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Instrucciones para los autores

Guia de Autores

La revista puede recibir trabajos de investigacién original, asi como de revision en los
campos de la Biotecnologia y Bioingenieria. Todos los manuscritos seran sujetos a revision
por al menos dos miembros del Comité Editorial y deberan contar con una recomendacion

de aceptacién para ser publicados.

Los idiomas en los que se puede publicar en la revista son el espafiol y el inglés.

Los trabajos se escribiran en hoja tamafio carta (21.6 cm x 27.6 cm). Los margenesaplicados
a todo el manuscrito seran de 2.5 cm para los extremos superior e inferior, asi como 3 cm
de cada lado. Las paginas deberan estar numeradas en la parte inferior y centralde cada
hoja.

Para evitar errores innecesarios se recomienda usar el corrector de gramatica y ortografia
del procesador de palabras. Se recomienda que los trabajos completos tengan un maximo
de 25 paginas, escritas con un interlineado de 1.5 renglones, incluyendo las tablas y figuras.

Las publicaciones en la revista Biotecnologia estan exentas de costo paralos autores.

Cuando corresponda, se recomienda el uso de abreviaturas para referirse a unidades de
tiempo (h, min, s), de volumen (I, ml, pl), de peso (kg, g, mg, ug), ADN, ARN yotras

comunmente aceptadas en la literatura cientifica.

Los trabajos de investigacion original pueden tocar cualquiera de los diversos campos que
cultivan la biotecnologia y la bioingenieria, desde aspectos fundamentales hasta sus
aplicaciones, incluyendo: Enzimas y Biocatalisis, Microbiologia, Biotecnologia Agricola y
Vegetal, Biotecnologia Marina, Alimentos y bebidas, Biotecnologia farmacéutica,
Biotecnologia Ambiental, Bioingenieria y fermentaciones, Bioenergia y biocombustibles,
Biologia de sistemas y bioinformatica, Biologia sintética, Nanobiotecnologia y biomateriales,

Ingenieria metabdlica, Omicas, Bioseguridad y Bioética.

Tanto los trabajos de investigacion original como las revisiones deberdn apegarse al

siguiente formato:

1. Eltitulo del manuscrito se escribira en negritas con letra Arial o equivalente tamafio 14.
El titulo deberé estar centrado y ser conciso e informativo. Evite el uso de abreviaciones

y férmulas.
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Instrucciones para los autores

2. El nombre de los autores ocupara los siguientes renglones escribiendo el nombre y
primer apellido de cada participante. Se usara letra Arial o equivalente tamafio 12. Los
nombres de los participantes deberan estar centrados, sefialando con un asterisco el
autor responsable de la publicacion. En el siguiente renglon con letra italica Arial del
mismo tamafio, se incluird la direccion postal de la institucion de adscripcién de los
autores, asi como la direccion de correo del autor corresponsal. Si el responsable fuera
un estudiante, debera incluir una carta del tutor o director del trabajo autorizandolo.

3. Se debera afadir un Resumen de no méas de 250 palabras en espafiol y el
correspondiente Abstract en inglés.

4. Se incluiran entre 3 a 6 Palabras clave: que permitan clasificar el articulo en una base
de datos. Estas palabras deberan de incluirse en espafiol y en inglés (Key words).

5. Si el texto inicia con el nombre de algun subtema, éste de pondra como primera linea
en cursivas con letra Arial o equivalente tamafio 10. Después en el siguiente renglon se
iniciard el texto descriptivo usando letra Arial o equivalente tamafio 10. El texto debera
ser escrito con un interlineado de 1.5 renglones. Se debera dejar un espacio de un
renglén al inicio de una seccidn o subtema nuevo. Los géneros y especies deberan
escribirse en letras italicas.

6. Las figuras deberdn numerarse con ardbigos, correlativamente en orden de apariciéon
en el texto. No se integraran al texto, sino al final del manuscrito. No obstante, para
facilitar el trabajo de edicién, se recomienda indicar la ubicacién de las mismas en el
momento en que son mencionadas por primera vez en el texto. Las figuras deben incluir
un breve titulo explicativo en la parte inferior de la misma. Si es necesario incluir fotos,
éstas se deberan designar como figuras.

7. Las tablas también se numeraran con ardbigos ubicados en la parte superior de las
mismas e incluirdn un breve titulo explicativo. Las notas en las tablas deberan ser
indicadas con letras minlUsculas en superindice. La ubicacion de las tablas sera
sefialada en el texto, pero se anexaran en hojas separadas y al igual que las figuras, al

final del manuscrito.

8. Lainformacién dada como referencias bibliograficas debera permitir a los lectores llegar
con facilidad a la fuente de informacion original. En el texto del trabajo, las referencias
se citan por autor y afio entre paréntesis redondos. Por ejemplo: “Martinez & Garcia
(1999) han demostrado que...”, o bien, “Datos recientes (Martinez & Garcia, 1999) han
demostrado que...”. Si la cita posee varios autores se escribira como sigue: “Gutiérrez
et al. (2003), han demostrado...” O bien: “Datos recientes (Gutiérrez et al., 2003) han

mostrado...”
BioTecnologia, Ao 2022, Vol. 26 No.1 5
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Si la cita es una pagina de Internet, la direccién URL debera escribirse completa y entre

paréntesis directamente en el texto.

9. Lalista de Referencias se debera escribir con el mismo tipo de letra del texto principal

(Arial tamafio 10) y con sangria francesa de acuerdo con el siguiente formato:

Articulos:

Bayegan AH, Clote P (2020) RNAmountAlign: Efficient software for local, global, semiglobal
pairwise and multiple RNA sequence/structure alignment. PLoS ONE 15(1):
€0227177. https://doi.org/10.1371/journal.pone.0227177.

Libros:

Ullrich M (2009) Bacterial Polysaccharides: Current Innovations and Future Trends. Horizon

Scientific Press, Norwich.
Capitulos de libros:

Sanchez S & Demain AL (2009) Metabolic regulation and overproduction of primary
metabolites. In: Encyclopedia of Industrial Biotechnology. Bioprocess,
Bioseparation, and Cell Technology (EIB). Flickinger MC (ed). John Wiley & Sons,
Inc. Hoboken, NJ. pp. 396-458.

Patentes:

Fenical WH, Jensen PR & Kwon HC (2009) Polyol macrolide antitumor-antibiotics from the
marine actinomycete strain CNQ140. US patent 7,521,414.

Congresos y reuniones:

Reyes N, Dominguez RM, Islas | & Solis S (2007) Induccién diferencial por pH y temperatura
del complejo pectinolitico producido por células inmovilizadas de Aspergillus HL. XII

Congreso Nacional de Biotecnologia y Bioingenieria. Morelia Mich. México. OllI-12.
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Sitios en internet:
CAZY, Carbohydrate-Active Enzymes Database. (http://www.cazy.org/)
Tesis de pre y posgrado:

Céardenas C (2009) Evaluacién del uso biotecnolégico de la semilla de Ditaxis heterantha
para la produccion de safranal. Tesis Maestria en Ciencias Bioquimicas. Universidad

Nacional Autbnoma de México. México D.F. pp. 1-78.

Cada autor es responsable de la precision de las citas que emplea.

Una vez que ha sido revisado y aceptado su trabajo, los autores deberan enviar una
carta de cesion de los Derechos de Autor, de manera que la Sociedad Mexicana de
Biotecnologia y Bioingenieria pueda hacer uso del articulo aceptado, o parte de él, con fines
de divulgacioén y difusién de la actividad cientifica y tecnolégica. En ningln caso, dichos
derechos afectan la propiedad intelectual que es propia de los autores, para usar la totalidad

o parte de ese articulo con fines no lucrativos.

Los trabajos se someten en linea en la pagina electrénica de la Sociedad Mexicana
de Biotecnologia, en la direccidn https://smbb.mx/publicaiones/publicacion-de-articulo/. Al
momento de recibirlo, se enviara un acuse de recibo al autor corresponsal. La direccién
para mantener comunicacion con el editor es: revista_biotecnologia@smbb.mx y

marisol.cordova@icat.unam.mx.

Una vez aceptados, los trabajos son editados y enviados a los autores para su
correccion. En esta condicion no se permitiran cambios sustanciales en el contenido de los
mismos sin la aprobacion del editor en jefe. Una vez aprobada la prueba, el trabajo se
publicara en linea y podra ser consultado en la pagina de la Sociedad Mexicana de

Biotecnologia y Bioingenieria AC http://www.smbb.com.mx/.
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Editorial

La Biotecnologiay la salud

A mas de dos afios de que la OMS declaré la pandemia de la COVID-19, el panorama desolador a
nivel mundial por la falta de farmacos o vacunas para combatirla obligé a las autoridades a tomar
medidas extremas de aislamiento. Aun asi, las pérdidas humanas y econdmicas fueron enormes.
Hoy, aun cuando la pandemia persiste, gracias al desarrollo de vacunas eficaces y seguras en
tiempos récord, nos hemos adaptado a convivir con esta enfermedad. Lo anterior no hubiera sido
posible sin las contribuciones de la ciencia, la tecnologia y sobre todo de la biotecnologia.

En unos meses nuestra SMBB cumplird sus primeros 40 afios de promover y difundir el trabajo de
investigacién, desarrollo e innovacién de los biotecndlogos y bioingenieros en nuestro pais,
principalmente a través del Congreso Nacional y la revista Biotecnologia. En el primer nimero del
volumen 26 de la revista Biotecnologia se incluyen cuatro trabajos que son muestra del potencial
que la biotecnologia ofrece para contribuir al mejoramiento de la salud publica. No podia faltar en
este nimero una revision de las diferentes tecnologias usadas en los cientos de desarrollos de
vacunas contra el COVID-19, donde Vanesa Hernandez y José A. Serrato analizan la situacion actual
de las vacunas anti-COVID-19 basadas en la proteina S y su receptor. Sin duda junto con las
vacunas, el descubrimiento de los antibi6ticos ha sido una de las mayores contribuciones de la
biotecnologia en el area de la salud. Sin embargo, el mal uso de éstos ha generado la resistencia
en muchos microrganismos patdégenos. Por lo que es necesario buscar alternativas terapéuticas,
como es el caso de la revision acerca de la actividad antimicrobiana de los extractos de Taraxacum
offciniale y Agave lechuguilla, dos plantas de uso en la medicina tradicional, que nos presentan Dulce
Maria Carrillo-Hernandez y Dulce Maria Galvan-Hernandez. Ademas, el tratamiento de las
enfermedades neurodegenerativas como Alzheimer y Parkinson requiere que los farmacos
atraviesen la barrera hematoencefalica, C. Debernardo-Hurtado y col., analizan los reportes de
estudios in vitro e in vivo, donde el uso de nanoparticulas poliméricas tiene el potencial para el
desarrollo de alternativas terapéuticas para estas y otras enfermedades neurodegenerativas.
Finalmente, Eduardo Garcia-Martinez y col., discuten los reportes epidemioldgicos de los tltimos 20
afios sobre el Dengue en nuestro pais y las alternativas biotecnol6gicas potenciales para la
prevencion y tratamiento de esta enfermedad.

Aprovecho la oportunidad para reconocer el trabajo y dedicacion de la Dra. Maria Soledad Cérdova
Aguilar, al comité editorial y revisores por su generosidad para que la SMBB mantenga esta labor de
difusion y promocion de la Biotecnologia y Bioingenieria. A todos nuestros asociados los invitamos
a difundir nuestra revista y que la consideren como una opcién para dar a conocer su trabajo de
investigacion.

Dr. Jaime Ortega LOpez
Presidente de la MDN 2020 — 2022
jortega@cinvestav.mx
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Vacunas anti COVID-19 basadas en la glicoproteina Spike del
SARS-CoV-2 producida de forma recombinante: Situacion actual y
tecnologias de produccion

Vanessa Hernandez! y José A. Serrato®*

!Instituto de Biotecnologia, UNAM. Av. Universidad 2001 Col. Chamilpa, C.P. 62210.
Cuernavaca, Morelos.
%Instituto Nacional de Enfermedades Respiratorias Ismael Cosio Villegas. Calzada de
Tlalpan 4502, Colonia Seccién XVI, Alcaldia de Tlalpan, C.P 14080, CDMX.

serratoiner@gmail.com

Resumen

La pandemia de COVID-19 que actualmente vivimos ha dejado de manifiesto la importancia de la
biotecnologia para la salud publica. En tiempo récord se generaron cientos de candidatos de
vacunas; desde los desarrollos biotecnolégicos mas novedosos basados en ARN, vectores virales y
proteinas recombinantes, hasta las de tecnologias tradicionales de virus atenuados e inactivados.
En diciembre de 2021 la OMS aprobé para su uso de emergencia la primera vacuna basada en
proteinas recombinantes del virus SARS-CoV-2. Este tipo de vacunas representan el mayor nimero
de candidatos en ensayos clinicos de Fase lll, algunas en espera de su aprobacién y otras ya
aprobadas para uso de emergencia en su pais de origen y en algunos paises en desarrollo con
urgencia de vacunar a su poblacién. Interesantemente, para su produccion, se han utilizado
indistintamente todos los sistemas de expresion recombinante disponibles: levaduras, bacterias,
plantas y células animales (mamifero e insecto), siendo este Ultimo el mas utilizado. Dichas vacunas
representan una excelente alternativa para coadyuvar en el proceso de vacunacién debido a su
seguridad, capacidad de produccion, facilidad de manejo y bajo costo. En la presente revision se
analiza la situacion actual de las vacunas anti COVID-19 basados en la proteina Spike (S) o su
dominio de unién al receptor (RBD) del virus SARS-CoV-2 asi como los sistemas de expresion
recombinante mas utilizados para su produccion.

Palabras clave: SARS-CoV-2, COVID-19, vacunas, Spike, RBD, proteinas recombinantes.

Abstract

The COVID-19 pandemic we are currently experiencing has highlighted the importance of
biotechnology for public health. Hundreds of vaccine candidates have been developed in record time,
from the most innovative biotechnological developments based on RNA, viral vectors and,
recombinant proteins, to the more traditional ones based on technologies of attenuated and
inactivated viruses. In December 2021 the WHO approved for emergency use the first vaccine based
on recombinant viral proteins of SARS-CoV-2. These kind of vaccines represent the most significant
number of candidates in Phase Ill clinical trials, some awaiting approval and others already approved
for emergency use in their country of origin and in some developing countries with urgency to
vaccinate their population. Interestingly, all the recombinant expression systems available were
indistinctly used in developing these vaccines: animal cells (mammalian and insect), yeast, bacteria,
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Articulos

and plants. These vaccines represent an excellent alternative to assist in the vaccination process due
to their safety, production capacity, easy of handle, and low cost. This review analyzes the current
situation of vaccines against COVID-19 based on the Spike protein (S) or its receptor-binding domain
(RBD) of the SARS-CoV-2 virus, and the recombinant expression systems most used for their

development.

Keywords: SARS-CoV-2, COVID-19, vaccines, spike, RBD, recombinant proteins.

Introduccién

2020 sera recordado por la propagacion
pandémica del nuevo Coronavirus 2 del
Sindrome Respiratorio Agudo Severo (SARS-
CoV-2, del inglés “Severe Acute Respiratory
Syndrome Coronavirus 2”) responsable de la
enfermedad por Coronavirus 2019 (COVID-
19, del inglés “Coronavirus Disease 2019”). El
SARS-CoV-2 es un virus altamente
transmisible y patogénico causante de la
COVID-19, con un rango de manifestaciones
que pueden ir desde un resfriado comun hasta
neumonia severa y otras manifestaciones
graves que pueden causar la muerte
(Hoffmann & Kamps, 2021). Desde inicios del
2021 se contd con diferentes vacunas
aprobadas por la OMS para su uso de
emergencia, fundamentalmente vacunas de
ARN, de vectores virales y de virus
inactivados (Venkadapathi et al., 2021). Sin
embargo, contrario a las expectativas
generadas por la disponibilidad de vacunas
dicho afio no fue menos complejo,
particularmente en paises en desarrollo y de
bajos ingresos; la baja disponibilidad de
vacunas en conjunto a los requerimientos
particulares para su manejo y aplicacion
hicieron el proceso de vacunaciéon muy lento
(Cioffi and Cioffi, 2021; Rahman and Islam,
2021), favoreciendo la  aparicion vy
diseminacion de nuevas variantes del virus
(Harvey et al., 2021), extendiendo la duracion
de la pandemia y acentuando sus
consecuencias a todos los niveles; salud,
educativo, econémico y social por solo
mencionar algunos sectores (Nicola et al.,
2020). Al 01 de abril de 2022 se han infectado
489 millones de personas a nivel global, de los
cuales 6.15 millones perdieron la vida
(https://coronavirus.jhu.edu/). En México, 5.66
millones de personas se han infectado, de los
cuales 323,000 (5.7%) no sobrevivieron a la
enfermedad
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(https://coronavirus.jhu.edu/region/mexico). A
un afio del inicio de de la campafa de

vacunacién solo se ha conseguido vacunar
con al menos una dosis al 66% de la poblacién
mundial(https://ourworldindata.org/covid-
vaccinations) y para el caso de nuestro pais
con esquema completo al 62.5%
(https://coronavirus.jhu.edu/region/mexico).
Las vacunas basadas en las proteinas S o su
dominio RBD del virus SARS-CoV-2,
producidas de forma recombinante, como es
el caso de la vacuna Nuvaxovid de la
farmacéutica  estadounidense  Novavax,
recientemente aprobada por la OMS para su
uso de emergencia
(https://extranet.who.int/pgweb/vaccines/vacc
inescovid-19-vaccine-eul-issued),
representan una tecnologia exitosa para
sumarse al proceso de vacunacion,
particularmente en paises en desarrollo y de
bajos recursos econémicos.

La proteina S del virus SARS-CoV-2
como antigeno para la produccién
de vacunas

Estructura del SARS-CoV-2

De acuerdo a su caracterizacién genética y
serolégica la familia de los coronavirus se
divide en cuatro géneros y generalmente
infectan diferentes grupos de animales:
Alfacoronavirus (alfa-CoV), Betacoronavirus
(beta-CoV), Gamacoronavirus (gama-CoV) y
Deltacoronavirus (delta-CoV). Los alfa-CoV y
beta-CoV se encuentran mayoritariamente en
mamiferos en tanto que los gama-CoV y delta-
CoV se encuentran fundamentalmente en
aves (Forni et al.,2017). Los coronavirus
causantes de las epidemias recientes de
SARS (del inglés “Severe Acute Respiratory
Syndrome”) en 2003 (por SARS-CoV), de

10
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MERS (del inglés “Middle East Respiratory
Syndrome”) en 2012 (por MERS-CoV) vy la
presente pandemia de COVID-19 (por SARS-
CoV-2) corresponden a un subgrupo de beta-
CoV denominado Sarbecovirus (Singh and Yi,
2021).

La secuencia del genoma del SARS-CoV-2
fue elucidada en enero de 2020 (Lu et al.,
2020). Mediante analisis filogenético y de
gendmica comparativa se determind que el
genoma de SARS-CoV-2 tiene tan solo un
50% de homologia con el genoma de MERS-
CoV. Notablemente SARS-CoV-2 tiene
menos de un 80% de identidad con el genoma
de SARS-CoV, sin embargo, es importante
mencionar que tienen un 94.4% de homologia
en la secuencia nucleotidica del marco de
lectura abierto que codifica para proteinas no
estructurales de sendos virus.
Interesantemente SARS-CoV-2 tiene un
96.2% de identidad con el genoma del
coronavirus de murciélago (BatCoV) RaTG13
(Abdelrahman et al 2020; Pillay, 2020). A la
fecha, se desconoce aun el reservorio animal
del cual el SARS-CoV-2 se transmitié al
humano (Temmam et al., 2022)

SARS-CoV-2 es un virus morfolégicamente
esférico y considerado como un virus grande
con un diametro de entre 80 y 120 nm. Es un
virus de ARN de cadena sencilla, de sentido
positivo no segmentado. Su genoma esta
formado por 29903 nucledtidos (~30 kb), lo
que lo ubica entre los virus de ARN con
genomas mas grandes (Hoffmann and
Kamps, 2021). La nucleocapside viral esta
compuesta fundamentalmente por la proteina
N (del inglés “Nucleocapsid”) cuya funcién es
estabilizar al ARN viral. Es un virus envuelto
en una bicapa lipidica. Dicha capside viral esta
compuesta mayoritariamente por la proteina
M (del inglés “Membrane”) que da soporte
estructural a la capside. También se
encuentra presente la proteina E (del inglés
“Envelope”), una pequefa proteina de
membrana esencial para el ensamblaje y
liberacién de los viriones. Finalmente, en la
capside también se encuentra la proteina S
(del inglés “Spike”) cuya funcion es la union a
la Enzima Convertidora de Angiotensina 2
(ACE-2, del inglés “Angiotensin Converting
Enzime 2”) presente en la membrana celular
de diferentes linajes celulares humanos (Zhao
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et al., 2020). La funcion de la proteina S es
fusionarse con la membrana celular y permitir
la internalizacion del virus en la célula
(Perlman & Mclintosh, 2019; Wrapp et al.,
2020). El nombre de coronavirus deriva del
latin “corona” en referencia a la corona o halo
gue se observa en la morfologia de los virus
del género Coronavirus bajo el microscopio
electrénico y que se debe a los trimeros de la
proteina S que emergen de la capside en
forma de espiculas con una longitud de entre
20y 40 nm (Zuckerman, 2009).

Proteina S y su dominio RBD

La proteina S (monomérica) estd compuesta
por 1273 aminoécidos con un peso molecular
de 180 kDa aproximadamente; consta de un
dominio  N-terminal  extraviral grande
(ectodominio), un dominio transmembranal
anclado a la capside viral y un dominio C-
terminal intraviral corto (endodominio) (Figura
1) (Shang et al., 2020; Walls et al., 2020).

En la mayoria de los coronavirus el
ectodominio es cortado por proteasas
celulares de membrana dividiéndolo en dos
subunidades funcionales denominadas S1 y
S2. La subunidad S1 corresponde a la parte
globular de la espicula responsable de la
unién con el receptor ACE2 en tanto que la
subunidad S2 corresponde a una subunidad
tipo tallo cuya funcion es facilitar la fusién con
la membrana celular (Lan et al., 2020). La
subunidad S1 se divide a su vez en un
Dominio N-terminal (NTD, del inglés “N-
Terminal Domain”) y un Dominio C-terminal
(CTD, del inglés “C-Terminal Domain”). El
Dominio de Union al Receptor (RBD, del
inglés “Receptor Binding Domain”) se situa en
el CTD de la subunidad S1. El RBD esta
compuesto de aproximadamente 200
aminoacidos y tiene un peso molecular de
aproximadamente 27 kDa. Dentro de la
secuencia del RBD se encuentra el Motivo de
Union al Receptor (RBM, del inglés “Receptor
Binding Motif’) el cual es el encargado de
hacer el primer contacto con el dominio
peptidasa del receptor ACE2 (Li et al., 2005).
La proteina S es una glicoproteina altamente
N-glicosilada; cuenta con 22 sitios de N-
glicosilacién, de los cuales dos se encuentran
en el RBD (en la Asn331 y Asn343)
(Watanabe et al 2020; Zhang et al 2021)
(Figura 2).
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Dada la funcién primordial de la proteina S 'y
su dominio RBD en el proceso de infeccién
viral, son las proteinas mas interesantes para
la generacion de vacunas, también como
antigenos para la produccion de anticuerpos
monoclonales y para el desarrollo de kits de
diagnéstico (Huang et al.,2020; Pillay, 2020).

Vacunas anti COVID-19 basadas en
proteinas Sy RBD

El RBD de la proteina S del virus SARS-CoV-
2 es un blanco inmunodominante y altamente
especifico de los anticuerpos producidos en
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Figura 1. Representacion esquematica de la proteina S trimérica del virus SARS-CoV-2. NTD, Dominio N-terminal; RBD,
Dominio de Unién al Receptor.
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Figura 2. Secuencia primaria representativa de la proteina S monomérica del virus SARS-CoV-2. NTD, Dominio N-terminal;
RBD, Dominio de Unién al Receptor; FP, Péptido de Fusién; CH, Hélice Central; CD, Dominio Conector; HR, Secuencias
Repetidas de siete Aminoacidos; TM, Dominio Transmembranal; VT, Cola Viroplasmatica.

fundamentalmente vacunas de ARN vy
vectores adenovirales, las cuales
ulteriormente entregan el material genético de

los enfermos de COVID-19 (Premkumar et al.,
2020), por lo tanto, la proteina S vy
articularmente el RBD son excelentes

candidatos para el desarrollo de vacunas.

Afortunadamente, desde inicios de 2021 se
contoé con diferentes vacunas,
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la proteina S del virus o su RBD para que el
propio organismo sintetice subunidades
proteicas que funcionen como moléculas
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inmunogénicas (Mendonca et al., 2021;
Roncati & Corsi, 2021). Dichas vacunas
fueron aprobadas por la OMS para su uso de
emergencia y actualmente se encuentran en
pruebas clinicas de fase IV (ensayo clinico en
el que se estudian los efectos secundarios a
largo plazo). Dichas vacunas, aun cuando han
presentado diferentes porcentajes de eficacia,
permitieron disminuir significativamente la
propagacion de la pandemia.

Numero

Actualmente se encuentran en fase preclinica
y clinica cientos de candidatos de vacunas y
de naturaleza muy diferente: desde las mas
novedosas de ARN, vectores virales no
replicantes, ADN, vectores virales replicantes,
de particulas pseudo virales y de las propias
proteinas virales producidas de forma
recombinante, hasta las mas tradicionales de
virus atenuados e inactivados (Chung et al.,
2021; Venkadapaty et al., 2021) (Figura 3).

Figura 3. Vacunas anti COVID-19 en pruebas clinicas.

Naturaleza del candidato de vacuna: P, péptido o proteina viral; RNA, de acido ribonucleico; VVNR, vector viral no
replicante; VI, virus inactivado; DNA, de acido desoxirribonucleico; VLP, particula pseudo-viral; VVR, vector viral replicante;
VA, virus atenuado; VVNR+APC, vector viral no replicante + célula presentadora de antigeno; VVR+APC, vector viral
replicante + célula presentadora de antigeno. Fuente:https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-
candidate-vaccines (al 01 de Abril de 2022)

Es muy interesante observar que a la fecha
(01 de abril de 2022), de los 196 candidatos
de vacuna en pruebas pre-clinicas anti
COVID-19, 75 se basan en proteinas virales
producidas de forma recombinante
(representando el 38%). De los 151
candidatos ya en pruebas clinicas de fase |
hasta IV, 51 se basan en proteinas
recombinantes virales (representando el 33%)

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).
Actualmente se cuenta ya con una vacuna
basada en proteinas virales en pruebas
clinicas de fase IV, aunque no ha sido
aprobada por la OMS para su uso de
emergencia. Sin embargo, en el mes de
diciembre de 2021, la vacuna Nuvaxovid
(NVX-CoV2373) de la farmacéutica
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estadounidense Novavax es la primera
vacuna basada en proteinas virales aprobada
por la OMS para su uso de emergencia
(https://extranet.who.int/pgweb/vaccines/vacc
inescovid-19-vaccine-eul-issued). Ademas, de
los 34 candidatos de vacuna en fase Il
(estudio previo a la aprobacion, en donde se
prueba la seguridad y eficacia en miles de
individuos), 17 candidatos (representando el
50%) son de proteinas virales
(particularmente la Proteina S y su RBD).
Dichas proteinas son producidas de forma
recombinante en diferentes sistemas de
expresion, siendo las células de mamifero
(CHO y HEK), el sistema de células de
insecto-baculovirus 'y la produccién en
levaduras  (especificamente en  Pichia
pastoris) los sistemas de expresibn mas
utilizados (Tabla 1).
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).

Sistemas de expresion
recombinante para produccién de
proteinas Sy RBD

Las vacunas basadas en proteinas virales
recombinantes, ademdas de ser muy seguras
en virtud de no contener material genético, ni
virus 0 partes de él, se fabrican con una
tecnologia bien establecida que puede
solucionar la demanda de vacunas y a menor
costo que las vacunas basadas &acidos
nucleicos (Gupta et al, 2019). Dada la
inminente necesidad de vacunas anti COVID-
19 para frenar la pandemia, es muy
interesante notar la diversidad de sistemas de
expresiébn que se han utlizado para la
produccion de candidatos de vacunas
basados en las proteinas S y RBD del SARS-
CoV-2. Desde métodos innovadores como la
produccion de péptidos sintéticos, los cuales
no requieren de un sistema vivo de expresion
(Ryzhikov et al., 2021; Guirakhoo et al., 2020),
hasta sistemas de expresién en plantas con
resultados muy prometedores (A Study to
Evaluate Safety, Tolerability, and
Reactogenicity of an RBD-Fc-based Vaccine
to Prevent COVID-19,
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/NCT049530

78; KBP-201 COVID-19 Vaccine Trial in
Healthy Volunteers,
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCTO

4473690). Este ultimo quiza con la desventaja
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de no tener la capacidad para satisfacer la
demanda requerida de vacunas en una
situacion de pandemia, ademas del potencial
para desencadenar reacciones inmunolégicas
o0 alérgicas no deseadas derivado del tipo de
glicosilacion de proteinas que producen las
células de planta (Gomord et al., 2005;
Margolin et al., 2020).

Recientemente Tripathi & Shrivastava (2019),
publicaron una revision al respecto de los
avances recientes en bioprocesos para la
produccion de proteinas recombinantes en
general, abarcando todos los sistemas de
expresioén disponibles hasta la fecha, asi como
los avances en el desarrollo de procesos. Por
su parte Pollet et al. (2021) a inicios de 2021,
publicé una revision referente a la situacion de
las vacunas anti COVID-19 basadas en
proteinas recombinantes, abarcando
diferentes aspectos; desde las tecnologias de
produccion, hasta las vias de administracion y
los adyuvantes més utilizados.

Expresion en bacterias (E. Coli)

La expresion recombinante de proteinas en
bacterias es el sistema mas econémico y
escalable para la produccién de proteinas a
nivel industrial, particularmente para la
produccion de proteinas recombinantes
pequefias como hormonas (insulina vy
hormona de crecimiento entre otras), factores
de crecimiento, interferones e interleucinas
(Gupta & Shukla, 2016; Walsh, 2018). La
mayoria de dichas moléculas son producidas
en Escherichia coli. En el caso de produccién
de proteinas recombinantes para vacunas,
existen dos vacunas aprobadas
recientemente por la FDA contra la
enfermedad meningocécica causada por
Neisseria meningitidis serogrupo B. Dichas
vacunas se producen también en E. coli
(Rivero-Calle et al., 2019). El sistema de
expresién en bacterias (procariotas) tiene la
limitante de no poseer una maquinaria
secretoria, por lo tanto, no (glicosila las
proteinas, no forma puentes disulfuro
adecuadamente y no las secreta al medio de
cultivo; las acumula intracelularmente como
cuerpos de inclusion. Las proteinas deben ser
extraidas, solubilizadas y replegadas in vitro
(Jefferis, 2007). En el caso de produccién de
proteinas virales del SARS-CoV-2 como
candidatos vacunales anti COVID-19, existen
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algunos desarrollos en bacterias en pruebas
pre-clinicas
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines.
Landscape of candidate vaccines in pre-
clinical development). Sin embargo, dicho
sistema de expresion no figura entre los mas
utilizados por los candidatos de vacuna en
pruebas clinicas mas avanzadas (Fase lll y IV)
y con mayores posibilidades para su
aprobacion a corto plazo. Lo anterior
probablemente por la preocupacién de que en
dicho sistema de expresion no es posible
obtener las modificaciones postraduccionales
necesarias para el correcto plegamiento de la
proteina S o su RBD (como glicosilacion y
formacion de puentes disulfuro) y que
pudieran impactar en la antigenicidad de la
molécula (Peng et al., 2021). En virtud de lo
anterior, los sistemas de expresion en
levaduras y células animales (células de
mamifero e insecto) han sido las tecnologias
seleccionadas para generar los candidatos de
vacuna anti COVID-19 que actualmente se
encuentran en ensayos clinicos de fase lll y IV
y con mayor posibilidad de ser aprobados a
corto plazo.
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).

Expresion en levadura

En los dltimos afos las levaduras se han
posicionado como una herramienta
biotecnolégica  prometedora  para la
produccion de proteinas recombinantes,
particularmente para uso terapéutico. Los
avances en el mejoramiento de las células,
tanto a nivel genético como del bioproceso de
produccion, han hecho que este sistema de
expresién sea una excelente opcién para la
produccién de proteinas mas complejas que
anteriormente se producian exclusivamente
en células de mamifero (Baghban et al.,
2019). Se puede considerar que el sistema de
expresion en levaduras posee las ventajas
tanto de los sistemas de expresion
bacterianos como de células animales. Al
igual que las bacterias, las levaduras poseen
una alta velocidad de crecimiento, alcanzan
altas densidades celulares y la produccion se
puede escalar facilmente a voliumenes muy
grandes. Su medio de cultivo es, por mucho,
mas economico que los utilizados en cultivos
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de células animales y recientemente los titulos
de proteina recombinante se  han
incrementado  sustancialmente en este
sistema de expresion (Huang et al., 2018).
Con respecto a las bondades que comparte
con los cultivos de células animales, las
levaduras poseen una maquinaria secretoria
que les permite producir proteinas
glicosiladas, correctamente plegadas vy
secretadas al medio de cultivo (Harcum,
2006). Entre las lineas celulares de levadura
mas utilizadas para la expresion de proteinas
recombinantes para uso terapéutico se
encuentran, Saccharomyces cerevisiae,
Pichia pastoris y Hansenula polymorpha
(Huertas & Michén, 2019). Quiz4 la desventaja
més grande de dicho sistema de expresion es
que las levaduras no generan una
glicosilacién comparable a la humana, en su
lugar hipermanosilan las proteinas y se puede
presentar el inconveniente de desencadenar
respuestas inmunes indeseadas (Gupta &
Shukla, 2018; Wu et al., 2002). Al igual que en
bacterias, el sistema de expresion en
levaduras se utiliza exitosamente para la
produccion de hormonas recombinantes
(predominantemente insulina, producida en S.
cerevisiae), factores sanguineos y de
crecimiento. En el area de vacunas, H.
polymorpha y S. cerevisiae son el sistema de
expresién para la mayoria de las vacunas
recombinantes producidas contra hepatitis By
dos contra la infeccién por el virus del
papiloma humano (Walsh, 2018). En el caso
de candidatos de vacuna contra COVID-19 en
ensayos clinicos de fase Ill, de los 17
candidatos que hay a la fecha, dos utilizan
levaduras como su sistema de expresion
(Tabla 1). En ambos desarrollos utilizan P.
pastoris como linea celular de expresion y
también en ambos casos producen
Unicamente al dominio RBD de la proteina S
del virus (Limonta-Fernandez et al., 2021;
Pollet el al., 2021a).

Una ventaja de expresar proteinas
recombinantes glicosiladas en P. pastoris, en
comparacion con otras levaduras como S.
cerevisiae, es que produce glicanos no tan
hipermanosilados y ramificados (hasta
manosa 13), lo cual reduce la posibilidad de
respuestas inmunogénicas no deseadas. En
el caso de la vacuna Abdala del Centro de
Ingenieria Genética y Biotecnologia (CIGB) de

15


https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines)
https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines)

Articulos

Cuba, derivado de los resultados de su
ensayo clinico de Fase lll, reportan un 92.28%
de eficacia frente a la enfermedad sintomatica
y 100% en la prevencion de la enfermedad
sistémica severa y la muerte. No reportan
porcentaje de eficacia contra la infeccion
(www.cigb.edu.cu/wp-
content/uploads/2021/04/Ficha-Abdala-
Espanol-3-sep-2021.pdf). Dicha vacuna, aun
cuando no ha recibido aprobacion para su uso
de emergencia por la OMS, es la primera
vacuna de origen proteico que cuenta con
aprobacion para su uso de emergencia en
Cuba, Venezuela, Nicaragua y Vietnam
(www.cigh.edu.cu/wp-
content/uploads/2021/04/Hitos-Abdala.pdf).

Expresion en células de insecto

El cultivo de células de insecto data de
principios de los afos 60's cuando se
establecieron las primeras lineas celulares de
lepidépteros (células de polillas o palomillas
obtenidas en su estado de pupa) (Grace,
1962) y ya como sistema de expresion de
proteinas recombinantes a partir de los afios
80’s (Smith et al., 1983). La producciéon de
proteinas recombinantes en células de insecto
es un proceso de dos etapas en donde las
células son primero cultivadas hasta una
determinada concentracion celular y luego
infectadas con un baculovirus (virus que
infectan artrépodos) recombinante al cual se
le ha clonado el gen de la proteina que se
desea producir (Palomares et al., 2006).

En comparacion con los demas sistemas de
expresién, el de células de insecto-
baculovirus es muy versatil, se puede utilizar
para la  produccién de proteinas
recombinantes, particulas pseudovirales y
virus. Existen diferentes lineas celulares que
se pueden utilizar, entre las mas comunmente
utilizadas se encuentran las Sf9, Sf21 (de
Spodoptera frugiperda, o gusano cogollero del
maiz) y High Five™ (de Trichoplusia ni, u
oruga de la col) (Contreras-Goémez et al.,
2013). Es un sistema de facil manipulacion y
escalamiento de la produccién, ademas de ser
un sistema de expresién altamente seguro en
términos de bioseguridad ya que los
baculovirus solo se replican en invertebrados
(Bollati-Fogolin & Comini, 2008). Las dos
limitaciones mas importantes que este
sistema de expresion puede tener son:
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primero, que la produccion de las proteinas es
discontinua, es decir, se debe hacer en lotes
debido a que durante el proceso de infeccion
de las células con los baculovirus hay lisis y
muerte celular. El segundo factor tiene que ver
con el perfil de glicosilacion. Si bien las células
de insecto glicosilan las proteinas, no lo hacen
igual que las células de mamifero. La
glicosilacién de las células de insecto es mas
simple que la de mamifero, caracterizada por
estructuras de tipo paucimanosa (Shi & Jarvis,
2007). Lo anterior es de particular importancia
cuando se desea producir proteinas
recombinantes terapéuticas (Goh & Ng,
2018). En comparacion con los cultivos
bacterianos o de levadura, en los cultivos de
células de insecto la proliferacibn es mas
lenta; utilizan medios de cultivo més
complejos y por tanto més costos, casi al
mismo nivel que los medios de cultivo para
cultivos de células de mamifero. En
comparacion con estos Ultimos, las células de
insecto alcanzan mayores densidades
celulares en menor tiempo (Burgener & Butler,
2006; Gorfien, 2007; Moraes et al., 2008).

En la actualidad el sistema de expresién en
células de insecto-baculovirus se ha
consolidado como una tecnologia exitosa para
la produccién de vacunas (Cox et al 2011).
Existen en el mercado dos vacunas
recombinantes producidas en células de
insecto; Cervarix® de GlaxoSmithKline, es
una vacuna para la prevencion del cancer
cérvico-uterino ocasionado por el virus del
papiloma humano. Dicha vacuna esta hecha
de particulas pseudo-virales a base de la
proteina L1 de la capside del virus (Walsh,
2018; Buck et al, 2013). La segunda vacuna
es Flublok® de Protein Sciences (ahora parte
de Sanofi Pasteur), una vacuna cuadrivalente
contra la influenza estacional basada en la
proteina hemaglutinina de 4 diferentes tipos
de influenza A y B circulantes. (Walsh, 2018;
https://www.sanofiflu.com/flublok-

quadrivalent-influenza-vaccine/).

En el caso de candidatos de vacuna contra
COVID-19, el sistema de expresion en células
de insecto es el segundo mas utilizado
(después del de células de mamifero) para la
produccion de la proteina S o su RBD. De los
17 candidatos de vacuna en estudios clinicos
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de Fase lll, cinco se desarrollaron en células
de insecto (Tabla 1).

La vacuna NVX-CoV2373 de la farmacéutica
Novavax consiste en una nanoparticula
multimérica de la proteina S trimérica. Es la
Unica vacuna producida en células de insecto
que cuenta con resultados de uno de sus
estudios clinicos de fase Il y fue
recientemente aprobada (diciembre de 2021)
por la OMS para su uso de emergencia.
Reporta una eficacia del 89.7% contra la
infeccion (Heath et al., 2021).

Es interesante mencionar que tanto la
hemaglutinina del virus de la influenza como
la proteina S del SARS-CoV-2 son proteinas
de fusion de clase | de la superficie del virus,
altamente glicosiladas y cuya funcion es
establecer el primer contacto con la célula
blanco. Adicionalmente, ambos virus son
pandémicos y tienen una alta tasa de
mutacién, generandose variantes en periodos
de tiempo cortos. Para la generacion de
vacunas basadas en proteinas recombinantes
y virus con las caracteristicas arriba
mencionadas, se requiere de sistemas de
expresion muy faciles de manipular
genéticamente y con la capacidad de generar
altas concentraciones de proteinas virales de
las nuevas variantes en tiempos muy cortos
(Krause et al., 2021; Sanyaolu et al., 2021). El
sistema de expresion en células de insecto
tiene dicha ventaja sobre los demas sistemas
de expresion. Un ejemplo de lo anterior es la
vacuna FluBlock para la influenza estacional
de la Farmacéutica Sanofi Pasteur y parece
ser que ahora también con su candidato de
vacuna anti COVID-19 (VAT00002) basada en
la proteina S producida en la misma
plataforma de expresion (Cox, 2009;
https://pactr.samrc.ac.za/TrialDisplay.aspx?Tr
iallD=13475;
https://clinicaltrials.gov/ct2/show/study/NCTO
4904549).

Expresion en células de mamifero

Las células de mamifero son el sistema de
expresién por excelencia para la produccion
de muchas proteinas recombinantes de uso
terapéutico con caracteristicas similares a las
proteinas nativas humanas (Ozturk, 2006).
Particularmente  proteinas  grandes y
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complejas como son los anticuerpos
monoclonales y demés proteinas humanas
con un alto valor agregado en el mercado
farmacéutico 'y  que requieren  de
modificaciones  postraduccionales (como
formacion de puentes disulfuro  y/o
glicosilacién) para el correcto plegamiento de
la proteina y por ende para preservar su
funcion bioldégica como molécula terapéutica
(Butler, 2008; Hossler, 2012; Walsh, 2018).
Sin embargo, este sistema de expresion es el
mas costoso en virtud de las caracteristicas
propias del bioproceso con células animales
(por la complejidad de los medios de cultivo,
los tiempos largos de cultivo, la escalabilidad
del cultivo, etc.). Existen diferentes lineas
celulares que se pueden utilizar para la
produccion a nivel industrial (CHO, HEK, BHK,
PER-C6), sin embargo, las células de ovario
de hamster chino (CHO, por sus siglas en
inglés) son la linea celular mas ampliamente
utiizada para la producciéon de proteinas
recombinantes terapéuticas (Tihanyi &
Nyitray, 2021). Aun cuando las células de
mamifero no son el sistema de expresion
tradicional para la produccién de vacunas
basadas en proteinas virales, existen
ejemplos como el de la vacuna para herpes
z6ster Shingrix producida por
GlaxoSmithKline, la cual utiliza células CHO
para la produccion de la glicoproteina E del
virus como antigeno vacunal (Norden et al.,
2019). De forma muy interesante, para la
produccion de candidatos de vacunas anti
COVID-19 ya sea para la expresion de la
proteina S o el dominio RBD del virus SARS-
CoV-2, las células de mamifero representan el
sistema de expresion mas utilizado en los
candidatos en pruebas clinicas mas
avanzadas. Lo anterior se puede explicar en
virtud de la complejidad estructural de la
proteina S o su RBD y que mediante su
produccion en células de mamifero se
garantice su integridad estructural y por tanto
su inmunogenicidad (Henderson et al., 2020;
Reis et al., 2021). De los 17 candidatos de
vacunas en pruebas clinicas de fase lll, ocho
se desarrollaron mediante expresién en
células de mamifero; siete en células CHO y
uno en HEK293 (Tabla 1)
(https://www.who.int/publications/m/item/draft
-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines).
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Tabla 1. Candidatos de vacuna anti COVID-19 basadas en proteinas virales recombinantes de SARS-CoV-2, en ensayos

clinicos de fase Il y IV

al 01 de abril de 2022)

Sistema No Esquema de Fase del
No. | Descripcion de D .| vacunacion Desarrollador Pais estudio
L 0sis .
expresion (dias)
y | Proteinas | Celulasde | 0+21 Novavax EUA I
trimérica insecto
) Anhui Zhifei Longcom Biopharmaceutical + 11
2 RBD Células 2-3 0+2800+ Institute of Microbiology, Chinese Academy of China
dimérico CHO 28 + 56 -
Sciences
3 | Proteinas |CElUlasde ), 0+21 Sanofi Pasteur+GSK Euauk | 1
insecto
4 Pr_ote] nas Celulas 2 0+21 Clover Biopharmaceuticals Inc./Dynavax China I
trimerica CHO
5 Proteina S C?rlll;::(l:stc?e 2 0+21 Vaxine Pty Ltd./CinnaGen Co. AUS/Iréan I
Células Medigen Vaccine Biologics + Dynavax + Taiwan/ v
6 Proteina S 2 0+28 National Institute of Allergy and Infectious
CHO - EUA
Diseases (NIAID)
Multimero Células . . 1
7 de RBD CHO 2 0+28 Instituto Finlay de Vacunas Cuba
8 RBD C?rlll;::(l:stc?e 2 0+28 West China Hospital + Sichuan University China I
0+14+28 Center for Genetic Engineering and I
9 RBD Levadura 3 00 +28 + 56 Biotechnology (CIGB) Cuba
10 RBD Levadura 2 0+ 28 Biological E. Limited / Texas Children's Center | India/EU 11
for Vaccine Development A
11 Proteina S Ccel|_L|1IOas 2 0+21 Nanogen Pharmaceutical Biotechnology Vietnam I
12 RBD Células 2 0+28 SK Bioscience Co., Lt_d. an_d CEPI / Washington | Corea/EU 1l
293F University A
13 Proteina S Cglulas de 2 0+21 Shionogi Japon I
insecto
11
14 Proteina S ND 3 0+21+51 Razi Vaccine and Serum Research Institute Irén
15 RBD Células 2 0+21 Livzon Pharmaceutical China i
dimérico CHO
16 RBD ND 3 0+21+35 Bagheiat-allah University of Medical Irén 11
Sciences/AmitisGen
RBD Células . . o 1
17 dimérico CHO 2 0+21 Laboratorios Hipra, S.A. Espafia
Fuente: https://www.who.int/publications/m/item/draft-landscape-of-covid-19-candidate-vaccines.
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Recientemente, el Instituto Finlay de Vacunas
de Cuba, report6 en resultados intermedios de
su ensayo clinico de fase Ill para su vacuna
Soberana02, un 62% de eficacia contra la
infeccion por COVID-19 en su esquema de
dos dosis (www.finlay.edu.cu/blog/fichas-de-
soberana/). Soberana02 consiste en un
multimero (4 a 8 moléculas) de RBD
producido en células CHO, conjugados
covalentemente a toxoide tetanico (Valdez-
Balbin et al., 2021, 2021a). Dicha vacuna aun
no ha sido autorizada por la OMS, sin
embargo, cuenta con autorizacién para su uso
de emergencia en Cuba e Iran. En otro
estudio clinico de Fase Il donde se evalu6 un
esquema heterélogo de tres dosis, dos con la
vacuna Soberana02 y una tercera dosis con
su vacuna SoberanaPlus, se determind una
eficacia de 75.5% contra la infeccion; 91.2%
contra la enfermedad sintomatica y 100%
contra la enfermedad sintomatica severa y
muerte (www.finlay.edu.cu/blog/fichas-de-
soberana/). Soberana Plus es una vacuna de
RBD dimérico (sin toxoide tetanico) producida
en células CHO (Chang-Monteagudo et al.,
2021).

Conclusiones y perspectivas a
corto plazo

Al 01de abril de 2022 el SARS-CoV-2 ha
infectado de COVID-19 a 5.65 millones de
mexicanos, de los cuales 323,000 (5.7%)
perdieron la vida. Ya se cuenta con diferentes
vacunas aprobadas para su uso de
emergencia, sin embargo, solamente se ha
vacunado con esquema completo al 62.5% de
la poblacion. Actualmente se encuentran en
fase preclinica y clinica cientos de candidatos
de vacunas: desde las mas novedosas de
ARN, vectores virales no replicantes, ADN,
vectores virales replicantes, de particulas
pseudo virales y de las propias proteinas
virales producidas de forma recombinante,
hasta las méas tradicionales de virus
atenuados e inactivados. Las vacunas
basadas en la proteina S y su dominio RBD
del virus SARS-CoV-2 representan una
alternativa para coadyuvar en el proceso de
vacunacion debido a su eficacia, seguridad,
escalabilidad y menor costo. De los 34
candidatos de vacuna en fase I, 17

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

candidatos son de proteinas Vvirales
(representando el 50%) producidas de forma
recombinante. Para el desarrollo de dichas
vacunas se han utilizado todos los sistemas
de  expresion  disponibles: bacterias,
levaduras, plantas y células animales
(mamifero e insecto). Dada las caracteristicas
estructurales de la proteina S o su RBD se ha
seleccionado preferentemente su produccion
en células de mamifero e insecto y en menor
proporcién en células de levadura. Los datos
de eficacia que se han reportado a la fecha,
por lo menos uno para cada sistema de
expresién, muestran que las vacunas son
eficaces, independientemente de las
desventajas inherentes a cada sistema de
expresién. En diciembre de 2021 la OMS
aprobé para su uso de emergencia la primera
vacuna ante COVID-19 basada en proteinas
virales producidas de forma recombinante y ya
se cuenta con una vacuna en estudio clinico
de fase IV. En los Udltimos cuatro meses, el
numero de candidatos de vacuna en fase lll
basadas en proteinas virales se incremento de
12 a 17. Lo anterior refleja la factibilidad de
que en el corto plazo se cuente con diferentes
vacunas anti COVID-19 basadas en proteinas
recombinantes para sumarse en el proceso de
vacunacion, particularmente en paises en
desarrollo y de bajo ingreso econémico en los
cuales el proceso de vacunacion ha sido muy
lento.
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Resumen

Las especies vegetales son ampliamente estudiadas en diversos campos de la biologia, en
particular, la obtencién y analisis de la actividad biol6gica de metabolitos secundarios es un area
de interés para la biotecnologia por los beneficios que aporta al area médica, industrial y agricola.
Existen diversos grupos biolégicos usados para este fin, ya sea por su amplia distribucién como el
caso de Taraxacum officinale, o porque representan especies endémicas que han estado
sometidas a manejo constante, como el género Agave, por tal motivo, este trabajo tiene como
objetivo realizar una revisién bibliografica sobre las propiedades antimicrobianas de T. officinale y
Agave lechuguilla, plantas conocidas por sus usos y aplicaciones en medicina tradicional. Mediante
el uso de extractos etandlicos, acuosos y metandlicos, se pueden obtener fenoles, saponinas,
terpenos y alcaloides en T. officinale demostrando actividad antibiotica sobre 9 especies de
bacterias y 3 de hongos, también se reportd actividad significativa sobre 4 virus y 2 especies de
curculionidos (Sitophilus zeamais y Acanthoscelides obtectus); en cambio, en A. lechuguilla,
mediante extractos acuosos, etanodlicos, metandlicos y hexanicos se obtienen taninos, saponinas,
polifenoles, glucosidos, flavonoides y alcaloides, los cuales han mostrado actividad antibiética
contra 9 bacterias, 18 especies de hongos y una especie de curculionido (Sitophilus oryzae). Los
componentes de los extractos de ambas plantas tienen gran potencial para la inhibicion de
microorganismos, algunos de importancia clinica, proporcionando informacion valiosa de
metabolitos con actividad antimicrobiana y de sus aplicaciones como alternativas para el desarrollo
de nuevos productos en la industria biotecnolégica enfocadas al &mbito médico.

Palabras clave: Metabolitos secundarios, extractos vegetales, actividad antimicrobiana,
aprovechamiento biotecnolégico.

Abstract

Plant species are widely studied in several fields of biology, in particular, obtaining and analysis of
biological activity of secondary metabolites is an area of interest for biotechnology due to the
benefits it brings to the medical, industrial, and agricultural areas. There are several biological
groups used for this purpose, either due to their wide distribution as in the case of Taraxacum
officinale, or because they represent endemic species that have been subjected to constant
management, such as the genus Agave, for this reason, this work aims to carry out a bibliographic
review on the antimicrobial properties of T. officinale and Agave lechuguilla, plants known for their
uses and applications in traditional medicine. Through the use of ethanolic, aqueous and
methanolic extracts, can be obtained phenols, saponins, terpenes and alkaloids in T. officinale
showing antibiotic activity on 9 species of bacteria and 3 of fungi, significant activity was also
reported on 4 viruses and 2 species of curculionids (Sitophilus zeamais and Acanthoscelides
obtectus); on the other hand, in A. lechuguilla, through the use of aqueous, ethanolic, methanolic
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and hexanic extracts can be obtained tannins, saponins, polyphenols, glycosides, flavonoids and
alkaloids, which have shown antibiotic activity against 9 bacteria, 18 species of fungi and a species
of curculionide (Sitophilus oryzae). The components of the extracts of both plants have great
potential for the inhibition of microorganisms, some of clinical importance, providing valuable
information about metabolites with antimicrobial activity and their applications as alternatives for the
development of new products in the biotechnological industry focused on the medical field.

Key words: Secondary metabolites, plant extracts, antimicrobial activity, biotechnological use.

Introduccién

En los dUltimos afos distintas especies
vegetales han sido estudiadas para la
busqueda y produccibn de moléculas o
compuestos de origen natural con alguna
actividad bioldgica, como una alternativa al
uso de farmacos cominmente empleados en
el tratamiento de diversas enfermedades
(Azmir et al., 2013; Dominguez, 2015). Las
plantas utilizan una parte del carbono
asimilado para la sintesis de una amplia
variedad de moléculas organicas que no
tienen una funcion importante dentro del
metabolismo primario, estas se denominan
metabolitos secundarios, que algunas veces
son especificos para cada familia o especie
de planta y se clasifican en cuatro grupos
principales: terpenos, fenoles, glicosidos y
alcaloides (Avalos & Pérez-Urria, 2009;
Croteau et al., 2000; Esquinca & Moreno,
2008).

Actualmente, existen diversas
investigaciones enfocadas en la descripciéon y
caracterizacion de compuestos provenientes
de plantas usadas en medicina tradicional
(Avellaneda, 2005), principalmente  si
presentan alguna actividad biologica contra
microorganismos patégenos. El estudio
biotecnolégico de plantas con potencial
antimicrobiano permite identificar nuevos
compuestos que puedan ser utilizados contra
microorganismos capaces de generar
resistencia a farmacos, de esta manera se
encontrarian compuestos naturales que
pueden ser aprovechados mediante la
estandarizaciéon de sus principios activos,
para posteriormente ser producidos en mayor
cantidad (Dominguez, 2015; Vivot et al.,
2012; Villarreal et al., 2014). Se ha registrado
actividad antimicrobiana en metabolitos como
fenoles y taninos (Domingo & Ldpez, 2003;
Mohamad et al., 2005; Vallejo et al., 2014),
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terpenos (Vallejo et al., 2014), flavonoides
(Tsuchiya et al., 1996; Cordell et al.,, 2001;
Vallejo et al.,, 2014), quinonas, cumarinas,
saponinas (Domingo & Lopez, 2003) vy
alcaloides (Cordell et al., 2001; Mohamad et
al., 2005; Vallejo et al., 2014).

A pesar de la gran diversidad de plantas con
la que cuenta el pais, alin se requieren
investigaciones  que  documenten la
identificacién de productos derivados de la
flora con algun grado de relevancia, por
ejemplo, una especie importante para México
es Agave lechuguilla, conocida cominmente
como “lechuguilla” (Figura 1), ésta pertenece
al orden de los Asparagales, es originaria del
norte del pais, sin embargo, se encuentra
distribuida desde el noroeste hasta Hidalgo y
Guanajuato (Rzedowski, 2006). Es utilizada
en la fabricacién de costales, sombreros, y
también se emplea como jabén; en medicina
tradicional se usa para generar un agente
activo contra la tuberculosis en el ganado
(Reyes et al., 2000). Entre sus principales
metabolitos se encuentran las saponinas
(Ontiveros et al., 2017), estos compuestos
tienen la propiedad de actuar sobre las
membranas celulares de patégenos, por
ejemplo, en levaduras del género Candida
provocan la separacién de la membrana
citoplasmatica de la pared celular,
desintegrandola  (Diaz, 2009); otros
metabolitos que se encuentran en la especie
son glicidos y compuestos fendlicos
(Ontiveros et al., 2017).

Por otro lado, se cuenta con especies
consideradas malezas que en algunas zonas
o cultivos pueden ser aprovechadas, tal es el
caso de Taraxacum officinale conocida como
“diente de ledn” (Figura 2), pertenece a la
familia Asteraceae, es de procedencia
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europea pero actualmente se encuentra
distribuida en todos los continentes en
intervalos entre los 2900 hasta los 4000
msnm (Espinosa & Sarukhan,1997), esta
planta es utilizada en medicina tradicional
para atender malestares como la indigestion,
retencion de liquidos y hepatitis (Dearing et
al., 2001). Dentro de sus principales
metabolitos secundarios se encuentran los
flavonoides y compuestos fendlicos, los
cuales actian como antioxidantes 'y
antiinflamatorios (Xue et al., 2017), también
contiene terpenos, cumarinas y taninos
(Chacha, 2018).

Estos ejemplos sefalan la importancia de
establecer métodos que permitan aprovechar
los recursos fitogenéticos con un enfoque
sustentable, basados en conocimientos
tradicionales y cientificos que permitan
contribuir a la preservacion y conservacion
de los mismos, por tal motivo, en el presente
trabajo se analizan las propiedades
antimicrobianas de Agave lechuguilla y
Taraxacum officinale, especies de interés
comercial por el aprovechamiento de sus
partes como materia prima y como remedios
para algunas afecciones (Carmona et al.,
2017; Castillo et al., 2013); ademas de tener
un uso potencial en la industria, en virtud de
sus aplicaciones medicinales y
antimicrobianas (Del Vitto & Petenatti, 2015).

Metabolitos secundarios en plantas

Los metabolitos secundarios son moléculas
organicas producidas en plantas que al
parecer no tienen una funcién directa, pero
que derivan del metabolismo primario del
carbono interviniendo en las interacciones
ecologicas entre la planta y su ambiente.
Estos pueden ser especificos para ciertos
grupos en los cuales, algunos productos
pueden tener funciones ecoldgicas
importantes; por ejemplo, para la proteccién
contra depredadores, proporcionandole un
sabor amargo a la planta, para atraer
polinizadores proporcionando el color y olor
de flores y frutos, o como proteccién ante
patébgenos tales como virus, hongos o
bacterias, actuando sobre sus proteinas y
enzimas, dafiando el ADN o degradando la
pared celular de estos (Cruz et al., 2006).
Estos compuestos se pueden encontrar en
diversas concentraciones dentro de la planta,
en algunos casos se encuentran en
cantidades bajas o inactivas, basta la
presencia de un estimulo externo para
producirlas en mayor cantidad tras
reacciones bioquimicas cortas y simples
(Montes-Belmont, 2009).

Figura 1. Agave lechuguilla.
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Figura 2. Taraxacum officinale. A) Flor de diente de ledn, B) Estructura completa de la planta.

Las plantas han sido utilizadas de manera
tradicional para combatir enfermedades,
actualmente, la identificacion de metabolitos
en plantas es de gran interés para la
industria, lo cual genera un alto valor
econdémico, ya que algunos de ellos son
utilizados para la manufactura de cosméticos,
industria alimentaria y farmacéutica (Sierra et
al., 2018).

Los metabolitos secundarios se pueden
agrupar en cuatro grupos principales:

e Terpenos: Es el grupo mas amplio de
metabolitos, derivan en compuestos
como hormonas (giberelinas, acido
abscisico y citoquininas), pigmentos y
aceites esenciales, ademas de
metabolitos secundarios provenientes
del proceso de fotosintesis como
carotenoides, clorofilas, plastoquinonas,
y ubiquinonas. Se clasifican por el
niamero de isopropeno (5C) que
contienen: los que poseen 10C (dos
unidades de 5C) se llaman
monoterpenos, los que tienen 15C son
sesquiterpenos, los de 20C se llaman
diterpenos, cuando tienen 30C se llaman
triterpenos, tetraterpenos cuando tienen
40C y politerpenos cuando existen mas
de 40C. Se sintetizan a partir de dos
rutas metabdlicas, la del &cido
mevalénico y la del metileritritol fosfato,
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las cuales generan isopentenil difosfato
(IPP) que son precursores de
monoterpenos, sesquiterpenos y
diterpenos. Algunas sustancias suelen
ser toxicas para los herbivoros, por
tanto, son compuestos con potencial
para el control biolégico de patégenos
(Gonzélez-Lopez et al.,, 2016); algunos
aceites esenciales tienen actividad
antimicrobiana, actuando sobre la
bicapa lipidica de la membrana
plasméatica de los microorganismos
alterando su permeabilidad (Bueno-
Sanchez et al., 2009).

Compuestos Fendlicos: Se
caracterizan por poseer un anillo
aromético con un grupo hidroxilo, en
este grupo encontramos las cumarinas,
flavonoides, lignina y taninos. Existen
dos rutas metabdlicas implicadas en la
generacion de compuestos fendlicos: la
ruta del acido shikimico (que produce
fenoles simples), y la del &cido maldnico
(que genera fenoles diversos), la
mayoria de estos compuestos derivan
de la fenilalanina (Avalos & Pérez-Urria,
2009). Las propiedades biolégicas de los
compuestos fendlicos son diversas,
principalmente inhiben enzimas al
reaccionar con grupos sulfidrilos de los
aminoacidos (Montes-Belmont, 2009),
de esta manera ayudan en la defensa
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de la planta contra patégenos y
herbivoros (Pérez-Pérez et al., 2014).
Contribuyen en la fisiologia de la planta
protegiendo los tejidos frente a la
radiaciéon ultravioleta, por ejemplo, los
flavonoides  poseen  caracteristicas
propias para la pigmentacion, responden
a la luz y controlan los niveles de
auxinas contribuyendo en el crecimiento
y diferenciacién celular (Pérez-Pérez et
al., 2014), ademéas al igual que los
taninos, forman complejos con
aminoacidos  nucleofilicos de las
proteinas lo que conduce a su
inactivacion  (Montes-Belmont, 2009).
Sus propiedades antimicrobianas estan
relacionadas con el nimero de hidroxilos
en su anillo aromatico lo que determina
el nivel de toxicidad de un compuesto
(Domingo & Lopez, 2003).

e Glic6sidos: Son moléculas compuestas
por un carbohidrato denominado glicona,
unido a otra estructura llamada aglicona
0 genina mediante un enlace glicosidico,
la aglicona es responsable de su
bioactividad (Guerra de Ledn, 2009). El
esqueleto quimico se clasifica en
triterpenos que tienen 30 atomos de
carbono y nucleo, tanto el carbohidrato
como la aglicona pueden tener
estructuras diversas, lo que proporciona
los diferentes tipos de glicésidos que
existen (Fernandes et al., 2019). Entre
los metabolitos més destacados se
encuentran las saponinas, éstas poseen
un grupo hidrofilico (azlcar) unido a un
terpenoide hidrofébico lo que le otorga
propiedades surfactantes, pertenecen al
grupo de glicésidos triterpenos (Diaz,
2009). En general, los glicésidos suelen
tener actividad antibacteriana,
antifangica y antiviral, en las saponinas
la ramificacién terminal del azucar se
relaciona con la actividad microbicida,
forman complejos con esteroles de las
membranas celulares (Montes-Belmont,
2009) y producen poros en la misma,
alterando su permeabilidad y
provocando la lisis del microorganismo
(Diaz, 2009).
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e Alcaloides: Los alcaloides no
representan un grupo quimicamente
homogéneo, los caracteriza la presencia
de nitrégeno dentro de un anillo
aromatico heterociclico (Domingo &
Lopez, 2003), su clasificacion se basa
en el niumero de anillos aromaticos que
poseen. Normalmente se sintetizan a
partir de aminoacidos como lisina,
tirosina y triptéfano (Pifiol et al., 2008),
son solubles en agua, y actiGan como
reservorios de nitrégeno en las plantas,
sin embargo, no son productos finales,
por lo que su concentracion y
disponibilidad suele ser distinta para
cada organismo (Pifiol et al., 2008). Su
actividad biologica esta dirigida a la
defensa de las plantas ante ataques de
hongos o bacterias, lo cual puede ser a
causa de la presencia de nitrbgeno en
Su estructura como amina o0 amida
(Ruiton et al., 1998), se intercalan entre
la pared celular y el DNA del
microorganismo (Domingo & Lopez,
2003), esto ocurre principalmente en los
llamados alcaloides cuaternarios
(Montes-Belmont, 2009).

Métodos de extraccion de metabolitos
secundarios

Gracias a los avances tecnoldgicos con los
gue se cuenta hoy en dia, se pueden extraer
los metabolitos de las plantas e informar
sobre sus diversas propiedades o la toxicidad
que pudieran presentar (Rojas et al., 2015).
Existen distintos métodos de extraccion que
han comprobado ser eficaces y Utiles para la
obtencién de estos compuestos biol6gicos,
entre ellos se encuentran la hidrodestilacion,
extraccion por método de Soxhlet, uso de
disolventes (percolacion, maceracion,
digestion, infusién) (Sierra et al., 2018) o
nuevas técnicas como los  fluidos
supercriticos (Lépez, 2011). El éxito en la
obtencién de un compuesto depende de la
textura del material vegetal, el nivel de
humedad que presenta, el grado de particula
y del tipo de sustancia que se va a aislar
(Chacha 2018); es importante considerar que
la eleccibn de un método de extraccion
depende de la naturaleza quimica de las
sustancias que deseamos obtener, por
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ejemplo, para obtener sustancias de baja
polaridad se usan comunmente solventes
como el éter o cloroformo, y para sustancias
de mediana a alta polaridad, el etanol o
acetona (Lizcano & Vergara, 2008). A
continuacion, se describen algunas técnicas
de extracciébn de metabolitos secundarios
comunmente utilizadas en laboratorios.

Hidrodestilacién: es una técnica utilizada
para la obtencion de aceites esenciales, los
cuales se obtienen mediante la volatilidad de
los componentes de interés (Azmir et al.,
2013). Para ello se calienta un recipiente que
contiene el material vegetal y el solvente, los
compuestos se arrastran mediante el vapor
saturado que se genera (Cerpa, 2007); el
producto final puede formar dos fases, si el
aceite es lo suficientemente denso, se puede
separar por decantacion (Rojas, 2009)

Extraccion por maceracion: consiste en
sumergir el material vegetal en disolventes
como el etanol o agua, requiere de tiempos
prolongados para obtener los metabolitos,
normalmente se usan frascos oscuros los
cuales se agitan constantemente durante el
proceso (Carrion & Garcia, 2010). Es una
técnica ampliamente usada por su factibilidad
y capacidad extractiva (Espada et al., 2020).
Existen dos tipos de maceracion: en frio
cuando el material vegetal y el disolvente se
dejan reposar a temperatura ambiente (Rojas
et al., 2015); el otro método es en caliente,
que consiste en aplicar calor sobre la mezcla
para minimizar el tiempo de extraccion, pero
puede hacer que los componentes
termolabiles se pierdan (L6pez, 2008).

Extraccion por percolacién: el disolvente
pasa a través del material vegetal triturado en
un solo sentido, esto permite obtener
concentraciones mayores del compuesto ya
que el disolvente extrae los compuestos de
manera progresiva, esta técnica permite
obtener cerca del 95% de compuestos
disponibles, un requisito importante es que el
material vegetal haya sido hidratado
previamente con el disolvente (Carrion &
Garcia, 2010).

Extraccion por decocciéon: consiste en
colocar el material vegetal en un recipiente
que contenga agua caliente al punto de
ebullicion, se deja hervir durante un tiempo y
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posteriormente se retira del fuego dejando
reposar; la desventaja de esta técnica es que
algunos componentes termolabiles pueden
perderse (Lopez, 2002).

Extraccion por medio de infusién: el
material vegetal se humedece previamente
en agua y se coloca a punto de ebullicién por
un pequefio lapso (alrededor de 5 minutos),
posteriormente se deja reposar a
temperatura ambiente (Carrion & Garcia,
2010).

Extraccion por medio de fluidos
supercriticos: un fluido supercritico es
cualquier sustancia a una temperatura y
presibn por encima de su punto critico
termodinamico (Sierra et al.,, 2018), esta
técnica usa diéxido de carbono (COy), el cual
se trabaja frio y presurizado, el extracto es
recolectado a intervalos cerrando la valvula
que suministra el gas; es un método usado
para la extraccion de aceites esenciales y
pigmentos (Peredo et al., 2009).

Extraccion en equipo Soxhlet: es una
técnica llevada a cabo con un disolvente
organico como éter, cloroformo, metanol,
hexano, etanol o agua (Nufiez, 2008), el cual
refluye a través de una membrana de
celulosa, la columna que conforma el aparato
se divide en dos partes, en la superior se
encuentra el material vegetal y en la inferior
el disolvente, por lo que al evaporarse, éste
subira hasta donde esta el material vegetal,
posteriormente se condensa y cae sobre el
tejido, extrayendo los compuestos deseados
(Canosa, 2008). Es una técnica con gran
capacidad extractiva y versatilidad en
solventes a utilizar (Espada et al., 2020).

Extraccion asistida por rotavapor: utiliza
un matraz de vacio que rota durante el
proceso, este se encuentra dentro de una
tina con agua a la que se le suministra calor,
el producto de la condensacion se recoge en
un matraz receptor; esta técnica ofrece la
ventaja de incrementar el rendimiento del
extracto (BUCHI, 2015).

Extraccion por pulsaciones eléctricas: se
basa en la ruptura de la membrana celular
mediante pulsos eléctricos, las moléculas se
separan segun su carga, liberandose el
compuesto. Este método puede ser utilizado
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para preparar el material antes de una
maceracion convencional (Azmir et al., 2013).

Extraccion asistida por enzimas: esta
técnica puede ser utilizada para obtener
metabolitos secundarios que se encuentran
inmersos en la red de polisacaridos-lignina y
gue no estan disponibles cuando se usa solo
una técnica con solvente, por lo que el uso
de enzimas como la pectinasa, puede
considerarse un pretratamiento de extraccion
con el fin de liberar compuestos limitados
(Rosenthal et al., 1996).

Solventes utilizados para la obtencion de
metabolitos

La eficiencia de extraccion de un metabolito
depende del tipo de solvente que se utiliza;
sus caracteristicas tales como puntos de
fusion y ebullicion, ademéas de su polaridad,
estan relacionadas con la solubilidad de los
compuestos. ElI agua, diclorometano,
cloroformo, acetato de etilo, acetona, etanol,
cloroformo y metanol son los solventes mas
utilizados (Azmir et al., 2013). Los solutos de
mayor polaridad se quedan mayor tiempo
retenidos, en cambio, los menos polares
eluyen con mayor facilidad, por ejemplo, si el
solvente es de menor polaridad obtendremos
alcaloides, por otro lado, si el solvente es de
mayor polaridad obtendremos ésteres,
aminas, alcoholes o fenoles (Bravo, 2018).
En el caso del metanol, éste puede extraer
eficazmente fenoles, flavonoides, quinonas,
saponinas, taninos, cumarinas y alcaloides
(Raaman, 2006); en solventes como el agua
y etanol, se extraen eficazmente taninos,
fenoles, antocianinas, terpenoides, alcaloides
y saponinas, mientras que el cloroformo y
éter son eficaces extrayendo fenoles,
alcaloides, flavonoides y terpenoides
(Cowan, 1999; Soto & Rosales, 2016). Por
otro lado, el acetato de etilo arrastra consigo
terpenos, taninos, resinas, alcaloides,
aminoacidos, glucdsidos, flavonoides,
fenoles, azlcares reductores y proteinas,
demostrando que estos son también
solventes de alto espectro para la extraccion
de metabolitos (Khan et al.,, 2010), asi
mismo, la acetona extrae flavonoides
aminoacidos y esteroles; finalmente el
hexano extrae terpenos, -carotenoides y
esteroides (Marcano & Hasegawa, 2018).
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Métodos de evaluaciéon de la actividad
bioldgica

Diferentes métodos pueden ser utilizados
para evaluar la actividad biologica de los
extractos vegetales, por ello, se deben tomar
en cuenta los factores que pueden afectar las
respuestas de los  microorganismos
(temperatura, pH, actividad del agua,
nutrientes y las mismas caracteristicas de los
microorganismos utilizados). Los estudios in
vitro evallan la susceptibilidad de estos
microorganismos frente a los extractos
vegetales que deseamos analizar, estos
ensayos se clasifican principalmente en:
métodos de dilucién, métodos de difusién y
de bioautografia (Ramirez & Marin, 2009).

El método de dilucion es util para determinar
la concentracién minima inhibitoria de un
extracto, al ser cuantitativo nos permite
observar si el extracto tiene actividad
bactericida o bacteriostatica (Ramirez &
Marin, 2009). En esta técnica se evalUan
diferentes cantidades de extracto vegetal que
se mezcla con el medio de cultivo,
posteriormente, se realiza la siembra del
microorganismo por extensidbn en placa
(aproximadamente 1 mL de la cepa), y se
incuba segun las condiciones apropiadas de
crecimiento para cada tipo de
microorganismo (Sanchez et al., 2016).
También se puede evaluar por diluciéon en
caldo, sin embargo, la interpretacién de los
datos se obtiene mediante la medicion de
turbidez del medio, que nos indica el nivel de
viabilidad del microorganismo. Para esta
prueba se debe usar un control positivo en el
cual se note claramente la mayor turbidez en
el medio (Picazo, 2000), generalmente la
concentracién de bacterias usada para esto
es de 5 x 10° unidades formadoras de
colonias (ufc)/mL, equivalente a 0.5 en la
escala de Mac Farland, siendo el medio de
cultivo Miiller Hinton (MH) el méas usado para
el cultivo (Ramirez & Marin, 2009).

El método de difusion puede realizarse
mediante papel o pozos, sus resultados son
altamente reproducibles y es recomendada
por el Subcomit¢ de Ensayos de
Susceptibilidad en Committee for Clinical
Laboratory Standards (NCCLS), de Estados
Unidos. Esta prueba consiste en estudiar el
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efecto de las sustancias ensayadas
individualmente, mediante la medicién del
halo de inhibicion del crecimiento del
microorganismo en relacion con la
concentracién de la sustancia. Para esto se
coloca un disco de papel filtro Whatman de
unos 6 ml de didmetro impregnado del
extracto vegetal, o bien, se deposita una
cantidad determinada dentro de un pozo
hecho directamente en la placa (Sanchez et
al., 2016), es importante destacar que para
comparar los efectos de las distintas
sustancias 0 concentraciones sobre el
microorganismo estudiado, se requiere
contrastar con un medicamento o0 sustancia
que actua como control positivo (Carbajal et
al., 2013).

La epsilometria también conocido como “E-
test’, es un método de susceptibilidad
microbiana que combina los principios de la
difusién en disco y la dilucion en agar, sin
embargo, a diferencia de la dilucion en disco
esta técnica nos arroja un resultado
cuantitativo. Consiste en una tira solida de un
material que contiene un gradiente de la
sustancia a probar en la cara inferior, y una
escala de lectura en su cara superior (Vjera,
2002), esta tira se coloca sobre el agar para
después incubar y medir la concentracion
minima inhibitoria, para esto se debe medir
desde el punto de interseccién entre el
extremo de inhibicion de la elipse y la tira
(Picazo, 2000).

La bioautografia es una técnica sencilla que
utiliza la cromatografia para lograr visualizar
los campos de actividad antimicrobiana, la
cuantificacion de la actividad se logra a
través de la medicion del didmetro del halo
de difusibn que se genera al aplicar el
extracto en diferentes concentraciones
(Colorado et al., 2007).

Actividad biolégica en extractos de
Taraxacum officinale

Taraxacum officinale conocida comunmente
como diente de le6n ha sido una planta
utilizada ampliamente en la medicina
tradicional, por lo que los estudios de su
actividad biolégica son muy variados hasta la
fecha, se ha comprobado su actividad contra
diversos microorganismos y para tratar
distintas enfermedades (Han et al., 2011;
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Rodriguez et al.,, 2017). Contiene en su
mayoria compuestos fendlicos (flavonoides y
polifenoles), terpenos, cumarinas y taninos
(Tettey et al., 2014; Chacha, 2018). Los
solventes mayormente utilizados para
obtener los metabolitos de esta planta son el
etanol y el agua, ya que arrastran consigo
triterpenos, fenoles, saponinas, flavonoides y
quinonas; también el uso del metanol es
comin ya que es un solvente de alto
espectro que arrastra alcaloides, esteroides,
cumarinas, fenoles y flavonoides en esta
especie (Fabri et al., 2011), a los metabolitos
secundarios anteriormente mencionados se
les ha atribuido actividad antimicrobiana
(Domingo & LoOpez, 2003; Mohamad et al.,
2005; Oseni & Yussif, 2012), algunos
ejemplos se muestran en la Tabla 1.

La cantidad de metabolitos secundarios
difiere al interior de una misma planta, por
ejemplo, Rodriguez y colaboradores (2017)
identificaron mayor eficacia de inhibicion en
extractos de tallos de Taraxacum a una
concentracién de 1000 pg/ul contra bacterias
como Enterobacter cloacae, Enterococcus
faecium, Providencia rettgeri, Streptococcus
pneumoniae, entre otras. En cambio, Oseni &
Yussif (2012) identificaron actividad biolégica
de las hojas en extractos acuosos (100 y 200
pg/ul) y etandlicos (50 pg/ul) contra Klebsiella
pneumoneae, Pseudomona  aeruginosa,
Staphylococcus aureus y Escherichia coli,
estas bacterias también han sido estudiadas
por otros autores (Azuero et al., 2016;
Rodriguez et al.,, 2017; Diaz et al., 2018;
Hernandez et al., 2020).

El estudio sobre la incidencia de
enfermedades infecciosas es de vital
importancia  para  controlar  cualquier
enfermedad transmisible al hombre. A pesar
de que P. aeruginosa es una bacteria
ampliamente distribuida en la naturaleza,
incluso formando parte del microbiota del
hombre, es una de las principales causas de
infecciones hospitalarias graves (Azuero et
al., 2016), es un patégeno oportunista
implicado en infecciones respiratorias, del
tracto urinario, gastrointestinales, otitis y
bacteriemia (Wagner & Iglewski, 2008). Por
otro lado, E. coli es el anaerobio facultativo
mas abundante de la microflora intestinal
humana (Kaper et al., 2004), causa
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enfermedades enddgenas alterando la pared
intestinal tales como peritonitis o sepsis
(Azuero et al., 2016). Asi mismo, S. aureus
es de las principales bacterias asociadas a
infecciones nosocomiales, se ha mostrado
gue presenta resistencia a antibioticos, lo que
afecta a los pacientes en forma grave
(Cervantes-Garcia et al., 2014), se presenta
tras lesiones cutaneas, trauméticas o
quirargicas, puede penetrar desde la piel
hasta tejidos profundos  produciendo
bacteriemia y cuadros metastasicos (Azuero
et al., 2016). Por esta razén, es importante la
basqueda de nuevas terapias
antimicrobianas a partir de la identificacion de
compuestos naturales como alternativa a los
tratamientos con antibioticos conocidos, lo
cual, es de gran relevancia en el area de la
salud publica (Rodriguez et al., 2017).

Otra bacteria de importancia médica es K.
pneumoniae la cual esti estrechamente
relacionada con los géneros Escherichia y
Salmonella, es un patégeno oportunista
capaz de colonizar varios sitios corporales
(tracto respiratorio, intestino, nasofaringe,
piel) (Wyres & Holt, 2016). Diaz vy
colaboradores (2018) confirmaron que los
extractos hexanicos de hoja de Taraxacum, a
una concentracion de 800 pg/ml es efectivo
para inhibir el crecimiento de esta bacteria,
otros autores también comprobaron su efecto
inhibidor en esta especie (Rodriguez et al.,
2017). Con el extracto de hexano se pueden
obtener metabolitos de tipo terpenoides como
acetato de lupeol, betulina, lupeol, ftalato de
dietilo y fitol (Diaz et al., 2018). Los terpenos
producen una perturbacién de la fraccion
lipidica de las membranas celulares
causando fugas de los materiales
intracelulares (Bueno-Sanchez et al., 2009).

Ademas de la capacidad inhibidora en
bacterias, también se ha comprobado
actividad biologica de T. officinale contra
levaduras. Candida albicans es un
microorganismo versatil para sobrevivir como
comensal en varios sitios como el intestino,
cavidad oral y vaginal (Azuero et al., 2016),
puede afectar de manera superficial hasta
provocar infecciones sistémicas
potencialmente mortales; a pesar de
colonizar asintomaticamente la micoflora
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humana, en condiciones de inmunosupresion
del huésped, puede convertirse en un
patégeno agresivo (Tsui et al., 2016). El uso
de extractos metandlicos (Fabri et al., 2011;
Azuero et al.,, 2016), acuosos, hexanicos
(Tettey et al., 2014) y etandlicos (Rodriguez
et al, 2017), han mostrado resultados
satisfactorios para inhibir el crecimiento de
este microorganismo. Asi mismo, para
reducir el crecimiento de Saccharomyces
cerevisiae (Tettey et al, 2014) se han
utiizado extractos acuosos, hexanicos,
cloruro de metileno y acetato de etilo; y en el
caso del hongo Cryptococcus neoformans, se
han utilizado extractos metandlicos de
Taraxacum (Fabri et al., 2011).

Otros trabajos han mostrado que T. officinale
tiene actividad antiviral; el uso de extractos
acuosos se ha utilizado contra el virus de la
influenza tipo A humana (He et al., 2011). Por
otro lado, se ha evaluado el efecto inhibidor
de los extractos de Taraxacum sobre la
actividad de la transcriptasa reversa (RT) y
replicacion del VIH-1, esto se debe a la
presencia de compuestos fenélicos como el
acido clorogénico, acido cafeico, glicésidos,
flavonoides (lutelina) entre otros, lo cual es
relevante para el desarrollo de terapias
antirretrovirales (Han et al., 2011). EI
mecanismo de accion de los fenoles y
flavonoides parece estar relacionado con la
inhibicibn  enzimatica, interacciones con
proteinas y formacién de complejos en la
pared celular de patdégenos (Domingo &
Lépez, 2003; Rodriguez et al., 2017); otros
trabajos han evaluaron la efectividad de
extractos de diente de ledn contra el virus de
la fiebre amarilla (Rodriguez et al., 2013) y el
virus del dengue (Flores et al., 2018).

También existen estudios que se han
enfocado en describir las propiedades
insecticidas de T. officinale sobre gorgojo del
maiz Sitophilus zeamais (lannacone et al.,
2008) y gorgojo del frijol Acanthoscelides
obtectus (Jovanovi¢ et al.,, 2007). En la
bdsqueda de nuevas alternativas para el
control de insectos, se recurre a los
compuestos fitoquimicos para contrarrestar la
resistencia que algunas especies han
generado a insecticidas quimicos, de esta
manera se reduce el impacto al medio
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ambiente y salud humana (Ontiveros et al.,

2021).

Tabla 1. Actividad antimicrobiana comprobada de Taraxacum officinale.

Tipo de extracto

Metabolito secundario
identificado

Actividad bioldgica

Referencia

Extracto metandlico

Extracto hexanico y
cloroférmico
Extracto acuoso,
hexanico, butandlico,
cloruro de metileno y
acetato de etilo
Extracto etanélico

Extracto acuoso

Extracto etandlico
Extracto etandlico y
acuoso
Extracto metandlico
Extracto metandlico y
acuoso

Extracto hexanico y
de acetato de etilo

Extracto acuoso

No identificados

Triterpenos y fenoles

Fenoles y flavonoides

Quinonas, flavonoides y
triterpenos

No identificados

Triterpenos y saponinas

Saponinas, azUcares
reductores, fenoles,
triterpenos y
fitoesteroles
Alcaloides, esteroides,
cumarinas, fenoles y
flavonoides
Fenoles

Triterpenoides, terpenos
y cumarinas

Fenoles y glic6sidos

Antibacteriana contra Staphylococcus
aureus, Escherichia coli y Pseudomonas
aeruginosa

Antifngica contra Candida albicans
Antiviral contra el virus de la fiebre
amarilla
Antibacteriana contra S. aureus, E. coli,
Bacillus subtilis
Antifangica contra C. albicans y
Saccharomyces cerevisiae
Antibacteriana contra Streptococcus
pneumoniae. Enterococcus faecium,
Klebsiella pneumoniae, Providencia
rettgeri, P. aeruginosa, Enterobacter
cloacae, E. coliy S. aureus
Antifangica contra C. albicans
Antiviral contra el virus de la influenza A /
PR/ 8/34 y WSN (H1N1)

Antibacteriana contra S. aureus y P.

aeruginosa
Antibacteriana contra E. coliy S. aureus

Antifangica contra C. albicans y
Cryptococcus neoformans

Antiviral contra el virus del dengue

Antibacteriana contra Proteus mirabilis, K.
pneumoniae, E. coliy S. aureus

Actividad antiviral contra la RT del VIH-1y
el retrovirus hibrido-MoMuLV / MoMuSV

(Azuero et al. 2016)

(Rodriguez et al.
2013)
(Tettey et al. 2014)

(Rodriguez et al.

2017)

(He et al. 2011)

(Hernandez et al.
2020)
(Oseniy Yussif, 2012)

(Fabri et al. 2011)

(Flores et al, 2018)

(Diaz et al, 2018)

(Han et al, 2011)

cicatrizacion,

Actividad biologica en extractos de Agave sistema nervioso, diabetes,

lechuguilla artritis ~ reumatoide,  antiinflamatorio vy
i i antimicrobiano, entre otras (Ayon, 2007).

Agave lechuguilla conocida como

“lechuguilla” es una planta con alta Entre los principales metabolitos secundarios

resistencia al ataque de plagas, tiene gran de A. lechuguilla se encuentran las

distribucion gracias a su reproduccion saponinas esteroidales (esmilagenina y

vegetativa y sexual (Reyes et al., 2000), es
una planta perenne que posee de 25 a 30
hojas y crece en zonas aridas y semiaridas,
en América se distribuye desde Nuevo
México hasta Guanajuato (Pérez, 2010). De
acuerdo con el conocimiento ancestral, se
han identificado distintos usos y efectos
terapéuticos de las especies pertenecientes
al género Agave, ya sea para combatir el

dolor géstrico, golpes, para mejorar el
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gibsonii,

gitogenina) (Medina, 2014), también contiene
flavonoides, taninos y fenoles a los cuales se
les atribuye su actividad antimicrobiana
(Verastegui, 1995; Barron, 2016; Diaz, 2009;
Tucuch et al., 2020). Se ha registrado que los
extractos de A. lechuguilla tienen actividad
efectiva para inhibir bacterias como: Kurthia
Lactobacillus plantarum (Barrdn,
2016), Nocardia asteroides y N. brasiliensis

(Verastegui, 1995), Enterobacter aerogenes,
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Escherichia coli, Salmonella typhi,
Staphylococcus aureus (Méndez et al.,
2012), Helicobacter pylori (Gonzales, 2014),
Clostridium perfringens y Shigella
dysenteriae (Verastegui et al., 1996), entre
otros. En la tabla 2 se presentan algunos
trabajos de extractos naturales obtenidos de
A. lechuguilla y su respectiva actividad
bioldgica.

Como ya se menciono, la busqueda de
compuestos que ayuden a controlar
patologias  provocadas por  diversos
microorganismos es de gran importancia
debido a la resistencia que han adquirido
contra algunos antibidticos, tal es el caso de
la bacteria H. pylori causante de gastritis
crénica, Ulceras y algunos tipos de cancer.
Se ha comprobado que extractos
metandlicos a concentraciones de 10 y 5
mg/ml mostraron actividad contra esta
bacteria, en particular, las saponinas a
concentraciones entre 0.25-5 mg/ml tienen
mejor efectividad, esto se debe a que la
saponina de A. lechuguilla es de tipo
esteroidal unida a una aglicona y un
oligosacarido formado por 4 hexosas y una
pentosa, a esta estructura se le atribuye la
actividad antibacteriana (Gonzales, 2014).
Las saponinas que poseen una cadena de
azucares unida al carbono-3, forman
complejos con los esteroles de las
membranas celulares, generando grandes
poros en estas y causando lisis celular (Diaz,
2009).

Por otro lado, los flavonoides son
compuestos bioactivos que se pueden
aprovechar incluso de la biomasa residual;
dado que esta especie es utilizada para
extraer fibra, el 85% del material cosechado
se descarta, se ha comprobado que esta
biomasa presenta alto contenido de
flavonoides principalmente de sorhamnetina,
flavanona, hesperidina, delfinidina,
quercetina, kaempferol, cianidina, apigenina
y catequina los cuales tienen Vvarias
aplicaciones en la industria agricola,
alimentaria, cosmética y farmacéutica
(Morreeuw et al., 2021). Los flavonoides
tienen hidréxidos fendlicos en su estructura,
pueden entrar facilmente en la membrana
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celular de los microorganismos donde se
combinan con sus proteinas y las
desnaturalizan, de esta manera se reconoce
gque actdan como agentes mutagenos
(Tereschuk, 2007).

Existen una gran cantidad de hongos
causantes de enfermedades en el hombre y
animales, los cuales pueden provocar desde
afecciones leves como alergias, hasta
infecciones fdngicas muy fuertes (micosis)
principalmente en pacientes
inmunosuprimidos (Guarro, 2012), estas
micosis pueden ser dificil de tratar debido a
su resistencia a la mayoria de los farmacos
disponibles, al igual que en bacterias. Sin
embargo, se ha probado la efectividad de
extractos metandlicos y acuosos de A.
lechuguilla contra Candida albicans y C.
rugosa (Verastegui, 1995; Verastegui et al.,
1996). También se ha observado efectividad
contra el hongo dematofito Epidermophyton
floccosum (Verastegui, 1995; Verastegui et
al., 1996), Trichophyton tonsurans
(Verastegui, 1995; Verastegui et al., 1996;
Verastegui et al.,, 2008) causante de tifias
corporales; contra Sporothrix  schenckii
(Verastegui, 1995; Verastegui et al., 1996;
Verastegui et al, 2008) causante de
infecciones crénicas de la piel y tejidos
subcutaneos; y contra hongos del género
Cryptococcus [C. neoformans (Verastegui et
al., 2008); C. laurenti y C. albidus,
(Verastegui, 1995; Verastegui et al., 1996)]
los cuales afectan principalmente pulmones y
cerebro, aunque pueden infectar cualquier
drgano dafiando el sistema nervioso central,
por eso su infeccion puede estar asociada
con cuadros de meningitis (Li & Mody, 2010).

En el area veterinaria también es de gran
importancia disminuir agentes patdgenos
causantes de enfermedades que puedan
transmitirse de animales a humanos o
viceversa, el género Microsporum pertenece
a un grupo de hongos dermatofitos que
puede ser transmitido entre grupos de
mamiferos (Gréasser et al., 2000); mediante
extractos etandlicos de A. lechuguilla, se ha
observado una inhibicién en el crecimiento de
los hongos M. canis (Verastegui, 1995;
Verastegui et al.,, 1996) y M. gypseum
(Verastegui, 1995; Verastegui et al., 1996;
Veréastegui et al., 2008).
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Tabla 2. Actividad antimicrobiana comprobada de Agave lechuguilla.

Tipo de extracto

Metabolito Actividad biol6gica Referencia
secundario

identificado

Extracto acuoso,
etandlico, lanolina
y manteca de
cacao

Extracto etanélico

Extracto
metandlico

Extracto etanolico
y hexéanico

Extracto etanélico
y acuoso

Extracto acuoso y
etandlico

Extracto etanélico

Extracto etandlico

Extracto etanélico

Extracto
metandélico

Taninos y polifenoles

Antifangica contra Rhizoctonia solani (Pérez, 2010).

Saponinas
esteroidales Antifingica contra Candida albicans, Candida rugosa, (Verastegui,
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus 1995).
albidus, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton
tonsurans, Epidermophyton floccosum, Sporothrix schenckii,
Nocardia asteroides y Nocardia brasiliensis
Saponinas Antifungica contra Penicillium rubrum, Fusarium oxysporum (Barron,
Antibacteriana contra Kurthia gibsonii y Lactobacillus plantarum 2016).
Saponinas, taninos y
flavonoides Antifangica contra Rhizopus stolonifer, Colletotrichum (De
gloeosporioides y Penicillium digitatum Rodriguez et
al. 2011)
Carbohidratos,

azUcares reductores,
saponinas y taninos

(Tucuch et al.
2020)

Antifingica contra Fusarium oxysporum

Saponinas, taninos y

terpenos Antibacteriana contra Enterobacter aerogenes, Escherichia coli, (Méndez et al.
Salmonella typhi y Staphylococcus aureus 2012)
Polifenoles
Antifungica contra Rhizoctonia solani (Castillo et al.
2015)

No identificados
(Verastegui et
al. 1996).

Antifungica contra Candida albicans, Candida rugosa,
Cryptococcus neoformans, Cryptococcus laurentii, Cryptococcus
albidus, Microsporum canis, Microsporum gypseum, Trichophyton

tonsurans, Epidermophyton floccosum, y Sporothrix schenckii y
antibacteriana contra Clostridium perfringens y Shigella
dysenteriae

No identificados

Antifangica contra Cryptococcus neoformans, Microsporum (Verastegui et

gypseum, Trichophyton tonsurans, y Sporothrix schenckii al. 2008).
Saponinas y
alcaloides Antibacteriana contra Helicobacter pylori (Gonzales,
2014)
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Asi mismo, existen hongos fitopatégenos
saprobios o parasitos de plantas como los
pertenecientes al género Fusarium (Guarro,
2012) que causan grandes afectaciones en
los cultivos, la busqueda de componentes
bioactivos naturales para ser utilizados como
control biolégico es de gran relevancia por su
bajo costo y facil aplicacion (Rivera et al.,
2004). Se ha probado la eficacia de extractos
metandlicos (Barrén, 2016), etandlicos y
acuosos (Tucuch et al, 2020) de A.
lechuguilla contra Fusarium oxysporum.
También se ha encontrado efectividad de
extractos etandlicos (Castillo et al., 2015), y
acuosos (Pérez, 2010), los cuales son ricos
en polifenoles y taninos, contra Rhizoctonia
solani, una especie fitopatdégena de plantas;
ademas de la efectividad contra el moho
Rhizopus stolonifer (De Rodriguez et al.,
2011) los cuales degradan frutos y vegetales.
El género Penicillium incluye un grupo de
especies capaces de infectar granos vy
semillas de almacén causando disminucion
en su capacidad de germinacion,
decoloracién, calentamiento y produccion de
micotoxinas (Tequida-Meneses et al., 2002),
los extractos metandlicos de A. lechuguilla
han tenido efectividad contra Penicillium
rubrum (Barron, 2016), en cambio, los
etandlicos y hexanicos han tenido un
resultado positivo contra P. digitatum (De
Rodriguez et al.,, 2011), esto sefiala la
importancia de investigar las propiedades de
los metabolitos en plantas para identificar
compuestos inofensivos tanto para el hombre
como para el ambiente.

Otra propiedad de los extractos de agave es
su capacidad insecticida, un ejemplo de ello
es su capacidad repelente contra el gorgojo
del arroz Sitophilus oryzae, se conoce que
los alcaloides, terpenos, esteroides, fenoles,
flavonoides y taninos contienen funciones
defensivas contra insectos (Orozco, 2006),
muchos de estos metabolitos se encuentran
presentes en A. lechuguilla, aunque ain no
se ha identificado la estructura especifica de
compuestos particulares a los que se les
atribuya esta actividad biologica.

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

Conclusioén

Los extractos de Taraxacum officinale y
Agave lechuguilla presentan actividad
inhibitoria relevante ante distintos tipos de
microorganismos brindando una oportunidad
para el desarrollo de nuevos medicamentos.
La actividad antimicrobiana por parte de
extractos de plantas, asi como las técnicas
de extracciébn de metabolitos secundarios
han sido estudiadas por cientificos de
divergentes campos entre ellos
biotecndlogos, los cuales buscan el
aprovechamiento de fuentes de origen
biolégico para el desarrollo de bienes,
servicios y productos de importancia y
utilidad para la sociedad. Para esto los
ensayos in vitro permiten evaluar la
efectividad de una variedad de compuestos
que tienen efectos inhibidores sobre
microorganismos, sin embargo, adn queda
inconcluso conocer exactamente cuales son
los compuestos encargados de dicha
actividad, asi como los efectos y toxicidad
que puedan causar, es por esto que se debe
continuar con la estandarizaciéon de los
métodos de extraccién y estudios enfocados
al andlisis y caracterizacion de la estructura
molecular de dichos compuestos mediante
métodos cromatograficos. A pesar de ello, el
contar con un resumen sobre los diferentes
métodos de extraccién y principales grupos
de metabolitos encontrados en T. officinale y
A. lechuguilla nos acerca y dirige el camino
de la investigacion para ahondar mas sobre
compuestos  especificos con actividad
biolégica y asi, proponer su posible
industrializacion a futuro con el sustento de
investigaciones sistematizadas
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Resumen
Las enfermedades neurodegenerativas han significado un gran desafio para el desarrollo de nuevos

tratamientos debido a la gran dificultad de atravesar la barrera hematoencefalica. A raiz de esto, con
el paso de los afios se han buscado nuevas tecnologias que puedan resolver este problemay el uso
de nanotecnologia parece ser una opcidn. Esta revisién se centra en recopilar informacion sobre el
uso de las nanoparticulas poliméricas (NPPs) en dos de las enfermedades neurodegenerativas con
mayor prevalencia en el mundo: Alzheimer y Parkinson. El Alzheimer es una enfermedad
neurodegenerativa caracterizada por la presencia de placas seniles provocadas por la acumulacion
de beta amiloide. Por otra parte, el Parkinson ha sido relacionada con los “PARK Genes”; éstos
causan alteraciones en la homeostasis mitocondrial y a su vez en el aparato locomotor gracias a la
deficiencia de dopamina en el sistema nigroestriado, la pérdida de pigmentaciéon oscura del cerebro
y con el, los cuerpos de Lewy. Ademas, se abordan diversas NPPs que en estudios in vitro e in vivo,
han presentado alta biodisponibilidad, baja toxicidad, transporte eficaz a través de la barrera
hematoencefalica (BHE), mejorando en algunos casos la motricidad, niveles de dopamina,
desagregacion de fibrillas amiloides, entre otros. Las NPPs representan un area de oportunidad para
el desarrollo de nuevos tratamientos para Alzheimer, Parkinson e incluso otras enfermedades
neurodegenerativas sin solucién o tratamiento aparente.

Palabras clave: Nanoparticulas, Alzheimer, Parkinson, nanomedicina.

Abstract

Neurodegenerative diseases have been a great challenge for the development of new treatments
due to the great difficulty of crossing the blood-brain barrier. As a result, over the years new
technologies have been sought to solve this problem and the use of nanotechnology seems to be an
option. This review focuses on gathering information on the use of polymeric nanopatrticles (NPPs) in
two of the most prevalent neurodegenerative diseases in the world: Alzheimer's disease and
Parkinson's disease. Alzheimer's is a neurodegenerative disease characterized by the presence of
senile plaques caused by the accumulation of beta-amyloid. On the other hand, Parkinson's has been
related to "PARK Genes"; these cause alterations in mitochondrial homeostasis and in turn in the
locomotor system due to dopamine deficiency in the nigrostriatal system, loss of dark pigmentation
of the brain and with it, Lewy bodies. In addition, several NPPs that in in vitro and in vivo studies have
shown high bioavailability, low toxicity, efficient transport across the blood-brain barrier (BBB),
improving in some cases motor function, dopamine levels, amyloid fibril disaggregation, among
others, are discussed. NPPs represent an area of opportunity for the development of new treatments
for Alzheimer's, Parkinson's and even other neurodegenerative diseases with no apparent solution
or treatment.
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Introduccién

La “Nanociencia” es la disciplina que “estudia
los fendmenos y el manejo de materiales a
escala nanométrica” de acuerdo con Gémez
(2018). De ella deriva la nanotecnologia, una
herramienta que permite la manipulacion,
desarrollo y aplicacion de productos vy
procesos a nano escala. Una definicion mas
amplia de este término, mencionada por
Kantuta (2010), es “disciplina centrada en el
estudio, disefio, sintesis, manipulacién y
aplicacién de materiales, aparatos y sistemas
funcionales, mediante el control de la materia
y la explotacién de fenébmenos y propiedades
de la materia a nano escala”.

Dentro de los mdltiples desarrollos
nanotecnoloégicos se  encuentran las
nanoparticulas (NPs), las cuales se
componen de diferentes materiales con
tamafios que oscilan en un rango de entre 1 a
100 nm, como lo indica Najahi et al. (2021).
Gracias a que las NPs pueden estar
constituidas por diversos materiales, pueden
presentar diversas estructuras entre las
cuales las mas comunes son nanotubos de
carbono, nanocristales, puntos cuanticos,
nanofibras, filtros nanoporosos, nanohilos,
nanoparticulas de  6xidos  metalicos,
nanocapilares, dispersién de nanoparticulas,
peliculas de nanopines, nanocompuestos de
polimero, entre otros (Oropesa, 2012). Esta
diversidad de materiales ha permitido su uso
en multiples &reas como la industria textil
(Navarro, 2018) y (Villa, 2018); la agricultura
(Saldivar, 2018); generacién de energia
(Jaime, 2018); ahorro de agua (Medina,
2015); informatica (Medina, 2015). Ademas,
de manera especial el desarrollo de sistemas
de administracion de medicamentos en el
area de la nanomedicina (Hernandez, 2016).
Sin embargo, a pesar del gran interés y usos
explorados de las NPs, su produccién todavia
no cuenta con una reglamentacién especifica
de las técnicas debido a la novedad relativa
del 4rea (Medina, 2015).

Igualmente, la gran superficie de contacto de
las NPs, pese al tamafio, ha sido una de las
caracteristicas mas importantes para los
investigadores, ya que les confiere mayor
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capacidad de funcionalizacion. Otra propiedad
importante, gracias a su menor tamafio, es la
capacidad que algunas NPs han demostrado
para atravesar la barrera hematoencefalica
(BHE). Dicha barrera es una bicapa lipidica
gue aisla al cerebro del contacto directo con la
sangre, confiriendo una proteccion contra
compuestos y moléculas. De igual manera la
BHE permite el transporte selectivo entre la
sangre y el cerebro (Hernandez, 2016).

Aplicacion de las NPs para el
trasporte y liberacion de
medicamentos

Una de las ventajas que poseen las NPs,
como menciona Bao, G et al. (2018), es su
capacidad de encapsular medicamentos y su
liberaciobn posterior en la zona requerida.
Gracias a la gran estabilidad que presentan,
han resultado ideales para la experimentacion
in vitro e in vivo. Por lo tanto, su uso como
transportadores de farmacos, es una de las
aplicaciones mas importantes en la
nanomedicina, ya que mejora la selectividad
del tratamiento, permite una localizacibn méas
rapida en el sitio de accion donde debe de
liberarse el agente terapéutico, permitiendo
asi una eficacia de tan solo segundos. En
cambio, los farmacos tradicionales pueden
demorar el inicio de su efecto después de 10
0 15 minutos segun lo reportado por Gomez
(2018). De igual manera, la técnica brinda la
opcibn de mejorar la vida atil de los
medicamentos gracias a la proteccién que les
confiere contra la degradacion quimica y
enzimética y permite ademéas una velocidad
especifica de liberacion en el 6rgano blanco
de acuerdo con Aparicio et al. (2018). Aunque
hay diferentes tipos de NPs que se pueden
utilizar para este propésito, las mas utilizadas
e investigadas hoy en dia son las
nanoparticulas poliméricas (NPPs). Bao, G et
al. (2018) menciona que esto se debe
principalmente a las propiedades
fisicoquimicas que le confieren los materiales
organicos de los que estan constituidas.

Esta revision se centra en las NPPs debido a
las ventajas que ofrecen, entre ellas, su
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sistema de liberacion controlada del farmaco
que les permiten llegar a la diana terapéutica
con mayor facilidad y aumentar su eficacia.
Ademas, ofrecen una proteccion al farmaco
de los agentes atmosféricos mejorando la
farmacodinamia, reduciendo la degradacion
del principio activo y sus efectos tdxicos,
mejorando el tiempo de circulacion del
farmaco en el organismo y su velocidad de
disolucion y aumento de la biodisponibilidad
(Garcia, 2016). Finalmente, como menciona
Cayero (2018), las NPPs, brindan la ventaja
de interiorizarse a lugares no accesibles para
los farmacos tradicionales debido al pequefio
tamafio que poseen ademas de tener la
capacidad de biodegradarse en un tiempo
Optimo.

Entre las nanoparticulas poliméricas que se
utilizan para la administracion de farmacos se
encuentran principalmente dos tipos: las
hidréfobas e hidrofilas. Algunos ejemplos de
NPPs hidr6fobas son: el &cido poliacido
(PLA), el cual ya se ha empleado para la
administracion de dexametasona, como
comenta Ruy, C. R et al. (2003); la poliE-
caprolactona que hoy en dia es utilizada con
farmacos que inhiben la histona desacetilasa
como tratamiento para el cancer, segun datos
de Tu, B. et al. (2020); el uso de polianhidridos
para el tratamiento de gliosarcoma Scott, A et
al. (2011). En cambio, dentro de las NPPs
hidréfilas se encuentran ejemplos como el
poli-etilenglicol (POG), el cual actualmente se
estudia por su uso potencial para tratamiento
de céncer de piel, segun lo descrito por Gallo
Ramirez, J. P et al. (2019). Ademas, Almeida,
M et al. (2018) menciona que el poli-oxido de
propileno PPO estd en proceso de
investigacién para sus aplicaciones en
tratamientos para el cancer. Por otra parte,
también se ha observado la gran utilidad de
las NPPs como hiosensores para la deteccion
de anomalias en pacientes con infecciones
microbianas y en desordenes moleculares,
segun lo reportado por Gomez (2018). La
funciobn de las NPPs es actuar como
acarreadores de moléculas que faciliten el
reconocimiento de las células y los tejidos en
el cuerpo. Debido a que las aplicaciones
requieren que las NPPs permanezcan un
tiempo determinado en el cuerpo del paciente,
se ha observado que es de suma importancia,
como nos comenta Aparicio (2018), el tamafio
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de la particula. Si su escala superalos 100 nm
las NPPs son eliminadas por torrente
sanguineo, mientras que, si se encuentran por
debajo de 10 nm, se excretan por medio de la
orina y las que estan basadas en algin metal
pueden ser facilmente filtradas por los
rifiones, segun datos de Zheng (2018),
causando que el tiempo de exposicién de las
células blanco a las NPPs se vea afectado.

Asimismo, en diferentes estudios se plantea el
uso de NPPs para enfermedades especificas
de alta prevalencia como la osteoporosis,
Sinha (2021). Dicho estudio muestra cémo las
NPPs también tienen la capacidad de ser
promotoras del crecimiento de tejido 6seo,
siendo dicha caracteristica diferenciadora la
clave para el tratamiento de osteoporosis. De
igual manera, se ha investigado el empleo de
NPPs especialmente para el tratamiento de
cancer. Las Nanoparticulas de oro (AuNPPS)
han recibido, en esta &rea, un mayor peso ya
gque pueden usarse como agentes
antineoplasicos que, segun sefala Fundora
(2021), tienen gran eficacia citotoxica que
puede ser potenciada con la ayuda de algunos
agentes estabilizadores. Al mismo tiempo, hoy
en dia se cuentan con varias NPPs que se
pueden encontrar en productos comerciales
clinicamente aprobados como Doxil® (usado
en quimioterapias), Abraxane (medicamento
contra el cancer), y AmBisome (tratamiento
antifangico) de acuerdo con datos de Baetke
et al. (2015).

Como indica Aparicio et al. (2018), gracias a
gue las NPPs tienen la caracteristica de poder
atravesar la barrera hematoencefalica, surge
la posibilidad de la aplicacion de tecnologia a
nano escala en tratamientos para
enfermedades  neurodegenerativas. Las
nuevas técnicas se basan en la administracion
de farmacos dirigidos a regiones especificas
del cerebro, causando que la disponibilidad
del agente terapéutico en el sistema nervioso
mejore y la toxicidad causada por distribuciéon
a otros 6rganos disminuya.

¢Queé son las enfermedades

neurodegenerativas?

Las enfermedades neurodegenerativas,
segun Torrel et al. (2015) son un grupo de
enfermedades caracterizadas por una
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considerable pérdida de neuronas a lo largo
del tiempo en areas concretas del cerebro o
en sistemas anatomofuncionales. Hay mas de
100 enfermedades  neurodegenerativas
existentes, sin embargo, en esta revision, se
hara hincapié en los dos tipos mas comunes y
sus tratamientos con NPPs, Alzheimer y
Parkinson.

Debido a la importancia que tienen estas
enfermedades en el panorama mundial, se
han desarrollado diversas terapias vy
tratamientos aplicados a éstas, sin embargo,
se han encontrado tres principales desafios
que detienen su avance. El primero de estos
desafios es la llegada de los farmacos al
cerebro ya que cuenta con barreras
anatomicas dificiles de cruzar por cualquier
molécula siendo una de éstas la BHE que,
como menciona Garate (2018), ayuda a
mantener la homeostasis cerebral siendo casi
impermeable, limitando el paso de farmacos y
su absorcion, lo que convierte al cerebro en un
organo diana casi imposible de alcanzar. El
segundo desafio es la via de administracion
ya que la via local es altamente invasiva y las
vias sistémicas como la oral y la parenteral
pueden resultar en un cambio de las
propiedades del farmaco debido a los
procesos de degradacion a los que este esta
sometido antes de llegar al cerebro (Cunha et
al.,, 2017). Sin embargo, hay autores como
Muntimadugu et al. (2016), que hablan del uso
de la via intranasal para administracion de
NPPs-farmacos con beneficios como alta
vascularizacion, permeabilidad en la mucosa
a través del bulbo olfatorio creando un camino
directo de nariz a cerebro y administracion
facil e indolora. Finalmente, el ultimo desafio
se encuentra en seleccionar un modelo animal
que sea capaz de simular las enfermedades
neurodegenerativas posibilitando asi escalar
el tratamiento de animales a humanos de
forma segura ya que el modelo tradicional, el
ratén, no es capaz de adquirir la patologia de
Alzheimer de forma natural por lo que esta
enfermedad se tiene que inducir de manera
genética provocando un aumento de costo
(Steffen et al., 2016); el segundo modelo
usado en estas enfermedades es el primate
Cercopitecus verdes (Chlorocebus
pygerythrus) pero los estudios con este
modelo animal se han visto restringidos
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gracias a las diversas implicaciones éticas
(Toledano et al., 2011).

Alzheimer y  aplicacion de
nanoparticulas poliméricas.

El Alzheimer segun Matthew et al. (2016) es
una enfermedad neurodegenerativa
caracterizada por la formacion de placas
seniles que ocasiona la muerte neuronal y
sinapsis deficientes. Es una enfermedad
autosémica dominante que, segun Cannavo
et al. (2019), se caracteriza por la presencia
de una mutacién en el cromosoma 21 y en el
gen que codifica para la proteina integral de
membrana denominada proteina precursora
de amiloide (APP), la cual también se
encuentra en células no neuronales con
distintas isoformas, sin embargo, se cree que
tiene un papel importante durante regulacion
de la sinapsis neuronal.

La proteina APP, una vez colocada en la
membrana celular como parte normal de su
procesamiento, es escindida por la accién de
la beta y gamma secretasas en los dominios
extracelular y transmembranales formando
asi la proteina beta amiloide que se acumula
extracelularmente formando las placas seniles
que resultan neurotéxicas. Dichas placas
tienen un proceso de formacién complejo
debido a que estan formadas por 40
aminoéacidos aproximadamente, segun
Menéndez et al. (2017), son derivadas de la
glicoproteina transmembranal APP y tienen la
tendencia a conglomerarse formando una
gran cantidad de sabanas de beta plegada. La
APP es de gran tamafio y tiene sitios de union
con la heparina y cobre funcionando como un
transportador de metales y regulador del
procesamiento proteolitico. Por lo tanto, si la
proteina APP sufre una mutacion, entonces
habra un aumento de beta amiloide y, a su
vez, una mayor toxicidad en las neuronas
provocando la aparicion de esta enfermedad
neurodegenerativa. Por otro lado, de manera
simultanea en el citoplasma, la proteina tau,
es encargada de regular la estabilidad del
citoesqueleto por medio de los microtibulos y
la morfologia axonal al generar cambios
estructurales y conformacionales por medio
de la fosforilacién y desfosforilacion. Datos de
Pupo et al. (2017), mencionan que la proteina
tau es hiperfosforilada por la proteina beta
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amiloide, a causa del estrés oxidativo
ocasionado por ella. Como consecuencia, los
microtUbulos neuronales pierden estabilidad y
a su vez, ocasionan la formacion de un ovillo
alo largo de la dendrita, provocando la muerte
neuronal y con ella la demencia, segin Deyan
et al. (2015).

Al ser el tipo de demencia mas comdn en
personas de la tercera edad comprendiendo el
70% de todos los casos y un total de pacientes
enfermos en el mundo de 46.8 millones segun
INNN (2017), es urgente encontrar un
tratamiento Util y prometedor. Por todo esto,
como se observa en la Tabla 1, en la dltima
década se ha estudiado el uso de NPPs
aplicadas a diferentes tratamientos
aprovechando su capacidad de atravesar la
barrera hematoencefalica. En algunos casos,
se realizaron diferentes modificaciones,
siendo una de ellas, hibridaciones con otros
compuestos como el quitosano (Hanafy et al.,
2016), o recubrimientos con polisorbato 80

para modificar su solubilidad (Wilson et al,
2008). Los ensayos con estas NPPs se
hicieron en modelos in vitro e in vivo. Para los
estudios in vitro se utilizaron células HT22
(Fan et al., 2018), células HaCaT (Madhu et
al., 2021), bolsa de didlisis (Madhu et al.,
2021), células PBCEC (Li, G. et al., 2020) y
células SH-SY5Y (Jha, A. et al., 2019). Por
otro lado, para los estudios in vivo los modelos
animales fueron ratas Sprague-Dawley, las
cuales fueron utlizadas en 5 estudios.
Asimismo, también se utilizaron ratas Wistar
(Hanafy et al., 2016), ratones Balb/c (Kaur et
al., 2018), APP/PS1 (Fan et al, 2018) y
3XTgAD (Yao et al.,, 2011). Ademés de los
modelos experimentales, se recalca la
importancia de las vias de administracion. La
mayoria de los estudios utlizan la via
intranasal debido a la absorcién por el bulbo
olfatorio (figura 1). Sin embargo, hay dos
estudios hechos por Mittal (2011) y Yao et al.
(2011) en donde se usa exitosamente la
administracion oral (via sistémica), optando
asi por una absorcion en la barrera
hematoencefélica.

Tabla 1. Diferentes NPPs en proceso de investigacién o aprobacién para el tratamiento de Alzheimer.

recubiertas con
polisorbato 80

Nanoparticulas | Modelo de Via de Principales Referencias
evaluadas estudio administracion hallazgos
y dosis
(Wilson et al,
Nanoparticulas in vivo: Administracion | Mejora significativa 2008)
de poli(n-butil Ratas sistémica por | en el transporte del
cianoacrilato) inyeccion farmaco.
solasy intravenosa

dosis: 1 mg/kg

Poli(lactida-co-

Poli(lactida-co- via oral El recubrimiento de | (Mittal, 2011)
glicolida) in vivo: ratas _ las NPPs con T-80
(PLGA) + macho Dosis: 100, 200 | st ser estable
estradiol Sprague- Y 400 pg por durante su paso
y Dawley rata. por el tracto

via intravenosa.

glicolida) Via oral igual de
(PLGA) + Dosis: 100 pg eficaz que via
Tween 80. por rata. intravenosa para

gastrointestinal
(GD).

reducir o prevenir
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el desarrollo de la
enfermedad

Adicionado al Reduccion del
2-desoxi-D- In vivo: alimento AIN- | estrés oxidativo en (Yao et al,
glucosa (2-DG) Ratones 93G mitocondrias del 2011)
3xTgAD modelo in vivo.
hembra de 6
meses de Dosis: 0.04% Disminucién de la
edad por dos proteina precursora
semanas amiloidea y los
oligbmeros beta
amiloide.
Via intranasal
Nanoparticulas In vivo: Sencillez de (Hanafy et al,
de Ratas preparacion, costo 2016)
hidrobromuro Wistar Tamafio de la | Telativamente bajo
de galantamina nanoparticula: y aumento la
con quitosano 48.3 a 68.3 nm. biodisponibilidad
(CX-NP2) COMoO reservorios
de farmacos
L intracelulares
Dosis in vivo:
3 mg/kg
Via intranasal
Nanoparticulas in vivo: Desarrollo de (Muntimadugu
de PGLA con Ratas sistemas de et al, 2016)
tarenflurbil Sprague- Tamafio de la entrega eficientes
(TFB) Dawley nanoparticula: para TFB.
247 nm. proteccion del
farmaco contra la
degradacién
... | quimicay biologica
Dosis INVIVO: | o |4 cavidad nasal
5 mg/kg
in vitro: (Fan et al,
Nanoparticulas células dosis in vitro: Buena 2018)
PLGA-PEG- HT22 bioseguridad, alta
B6/Cur (50, 100, 200,y | biodisponibilidad y
in vivo: 500 pg/mL) mejora de la
ratones eficiencia de
(APP/PS1) Via transporte al
intraperitoneal cerebro.
Dosis in vivo:
25 mg/kg
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In vivo: Via intranasal Aumento la
Nanoparticulas ratas biodisponibilidad y (Kaur et al,
de PLGA- Sprague- mejoro el 2018)
quitosanocon Dawley y Tamaiio de la suministro del
analogos de raton Balb/C | nanoparticula; | farmaco al cerebro
TRH macho 163.6 + 8 nm. brindando
antiepilépticos propiedades
mucoadhesivas.
In vitro: Dosis in vitro:
células 51.5 pg/mL
HaCaT
Dosis in vivo:
80 mg/kg
Quitosano- Inhibicién de la (Jha et al,
PLGA in vitro: Dosis: 20 ug. formacion de 2019)
células SH- /ml amiloide in vitro,
SY5Y desagregacion de
los amiloides

preformados e
Inhibiciéon de la
formacién de
fibrillas amiloides.

(Li et al, 2020)

PEG-polilactida in vitro: _ Buena
(PLA) células Dosis de encapsulacion,
conjugadas con | endoteliales | PBCEC: 1,2y mejora de
Lf (PPN) (Lf- | capilares de 4 ng/mL suministro a través
PPN). cerebro de la'y tamafio de
porcino NPPs pequefio.
(PBCEC).
Tamafio de la
Nanoparticulas In vitro: nanoparticula: | Nanoencapsulacion | (Madhu et al,
de PGLA con Bolsa de 1212 nm de un farmaco 2021)
Withaferin-A Didlisis antioxidante y su
retencion de
o actividad
Dosis in vitro: antioxidante a la
500 pg/ml hora de liberarse
para prevenir la
neurodegeneracion
en Alzheimer
Ademads del tipo de NPPs, del modelo animal los hallazgos encontrados. Los estudios
y de la via de administracion, una de las cosas mostraron buena bioseguridad y
més importantes de las investigaciones son biodisponibilidad de las NPPs utilizadas (Fan
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et al., 2018), mejora en el suministro del
farmaco al cerebro (Kaur et al., 2018) y buena
proteccion del farmaco al ser encapsulado en
las NP, evitando asi su degradacion (Madhu
et al., 2021). Se destaca también la falta de
seguimiento en los ensayos que utilizan la via
oral para la administracién de las NP en los
estudios de Mittal (2011) y Yao et al. (2011).

A) By

DIFERENTES PASOS
POR LA BARRERA
HEMATOENCEFALICA

BARRERA
HEMATOENCEFALICA

%
°

%,
o) DO @

cerebro

Estos estudios demostraron resultados muy
buenos, sin embargo, no continuaron
tomando en cuenta esta via de
administracion, ya que se optaron por vias
intranasales. El cambio de enfoque se puede
deber a un acceso mas facilitado al cerebro
sin exponer al farmaco a altos procesos de
degradacion (figura 1).

A) TRANSCITOSIS MEDIADA POR
ABSORCION.

B) TRANSCITOSIS MEDIADA POR
RECEPTORES.

C) TRANSPORTE MEDIADO POR
TRANSPORTISTAS.

D) DIFUCION PASIVA.

E) VIA PARACELULAR.

VIAS DE ADMINISTRACION
1) VIA LOCAL.

2) VIA INTRANASAL.

3) ViA SISTEMICA.

BULBO OLFATORIO

cerebro

2)

Figura 1. Vias de transporte de las NPPs y su llegada al cerebro. Se pueden observar las diferentes vias de

administracion y las partes del cerebro en las que se absorben. 1) Administracion por via local y absorciéon por meninges. 2)

Administracion por via intranasal y absorcion por bulbo olfatorio. 3) Administracion por via sistematica y absorcion por la

barrera hematoencefalica. En los apartados A), B), C), D) y E) se muestran diferentes tipos de transporte a través de la

barrera hematoencefalica.
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Parkinson y  aplicacion de
nanoparticulas poliméricas.

La enfermedad de Parkinson (PD) esta
clasificada como un desorden
neurodegenerativo, el cual puede ser
progresivo o0 crénico dependiendo del
paciente. Segun Dexter & Jenner (2013),
ocupa el segundo lugar en prevalencia de
enfermedades neurodegenerativas en paises
industrializados, siendo el género femenino el
mas afectado. Aunque no se conoce con
certeza la causa de PD, Kouli et al. (2018)
mencionan la influencia de ciertos factores
que propician la enfermedad. La edad es el
factor de riesgo mas importante ya que la
prevalencia a los 60 afios es de 0.5-1%,
teniendo un aumento a 1-3% en la edad de 80
afios.

Datos de Schulte & Gasser (2011) mencionan
la presencia de aproximadamente 23 genes
relacionados con PD los cuales han sido
denominados como “PARK Genes”. Dentro de
los genes autosémicos dominantes, se han
encontrado mutaciones puntuales en SNCA
(gen de alfa-sinucleina) y LRRK2 (quinasa rica
en repeticiones de leucina 2). Este Gltimo gen
ha sido confirmado como patogénico por
Healy et al. (2008), debido a las implicaciones
que puede tener en el paciente. Por otra parte,
los genes autosémicos recesivos PRKN,
PINK1 y DJ-1 han sido relacionados con
alteraciones en la homeostasis mitocondrial
en un estudio realizado por Pickrell & Youle
(2015). Ademéas, PARK14, PARK17 vy
PARK20 han sido descritos como genes que
han influido en el desarrollo de Parkinson
atipico.

A medida que avanza la enfermedad, el
paciente puede presentar sintomas que
afectan o no al aparato locomotor. Los
sintomas motrices causados por PD pueden
ser bradicinesia, hipocinesia, acinesia, rigidez
en el cuerpo e inestabilidad en la postura.
Kouli et al. (2018) han reportado que dichos
sintomas se pueden comenzar a presentar de
12-14 afios antes del diagndstico de PD.
Balestrino & Schapira (2020) mencionan que
en la patologia de PD hay una deficiencia de
dopamina en el sistema nigroestriado.

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

Ademas, Sonne et al. (2021) observaron una
pérdida de pigmentacién en la sustancia
oscura del cerebro, especificamente en la
parte compacta. En dicha estructura, se
localizan las neuronas dopaminérgicas,
responsables de la produccion de dopamina
en el cerebro. Dennis (2012) indica que la
pérdida de pigmentacién en la parte compacta
se da por la muerte de neuronas
dopaminérgicas, las cuales contienen un
pigmento llamado neuro-melanina.

Una de las posibles causas de la deficiencia
de dopamina es producto de la falla fisiolégica
en la zona subventricular del cerebro. Li et al.
(2019) ha descrito que dicha area tiene un
papel muy importante, ya que es el origen de
la neurogénesis de las células productoras de
dopamina. El neurotransmisor descrito es
clave en los ganglios basales, ya que tiene la
tarea de intensificar las sefiales nerviosas que
son enviadas a los musculos. Debido a ello,
se ha relacionado la pérdida de dopamina con
los sintomas relacionados a afectaciones en
el sistema locomotor de personas que
padecen la enfermedad en cuestion.

Por otra parte, Brundin et al. (2017) menciona
gue en PD hay una acumulacion de proteinas
interneuronales, alfa-sinucleina
principalmente, las cuales reciben el nombre
de cuerpos de Lewy (LB). Las proteinas
mencionadas tienden a presentar un mal
plegamiento, lo cual afecta su estructura y la
solubilidad que tienen. Debido a lo descrito
anteriormente, se generan inclusiones
proteicas las cuales pueden ser localizadas
dentro de las neuronas. Sin embargo,
autopsias realizadas por Rocha & Morrison
(2021) han encontrado LB en el cortex
cerebral, sustancia oscura e hipocampo. Por
ende, se ha llevado a realizar modelos sobre
la formacion de LB y su movimiento a través
del sistema nervioso. Braak et al. (2003) han
propuesto un modelo en donde la presencia
de LB comienza en el ndcleo de los nervios
vagales y glosofaringeo, pasando al tronco
encefdlico y terminando en el cértex cerebral.
Debido a que dichas inclusiones proteicas son
encontradas a lo largo del sistema nervioso,
Beach (2017) ha relacionado los LB con la
demencia y otros desordenes relacionados
con cuerpos de Lewy, al igual que nuevas
terapias para ambas enfermedades.

53



Articulos

La enfermedad de Parkinson, al afectar la
produccion de dopamina en el sistema
nervioso central, ha sido el blanco para el
desarrollo de nuevos tratamientos. Al igual
que con la enfermedad de Alzheimer, una
limitante para nuevos tratamientos es el poder
atravesar la barrera BHE y una correcta
absorcion por parte de las células diana. En
consecuencia, se han ido estudiando nuevas
formas de liberacion de un compuesto activo
con la capacidad de atravesar la BHE. Las
NPPs, como es mencionado por Baskin et al.
(2020), brindan la oportunidad de eliminar las
limitantes farmacocinéticas debido a su
tamanfo y afinidad por su ligando. En estudios
realizados por Paccione (2016), Hasdsri et al.
(2009), Rashed et al. (2015) y Zhang et al.
(2018) han demostrado que las NPPs
estudiadas tienen la capacidad de atravesar la
BHE, al igual que transportar de manera
eficiente el compuesto activo. Dentro de los
estudios, principalmente se han tomado como
célula diana a las neuronas productoras de
dopamina, aunque de igual manera se ha
abordado para la alfa-sinucleina. Los
tratamientos mencionados buscan disminuir la

pérdida de neuronas dopaminérgicas en la
sustancia negra del cerebro, al igual que
aumentar la concentracion de dopamina. Con
ello, se quiere lograr una terapia contra el PD,
la cual pueda revertir parcial o complemente
los efectos adversos que promueve esta
enfermedad.

En los ultimos afios se han realizado diversos
estudios en los que se utilizan NPPs cargadas
con diferentes compuestos, como se observa
en la tabla 2. En estas investigaciones se
utilizan modelos in vitro e in vivo; algunos de
los modelos in vitro incluyeron células SH-
SY5Y con MPP+ (Zhang et al., 2018), HUVEC
(Gan et al., 2019), MBCK (Zhao et al., 2020),
BE (2)-M17 y HelLa (Garcia et al, 2021). Por
otro lado, los estudios in vivo utilizan ratas
Wistar (Gambaryan et al., 2014) y Sprague-
Dawley (Zhao et al., 2020); ratones C57BL/6
(Wu et al., 2020) y GAT1 knockout inducidos
con Parkinson (Zhao et al., 2020) y Drosophila
melanogaster o mosca de la fruta (Fernandez
et al.,, 2021) que destaca por ser uno de los
modelos mas recientes utilizados en esta
enfermedad.

Tabla 2. Diferentes NPPs en proceso de investigacion o aprobacion para el tratamiento de Parkinson.

Nanoparticulas | Modelo de estudio Via de Principales Referencias
evaluadas administracién hallazgos
y dosis
In vivo: Ratas Administracién Mayor
Poli lactida-co- Wistar intranasal biodisponibilidad y (Gambaryan
glictlida (PGA) ruta de administracion etal, 2014)
Dosis: 0.35 mas eficaz.
mg/kg
diariamente por Recuperacion motriz.
4 semanas. El efecto dur6 una
semana después de
ser suspendido el
tratamiento, lo cual
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supone un tiempo de

vida media mayor.

Implantacion (Rashed et
nanogel de in vivo: ratas Wistar intratecal Mejora significativa al, 2015)
PVP/PAA macho adultas en el estado de
cargado con Dosis: 12 mg/kg catalepsia y mejora
dopamina en la funcién
mitocondrial del
cerebro.
Mayor cruce de la
NPPs de In vivo: Ratas Via intranasal BH. reduccién de (Sridhar et
quitosano macho Sprague— Sosic. metabolismo de al, 2018)
cargadas de Dawley . selegilina sistémico.
selegilina In vivo: 1 mg/kg
Restauracion de
actividad antioxidante
de catalasay
aumento de
concentracion de
glutatién reducido,
tras tratamiento.
Niveles de dopamina
significativamente
mas elevados tras
administracion de
NPPs que
con soluciones
orales.
in vitro: Administracion Mayor vida util de (Zhang et al,
Cerasomas neuroblastoma intravenosa circulacién, mayor 2018)
modificados con humano (SH- permeacion, entrega
PS 80 cargados SY5Y) con MPP+ eficiente de
con curcumina (1-metil-4- Dosis: 15 mg de curcumina y
(CPC) fenilpiridina) curcumina/kg
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in vivo: ratones
C57BL/6

menos
complicaciones no

deseadas.

No toxicidad,

NPPs cargadas In vitro: HUVEC Via sistémica potencial para inhibir (Gan et al,
con miRNA-124 (células catéter. las vias de 2019)
endoteliales) y Dosis: sefializacion
células microgliales osis: 20 M proinflamatorias y
BV mejorar la
In vivo: ratones neuroproteccion,
C57BL/6 macho disminucioén de 3
veces en la apoptosis
en las células
in vitro: células de Células MBCK: Mejorar en la (Zhao et al,
GB encapsulado | i5sn canino Madin- 1pg /ml absorcién de GB, 2020)
en PEG-PCL Darby (MBCK) y
(GB-NP) células de células SH- Mejora en transporte
neuroblastoma SH- | SY5Y: 1,5, 10y | & ravés de barreras,
SY5Y 20 M. reduccién de déficits
conductuales.
in vivo: embriones pez cebra:
y larvas de pez Dosis: 50, 100,
cebra, 200
ratas Sprague- ng/mL
Dawley
Ratas via oral
y raton GAT1 Dosis: 4 mg/kg.
knockout inducido
por MPTP de Ratones: via
Parkinson oral
Dosis: 5 mg/kg.
Inyeccion
Extracto de In vivo: Ratones intraperitoneal Restauracioén de la (Wu et al,
Ginkgo biloba - C57BL/6 macho motricidad, 2020)
disminucién del dafio
BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1 56




Articulos

acido en neuronas.
protocatecuico Dosis: 0.1 Aumento en la

mL/10g de peso, expresion de tirosina

por 21 dias hidroxilasa (TH) en la
sustancia negra del
mesencéfalo.
Administracion (Jahansooz
Poli-butil- in vivo: ratas Wistar intravenosa Liberacion sostenida et al, 2020)
cianoacrilato macho adultas y reversion de déficits
con dopamina neuroconductuales
Dosis: 4.95 de
dopamina mg/kg
NPPs de 1,4- In vitro: células Inyeccién Las nanoparticulas
bis(imidazol-1- BE(2)-M17 y HelLa | intracerebrovent mostraron baja (Garcla et
ylmethyl) In vivo: ricular toxicidad in vitro, al al, 2021)
benceno (BIX) | ratones hembra de Dosis: 200 pg igual que mayor
encapsulando 12 semanas, retencion intracelular
dopamina (tolerancia y MRI) Administracién de dopamina y lento
intranasal metabolismo.
(Inspiradas en
neuromelanina) ratas: Sprague- Dosis: 20 pL
Dawley con dosis total La administracién
equivalente de nasal mostré ser
50 ug de DA eficiente atenuando
libre. alteraciones motoras.
In vivo: Drosophila via oral
NPPs de melanogaster Efectos de Fernandes
polivinilpirrolidon (Moscas de la Dosis: 6 yM de neuroproteccion et al, 2021)
a(PVP) cargas fruta) luteina. contra dafio inducido
de luteina por rotenona en

sistema locomotor,

permitiendo

supervivencia celular,
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restauracion de
niveles de dopamina,
la actividad
enzimatica de tirosina
hidroxilasa,
acetilcolinesterasa e
indicadores de estrés

oxidativo.

Asi mismo la importancia de los estudios
mencionados radica en los resultados
obtenidos, mostrando asi una mayor
biodisponibilidad de las NPPs (Jahansooz et
al., 2020), mejor cruce a través de la BHE
(Sridhar et al.,, 2018) y mayor vida util de
circulacion de la curcumina (Zhang et al.,
2018). En cuanto a los efectos que tuvieron las
NPPs, Rashed et al. (2015) report6 una
mejora en la funcién mitocondrial del cerebro,
mientras que Wu et al. (2020) y Fernandez et
al. (2021) pudieron disminuir el dafio en las
neuronas Yy brindar proteccion neuronal,
respectivamente. Los estudios de toxicidad
son de suma importancia en el desarrollo de
terapias alternas para Parkinson, sin
embargo, solo el estudio de Garcia et al.
(2021) report6 una baja toxicidad en los
estudios in vitro.

Perspectiva actual

Analizando las diferentes terapias que han
sido probadas durante muchos afios,
podemos darnos cuenta de que existen tres
desafios importantes a las que éstas se
enfrentan y que se buscan superar
constantemente. El primer desafio para
combatir las enfermedades
neurodegenerativas es atravesar la barrera
BHE ya que limita el paso de farmacos y su
absorcion. Como segundo mayor desafio para
combatir las enfermedades
neurodegenerativas, se encuentra la via de
administracion debido a que el cerebro es un
o6rgano diana dificil para los farmacos. El
tercer desafio consiste en encontrar el modelo
animal ideal para simular las enfermedades
neurodegenerativas y poder escalar el
tratamiento de animales a humanos
deteniendo el avance en el area.

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

Las NPs poliméricas demostraron un gran
potencial para superar los primeros dos
desafios, no obstante, para el tercer desafio
no hay suficiente bibliografia que respalde una
nueva solucibn. Como se observo en las
tablas 1 y 2, los estudios in vivo se suelen
hacer en una mayor cantidad con modelos de
estudio tradicionales, sin embargo, se han
probado nuevos modelos como las moscas de
la fruta y los peces cebra, siendo el mas
prometedor este Ultimo. El uso del pez cebra
en las investigaciones realizadas por Saleem
et al. (2018), y mas recientemente por Zhao et
al. (2020), brindan una nueva perspectiva al
tercer desafio ya que el modelo no cuenta con
las restricciones anteriormente mencionadas
y cuenta con un gran parecido neurolégico al
humano en las vias neuroanatomicas,
neuroquimicas y conductuales; ademas de
que dicho modelo cuenta con un sistema
nervioso relativamente simple y con una
transparencia O6ptica de los embriones
permitiendo iméagenes neuroldgicas en tiempo
real, mejorando asi la comprension de la
actividad neuronal y la distrofia axonal de una
manera no invasiva.

En conclusion, las NPPs han abierto muchas
puertas en el area médica dando asi la
posibilidad de combinar diversos materiales
para obtener mejores y mas prometedores
resultados, permitiendo asi, encontrar una
manera eficiente para el transporte y llegada
de medicamentos a las células diana de
enfermedades que antes parecian sin
solucién o sin tratamiento aparente, tal como
las enfermedades neurodegenerativas.
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ABSTRACT

Dengue disease is a public health matter in some regions of the world. Since it was first reported in
Mexico in 1941 it has been a very complex and relevant problem to address. Antigenic diversity,
genetic and immunological susceptibility are some factors that limit the development of an efficient
treatment for the disease. The control methods used are vector and symptomatic ones. This review
aims to discuss the epidemiology of Dengue in Mexico from 2000 to 2021 and the different
biotechnological strategies that are in development. The findings show that Mexico had an increase
in cases since 2019 which affected people of all ages. Current research has reasonable
expectations for preventive care and therapeutic treatment that include vaccines, antivirals and
monoclonal antibodies.

Key words: Dengue Virus, Dengue, Epidemiology, Mexico, Vaccines, Monoclonal Antibodies,
Antivirals.

RESUMEN

El Dengue es un problema de salud publica en algunas regiones del mundo. Desde que se reportd
por primera vez en México en 1941 ha sido un problema muy complejo y relevante de abordar. La
diversidad antigénica, la susceptibilidad genética e inmunolégica son algunos factores que limitan
el desarrollo de un tratamiento eficaz para la enfermedad. Los métodos de control utilizados son el
vectorial y el sintomatico. Esta revision tiene como objetivo discutir la epidemiologia del Dengue en
México del 2000 al 2021 y las diferentes estrategias biotecnoldgicas que se encuentran en
desarrollo. Los hallazgos muestran que México tuvo un aumento de casos desde 2019 y que afecta
a personas de todas las edades. La investigacion actual tiene expectativas razonables para la
atencién preventiva y el tratamiento terapéutico que incluyen vacunas, antivirales y anticuerpos.

Palabras clave: Virus del Dengue, Dengue, Epidemiologia, México, Vacunas, Anticuerpos
Monoclonales, Antivirales.
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INTRODUCTION

Dengue is a mosquito borne disease that
represents a serious public health problem
worldwide (Daep et al., 2014; WHO, 2020).
The estimated incidence of Dengue is
approximately 284 to 528 million infections
per year, the average cost per case is around
$84.73 USD for fatal cases and 70.10 USD
for cases admitted to hospitals (Hasan et al.,
2016). It is a viral infection caused by Dengue
virus (DENV) that belongs to the family
Flaviviridae. Its genome is composed of a
single strand of positive RNA (ssRNA+) that
goes from 9.2 to 11.0 kb in length. It has a
single open reading frame that encodes for
three structural proteins that form the capsid
(C), envelope (E) and membrane (M), and
seven nonstructural proteins which play a role
in assembly and replication, NS1, NS2A,
NS2B, NS3, NS4A, NS4B and NS5 (Dengue
Viruses, n.d.; ICTV, 2020).

Viral infection begins when the mosquito
vector genus Aedes deposits the viral
particles in the epidermis where cells such as
keratinocytes and dendritic cells of the skin
are permissive to infection. These migrate to
lymphatic organs for viral replication in the
cells' cytoplasm (Laureti et al., 2018; Lim et
al., 2018). Upon arrival, the viral particle
opens the nucleocapsid to emancipate the
viral RNA, which takes over the host cell
machinery in the rough endoplasmic
reticulum to replicate, transcribe and translate
its genetic information. Later, it becomes
enveloped, matured, and converted into an
infectious patrticle that is released and can
now infect other cells in the host (Dengue
Viruses, n.d.; Pierson & Diamond, 2020).

Mexico classifies Dengue infection severity in
four main groups, being asymptomatic
infections, undifferentiated fever, Dengue
fever (DF) or non-severe cases, and Dengue
hemorrhagic fever (DHF) which is
characterized by increased capillary
permeability and hypovolemic shock (Lim et
al., 2018). The severity of disease depends
on many factors that have not been fully
understood (Martina et al.,, 2009). The
knowledge gathered from outbreaks have
revealed that antigenic diversity among
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serotypes is one of the most critical of them
(Lan & Hirayama, 2011; Thanachartwet et al.,
2015). This antigenic diversity allows
classification of DENV in four serotypes
(Yung et al.,, 2015). The exposure to one
serotype confers partial protection to a
secondary infection with other serotypes,
which is called heterotypic infection (Bell et
al., 2019; Dejnirattisai et al., 2016).
Paradoxically, the heterotypic infection
exponentially increases the risk of severe
disease due to the development of ineffective
and detrimental immunity. These processes
are explained in the two more accepted
theories called Antibody Dependent
Enhancement (ADE) and Original Antigenic
Sin (OAS) (Dejnirattisai et al, 2016;
Rothman, 2011).

Currently there are no approved prevention
methods for this viral agent, or treatments for
this disease beyond those intended to relieve
the symptoms of infection. However, multiple
research projects and clinical trials are testing
several molecules with therapeutic properties
which can be classified as vaccines, drugs,
and antibodies (Deng et al., 2020; Rajapakse
et al.,, 2012; San Martin et al.,, 2012). The
current review aims to discuss the
epidemiology of Mexico from 2000 to 2021,
including major outbreaks, incidence, and
social context, as well as biotechnological
strategies against Dengue.

MATERIALS AND METHODS
Epidemiology of Dengue in México

We conducted a literature and documentary
search of available sources describing the
epidemiology of Dengue in Mexico between
2000 and 2021, aiming to discuss the
evolution over time. Number of cases,
including both DF and DHF, as well as deaths
and mortality rates per year, outbreaks,
seroprevalence, serotypes distribution and
other relevant information were compiled and
analyzed.

The databases consulted included PubMed,
Scientific Electronic Library Online (SciELO),
PAHO/WHO database, Mexican academic
and medical databases. The numbers of
cases, deaths and serotype distribution were
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collected from PAHO dynamic figures,
CENAPRECE bulletins and Ministry of Health
Epidemiological week reports and were
compared to find similarities, gaps and
irregularities. Additionally, medical reports,
guidelines and other documental resources
provided by government institutions, health
and academic sector and international
organizations were included to better
understand the sociopolitical context in this
period aiming to discuss its implication in the
progression of Dengue. Some of the
keywords used to collect relevant information
were “Dengue’, ‘epidemiology’, ‘Mexico’ and
‘outbreak’.

Biotechnological Solutions

Preclinical, Clinical, and Experimental studies
were included for discussing the current
status of biotechnological solutions against
Dengue Disease. Vaccines, Monoclonal
antibodies and Antiviral drugs were the
approaches discussed in the present work.

Literature was collected from PubMed and
Scholar Google from the period of 2014 up to
date. The efficacy of the treatments was
determined in terms of reduction of viral titers
for RNA quantification, NS1 sera levels and
mortality rates in case of animal experiments.
Given the lack of preclinical and clinical
studies in monoclonal antibodies-based
therapy, experimental studies evaluating the
efficiency for treating Dengue in murine and
non - human primates were included.

RESULTS AND DISCUSSION
The Origins of a Public Health Problem

The first great Dengue epidemics date back
to the 18th to 19th century in Asia, Africa and
North America. This time period was
characterized by spontaneous but large
epidemics, and although there were no
molecular tests for characterization, patients
reported clinical pictures compatible with DF
(San Martin et al., 2012). Later, the
commercial, economic and ecological stage
of the 20th century facilitated the
dissemination and cocirculation of different
serotypes of DENV worldwide (Warkentien,
2016). Moreover, severe and fatal cases of
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Dengue started to increase, DHF epidemics
started in Manilla Philippines in 1954
(Warkentien, 2016), followed by Southeast
Asia countries in the years 1958 - 1980 and
South and Central Pacific in the same
timeframe (lvonne Torres-Galicia et al,
2014).

Due to the increasing threat of the Aedes
mosquito as a vector of hemorrhagic
diseases, the Pan American Health
Organization (PAHO) made important efforts
to control its spread during 1947 - 1970,
achieving the eradication in more than 20
countries across the Americas (San Martin et
al., 2012; Warkentien, 2016). However,
gradual loss of both political and social
interest in the disease, as well as flexibility in
measures taken by PAHO, resulted in the
deterioration of the program, reinfestation of
lost territory and the greatest geographical
extension ever (lvonne Torres-Galicia et al.,
2014; San Martin et al., 2012; Schneider et
al, 2010). Consequently, this would cause an
important increase in outbreaks throughout
the Americas, and the beginning of a serious
health problem that affects thousands of
people to date (San Martin et al.,, 2012;
Ivonne Torres-Galicia et al., 2014).

Mexico’s Epidemiology

First Dengue transmission reports in Mexico
appeared in 1941, with an estimated
incidence of 6,955 cases per 100,000 people
(Ivonne Torres-Galicia et al., 2014; Schneider
et al, 2010). In the next 2 decades, the
country experienced low incidence and even
eradication in 1963 mainly due to the PAHO
campaigns (Schneider et al, 2010). However,
the reintroduction of the viral agent in 1978
resulted in multiple outbreaks south of the
Mexican territory (Schneider et al, 2010;
Laredo-Tiscarefio et al., 2012). Even though
the following outbreaks of Dengue did not
show an important increase in cases, the
territorial extension of Aedes mosquito went
up to 1100 m over the sea level and there
was a reintroduction of different serotypes,
which alarmed health experts (Subsecretaria
de Salubridad DIGEPI, 1984; PAHO/WHO,
n.d.; Koopman & Gémez - Dantés, 1986).
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Mexico experienced the introduction of
serotypes 1,2 and 4 in the mid-eighties
(Schneider et al, 2010; Laredo-Tiscarefio et
al., 2012) and subsequently DENV 3 in 1994
(lvonne Torres-Galicia et al.,, 2014; San
Martin et al., 2012). As Haldstead’s studies
would demonstrate, cocirculation of different
serotypes elevates the risk of Dengue
complications (Halstead, 1981). The first
consequences of this fact would be noticed in
1984, with the first deaths caused by Dengue
(Koopman & Gémez - Dantés, 1986). DHF

cases would also increase dramatically in the
following years, reaching a peak in 1997 with
52,561 cases and 37 deaths (Fajardo-Dolci et
al., 2012; Ilvonne Torres-Galicia et al., 2014;
PAHO/WHO, n.d.). Exposing these key
events will help to understand the context of
Dengue in the 21st Century, which is
summarized in table 1.

Table 1. Epidemiology of Dengue in México

Serotypes Total Incidence Number of Number of cases Deaths Mortality Rate
Year Number of (Per 100,000 cases Regular Dengue (Per 100,000
Cases hab.) Dengue Hemorrhagic Fever hab.)
2000 DENV1,2 3 21,665 219 21,615 50 0 0.00
2001 No information 6,019 6.0 5,628 191 0 0.00
2002 DENV1, 2 3 8,415 8.3 65,986 1,429 6 0.01
2003  No infermation 3,599 35 2,180 1,419 0 0.00
2004 DENV 1,2 3 4 b,243 6.0 4,264 1,959 13 0.01
2005 DENV1,2 3 12,607 11.9 8,352 4,255 0 0.00
2006 DENV 1 22,810 21.2 18,333 4477 0 0.00
2007 DENV1,2 3 4 40,539 371 32,642 7,897 10 0.01
2006 DENV1, 2 3 25,040 226 18,926 6,114 24 0.02
2009 DENV1,2 3 4 238,289 212.0 227,015 11,374 96 0.09
2010 DENV1,2 3 51,635 453 45,299 6,336 20 0.02
2011 DENV 1,2 3 4 63,628 55.0 59,338 4,290 36 0.03
2012 DENV1,2 3 4 165,749 141.3 145,043 17,706 170 0.14
2013 DENV1,2 3 4 231,498 198.4 212,831 18,667 192 0.16
2014 DENV 1,2 3, 4 124,943 103.8 116,275 5,668 39 0.03
2015 DENV 1,2 3 4 219,593 160.2 214,129 5,464 42 0.03
2016 DENV 1,2 3 4 129,263 105.5 806 130,069 34 0.03
2017  DENV1,2 3 §9,892 72.0 89,518 375 24 0.03
2016 DENV 1,2 3 4 78,621 62.3 77,763 858 45 0.04
2019 DENV1,2 3 4 268,458 210.4 264,898 3,560 37 0.29
2020 DENV 1,2 3 4 129,639 936 119,581 1,068 79 0.06
2021 DENV 1,2 3 4 20,894 16.0 20,761 133 8 0.01

*Data was obtained from PAHO (PAHO/WHO, n.d)

In the last two decades there have been five
major outbreaks caused by Dengue, with the
presence of the infected vector in 30 out of
the 32 states of the country. The first major
outbreak was in 2007, with around 40,539
registered total cases, with four serotypes
present. The most affected state was
Quintana Roo. Later in 2009, the second
major outbreak was more severe with
238,289 reported cases in which 11,374
cases correspond to DHF, and the most
affected state by this outbreak was Colima.
The third major outbreak can be identified in
2013, with 231,498 reported cases, from
which 18,667 are DHF, according to the

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

PAHO. The fourth major outbreak was in
2015 with 219,593 total cases. And finally in
2019, the most recent major outbreak, the
PAHO reported 268,458 cases, with the
highest value for mortality rate of these two
decades being 0.29, with 371 deaths (lvonne
Torres-Galicia et al., 2014; Secretaria de
Salud, 2014). (See table 1).

The Dengue virus has been present in the
last two decades in Mexico; it has shown an
increase in the incidence in the Pacific and
Gulf regions. In 2002, Mexico reported a new
trend in which an increase of cases shifted
towards pediatric and juvenile populations,
age groups 15 to 24 years were the most
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susceptible to have DHF. The main states
affected by this trend were Colima, Guerrero,
Michoacan and Oaxaca. Dengue in children
and juveniles represents a risky situation due
to the clinical features and the early
complications presented, which are mainly
associated with a rapid and fulminant disease
evolution that involves many organs and that
could lead to a fatal outcome. Although there
was an increase of infection in children and
young people, it is not a specific age-related
disease (Ilvonne Torres-Galicia et al., 2014;
Torres-Galicia et al., 2014).

From 2000 to 2013, the main approach to
managing Dengue was focused on programs
to control the vector by increasing the
insecticide  application  coverage. This
approach did not work out and the cases kept
appearing and affecting young population. In
2013, the approach changed, and the
strategies allocated resources to prevention
(Secretaria de Salud, 2014). The new
approach assigned brigades of health
promotors and vector control by keeping risk
factors under control in the most susceptible
areas. The strategy also reduced the use of
insecticides to contribute to the sustainability
and avoid the vector resistance to
insecticides. Since this program was
modified, the country has invested in the
development and introduction of a vaccine
against Dengue fever, with the participation of
the public and private sectors, to prepare
Mexico to be one of the first countries to have
a vaccine against Dengue (Secretaria de
Salud, 2014).

Biotechnological Solutions

In the present day there is no specific
treatment available for Dengue infection
mainly because of controversial results
reported in clinical trials of different
therapeutic candidates (Rajapakse et al.,
2012; Eerde et al.,, 2019). This lack of
consistency in results may be a consequence
of both viral and host factors that intervene in
DENYV infection (Thanachartwet et al., 2015).
Genetic variability in terms of polymorphisms
in Major Histocompatibility Complex (MHC),
cytokine profile and response variations,
cellular receptors and other immunological

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

elements determine the clinical evolution of
pathology (Thanachartwet et al., 2015; Lan &
Hirayama, 2011). Moreover, viral load,
Dengue serotype, subsequent infection and
time period between infections also have a
great impact on the outcome of pathology
(Lan & Hirayama, 2011; Yung et al., 2015).

Despite the limitations previously exposed,
numerous therapeutic and prophylactic
strategies have been explored in recent years
(Low et al., 2017; Thisyakorn & Thisyakorn,
2014). Biotechnology has greatly contributed
to modern medicine by providing molecular
diagnostic tools that allow medical personnel
to precisely detect diseases and make
smarter decisions (Afzal et al., 2016). It has
made it possible to produce novel and more
complex drugs for prevention, combat and
even eradication not only infectious diseases
such as polio and smallpox, but also non
transmittable diseases like cancer (Afzal et
al., 2016; Sarthak Aggarwal, 2021). Within
the vast market of Biopharmaceutical
products, therapeutic proteins represent the
most relevant products due to the great
demand and potential applications (Schillberg
et al, 2019). For infectious diseases
management and control, the current arsenal
is conformed mainly by vaccines, antibodies
and antiviral molecules (Afzal et al., 2016).
These last products could generate a direct
or indirect inhibitory effect in the vital process
of virus life cycle (Low et al., 2017).
Additionally, biotechnology allowed to detect,
isolate and take the production to an
industrial scale of molecules from living
organisms and development of antiviral drugs
(Obi et al., 2021).

Vaccines

The development of Dengue vaccine
candidates has advanced over the last
decade because researchers and
pharmaceutical companies have invested
resources to create several vaccine
candidates involving various approaches.
Referring to replicating viral vaccines which
are created by reducing the virulence of the
pathogen without compromising its viability,
through attenuation by cell cultures or
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mutagenesis, and the formation of chimeric-
like viruses, these vaccines are robust, have
broad immunity and are long lasting, but can
present genetic instability and a possibility of
reversion. On the other hand, there are non-

protein vaccines and virus-like particles;
these vaccines have reduced reactogenicity
and balanced immune response, but are less
broad, potent and durable (Khetarpal &
Khanna, 2016)(Redoni et al., 2020). A listing

of the current vaccine candidates in different
phases of clinical trials is shown in table 2.

replicating viral vaccines, which include DNA
vaccines, inactivated virus vaccines, subunit

Table 2. Developing Vaccines for Dengue Infection

Vaccine Name Type Clinical Trial Phase
Dengvaxia Live attenuated virus Licensed
TDV Live attenuated virus 1}
TDV 003/005 Live attenuated virus 1
TDENV-PIV Inactivated vaccine 1l
D1ME100 DNA vaccine |
TVDV DNA vaccine |
DEN-80E Subunit vaccine |
TLAV/TPIV Heterologous prime/boost |
DEN 1/2 chimeric virus Live attenuated virus Preclinical
HR-Tet Live attenuated virus Preclinical
ChinDENV Live attenuated virus Preclinical
Purified psoralen inactivated virus Inactivated vaccine Preclinical
cEDIII Subunit vaccine Preclinical
YF17D-D2/pE1D2 Heterologous prime/boost Preclinical
VEE-VRP Virus like particle Preclinical
Dsv4 Virus like particle Preclinical
DENV-2 VLP Virus like particle Preclinical
MV-DEN Viral Vector Preclinical

(Khetarpal & Khanna, 2016; Redoni et al., 2020)

In the present day there is only one vaccine
that is licensed in Mexico and over 20
Dengue endemic countries, which is the
Chimeric Yellow Virus Dengue Vaccine
(CYD-TDV), commercialized under the name
Dengvaxia created by Sanofi Pasteur. It is a
tetravalent live-attenuated yellow fever virus
vaccine 17D, aimed to provide a balanced
immunity against all of the four serotypes of
Dengue. It has an age indication limited to
persons of 9-45 years of age, because other
ages present a relative risk of Dengue-related
hospitalization during clinical trials.
Additionally, this vaccine appears to act like a
primary natural infection in people who have
not been infected, also known as naive
individuals. These individuals are at a higher
risk of developing secondary-like infection
which is associated with more severe
disease; because of that, it can only be
applied to people who have already been
infected with Dengue (Khetarpal & Khanna,
2016; Redoni et al., 2020).
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Dengvaxia and most of the current vaccine
candidates lead to the generation of cross-
reactive antibodies, which is an important
problem with Dengue infection, so research
has to continue for vaccine candidates. Then,
the ideal vaccine has to provide protective
immunity from DENV infection regardless of
serotype, age and previous infection (Redoni
et al., 2020).

Monoclonal Antibodies

Monoclonal Antibodies (mAb) - based therapy
represents an alternative to vaccines. This
passive immunization approach has shown
successful reduction of viral load and
pathology resolution against some other
agents such as RSV, Ebola virus and recently
SARS - CoV2 (Hu et al., 2019). However,
DENV mAb therapy is limited by similar
factors to vaccine approach, including cross
reactivity, ADE and neutralizing capacities
(Hooft van Huijsduijnen et al., 2020).
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Both structural (E, prM, C) and nonstructural
(NS1, NS3, NS5) DENV proteins exert
humoral responses (Hurtado Monzén et al.,
2020). For that reason, many DENV directed
mAbs have been characterized and studied
such as those directed to the envelope
protein (Hurtado Monzén et al., 2020).
Envelope protein is the main antibody target
due to its role in attachment, internalization,
and interaction with host cells (Hooft van
Huijsduijnen et al., 2020). Envelope directed
mADbs that have already been proved in vivo
are listed in table 3. Multiple studies showed
that in terms of neutralizing capacity,
serotype specific mAbs presented the highest
grade (Natali et al., 2021). In vivo assays with
Human mAb (HmAb) 1F4 and 537
demonstrated that structure of epitopes plays
a crucial role in molecular recognition and

neutralization of virus (Fibriansah et al., 2014;
Young et al.,, 2020). Particularly, those Abs
directed to DIl in E protein, are the most
potent, serotype - specific antibodies reported
(Budigi et al., 2018; Natali et al., 2021).
However, these kinds of Abs are not easily
found in human sera. In order to improve its
serotype spectra and neutralizing capacity,
two mAbs have been produced. Firstly,
VIS513 is an engineered, humanized mAb
that is able to potently neutralize DENV
avoiding ADE (Budigi et al., 2018), and
relieve symptoms of severe disease (Ong et
al.,, 2017). Secondly, m366.6 is a variant of
m366 which underwent an affinity maturation
process for augmented affinity to 4 serotypes
(Hu et al, 2019). For that reason, DIl
directed mAbs are promising therapeutic
options for Dengue (Budigi et al., 2018).

Table 3. Therapeutic Monoclonal antibodies candidates against dengue infection

Serotype Specificity Target Moleculz Biclogical Activity Host of Tsolation
mAB
1F4 DENV T Envelope Significant reduciion of viral RNA copy number in infected mice (Fibriansah Human
(D 1 'and DI - DI hinge) etal., 2014; Young et al., 2020)
5J7 DENV 3 Envelope Reducfion of an average of 10 fold virus fiters in in AG129 mice af nanomolar Human
(Quaternary structure) concentrations (Young et al., 2020)
T4T{4)BT7 DENV 1 Envelope Dimer Epitope Prevented Aedes mosquitoes from acquiring DENV 1 from plasma {Tuan Vu Human
(EDE2) etal, 2019}
753(3)C10 DENV T, 4 Envel ope Dlmer Epitope Blockade of DENV T, 4 fransmlssmn to Aedes mosquitoes (Varadarajan. Human
Srinivasan, Maity & Ghosh, 2016)
VISH13 DENV T -4 En\re ope Reducfion of DENV fiters and protects from both primary and secondary Engineered
(Domain 1) antibody enhanced infection (Budigi et al., 2018).
m366.6 DENV 1,3, 4 Envelope Frotection from lethal DENV T - 4 infection in mouse model {Hu et al, 2019) Human
DEMNV 2 (Partial (Domain 11I)
protection)
3G0 DENV 3 Fusion Loop Epitope Sfrong neufralization and prolongation of survival of mice after a lethal DENV Human
(Envelope DIl) challenge (Kotaki et al., 2021).
1G5 -LALA DENV 1 Envelope Frofecfion against DENV T infecfion in murine model with no ADE (¥u efal_, Human
2017)
priT—AID DERV privl anfibodies Reduction in viral fifers, TC- 70 and ALT in mice challenged with DENVT Mouse
(Wang etal, 2017)
SlgN -3C - DENV T -4 Envelope Dimer Epitope Decrease viremia of 4 serofypes in adult infected mice (Lu ef al., 2078). Human
LALA (EDE)
1C19 DERVT-4 bc Loop ecognizes an adjacent site 0 and potently neufralizes all serofypes uman
(Envelope DIl (Smith et al., 2013)
D23 1GTC2 DENV T -4 Envelope Broadly neutralizes 4 serotypes with no ADE in mice (Ramadhany et al Human
2015).
N297Q - DENVT-4 Fusion Loop Epifope Cross - neufralizing acfivity fo all serofypes with no ADE in mice {Injampa ef Human
B3B9 (Envelope DII) al., 2017)
1H7.4 DENVZ NST of survival in mice receiving sublethal dose o plus ea ouse
etal, 2015)
ZE8 DENV T1-4 NE1 Reduction of viralfiters and NST levels in mouse sera. Mouse

Reduction of DENV - induced prelonged bleeding fime in mouse (Xu et al.,

2017).

Despite high neutralization activity, limited
pan - serotype recognition of specific mAbs
and the relatively high risk for complication of
disease via ADE made researchers look for
other options (Fibriansah et al.,, 2014).
Complex epitopes such as the quaternary
Envelope Dimer Epitope (EDE) have been
demonstrated to stimulate the production of
antibodies (Kotaki et al.,, 2021) with high
diverse neutralization and cross reactivity

BioTecnologia, Afio 2022, Vol. 26 No.1

among serotypes (Dejnirattisai et al., 2014;
Varadarajan, Srinivasan, Maity & Ghosh,
2016). Unfortunately, the presence of diverse
affinity antibodies in primarily infected
patients appeared to reduce the efficiency
(Varadarajan, Srinivasan, Maity & Ghosh,
2016) of EDE directed mAbs 747(4)B7 and
753(3)C10 (Tuan Vu et al., 2019). Although
the mechanism of decreased efficiency
remains unclear, it is hypothesized that
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antibodies  with  diverse  neutralization
capacities compete with each other for
epitopes (Varadarajan, Srinivasan, Maity &
Ghosh, 2016). These results suggest that
other criteria for further mAb target selection
need to be considered such as degree of
conservation or immunodominance. Fusion
Loop Epitope is a glycerine rich, hydrophobic
sequence located in the distal end of DIl
(Klein et al., 2013). It is implicated in critical
processes of infection such as dimerization of
E protein and pH dependent membrane
fusion (Costin et al., 2013). Additionally, this
linear epitope is immunodominant and highly
conserved among DENV serotypes and even
other flaviviruses which make it an interesting
candidate (Costin et al.,, 2013; Rouvinski et
al., 2017). Several groups have characterized
and produced FLE antibodies, reporting a
broad cross reactivity between serotypes
(Deng et al., 2011; Smith et al., 2013).
Unfortunately, most of these anti FLE mAbs
showed neutralization values considerably
lower compared to those mAbs directed to E
dimers or quaternary viral structures and
potently induce ADE (Kotaki et al., 2021,
Smith et al., 2013). This poor neutralization
capacity seems to be caused by suboptimal
exposition of the FLE region in mature DENV
particles  (Rouvinski et al, 2017).
Interestingly, Tsai et. al reported that FLE
from patients with a secondary infection
potently neutralize DENV, while those form
patients with primary infection show weak
neutralization capacity (Tsai et al., 2013).
These findings prompted new research such
as the one conducted by Kotaki et. al, in
which anti FLE 3G9 mAb underwent an
affinity  maturation process and Fc
modification (Kotaki et al., 2021). These
optimizations increment 3G9 potency and
reduce the risk of ADE (Kotaki et al., 2021).

ADE is theorized to occur due to the
suboptimal neutralization of DENV that
facilitate the entry to dendritic cells via FcyR,
resulting in the exacerbation of pathology
(Dejnirattisai et al., 2016). Consequently,
mADbs therapeutic candidates should avoid or
even reduce the risk of ADE in vivo. Several
strategies to overcome this problem have
been proposed. mAb - Fc modification by
deletion of glycosylation sites such as
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N297Q-B3B9 (Injampa et al., 2017) or
induction of mutations (SIgN-3C - LALA, IG5 -
LALA) reduced ADE and seemed to be
decisive in the performance of the therapy
(Xu et al, 2017, Lu et al., 2018).
Alternatively, the administration of anti-
idiotypic antibodies specific to prM mAb
dramatically reduced ADE effect in mice
challenged with DENV1 (Wang et al., 2017).

Challenges in development of structural
proteins directed mAbs that efficiently treat
Dengue make researchers explore
nonstructural proteins as potential therapeutic
targets because of the lack of ADE induction
and high degree of conservation (Wan et al.,
2014). NS1 is a multifunctional protein that
plays crucial roles in both viral cycle and
pathogenesis (Nasar, Rashid and Iftikhar,
2019). This is the only protein constitutively
secreted by infected host cells (Chen, Lai and
Yeh, 2018), and serum concentration of NS1
is correlated to disease severity (Nasar,
Rashid and Iftikhar, 2019). Some pathogenic
roles attributed to this protein are coagulation
cascade disruption, vascular leakage,
thrombocytopenia, proinflammatory factors
production, etc (Nasar, Rashid and Iftikhar,
2019). NS1 mAb have demonstrated multiple
therapeutic  mechanisms including the
reduction of viral titers, reduction in DENV
replication via complement-dependent
cytotoxicity (CDC), cross reactivity (Wan et
al.,, 2017) and reduction of NS1 induced
symptoms (See table 3).

mAbs represents an interesting
alternative/complement to vaccination, with
promising results such as those previously
presented. This kind of therapy may reduce
the risk of severe dengue and disease
transmission (Sultana et al., 2009). However,
mAbs approach faces important barriers
including cross reactivity, potency and the
risk of ADE as well as lack of experimental
models that mimics human pathogenesis of
Dengue (Kotaki et al., 2021; Chokephaibulkit
et al.,, 2020). Limited capability in mounting
full immune responses, lower infection
efficiency, high technical and economic
requirements and lack of clinical
manifestations are some reasons why mAbs
and other therapeutic candidates cannot be
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carried to Clinical Trials (Chokephaibulkit et
al., 2020; Zompi & Harris, 2012).

Antivirals

Currently, there are no approved or available
antiviral drugs for the treatment of Dengue in
any of its clinical manifestations. The only
treatment available is supportive fluid therapy
for severe Dengue and anti-inflammatory
drugs to treat the symptoms of mild Dengue.
The development of antiviral drugs effective
against Dengue has been a big challenge.
The main objective of an antiviral drug for
Dengue is to be able to reduce the viral load
in the first 70 hours in order to prevent the
progression to a more severe clinical
manifestation. One of the limitations of drug
development is the fact that the antiviral

Different studies have been made to
understand and detect new antiviral
metabolites in natural sources that are able to
target viral proteins (See table 4). There are
many  different  approaches to the
development of antiviral drugs against
Dengue. One of the most advanced
approaches is the drug repurposing for
Dengue therapy, in which many studies are
currently in clinical trials. Approved and used
antiviral drugs for other viral and non-viral
diseases is the fastest and less expensive
strategy to identify a treatment for Dengue.
Despite the effort, this strategy did not show
promising results against Dengue. Some of
the drugs that were evaluated in clinical trials
include chloroquine, celgosivir, ribavirin,
prednisolone, and lovastatin (See table 5)
(Sagaya Jansi et al., 2021).

should inhibit all four DENV serotypes (Anasir
et al., 2020).

Table 4. Therapeutic compounds candidates against dengue infection from natural and chemical sources

Compound Organism Target molecule Biological Activity Reference
7-0-Methyl-glabranine Tephrosia - The flavonoid showed a dose dependent inhibitory effectin ~ Sagaya et al. 2020
madrensis vitro on dengue-2 virus. The study showed a 70% inhibition

at a concentration of 25 pM.

Brefeldin A Penicillium sp. - Brefeldin A can inhibit the four serotypes of dengue virus. It Raekiansyah et al.
FKI-7127 showed an early antiviral effect on the life cycle of dengue. 2017
Fucoidan Cladosiphon - The polysaccharides demonstrate an inhibitory effectonin  Teixeira et al. 2014
okamuranus vitro study of 80% on DENV2. In the serotypes 3 and 4 are
moderately susceptible and for the serotype 1, fucoidan did
not present and effect.
There is no establish molecular mechanism of the inhibitory
effect yet.
Narasin Streptomyces - The polyether showed that it has a 50% inhibitory effect Teixeira et al. 2014
aureofaciens against all four DENV serotypes. It has a minimal
cytotoxicity.
Inhibits post-entry stages of viral replication by disrupting
viral protein synthesis.
ST-610 - NS3 Helicase Benzoxazole inhibitor. Potent inhibitor of DENV 2 in the Tian et al., 2018;
viral titer reduction assay. It showed to be non-toxic against ~ C.M. Byrd, 2013
DENV 1-4 on in vitro studies.
MLH40 - Entry inhibitor, protein M- Peptidyl inhibitor. Active against DENV 1-4. It showed an Tian et al., 2018;
E interaction IC50 value of 31.41 pM against DENV2.Inhibits the viral A.Panya, 2015
entry.
ST-148 - Capsid Inhibites the entry and assembly or release of the Tian et al., 2018;
virions by enhancing capsid-protein interaction and causing  P.Scaturro, 2014
structural rigidity
Peptide-conjugated - Viral genome, targets 5° Reduction of viral titers of DENV2. The 3'CS Panda et al., 2021
phosphorodiamidate terminal nucleotide and  targeted PPMO inhibited the replication of all four serotypes

morpholino (PPMO) 3 cyclization sequence  of DENV.inhibited DENV replication by interfering with both

regions (3'CS) mRNA franscription and protein translation machinery.
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Table 5. Antivirals candidates for repurposing strategy against dengue infection

Biological Activity and Target Clinical trial results

molecules

Inhibits DENV entry and the
replication in vitro and in vivo. Inhibit
the fusion between virus and host
membrane.

Reduce and prevent the Placebo vs prednisolone. 225 No significant change in
development of more severe clinical participants of ages from 5 to 20. clinical or virological end
manifestations or complications points.
Literature supports the modulation
of the function of endothelial
glycocalyx and its anti inflammatory
properties.

Study characteristics

Compound
Chloroquine

There was no change in the
viremia and NS1 levels

Placebo vs Chloroquine, 307
participants on the clinical trial.

Prednisolone

Lovastatin Showed an moderate inhibitory Placebo vs lovastatin, Efficacy was not address.
effect in DENV2 replication. In 300 participants . There is no beneficial effect on
animal models study that used mice the clinical manifestations or
it protected them from DENV2 viremia levels of DENV.
infection.
It is a cholesterol synthesis
inhibitor, which allows to limit
membrane mobilization needed for
the viral replication
Balapiravir Inhibit DENV4 RNA synthesis on in Placebo vs balapiravir, No changes in immunological

vitro studies. It is supposed to be an 64 participants of ages from 18 to
inhibitor of the NS5. 65 years old.
Ribavirin Showed synergistic effects when Phase 2 clinical trail multicenter, to
CM-10-18 is present, both are able evaluate safety. Practical
to suppress DENV2 replication in randomized controlled clinical
vitro and on murine model. research. 300 participants

and virological end points..

For example, chloroquine is being evaluated
due to its ability to inhibit endosomal
acidification, which interferes with the fusion
of the viral and endosomal membranes. In
vitro studies showed that chloroquine
inhibited DENV1 replication in THP cells and
DENV?2 replication in U937 and Vero cells. In
animal model studies, chloroquine was able
to reduce viremia in monkeys infected with
DENV2. Even do, the previous promising
results of the in vitro studies, the chloroquine
was not able to reduce viremia and NS1
antigen in Dengue patients (Sagaya Jansi et
al., 2021).

Different approaches are being studied that
are focused on targeting the viral proteins or
the targeting of the viral genome to inhibit the
replication of the virus (See table 4). The
main idea of using oligonucleotides is to
target viral genomes, in order to inhibit the
replication or translations, known as silencing
of the viral genome expression. The
oligonucleotides interact with specific regions
of the target genome and downregulate the
gene expression or disrupt the expression.
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This strategy designs and uses different
types of RNA or DNA molecules like siRNA,
mMiRNA, CRISPR, ribozyme, among others
(Panda et al., 2021).

Another strategy is to design antivirals that
target viral proteins, in which the main focus
is to use inhibitors to the different proteins
that allow Dengue to replicate. The main
candidate targets are NS3/NS2B protease,
NS3 helicase, NS5 polymerase RNA-
dependent, non-enzymatic NS4B, and the E
glycoprotein. Each of these protein targets
plays an important role in the replication of
the virus and could help reduce the viremia in
patients with Dengue. The inhibitors of each
protein are being studied and still have some
limitations to overcome before their approval
and use in clinical trials (Anasir et al., 2020;
Tian et al., 2018).

CONCLUSION

Dengue disease represents a complex health
problem in Mexico. In the last century, the
incidence in cases have shown irregular
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patterns. The country has experienced 5
major outbreaks of Dengue, in which people
of all ages have been affected. Given the
susceptibility of the general population and
increasing cases in 2019, the problem must
be urgently addressed. Epidemiology
surveillance is crucial for guiding health
authorities to take pertinent actions of
prevention, monitoring and control. As the
PAHO program for controlling vector
previously demonstrated, coordinated efforts
of governmental institutes, private companies
and population could help to reduce the risk
of transmission. Unfortunately, the tools we
currently have are limited due to the
percentage of asymptomatic cases and low
comprehension of molecular and
immunological mechanisms of pathology.

In addition to epidemiology, our arsenal
against Dengue is focused on preventive and
therapeutic strategies. To date, vaccines,
monoclonal antibodies, and antiviral drugs
represent the most promising prophylactic
and therapeutic approaches. Although
preliminary in vitro and in vivo have shown
hopeful results, remarkable obstacles need to
be overcome. ADE, cross reactivity genetic
susceptibility and the lack of an animal model
that fully mimics pathogenesis of Dengue are
some factors that hinders the development of
definitive treatment and conduction of
preclinical and clinical trials.

It is a mandatory impulse, innovation and
improvement in preventive, diagnostic, and
therapeutic tools. Experimental results would
help us to fully understand the disease and
mechanisms that lead to resolution or
exacerbation, as well as finding an area of
opportunity to protect thousands of people
worldwide.
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