la inmunodeficiencia humana tipo 2

Huh-7: Linea celular humana de hepatocarcinoma (del inglés, Human hepatocellular
carcinoma cell line)

HSV1: Virus del herpes simple tipo 1

HTA: Antivirales dirigidos al hospedero (del inglés, Host-targeted antivirals)

IBV: Virus de la influenza B
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IAV: Virus de la influenza A

IFN-a: Interferdn alfa

MAG: Monoacilglicéridos

MAPK: Quinasa de proteinas activada por mitdgenos (del inglés, Mitogen-activated
protein kinase)

MAYYV: Virus Mayaro

MOI: Multiplicidad de infeccién (del inglés, Multiplicity of infection)

MTT: Bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolio

NBB: Negro Azul de Naftol (del inglés, Naftol Blue Black)

NF-kB: Factor nuclear kappa B (del inglés, Nuclear factor kappa B)

NK: Células asesinas naturales (del inglés, Natural killer)

NS3: Proteina no estructural 3 (del inglés, Nonstructural protein 3)

NS5: Proteina no estructural 5 (del inglés, Nonstructural protein 5)

OMS: Organizacion Mundial de la Salud

PAF: Factor activador de plaquetas (del inglés, Platelet-activating factor)

PBS: Solucién salina tamponada con fosfato (del inglés, Phosphate-buffered saline)
PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa (del inglés, Polymerase Chain Reaction)
prM: Proteina Precursora de Membrana

PUFAs: Acidos grasos poliinsaturados (del inglés, Polyunsaturated Fatty Acids)
Rab5: Proteina relacionada con Ras a GTP 5 (del inglés, Ras-related protein Rab-5)
Rab7: Proteina relacionada con Ras a GTP 7(del inglés, Ras-related protein Rab-7)
RE: Reticulo endoplasmico

RdRp: ARN polimerasa dependiente de ARN (del inglés, RNA-dependent RNA
polymerase)

RT-PCR: Reaccién en cadena de la polimerasa con transcriptasa inversa (del inglés,
Reverse Transcription Polymerase Chain Reaction)

SDS-PAGE: Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sédico (del
inglés, Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel Electrophoresis)

SFB: Suero fetal bovino

SINAVE: Sistema Nacional de Vigilancia Epidemiolégica
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STAT2: Transductor de sefial y activador de la transcripcién 2 (del inglés, Signal
Transducer and Activator of Transcription 2)

TEMED: Tetrametiletilendiamina

TNF-a: Factor de necrosis tumoral alfa (del inglés, Tumor Necrosis Factor-alpha)
UFP: Unidades formadoras de placa

VFA: Virus de la fiebre amarilla

ZEBOV: Virus del Ebola Zaire
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XV. ANEXOS

15.1 Posibles mecanismos de accion de los péptidos derivados de

Phaeodactylum tricornutum contra el virus del dengue serotipo 2.
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Figura 20. Mecanismos de accion de los péptidos derivados de Phaeodactylum
tricornutum en la interaccion y patogénesis del DENV-2. 1) Union a receptores, 2)
Entrada del DENV-2 a través de endocitosis, 3) Acidificacion del medio, fusion con
endosoma Yy liberacion de la nucleocapside, 4) Traduccion directa del ARN
monocatenario en sentido positivo (+) en una poliproteina que dara origen en 3
proteinas estructurales y 7 No estructurales, 5) Formacion de complejos de replicacion
y transcripcién 6) Ensamblaje, 7) Maduracion y 8) Salida viral. De acuerdo con los
experimentos realizados los péptidos podrian actuar inhibiendo las proteinas virales
NS3 (proteasa) y NS5 (ARN Polimerasa) y por lo tanto una disminucién en la salida
viral, se desconoce si estos péptidos tienen un efecto en la entrada viral. Elaborado

con https://biorender.com/
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Abstract: Dengue, caused by the dengue virus (DENV), is a global health threat transmitted by Aedes
mosquitoes, resulting in 400 million cases annually. The disease ranges from mild to severs with
potential progression to hemorrhagic dengue. Current research is focused on natural antivirals due
to challenges in vector control. This study evaluates the antiviral potential of peptides derived from
the microalgae Flaesdact ylum tricormufun, known for its bioactive compounds. Microalgae were
cultivated under controlled conditions, followed by protein extraction and hydrolysis to produce
four peptide fractions. These fractions weme assessad for oy totoxicity via the MTT assay and antiviral
activity against DENV serotype 2 using flow cytometry and plague formation assays. The 10-30 kDa
peptide fraction, at 150 and 300 pg /ml concentrations, demonstrated no oy totoeccity and significantly
reduced the percentage of infecied cells and viral titers. These findings suggest that peptides derived
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