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IDENTIFICACION DE POSIBLES BLANCOS TERAPEUTICOS PARA EL DENGUE.

UNA APROXIMACION BIOINFORMATICA

RESUMEN

El dengue representa un desafio critico de salud publica a nivel mundial, cuyas formas
graves estan estrechamente vinculadas a una respuesta inflamatoria desregulada. En
este trabajo se analiz6 la huella transcriptomica de la infeccion por el virus del dengue
(DENV) a través de un enfoque bioinformatico, con el fin de aclarar los mecanismos
sistémicos de la enfermedad e identificar un posible blanco terapéutico. Mediante
andlisis de expresion génica diferencial y enriquecimiento funcional a nivel de
sistemas (GSEA, GO, KEGG), se evalu¢ la cinética de la infeccion celular. Se
evidencid una profunda alteracion de la expresion génica a las 24 horas post-
infeccidn, caracterizada por la hiperactivacion de vias proinflamatorias criticas (como
la sefializacion por TNF, NF-kB y CXCL10) que dirigen la caracteristica tormenta de
citoquinas.

En paralelo y en marcado contraste, se identifico una represion drastica de procesos
biologicos dedicados al mantenimiento celular, destacando la fuerte represion de la
magquinaria del ciclo celular, la reparacion del ADN y de transcritos esenciales como
MATR3. Esto evidencia una estrategia de subversion viral orientada a secuestrar la
magquinaria traslacional y detener las funciones homeostaticas del huésped. Para

comprender y potencialmente intervenir esta progresion patologica, se construyeron y
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analizaron topologicamente redes de interaccion proteina-proteina (PPI) enfocadas
exclusivamente en la firma transcripcional reprimida. Este analisis permitid identificar
los nodos centrales (hubs) pleiotropicos que orquestan el “apagén” celular. En
consecuencia, este estudio postula a dichos genes estratégicos como candidatos
terapéuticos clave, aportando dianas moleculares s6lidamente fundamentadas para
futuras investigaciones orientadas a revertir el secuestro viral, restaurar la homeostasis

celular y mitigar la progresion hacia el dengue grave

Palabras clave:

Dengue, Transcriptoma, Ciclo Celular, Ontologia de genes, Salud publica



INTRODUCCION

El virus del dengue (DENV) presenta amplias manifestaciones que van desde dengue
sin signos de alarma (DSSA) hasta dengue con signos de alarma (DCSA),
caracterizado por hemorragias y una peligrosa fuga plasmatica (1,2). En los tltimos
afos, esta enfermedad ha resurgido como una hiperendemia global. Entre 2023 y
2024, se reportaron cifras historicas que superaron los 12,6 millones de casos,
concentrandose el 90% de los contagios y el 88% de las muertes en América Latina,
especialmente en paises como Brasil, Argentina, México y Colombia (3).

En el contexto colombiano, la situacion es critica en los Gltimos afios presentando
desde el 2024 un incremento en el nimero de casos hasta la actualidad con una
incidencia nacional de 41,5 casos por 100.000 habitantes, con el 13,9% de los
municipios por encima de lo esperado. Ademas, se traen a consideracion los tltimos
reportes epidemiologicos donde se observa una tendencia ascendente desde las
ultimas semanas de 2025 hasta el presente afio destacando el porcentaje de dengue
con signos de alarma y dengue grave del 39,1 % donde el 50,0 % de los casos son de
entidades territoriales de Caldas, Caqueta, Cesar y La Guajira (4,5)

A pesar de esta crisis de salud publica, actualmente no existe un tratamiento antiviral
especifico; el manejo clinico es netamente de soporte y control sintomético (6).
Sumado a esto, las estrategias de inmunizacion enfrentan retos considerables. Las
vacunas vivas atenuadas disponibles (como Qdenga® y Butantan-DV) presentan una
eficacia desigual dependiendo del serotipo viral (alta proteccion para DENV-2, pero
deficiente para DENV-3 0 DENV-4). Esta asimetria implica que las personas
vacunadas aliin pueden contraer dengue grave, lo que representa un gran desafio para

su implementacion masiva en regiones endémicas (7).



Ante la ineficacia de los tratamientos actuales y las limitaciones de las vacunas,
resulta relevante estudiar los mecanismos moleculares subyacentes a la infeccion.
Para comprender como el dengue evoluciona hacia sus fases criticas, es necesario
analizar los mecanismos de evasion y secuestro celular. Durante su ciclo, el virus
altera dréasticamente la expresion de genes del huésped, provocando una respuesta
inflamatoria desmesurada y el colapso de funciones celulares bésicas (8). Por ello,
este trabajo se enfoco en el uso de datos de transcriptomas generados por RNA-seq de
infecciones in vitro en diferentes tiempos post infeccion (hpi) que fueron
posteriormente analizados con herramientas bioinformaticas con el fin de rastrear la
evolucion temporal de la infeccion, permitiendo priorizar aquellos genes que
presentaran patrones de expresion diferencial los cuales podrian tener un mayor
potencial para ser utilizados como blancos terapéuticos de alta precision en el
desarrollo de nuevas terapias.

Para abordar este objetivo, inicialmente se realizé un Anélisis de Componentes
Principales (PCA) el cual evidenci6 una divergencia drastica en la homeostasis del
huésped, marcando el establecimiento definitivo de la infeccion a las 24 horas. Al
analizar la expresion diferencial de genes en este punto critico a través de diagramas
de dispersion (volcano plots), los hallazgos revelaron una alteracion masiva del
transcriptoma: por un lado, una hiperactivacion de la respuesta inmune innata
asociada a la patogenia del dengue y, por el otro, la represion profunda de genes
esenciales. Finalmente, al mapear estos transcritos reprimidos mediante redes de
interaccion proteina-proteina (PPI), se evidencié que el virus desarticula
coordinadamente procesos vitales, como el ciclo celular, a través del secuestro de

nodos centrales (hubs). En conjunto, la integracion de estos analisis proporciona un
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modelo temporal detallado de la infeccion y propone posibles blancos terapéuticos

especificos para contrarrestar el “apagdén” celular inducido por el dengue.
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1. OBJETIVOS

1.1 Objetivo general

Evaluar el impacto sistémico de la infeccion por el virus del dengue sobre los
procesos bioldgicos e inmunoldgicos del huésped para aportar al entendimiento del

curso de la enfermedad a nivel molecular.

1.2 Objetivos especificos

e Evaluar la dindmica transcripcional de la célula huésped a lo largo de la
cinética de infeccion.

e Establecer el perfil de expresion diferencial en el punto temporal (horas post
infeccidn) critico seleccionado.

e Identificar las vias de sefializacion celular y los procesos metabdlicos
modulados durante la respuesta temprana a la invasion viral

e Estructurar las redes de interaccion fisica y funcional de los productos génicos

alterados para localizar genes reguladores maestros (hub).
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2. ANTECEDENTES

El dengue al ser un desafio de salud publica debido a su capacidad de progresar hacia
formas graves caracterizado por una respuesta sistémica compleja, presenta sintomas
que involucran dolores dseos, articulares y musculares, cefaleas, leucopenia y
exantema, hasta fiebre intensa, hemorragia, hepatomegalia y en casos graves
insuficiencia circulatoria, pueden desarrollar choque hipovolémico como
consecuencia de una fuga plasmatica grave(9).

La reciente reemergencia global de las formas graves del dengue en los tltimos afios
ha mostrado una hiperendemia en zonas tropicales como urbanas en donde en el 2023,
hubo un repunte global en la transmisidon en cuanto a numero y escala de casos (6),
ademas de los multiples brotes, se identificaron serotipos que no habian circulado por
varios afios en algunas areas siendo esto, un reporte historico desde 1980, ya que
muestra que debe ser evaluada esta condicion al contar con mas de 4,1 millones de
nuevos contagios.

El virus del dengue (DENV) es el arbovirus mds extendido en la region de las
Américas, donde aproximadamente 500 millones de personas se encuentran en riesgo
de contraer la enfermedad. Su incidencia ha mostrado un aumento alarmante y
sostenido en los Gltimos afios. Segun estimaciones epidemioldgicas recientes, de un
total de 1.936.226 de casos sospechosos reportados, el 39% fueron confirmados por
laboratorio y el 0,1% se clasificaron como dengue grave, registrando una letalidad del
0,042% equivalente a 804 muertes (10).

Esta tendencia al alza alcanzé niveles historicos durante el afio 2024, cuando se
reportaron mas de 12,6 millones de casos, cifra que casi triplica los registros del afio
anterior. Esta carga epidemioldgica se concentré de manera desproporcionada en

Argentina, Brasil, Colombia y México, paises que agruparon el 90% de los contagios
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y el 88% de las muertes a nivel regional, siendo Brasil el territorio con la mayor tasa
de mortalidad (6).

La complejidad de este panorama epidemiologico se agrava significativamente por la
diversidad del patogeno. El virus del dengue se presenta en cuatro serotipos distintos
(DENV-1, DENV-2, DENV-3 y DENV-4). Actualmente, existe una circulacion
simultdnea de estos cuatro serotipos en diversos paises de las Américas, habiéndose
detectado con mayor frecuencia las variantes DENV-3 y DENV-4 durante el 2023
(11). Esta circulacion concurrente representa un factor de riesgo critico, ya que las
infecciones secundarias por un serotipo diferente aumentan la probabilidad de
desarrollar formas severas de la enfermedad. Como reflejo de esta dinamica, la
gravedad clinica de las infecciones ha mostrado un incremento alarmante respecto a
los ultimos cinco afios; ademas de las altas cifras de mortalidad regionales, naciones
como Colombia han registrado picos criticos alcanzando los 1.425 casos exclusivos
de dengue grave, una tendencia de agravamiento que también afecta directamente a
paises como Peru y Bolivia(11).

En Colombia durante el 2026, segun los reportes de la semana epidemiologica, se
resalta el registro de 25.378 casos de los cuales 15. 444 (60,9 %) son sin signos de
alarma, 9 694 (38,2 %) con signos de alarma y 240 (0,9 %) de dengue grave. En los
departamentos con mayor incidencia se registran tasas superiores a 180 casos por
100.000 habitantes donde la mayor incidencia se observa en menores de 17 afios con
109,7 casos por 100.000 habitantes. Asi mismo, el 16,4 % de los municipios en
situacion de riesgo, se encuentran por encima de lo esperado y aquellos con poblacion
mayor a 100 000 habitantes en riesgo para dengue el 33,3 % se situan por encima de
lo esperado, comparado con su comportamiento historico. Adicionalmente, se han

notificado 72 muertes probables por dengue las cuales se han confirmado siete casos,
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se han descartado 25 casos y se encuentran en estudio 40 casos, de los cuales dos
casos proceden del exterior. A la fecha, la letalidad nacional por dengue es de 0,03 %,
inferior a la meta establecida (4).

Actualmente no se cuenta con un tratamiento especifico para el dengue, suele tratarse
con acetaminofén para controlar el dolor. Se evitan los antiinflamatorios no
esteroideos, como el ibuprofeno y la aspirina, ya que pueden aumentar el riesgo de
sangrado y las personas con dengue hemorragico (DH) a menudo necesitan
hospitalizacion (12)

A pesar de los avances significativos en el desarrollo de vacunas, actualmente no
existe una opcidn que ofrezca una proteccion completa y duradera. Se han
desarrollado diversos tipos de vacunas incluyendo vacunas vivas atenuadas,
inactivadas, de ADN, de subunidades recombinantes, basadas en péptidos y en ARNm
que han mostrado diferentes niveles de eficacia y seguridad. Sin embargo, su
efectividad es variable segun el serotipo del virus, el estado inmunolédgico previo del
individuo (seropositivo o seronegativo) y la edad (13).

Recientemente Colombia inicid en febrero de 2026 la introduccion escalonada de la
vacuna tetravalente Qdenga® en su esquema nacional de inmunizacion, priorizando
inicialmente a nifios de 9 afios, personal vacunador y equipos de control vectorial
(14). Aunque este biologico ofrece una eficacia demostrada de entre el 60 % y el
97%, brindando mayor proteccidn a personas con infecciones previas, su
implementacion enfrenta importantes limitaciones y restricciones clinicas,
principalmente, la vacuna esta contraindicada en mujeres embarazadas, en periodo de
lactancia y en pacientes inmunosuprimidos (7).

Acorde a esta informacion, sobre las nuevas terapias, su poco uso y eficacia en la

region de las Américas, ademas de considerar las otras alternativas farmacoldgicas
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brindadas para la resolucion de la enfermedad, surge la necesidad de proponer
posibles blancos terapéuticos, lo que impactaria en la disminucion de la mortalidad.
Para comprender los mecanismos moleculares subyacentes a la infeccion por el virus
del dengue y su impacto en la calidad de vida en zonas endémicas, el analisis de
Expresion Génica Diferencial (DEG) se ha consolidado como una herramienta
fundamental. Diversos estudios han empleado esta aproximacion transcriptomica para
caracterizar la respuesta del huésped e identificar posibles blancos terapéuticos.
Entre estos destaca un metaanalisis de Plaga y colaboradores (15) que integrd
masivamente datos transcriptdmicos de multiples plataformas de microarreglos y
ensayos clinicos alojados en la base de datos publica GEO (tales como las cohortes
GSE146658, GSE152255, entre otras). Este estudio compard la expresion diferencial
en casos de dengue, COVID-19 e influenza. Sus resultados evidenciaron una fuerte
regulacion a la baja de genes como IFIT5, ISG15 y HERCS durante la fase aguda
tardia del dengue, mientras que transcritos como SPATS2L, OAS2, ZBP1I e [FI44L
mostraron una regulacion a la alta. Asimismo, identificaron que genes clave de la
inmunidad adaptativa (4/M2, OAS1, SIGLECI e IFIHI) son fundamentales para la
adaptacion del virus al hospedero.

Enfocandose en la progresion clinica, un estudio realizado por Zhong y colaboradores
(16) evaluo perfiles de expresion diferencial para contrastar casos de dengue clasico
(DF) y dengue hemorragico (DHF). Mediante la reevaluacion de conjuntos de datos
publicos, encontraron diferencias estadisticamente significativas en la expresion de
genes como ESRI, AKTI1, CAVI, FBXO6 y MAGEDI. Este ultimo, en conjunto con
STAT e IL124, fue asociado directamente con la progresion hacia dengue
hemorragico, proporcionando una aproximacion clara de como la evolucion hacia

estadios graves estd impulsada por genes determinantes.
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En la misma linea de disrupcion celular, Suppiah y colaboradores (17) realizaron un
analisis transcriptdmico comparativo entre pacientes infectados y controles sanos,
donde destacé una alteracion profunda en la expresion de genes relacionados con la
matriz extracelular y las uniones celulares. Este estudio identifico perfiles de
expresion diferencial asociados a la replicacion viral, el estrés oxidativo y la
activacion de linfocitos T (hiperactivacion de CAPRINI, USP18, OAS2 y RRBPI), al
mismo tiempo que documento6 la represion de genes como TNFRSF25, RALGPSI y
CDIC. Estos resultados confirmaron una alteracion sistémica del microambiente
celular durante el curso de la infeccion.

Complementando los hallazgos clinicos, el anélisis de la cinética de infeccion en
modelos in vitro ha resultado esencial para diseccionar las respuestas
transcripcionales tempranas del huésped en un ambiente controlado. En este contexto,
destaca una investigacion reciente (2025) desarrollada en Colombia por el Grupo de
Biologia y Control de Enfermedades Infecciosas de la Universidad de Antioquia (18).
En este estudio, los autores evaluaron la modulacion de la respuesta antiviral y
proinflamatoria en macréfagos derivados de monocitos humanos infectados con
DENV-2. Mediante el uso de secuenciacion masiva de ARN (RNA-seq) a lo largo de
una rigurosa escala temporal (1.5, 3, 5.5, 10 y 24 horas post-infeccion), caracterizaron
una huella transcripcional que evidencia la activacion progresiva de vias
inmunologicas, citoquinas y receptores tipo Toll (TLR), y demostraron como dichos
genes tempranos pueden ser modulados por factores externos para evitar una
inflamacion exacerbada. Cabe destacar que la altisima resolucion temporal de la
respuesta celular aportada por este estudio y la disponibilidad ptblica de su conjunto
de datos transcriptomicos (GSE297386), lo convirtieron en el modelo de base idéneo

para la presente investigacion, permitiendo emplear sus datos crudos para reevaluar
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computacionalmente el comportamiento sistémico y priorizar las redes de los genes

mas profundamente reprimidos por el virus.

3. MARCO REFERENCIAL

3.1 Generalidades del dengue

3.1.1 Caracteristicas viroldgicas y serotipos

El virus del dengue (DENV) es un virus de ARN monocatenario (ssRNA) de
polaridad positiva, clasificado dentro del género Orthoflavivirus de la familia

Flaviviridae (19).

Hay cuatro serotipos antigénicamente distintos, DENV-1, DENV-2, DENV-3 y
DENV-4, los cuales son capaces de causar enfermedad en humanos, los cuatro
serotipos pueden causar dengue severo, el riesgo de enfermedad severo aumenta
notablemente durante una infeccion secundaria con un serotipo heter6logo, sin
embargo, el dengue severo (SD) también puede ocurrir durante infecciones primarias
o posteriores, influenciado por el estado inmunitario del huésped, la edad, las

comorbilidades y los factores de virulencia viral.

3.1.2 Vectoresy ciclo de vida.

La transmision y el mantenimiento del virus del dengue en las poblaciones humanas
dependen de un ciclo epidemioldgico continuo que involucra indispensablemente a un
vector. El principal agente transmisor es el mosquito Aedes aegypti el cual se ha
adaptado bien a entornos urbanos y muestra una marcada preferencia por alimentarse
de sangre humana durante el dia. Este vector desempefia un papel crucial en el ciclo

de transmision de la enfermedad, adquiriendo el virus al alimentarse de individuos
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virémicos y transmitiéndolo posteriormente a nuevos hospedadores tras un periodo de

incubacion. Esta eficiente interaccion vector-hospedador facilita la propagacion (20).

A. aegypti se propaga de manera acelerada por varios factores: el crecimiento
desordenado de la poblacion, la mala gestion de residuos que se acumulan y
promueven criaderos, el almacenamiento de agua en recipientes a la intemperie y
factores climaticos. Su expansion se debe también al traslado de personas y objetos

que van de un lugar a otro.

Los mosquitos hembra
ponen huevos en
recipientes con agua.

b

Las pupas viven en el
agua. En 2-3 dias, se
convierten en mosquitos
adultos que vuelan.

W
z,
v/
Pupa
(crisalida) Huevos

Cuando estan cubiertos con
agua, las larvas salen de los

huevos en unos pocos dias

0 meses.

Las larvas viven en el
agua. Se transforman en
pupas en apenas unos

5 dias.

Figura 1. Ciclo biologico del A. aegypti. Fuente: adaptado de CDC, 2023 (21)

Aedes albopictus también conocido como “tigre asidtico” coexiste con 4. aegypti y se
considera el segundo vector mas importante en el continente americano. Esta especie
es propia de los limites de los bosques donde se adapta a ambientes rurales,
suburbanos y urbanos. Deposita sus huevos y se desarrolla en criaderos naturales y en
recipientes artificiales en las areas urbanas. El virus puede ser transmitido por via

transovarica y sexual (22).
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Actualmente A. albopictus se convierte en un vector eficiente por su facilidad para
moverse entre ambientes urbanos y selvaticos, e interactuar constantemente con la
diversidad viral de la fauna silvestre. Dada la capacidad de madurar huevos sin
requerir alimentacion previa con sangre y de ovopositar entre 32 y 80 huevos por
ciclo gonotrofico una hembra estaria en capacidad de producir, aproximadamente, 280
huevos por mes, ya que cada ciclo gonotréfico tiene una duracion promedio de tres
dias. La duracion del ciclo gonotrofico es un factor importante: se sabe que 4. aegypti
tarda cerca de cuatro dias en completarlo y A. albopictus, tres dias. Al presentar este
ultimo un ciclo mas corto, el nimero de picaduras sobre el huésped aumenta, lo que

podria generar un incremento en la capacidad vectorial (23).

3.2 Epidemiologia en las Américas y Colombia

3.2.1 Situacion epidemioldgica en las Américas.

En el 2024, en las américas se reportaron mas de 12,6 millones de casos siendo esto,
casi el triple de casos con respecto al afio anterior. Los paises con mayor
concentracion fueron Argentina, Brasil, Colombia y México. Por otro lado, la
mortalidad en estos paises esta entre el 88%, los cuales se concentran principalmente
Brasil (6). Su incidencia ha venido aumentando con un reporte total de 1.936.226
casos sospechosos, de los cuales el 39% fueron confirmados por laboratorio y el 0,1%
fueron clasificados como dengue grave, sin embargo, la letalidad ha sido del 0,042%

con un registro de 804 muertes (10).

3.2.2 Situacion epidemiologica en Colombia.

En Colombia, la vigilancia epidemiologica del dengue, coordinada a través del

Sistema Nacional de Vigilancia en Salud Publica (SIVIGILA) y el Instituto Nacional
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de Salud (INS), evidencia que la enfermedad mantiene un comportamiento endémico
con picos epidémicos recurrentes, afectando de manera desproporcionada a
poblaciones vulnerables. Historicamente, la mayor carga de morbilidad se concentra
en grupos etarios jovenes y adultos (entre los 10 y 39 afios), impactando
predominantemente a poblaciones de estratos socioecondémicos bajos y comunidades

con regimenes de salud subsidiados (24).

La dindmica de transmision en el pais genera una alta presion sobre el sistema
hospitalario. Una gran proporcion de los pacientes que progresan a dengue con signos
de alarma y dengue grave requieren hospitalizacion inmediata. Durante los afios
recientes (2025 y principios de 2026), el pais ha mantenido tasas de incidencia
marcadamente elevadas, superando los cientos de miles de casos notificados anuales.
Este panorama se agrava por la confirmacion de la circulacion simultdnea de los
cuatro serotipos del virus (DENV-1 a DENV-4) y una tendencia al alza en la
propagacion territorial, afectando gravemente a departamentos de diversas regiones

geogréaficas (4,5)

La persistencia y el incremento en la incidencia del dengue en el territorio nacional
estan estrechamente relacionados con la variabilidad climatica. Los periodos calidos
exacerbados por el cambio climatico y el Fendmeno del Nifio facilitan la proliferacion
del vector. A estos factores ambientales se suman determinantes sociodemograficos
criticos, como la urbanizacion desordenada, el crecimiento demografico, la migracion
y la alta movilidad poblacional. Adicionalmente, el panorama entomoldgico se ha
complejizado por la expansion territorial de vectores secundarios como A4. albopictus,
el cual ha aumentado su presencia en los municipios del pais en el ultimo periodo,

elevando el riesgo de transmisidon concurrente (5,25)
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Desde el punto de vista clinico, la progresion hacia desenlaces fatales esta
fuertemente ligada a complicaciones sistémicas y manifestaciones hemorragicas. Las
caracteristicas clinicas asociadas a un mayor riesgo de mortalidad incluyen
acumulacion de liquidos, hipotension y alteraciones neurologicas, como somnolencia
o irritabilidad. Esto subraya la necesidad de un reconocimiento temprano de los
signos de alarma. Sin embargo, el control de la morbimortalidad enfrenta barreras
estructurales; los analisis de salud publica indican que la baja percepcion del riesgo
por parte de la poblacion retrasa la busqueda oportuna de atencion médica, lo que

dificulta las acciones de promocion, prevencion y el manejo clinico temprano (22)

3.3 Manifestaciones clinicas: tipos y severidad.

La enfermedad presenta un curso dinamico que evoluciona a través de tres etapas
fisiopatologicas bien definidas: la fase febril, la fase critica y la fase de recuperacion

(figura 2).
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Serologia y vii
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Fase febril Fase critica Fase de recuperacion

E

Figura 2. Desarrollo de la enfermedad del dengue. Fuente: adaptado de OPS, 2015 (8).

3.3.1 Fase febril.

Se presenta con fiebre alta y repentina, puede ser bifasica. Dura de 2 a 7 dias

acompafiada de enrojecimiento facial, eritema, dolor corporal generalizado, mialgia,
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artralgia, cefalea y dolor retro orbitario junto con manifestaciones hemorragicas
menores, como petequias y equimosis en la piel. Asimismo, puede haber un aumento
del tamafio del higado, que puede ser doloroso a la palpacion. A nivel clinico, la
primera anomalia del hemograma es una disminucion progresiva del recuento total de
glébulos blancos. Una prueba (PT) positiva en esa fase indica un aumento de la

probabilidad de que los pacientes tengan dengue(8).

3.3.2 Fase critica.

Entre los 3 y 7 dias de desarrollo de la enfermedad, la temperatura desciende y se
mantiene a 37,5 °C o menos, por lo general, puede haber un aumento de la
permeabilidad capilar e incremento en los niveles del hematocrito repercutiendo en la
hemodindmica del paciente manifestandose en una alteracion de la presion arterial
acompafada de taquicardia y de otros signos iniciales de choque, sin caida de la
tension arterial. Hay extravasacion de plasma, que por lo general dura de 24 a 48
horas y suele preceder leucopenia con neutropenia y linfocitosis con 15% a 20% de
formas atipicas, seguida de una rapida disminucion del recuento de plaquetas. Puede
cursar con descompensacion hemodinamica, a su vez, si el periodo de choque es
prolongado o recurrente, produce hipoperfusion de 6rganos, con hipoxia y deterioro
progresivo del paciente. Puede, entonces, presentarse un sindrome de respuesta
inflamatoria sistémica y dafio organico multiple, que se acompafian de acidosis
metabolica y coagulopatia de consumo. Los pacientes que mejoran después de la
caida de la fiebre se consideran casos de dengue sin signos de alarma. Los pacientes
que empeoran con la caida de la fiebre y presentan signos de alarma son casos de
dengue con signos de alarma, que, en algunos casos durante las diferentes etapas de la

enfermedad, son los que evolucionan a las formas graves de la enfermedads).
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3.3.3 Fase de recuperacion.

Tras superar el periodo critico de extravasacion, el paciente ingresa a la fase de
recuperacion, un proceso que suele extenderse entre 48 y 72 horas. En estos casos,
mejora el estado general y el estado hemodindmico aumentando la diuresis. El
hematocrito se estabiliza o puede ser mas bajo debido al efecto de dilucion causado
por el liquido reabsorbido. El nimero de glébulos blancos comienza a subir con el
aumento de los neutrdfilos y la disminucion de los linfocitos. La recuperacion del

nimero de plaquetas suele ser posterior a la de los glébulos blancos ().

3.4 Tratamiento actual: fArmacos y vacunas en Américas y Colombia.

3.4.1 Manejo terapéutico.

Las acciones individuales van dirigidas al diagnostico, manejo y seguimiento del
paciente de acuerdo con lo dispuesto en la guia de atencion integral del paciente con
dengue el cual expresa que los datos de la anamnesis y el examen fisico seran
utilizados para la estratificacion de casos y para orientar las medidas terapéuticas
pertinentes. Teniendo presente la dindmica de la enfermedad y que el paciente puede
evolucionar de un estadio a otro rapidamente. El manejo adecuado de los pacientes
depende del reconocimiento precoz de los signos de alarma, el continuo monitoreo y
Re-estratificacion de los casos y el inicio oportuno de la reposicion hidrica. Es por
esto por lo que se clasifica en tres grupos teniendo como criterios de clasificacion area

endémica, sintomas con temporalidad y comorbilidades.
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Tabla 1. Clasificacion y manejo clinico de los casos de dengue segiin la OPS-OMS

Grupo A Grupo Bl Grupo B2 Grupo C
Clasificacion dengue sin signos de dengue sin signos de dengue con signos de
dengue grave
de gravedad alarma alarma alarma

Criterios de
grupo

Buena tolerancia a
liquidos por via oral,
miccion una vez cada
seis horas, sin riesgo
social ni comorbilidad

Con comorbilidad
(hipertension, diabetes
mellitus, entre otras) o algiin
riesgo social

Pacientes con caidas de
fiebre y con signos de dolor
abdominal, vomitos
persistentes, acumulacion de
liquidos, sangrado de
mucosas, letargo,
irritabilidad, hipotension
postural, hepatomegalia y
aumento progresivo del
hematocrito

Paciente con una o mas
manifestaciones de
choque o dificultad

respiratoria, sangrado y

compromiso graves de

organos (dailo hepatico,
miocarditis, entre otros)

Nivel de
atencion para
manejo

Nivel primario
(Tratamiento en casa)

Posible remision a hospital
requiere observacion por
comorbilidad asociada

Remision a hospital y
administracion de liquidos
via intravenosa

Unidad de cuidados
intensivos

3.4.2

Programa de vacunacion contra el dengue en Colombia.

En respuesta a la alta carga epidemioldgica y en cumplimiento de la Ley 2406 de

2024, a partir del 14 de febrero de 2026, el Ministerio de Salud y Proteccion Social de

Colombia inici6 la introduccion escalonada de la vacuna contra el dengue en el

esquema nacional de inmunizacion. Esta politica de salud publica, respaldada por las

directrices de la Organizacion Mundial de la Salud (OMS) y los planes estratégicos

globales frente a enfermedades tropicales, posiciona a Colombia como el cuarto pais

suramericano en adoptar dicha medida. No obstante, la autoridad sanitaria enfatiza

que la vacunacion constituye una estrategia complementaria a las acciones

ininterrumpidas de control vectorial, atencion clinica y vigilancia epidemiologica

(14).

El biologico a implementar es la vacuna tetravalente Qdenga®, la cual esta

precalificada por la OMS y cuenta con registro del Invima. Esta protege contra los

cuatro serotipos del virus (DENV1, DENV2, DENV3 y DENV4) y tiene una eficacia

demostrada de entre el 60 % y el 97 %, ofreciendo una mayor proteccioén en personas

que han padecido la enfermedad previamente (14).
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3.4.3 Limitaciones: eficacia de la vacuna

El uso del biologico Qdenga® reporta las siguientes limitaciones y contraindicaciones

de acuerdo con su perfil de seguridad y eficacia:

Contraindicaciones: Hipersensibilidad a los principios activos o a cualquier dosis
previa; inmunodeficiencia congénita o adquirida, incluyendo terapias
inmunosupresoras (p. €j., quimioterapia o el uso de corticoides sistémicos > 20 mg/dia
durante 4 semanas 0 mas); infeccion sintomatica por VIH o asintomatica con
deterioro inmunolédgico evidente; asi como durante el embarazo y el periodo de

lactancia (26).

Poblaciones con datos limitados o no estudiadas: No se dispone de datos
suficientes de seguridad y eficacia en nifios menores de 4 afios, adultos mayores de 60

afos ni en pacientes con insuficiencia renal o hepatica (7,26).

Viremia transitoria: Se ha detectado en el 49 % de los individuos seronegativos tras
la primera dosis. Generalmente, se presenta durante la segunda semana posterior a la

aplicacion y tiene una duracion media de 4 dias (26).

Reacciones adversas frecuentes: Las manifestaciones mas comunes incluyen dolor
en el sitio de inyeccion (= 50 %), cefalea (= 35 %), mialgia (= 31 %), eritema y fiebre
(= 11 %). En su mayoria, estos eventos son de intensidad leve a moderada y suelen

aparecer en los dos dias posteriores a la inmunizacion (7,26).

Eficacia variable: La proteccion contra el dengue grave muestra un intervalo de
confianza amplio (IC del 70 %: 31.5 - 86.9 %). Asimismo, la eficacia en pacientes
seronegativos es menor para los serotipos DENV-3 y DENV-4, sin que exista

evidencia clara de proteccion cruzada para dichos serotipos (7,26).
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Ausencia de datos en poblacion adulta: La eficacia clinica en adultos de 17 a 60
afos se extrapola de los estudios realizados en poblacion pediatrica, dado que no

existen ensayos clinicos directos en este rango etario.

4. DISENO METODOLOGICO.
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Figura 3. Esquema de la metodologia propuesta. Elaboraciéon propia.

4.1 UNIVERSO, POBLACION Y MUESTRA

El universo son los perfiles transcripcionales de células humanas infectadas por
dengue, la poblacion es el conjunto de datos de secuenciacion masiva de ARN (RNA-
seq) de modelos in vitro de infeccion por el virus del dengue y la muestra es el set de
datos del repositorio Gene Expression Omnibus con numero de acceso GSE297386
(27) donde se analizaron en conjunto dando prelacion a los datos de 24 horas post-

infeccion.
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4.2 HIPOTESIS, VARIABLES, INDICADORES

4.2.1

4.2.2

4.2.3

4.2.4

Variables del estudio.

Se evaluo la variable independiente (cinética temporal de la infeccion por el
virus del dengue en intervalos de 1, 3, 5.5, 10 y 24 horas post-infeccidon) y una
dependiente (perfil de expresion génica y modulacion de vias bioldgicas de la

célula huésped).

Hipotesis nula

La infeccién por el virus del dengue no induce cambios significativos en el
perfil transcripcional ni en la activacion de rutas bioldgicas de las células

huésped post-infeccion, en comparacion con las células control.

Hipdtesis alterna

La infeccion por el virus del dengue induce cambios significativos en el perfil
transcripcional y en la activacion de rutas bioldgicas de las células huésped

post-infeccion, en comparacion con las células control.

Analisis estadistico.

Se llevo a cabo un andlisis de los resultados obtenidos a partir de herramientas
bioinformaticas y modelos matematicos de reduccion de dimensionalidad
como el PCA, utilizando librerias de Python como scikit-learn, statsmodels y
pandas. La significancia estadistica de los genes diferencialmente expresados
se determin6 mediante el calculo del p-valor ajustado (< 0,05) y el Log2 Fold
Change. Para el analisis de enriquecimiento funcional (ORA y GSEA), se

utilizaron algoritmos de la libreria gseapy con 1000 permutaciones empiricas
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para validar la representatividad de las rutas biologicas de KEGG y Gene

Ontology.

4.3 TECNICAS Y PROCEDIMIENTOS

4.3.1

4.3.2

Creacion del entorno computacional y herramientas de desarrollo

Para garantizar la estandarizacion, reproducibilidad y el aislamiento de las
dependencias de software, el flujo de trabajo bioinformatico se disefid sobre
una arquitectura basada en Linux. Se utilizé el Subsistema de Windows para

Linux (WSL 2) ejecutando la distribucion Ubuntu 22.04 LTS.

La gestion de paquetes y la creacion de entornos virtuales dedicados para cada
fase del analisis se realizé mediante el gestor Conda
(https://www.anaconda.com/download). Todo el proceso de programacion,
ejecucion de scripts, manejo de terminales y revision de resultados fue
desarrollado principalmente utilizando el Entorno de Desarrollo Integrado
(IDE) - Visual Studio Code (VS Code) (https://code.visualstudio.com/ ). El
uso de VS Code permitio la integracion fluida entre terminales Bash para la
ejecucion de herramientas de linea de comandos y notebooks o scripts nativos

para el analisis estadistico y visualizacion.

Obtencion del set de datos y disefio experimental

El conjunto de datos crudos de secuenciacion masiva de ARN (RNA-seq) se
obtuvo de un modelo in vitro de infeccion por el virus del dengue, alojado en
el repositorio publico Gene Expression Omnibus
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/geo/) con el nimero de acceso GSE297386
(27).
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El disefio experimental original abarc6 un estudio de cinética temporal (curso
de infeccion). El set de datos incluyd muestras de células infectadas con
dengue y sus respectivos controles sanos (Mock) extraidas a diferentes
intervalos de tiempo post-infeccion (hpi) (1,5, 3, 5,5, 10 y 24 hpi). Esta
estructura de datos permitio evaluar la evolucion y el comportamiento

progresivo de la respuesta transcripcional del huésped frente al virus.

4.3.3 Preprocesamiento y cuantificacion de transcriptomas

El mapeo y la cuantificacion de la expresion génica a partir de las lecturas
crudas de secuenciacion (reads) para todas las horas evaluadas se realizo
utilizando la herramienta Salmon (28), proceso que se ejecutd en lenguaje de
consola de comandos (Bash) y se automatizé mediante shell scripts (.sh)
ejecutados directamente desde la terminal de Ubuntu integrada en VS Code. A
través de este entorno, Salmon llevé a cabo una cuantificacion cuasi-mapeada
(quasi-mapping) contra el transcriptoma humano de referencia [GRCh38.p14],
generando asi archivos de conteo de transcritos de alta precision y mitigando

los sesgos técnicos inherentes al proceso de secuenciacion.

4.3.4 Desarrollo del Analisis de Componentes Principales (PCA)

Para comprender el comportamiento global de la infeccion a lo largo del
tiempo y evaluar la variabilidad bioldgica entre las réplicas, se program6 en
Python (v3.x) dentro de VS Code un Andlisis de Componentes Principales
(PCA) utilizando los datos de expresion de todas las horas post-infeccion,
manejando la importacion y estructuracion de la matriz de conteos con pandas
y las transformaciones matriciales con numpy. El modelo matematico de

reduccion de dimensionalidad se ejecutd utilizando la clase PCA del médulo
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4.3.5

4.3.6

de descomposicion de la libreria de aprendizaje automatico scikit-learn (27), y
su proyeccion bidimensional de la varianza, visualizada mediante seaborn y
matplotlib revelo la trayectoria transcripcional de la infeccion evidenciando
que a las 24 horas post-infeccion (24 hpi) se producia un punto de inflexién
critico donde el perfil de las células infectadas divergia significativamente de
los controles Mock; con base en este comportamiento, se seleccion6 el punto
de las 24 hpi como la ventana 6ptima para realizar los anélisis posteriores de

expresion diferencial.

Analisis de expresion diferencial de genes (DEGs)

A partir de la seleccion de las 24 hpi, la identificacion de los Genes
Diferencialmente Expresados (DEGs) se procesé computacionalmente
mediante scripts en Python ejecutados en VS Code, contrastando
exclusivamente el grupo infectado a las 24 horas frente a su respectivo control.
Para este fin, se empled pandas y el motor openpyx/ en la limpieza estructural
y el filtrado de las tablas de expresion, apoyando los célculos estadisticos en
statsmodels y numpy, finalmente, para destacar la significancia bioldgica
(Log2 Fold Change absoluto > [1,5]) y estadistica (p-valor ajustado < 0,05), se
construyeron diagramas de dispersion tipo Volcano Plot utilizando matplotlib
y seaborn estratificando los DEGs resultantes en genes regulados al alza (UP)

y a la baja (DOWN).

Analisis de enriquecimiento funcional y vias biologicas (ORA y GSEA)

Para contextualizar bioldgicamente las listas de DEGs a las 24 hpi, se
programaron en Python dentro de VS Code algoritmos para el Analisis de
Sobre-representacion (ORA) y el Andlisis de Enriquecimiento de Conjuntos
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4.3.7

de Genes (GSEA), utilizando como motor central para la consulta de bases de
datos KEGG, Gene Ontology y la libreria bioinformatica Gseapy. En el
enfoque ORA, las listas filtradas y preparadas con pandas se analizaron a
través de la API de enriquecimiento integrada en Gseapy, mientras que para el
GSEA se gener6 un ranking métrico de todo el transcriptoma a las 24 hpi
utilizando pandas y numpy para posteriormente ejecutar la funcion prerank de

Gseapy con 1000 permutaciones empiricas.

Red de interaccion proteina-proteina (PPI)

Con el objetivo de traducir la respuesta transcripcional observada a las 24 hpi
a un contexto de interaccion proteica e identificar los genes centrales (hubs)
responsables del colapso homeostatico, el analisis de topologia de redes se
enfocd exclusivamente en los genes diferencialmente expresados a la baja. La
curacion de los identificadores gendmicos de esta subpoblacion, la eliminacion
de duplicados y la exportacion de la lista de genes candidatos se realiz6 en el
lenguaje Python, utilizando los métodos de manipulacion de DataFrames de la
libreria pandas en el entorno de desarrollo VS Code. Posteriormente, esta lista
depurada de transcritos reprimidos fue suministrada a la plataforma web
Metascape, la cual emplea la base de datos STRING (Search Tool for the
Retrieval of Interacting Genes/Proteins, v12.0) para la construccion, mapeo y

visualizacion de la red de interaccion proteina-proteina (PPI).
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5. RESULTADOS

5.1 Analisis del PCA

El analisis de componentes principales (PCA) permitié reducir la dimensionalidad de
los datos transcriptomicos demostrando una trayectoria clara y secuencial de la
respuesta celular frente a la infeccion por el virus del Dengue donde se obtuvieron dos
componentes principales (PC1 y PC2) los cuales representan las transiciones

bioldgicas clave durante el curso de la infeccion (figura 4).

Trayectoria Metabdlica del Dengue

10H Tiempos

Control
‘.SH : L5H
o =
5 ‘ontrol o s
10H
‘H 24H

24H

PC2: Respuesta Inmune Aguda (Estabilidad -> Estrés)
|

‘.SH

-10 4] 10 20 30 40 50
PC1: Progresion de la Infeccién (Sano -> Crénico)

Figura 4. Analisis de Componentes Principales (PCA). El grafico bidimensional representa la variabilidad conjunta de los
perfiles de expresion génica en los diferentes tiempos evaluados. Cada nodo de color representa el estado global de la célula en
un punto temporal especifico (Control, 1.5H, 3H, 5.5H, 10H y 24H post-infeccion). La linea discontinua ilustra la trayectoria

cronologica del estado celular.

La trayectoria demuestra como el estado basal inicia con el grupo control (Sano) en
donde al empezar la infeccion, se observa un desplazamiento hacia el punto 1,5 horas,
representando la fase inicial de incubacion del virus, caracterizada por una
reprogramacion transcriptomica subita tras la entrada del virus y el reconocimiento de

patrones asociados a patogenos (PAMPs). Posteriormente, entre las 3 y 10 horas post-
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infeccion se observa un ascenso constante en el PC2 entendiéndose como una
respuesta inmune aguda y el desarrollo del estrés celular. La cercania relativa entre los
puntos 3 H, 5,5 Hy 10 H sugiere una progresion coordinada donde la célula intenta
recuperar la homeostasis 0 montar una defensa antiviral alcanzando un pico a las 10
horas.

Finalmente, el cambio mas significativo se observa entre los puntos 10 H y 24 H por
el desplazamiento hacia la derecha a lo largo del eje PC1 entendiéndose como una
divergencia respecto al estado saludable, marcando una fase de infeccion establecida,
en este punto, esta el mayor estrés celular a partir de la replicacion viral masiva

resultando en un perfil de expresion génica drasticamente alterado.

5.2 Analisis de expresion diferencial

En el perfil de expresion diferencial reflejado en los Volcano Plots (Figura 5), se
visualiza simultdneamente la magnitud del cambio biologico de cada gen expresado
diferencialmente como Log2 Fold Change (eje X) y su significancia estadistica como
Logl10 P-value (eje Y). En comparacion con las células infectadas por el virus del

Dengue (DENV) contra el control sano.
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Figura 5. Evolucion temporal del perfil de expresion génica diferencial tras la infeccion por DENV. Los paneles A - E presentan
graficos de volcanes que visualizan la expresion génica diferencial global entre células infectadas con el virus del Dengue
(DENV) y controles no infectados en cinco puntos cronoldgicos cronoldgicos: 1,5 H, 3 H, 5,5 H, 10 H y 24 H post-infeccion. En
cada grafico, el eje X muestra el Log2 Fold Change (magnitud del cambio de expresion) y el eje Y muestra el -Log10 P-value

(significancia estadistica).

Durante la progresion temporal comprendida en la figura 5 entre el Panel A (1,5h) y
el Panel C (5,5 h), la dispersion de los datos se mantiene baja. Se registra una cantidad
reducida de genes, tanto con expresion a la baja como al alza, que logran superar los

umbrales establecidos.

Posteriormente, a las 10 horas (panel D), se evidencia un incremento moderado en la
densidad de la expresion diferencial hacia ambos extremos de los umbrales, lo que
demuestra una mayor separacion entre el grupo de genes expresados a la baja y el

grupo de genes expresados a la alta.
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Finalmente, la alteracion drastica se evidencia en la distribucion de los datos
consolidados a las 24 horas (panel E) En este punto se destacan dos diferencias
fundamentales respecto a las fases anteriores, caracterizadas principalmente por una

predominancia de la expresion a la alta.

Para visualizar y validar la evolucion temporal de los transcritos mas representativos
durante la infeccion (Figura 6), se realizdo un mapa de calor (heatmap) basado en los
niveles de expresion normalizados (Z-score). Este analisis evidencio que, durante las
primeras horas post-infeccion (1,5H a 10H), la mayoria de los genes clave mantienen
niveles de expresion cercanos a los basales. No obstante, en esta etapa inicial se
logran capturar dindmicas de respuesta temprana y transitoria, evidenciadas por genes
como CXCL?2, el cual alcanza su pico maximo de induccion a la hora 1.5 post-

infeccion para luego ser rapidamente atenuado.

Sin embargo, el comportamiento transcripcional experimenta un cambio dréstico al
alcanzar las 24 horas, confirmando este punto temporal como el punto maximo de la
reprogramacion gendomica inducida por el DENV. En esta fase tardia, el mapa de
calor demuestra que, por un lado, se observa el "encendido" abrupto y coordinado del
modulo proinflamatorio y antiviral, visualizado mediante la fuerte sobreexpresion
simultanea de la quimiocina CXCL10 'y los efectores estimulados por interferon

(IFNL1,1ISG20 e IFITM]).

En marcado contraste, y de forma paralela a esta activacion defensiva, el grafico
ilustra una fuerte caida en los niveles de expresion de factores criticos para el

mantenimiento de la homeostasis celular de genes como AUNIP y SLC35F3.
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Figura 6. Evolucion temporal del perfil de expresion de genes clave durante la infeccion por DENV. El mapa de calor (heatmap)
representa los niveles de expresion normalizados (Z-score) de transcritos representativos, evaluados desde la fase temprana (1.5

horas) hasta la fase tardia (24 horas) post-infeccion, en comparacion con el control.

El analisis del perfil transcripcional de las células infectadas a las 24 horas post-
infeccion clasifica los transcritos con mayor magnitud de cambio en dos dominios
funcionales: genes sobreexpresados y genes reprimidos (Figura 7). Esto demuestra
coémo la dindmica de expresion génica y la progresion de la infeccion varian a lo largo

del tiempo.

Dentro del grupo de transcritos sobreexpresados, se presume que la célula huésped
destina sus recursos a montar una respuesta inmune exacerbada. En este bloque, el
gen CXCL10 destaca con un Log2 Fold Change de 13.3, lo que denota una potente
activacion de las rutas quimiotacticas, las cuales son representativas de la fase grave

del dengue (29) En paralelo, la sobreexpresion de factores esenciales para el
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establecimiento del estado antiviral, tales como IFITM1 (12.0), IFNL1 (11.8), ISG20
(11.5), IL27 (10.7) y CCLS8 (10.6), refleja la consolidacion de una cascada de
citoquinas fundamental para la evolucion de la enfermedad. El significado biologico
detallado y la funcion inmunologica de estos principales efectores inducidos se

resumen en la Tabla 2.

Asimismo, el dominio de genes reprimidos exhibe un perfil que sugiere el abandono
de las funciones preventivas y de mantenimiento celular en respuesta a los procesos
virales. Dentro de los transcritos con represion mas significativa se encuentra
MATRS3, con un Log2 Fold Change de -9. Dado que esta proteina es critica para la
estabilizacion del ARN mensajero enddégeno(30), su drastica caida sugiere una
estrategia orquestada por el dengue para desestabilizar el ARN de la célula huésped.
Esto permite reducir la competencia traslacional, asegurando que los ribosomas

celulares se dediquen de manera prioritaria a la sintesis de proteinas virales (39).

Huella Transcriptomica del Dengue (24 Horas Post-Infeccion)
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Figura 7. Perfil de divergencia transcripcional de los genes con mayor diferencial de expresion a las 24 horas post-infeccion por
DENV. El grafico de barras divergentes representa los transcritos con los cambios de magnitud mas extremos (Log2 Fold

Change) en el genoma de la célula huésped. Las barras rojas (orientadas hacia la derecha) ilustran los genes mas
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significativamente sobreexpresados (regulados al alza). En contraste, las barras azules (orientadas hacia la izquierda) muestran

los genes mas profundamente reprimidos (regulados a la baja).

Tabla 2. Perfil de divergencia transcripcional de los genes con mayor diferencial de expresion a las 24 horas post-infeccion por

DENV

Gen Estado Log2 Fold Significado Biolégico en el Contexto del Dengue
Change
Quimiocina crucial que atrae macrofagos y linfocitos T. Su
CXCLI10 Sobre-expresado 13.3 activacion es un marcador clasico de la "tormenta de citoquinas"
en infecciones severas por Dengue.
Proteina transmembrana inducida por interferéon. Actia como
IFITM1 Sobre-expresado 12.0 restriccion celular directa contra la entrada y fusion de virus de
ARN.
IFNLI Sobre-expresado 118 Citoquina antiviral (Interferon t1’p0 1) que establece un §stad0
de defensa celular de primera linea en superficies epiteliales.
Exonucleasa estimulada por interferén que degrada
ISG20 Sobre-expresado 11.5 directamente el ARN viral, en un intento desesperado de la
célula por frenar la replicacion del DENV.
1127 Sobre-expresado 10.7 Citocina 1nm1}n0m0dulqdora p1619tr0plca celylar que regula la
respuesta inflamatoria entre células T y células innatas.
CCLS Sobre-expresado 106 Proteina quimioatrayente de'mon001to§, ﬁ'ler:[etr'lente vinculada a
la cascada proinflamatoria sistémica.
Expresado a la Proteina nuclear de union a ARN. Su represion masiva sugiere
MATR3 P baia 9.1 que el virus desmantela la estabilizacion normal del ARN del
J huésped para priorizar la traduccion de sus propias proteinas.
Expresado a la Pseudogén asociado a la regulacion transcripcional. Su
PHCIPI P baia -4.8 silenciamiento podria indicar una alteracién en los complejos
J represores celulares.
Expresado a la Gen asociado a la formacién de microtubulos y el citoesqueleto
TEDC2 presa -4.6 celular, cuya represion facilita los rearreglos intracelulares que
baja . b .
el DENV requiere para formar sus vesiculas de replicacion.
Expresado a la Su fuerte caida indica la pérdida de funciones celulares
LOXHDI p -4.6 secundarias no esenciales, derivando toda la energia hacia la

baja

respuesta al estrés.
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5.3 Analisis de enriquecimiento funcional GSEA

Para evaluar la respuesta celular a nivel sistémico, se llevé a cabo un analisis de
enriquecimiento de Conjuntos de Genes (GSEA). Este enfoque permiti6 identificar
vias biologicas, redes metabodlicas y procesos celulares (referenciados en la base de
datos KEGG) que llegaron a tener una sobreexpresion o expresion a la baja de forma

coordinada en respuesta a la infeccion por el virus del dengue.

La tabla 3 revela una concentracion en la maquinaria celular del huésped,
evidenciando un contraste entre los procesos inmunologicos activados y la

disminucidn de funciones de mantenimiento celular.

En el espectro de modulacion activada/UP, se observa una hiperactivacion
estadisticamente significativa (FDR = 0,000) de las redes de inmunidad innata y
reconocimiento de patdgenos caracterizado por vias de sefializacion de los receptores
tipo Toll (TLR), NOD (NLR) y RIG-I (RLR), asi como la via de deteccion de ADN
citosdlico. En contraste, el estado de modulacion reprimida/DOWN refleja una
supresion generalizada de los procesos asociados a la homeostasis y proliferacion
celular evidenciando una caida en los mecanismos de estabilidad genémica, afectando
negativamente la replicacion del ADN, el ciclo celular y los sistemas de reparacion de
dafos genéticos (como la escision de bases y la reparacion de apareamientos

erroneos).

Tabla 3. Analisis de Enriquecimiento de Conjuntos de Genes (GSEA) de la respuesta transcripcional a las 24 horas post-
infeccion por DENV. La tabla resume las principales vias biologicas (términos de KEGG) significativamente alteradas durante la
infeccion. El Puntaje de Enriquecimiento Normalizado (NES, por sus siglas en inglés) indica la magnitud y direccion de la
modulacion transcripcional: los valores positivos representan vias activadas (UP) en respuesta al virus, mientras que los valores
negativos denotan vias reprimidas (DOWN) o secuestradas en la célula huésped. La robustez estadistica de los hallazgos se
evaluo mediante la Tasa de Falsos Descubrimientos (FDR g-val), considerando como bioldgicamente significativas aquellas vias

con un FDR < 0.25, de acuerdo con los parametros estandar del algoritmo GSEA.
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FDR g-

Estado de Modulacion Via Biolégica (Término KEGG) NES val

Via de sefializacion de los receptores tipo Toll (TLR) 2.421 0.000

Via de respuesta antiviral tipo Influenza A 2.385 0.000
Activada (UP)
Via de sefializacion de los receptores tipo NOD (NLR) 2.333 0.000
Via de sefializacion de los receptores tipo RIG-I (RLR) 2.316 0.000
Via de deteccion de ADN citosoélico 2311 0.000
Reparacion de ADN por escision de bases (BER) -1.781 0.138
Replicacion del ADN -1.765 0.078
Reprimida (DOWN) Digestion y absorcion de vitaminas -1.601 0.224
Ciclo celular -1.549 0.251

Reparacion de apareamientos erroneos del ADN (MMR) [ -1.531 0.230

5.4 Analisis de redes de interaccion Proteina-proteina (PPI)

Considerando que las vias expresadas a la alta estain ampliamente dominadas por la
respuesta inmune innata, el analisis de interaccion proteina-proteina (PPI) se enfoco
exclusivamente en el subconjunto de vias reprimidas (reguladas a la baja) con el fin
de esclarecer la arquitectura funcional de las maquinarias celulares que sufren la

mayor represion durante la infeccion por dengue.

Para ello, se construyo una red de interaccion proteina-proteina (PPI) empleando la
plataforma Metascape a través del modulo STRING. La red resultante se presenta en
la Figura 8 A que destaca la coloracion por médulos bioldgicos enriquecidos, y la
Figura 8B, que representa la misma topologia coloreada en funcion de la significancia
estadistica (valor p) se revela la densidad topologica y la abundancia de nodos

interconectados reflejando la complejidad de respuestas celulares.
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El analisis conjunto de ambas figuras evidencia que la ejecucion de una via bioldgica
especifica, tal como el ciclo celular y la mitosis, demanda la orquestacion simultanea
de redes de interaccidon génica. Asimismo, la densa interconectividad observada entre
clusteres de distintas categorias funcionales resalta el caracter pleiotropico de las
proteinas involucradas. Esta topologia de red indica que un transcrito o proteina
individual no limita su actividad a un proceso biologico aislado, sino que funciona

como un nodo integrador (hub) que modula multiples rutas de manera concurrente.

La focalizacion en esta arquitectura reticular resulta fundamental para la patogénesis
viral, tomando que los virus dirigen su ataque preferencialmente hacia estos nodos
centrales para maximizar la desestabilizacion global del huésped (31). La robustez
estadistica de este secuestro se corrobora en la Figura 8B, donde los modulos
bioldgicos criticos —reparacion del ADN, ciclo celular y la via de Rb— exhiben la
mayor intensidad en el gradiente colorimétrico. Esta representacion visual se traduce
en valores p significativos (entre 10*-10 y 10"-20), confirmando que la represion
coordinada de estos procesos constituye un evento sistémico determinista impulsado

por la infeccion, descartando por completo el efecto de variaciones estocésticas.
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Figura 8 . Interaccion proteina-proteina (PPI) de los genes regulados a la baja. (A) Red de interaccion proteina-proteina (PPI) de

los genes regulados a la baja. Generada a través de la base de datos STRING y visualizada en Metascape. Los nodos representan

proteinas individuales y las aristas indican interacciones validadas. Los colores denotan el enriquecimiento funcional de subredes
especificas. (B) Red de interaccion proteina-proteina (PPI) con topologia idéntica a la del panel A, donde la coloracion de los

nodos refleja el nivel de significancia estadistica (valor p) del analisis de enriquecimiento para cada proteina.

6. DISCUSION

Caracterizar el perfil transcriptomico de células humanas infectadas por el virus del
dengue mediante una aproximacion bioinformatica de RNA-seq, permite identificar
genes diferencialmente expresados (DEGS) a lo largo del ciclo de infeccion para
entender como el virus logra secuestrar la maquinaria celular y altera la expresion
génica para proponer nuevos biomarcadores de severidad y posibles blancos
terapéuticos. Esta identificacion es fundamental, dado que la fase de dengue con
signos de alarma puede desencadenar un colapso sistémico en el paciente, por lo que
comprender la respuesta celular temprana y tardia mejora las perspectivas de

intervencion clinica y mitiga las complicaciones asociadas a la infeccion severa.
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En la literatura actual sobre la infeccion por este virus, muchos estudios
transcriptomicos se limitan a evaluar un Gnico punto temporal tardio (frecuentemente
a las 24 o0 48 horas post-infeccion); lo que limita la comprension de la dindmica inicial
del virus. Se espera que, al integrar informacién de multiples tiempos (desde la hora
1,5 hasta la 24), se pueda comprender la evolucion inmunologica basal y los
mecanismos de evasion viral. Por lo tanto, la escasez de analisis de trayectoria
temporal dificulta identificar el momento exacto en que la célula pierde la
homeostasis. En este sentido, este estudio aporta una vision dinamica de la infeccion,

destacando que el secuestro transcriptémico no es un proceso lineal.

La trayectoria transcriptomica evidenciada en el Andlisis de Componentes Principales
(PCA) mostr6 una progresion que concuerda estrechamente con la dindmica temporal
descrita por Zanini y colaboradores (32); donde evaluaron el comportamiento de la
infeccion de dos flavivirus (DENV-2 y ZIKV) infectando hepatocitos Huh7 con esos
flavivirus y luego recolectaron células a las 4, 12, 24 y 48 h post-infeccion. En la
figura 4 se evidencia la alerta temprana de las primeras horas, donde luego el ascenso
progresivo en el eje PC2 alcanzé un pico a las 10 horas post-infeccion, reflejando una
fase aguda de estrés celular. Esta ventana de transicion se correlaciona de manera
directa con el punto de 12 horas reportado por Zanini y colaboradores (32),
caracterizado por el aumento sostenido del ARN viral, evidenciando el pulso critico
entre la maquinaria de defensa del huésped y las crecientes demandas metabolicas del

virus.

No obstante, el cambio bioldgico y estadistico mas dréstico ocurre a las 24 horas,
donde el PCA revela un desplazamiento extremo hacia la derecha en el eje PC1,
donde marca el establecimiento definitivo de la infeccion y la replicacion viral

masiva. Este comportamiento corrobora exactamente el umbral critico identificado
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por Zanini y colaboradores (32) para este mismo punto temporal (24 h). De acuerdo
con los hallazgos reportados por los autores, es en esa hora cuando la carga viral
supera las 1,000 lecturas por millon, desencadenando el colapso de la homeostasis.
Asi, el salto macroscopico observado en la figura 4 a las 24 horas constituye el reflejo
directo de esta reprogramacion masiva, confirmando el secuestro inminente de la

maquinaria celular.

Continuando con el andlisis de expresion diferencial a las 24 horas, el perfil
transcripcional demostrd que la célula huésped destina agresivamente sus recursos a
montar una respuesta de defensa desmesurada. Dentro de este grupo, el gen CXCL10
destaca con un Log?2 Fold Change de 13,3, denotando una activacion aguda de rutas
quimiotacticas. Otros genes fuertemente inducidos incluyen efectores antivirales y
metabolicos como IFITM1 (12.0), IFNLI (11.8) e ISG20 (11.5), asi como mediadores
de la cascada de citoquinas como /L27 (10.7), CCL8 (10.6) e IL124 (10.4). Estos
hallazgos concuerdan estrechamente con lo reportado por Solorzano y colaboradores
(29), quienes demostraron en cohortes clinicas la elevacion drastica de CXCL10 ya
que es una quimiocina implicada en el reclutamiento de células inmunitarias, como
las células asesinas naturales (NK) activadas y los linfocitos T, hacia los focos de
infeccion. En el contexto de la infeccion por el virus del dengue, el estudio demostrd
que los niveles plasmaticos de CXCL10 estan significativamente elevados en
pacientes con dengue en comparacion con controles sanos, y que estos niveles se
correlacionan positivamente con los niveles del antigeno NS1, lo que sugiere su
participacion en la respuesta inmunitaria al dengue. Los niveles elevados de CXCL10
también podrian contribuir a los mecanismos inmunitarios patogénicos durante el
dengue, limitando potencialmente la propagacion viral al competir con el DENV por

los sitios de union en los hepatocitos (33) y otras citoquinas proinflamatorias es un
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biomarcador determinante en la progresion hacia la fase grave del dengue. Esta
respuesta inmunolodgica hiperactiva conocida como “tormenta de citoquinas” explica
por qué la reaccion de la célula huésped, aunque inicialmente defensiva, termina
exacerbando la fisiopatologia de la enfermedad, promoviendo el dafio tisular y la

permeabilidad vascular caracteristica de las etapas criticas.

En contraste con la hiperactivacion inmunolégica, el analisis del grupo de genes
expresados a la baja revela como el virus secuestra la maquinaria basica del huésped.
El gen mas suprimido fué MATR3, con un Log2 Fold Change de -9.1. Dado que este
gen codifica para una proteina de la matriz nuclear esencial para la estabilizacion del
ARN mensajero (ARNm) endogeno (29) sugiriendo una estrategia por parte del
dengue para desestabilizar el transcriptoma de la célula huésped. Al reducir la
competencia traslacional, el virus asegura que los ribosomas celulares se dediquen de
manera prioritaria a sintetizar proteinas virales. De manera andloga, investigaciones
previas han demostrado que el virus anexa selectivamente la maquinaria de traduccion
del huésped, sacrificando la sintesis proteica celular para maximizar la eficiencia
replicativa del virus (34).De manera analoga, investigaciones como la de Roth y
colaboradores (35) describen como los flavivirus inducen un "apagén" generalizado
de la traduccion del huésped (host shutoff) manipulando el procesamiento de ARN
para desviar los recursos metabolicos a su favor. Adicionalmente, el silenciamiento
simultaneo de genes estructurales y de regulacion como PHCIPI, TEDC2 y LOXHDI1
evidencia un abandono forzado de las funciones celulares de mantenimiento
preventivo. En conjunto, estos genes apagados confirman que, a las 24 horas, la célula
ha sacrificado su integridad estructural y metabdlica basal, cediendo el control total al

ciclo de replicacion viral.
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La evaluacion de la respuesta celular a nivel sistémico mediante el Analisis de
Enriquecimiento de Conjuntos de Genes (GSEA) evidencio una drastica polarizacion
en la maquinaria transcripcional del huésped a las 24 horas post-infeccion. Por un
lado, nuestros resultados documentan una hiperactivacion robusta y estadisticamente
significativa (FDR = 0,000) de las redes de inmunidad innata, caracterizada por el
encendido de las vias de sefalizacion de receptores tipo Toll (TLR), NOD (NLR),
RIG-I (RLR) y la deteccion de ADN citosolico. Esto concuerda con la literatura, la
cual postula que la infeccion por dengue es detectada tempranamente por estos
sensores celulares, desencadenando cascadas proinflamatorias y una potencial
"tormenta de citoquinas" en un esfuerzo del huésped por establecer un estado antiviral

y frenar la diseminacion del patdgeno (36).

En marcado contraste con esta respuesta inmunologica, el espectro de modulacién
reprimida (DOWN) en nuestro GSEA revel6 una supresion generalizada de los
procesos asociados a la homeostasis celular, afectando negativamente el ciclo celular,
la replicacion del ADN y los sistemas criticos de reparacion de danos genéticos (como
la escision de bases y la reparacion de apareamientos erroneos). Al comparar esta
caida en los mecanismos de estabilidad genémica con estudios previos, los hallazgos
de este estudio respaldan la hipdtesis de un secuestro celular activo. Investigaciones
han demostrado que los virus del dengue no alteran estas vias al azar, sino que
manipulan especificamente las fases del ciclo celular de la célula infectada para crear

un entorno bioquimico que favorezca exclusivamente su propia replicacion viral (37).

La integracion de ambos espectros transcriptomicos (la hiperactivacion inmune versus
el colapso homeostatico) consolida un modelo de subyugacion metabolica por parte
del virus. Al forzar el silenciamiento de las funciones de mantenimiento y

proliferacion, el dengue se asegura de no competir por los recursos energéticos y
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nucleotidos de la célula. Este fendomeno de dominacion funcional concuerda de
manera precisa con lo demostrado por Reid y colaboradores, quienes comprobaron
mediante secuenciacion y perfilado ribosomal que el virus secuestra selectivamente la
maquinaria de traduccion del huésped, sacrificando la sintesis de proteinas celulares

para maximizar la produccion de su propia progenie (34).

En concordancia, el andlisis de interaccion proteina-proteina (PPI) enfocado en el
subconjunto de vias reprimidas esclarece la arquitectura funcional de las maquinarias
celulares que sufren el mayor impacto durante la infeccion por dengue donde se
refleja la complejidad de las respuestas celulares subyugadas por el virus. El anélisis
de esta topologia evidencia que la ejecucion de vias bioldgicas especificas, tales como
el ciclo celular y la mitosis, no opera de forma lineal ni aislada. Asimismo, la densa
interconectividad observada entre clusteres de distintas categorias funcionales subraya
el marcado caracter pleiotropico de las proteinas reprimidas. Esta estructura de red
indica que un transcrito o proteina individual actia como un nodo integrador (hub),
capaz de modular multiples rutas de manera concurrente. La vulnerabilidad intrinseca
de esta arquitectura reticular resulta un elemento central para comprender la
patogénesis viral. Tal como lo han documentado en analisis bioinformaticos de
interacciones virus-huésped, los patdgenos virales han evolucionado para dirigir sus
ataques fisicos preferencialmente hacia estos hubs. Al focalizarse en estos nodos
centrales, el virus logra maximizar la desestabilizacion global de la red celular
empleando un minimo esfuerzo genémico (38).Esta estrategia se corrobora con los
datos topologicos obtenidos en esta investigacion (Figura 8B), donde los modulos
bioldgicos més criticos (reparacion del ADN, ciclo celular y la via de Rb) exhiben la

mayor intensidad en el gradiente colorimétrico.
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Esta representacion visual se traduce en valores p extremadamente significativos
validando estadisticamente la profunda supresion de estas redes. Por otra parte, este
colapso de los nodos centrales con hallazgos viroldgicos contemporaneos,
comprueban que el virus modula activamente la red de la célula humana forzando el
freno del ciclo celular como un requerimiento estricto para su replicacion (39) donde
se confirma categdricamente que la represion coordinada de estos procesos no es
producto de variaciones estocasticas o del azar experimental, sino que constituye un
evento sistémico determinista y una estrategia evolutiva implacable del dengue para

asegurar la subyugacion celular.

7. CONCLUSIONES

La evaluacion de la expresion diferencial de genes evidencid una profunda asimetria
transcripcional inducida por el virus del dengue a las 24 horas post-infeccion. Por un
lado, se identifico una hiper induccion masiva de genes proinflamatorios, liderada por
la quimiocina CXCL 10, dando una respuesta inmunolédgica exacerbada que subyace a
la fisiopatologia de la permeabilidad vascular y la progresion a estados graves de la
enfermedad. En contraparte, se demostr6 un silenciamiento dréstico de transcritos
esenciales para el huésped, como MATR3, evidenciando que el dengue ejecuta un
desmantelamiento activo de la maquinaria celular enddgena para priorizar la
traduccion y replicacion viral.

La caracterizacion funcional y el andlisis de enriquecimiento (ORA) revelaron que la
alteracion de las rutas metabolicas y bioldgicas del huésped no es estatica, sino que
obedece a una cinética temporal estrictamente controlada por el virus. Durante las
fases tempranas, el patdgeno asegura su infiltracion al suprimir la regulacion del

proceso apoptotico y secuestrar la transcripcion dependiente de ADN. Asi mismo, el
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modelo experimenta una supresion pleiotropica de vias de mantenimiento, destacando

la inhibicidn de la maquinaria de reparacion del dafio en el ADN y la paralizacion del

ciclo celular. Este secuestro consolida el colapso homeostatico, negandole a la célula

la capacidad de repararse o de inducir una muerte programada oportuna.

8. RECOMENDACIONES Y LIMITACIONES DEL ESTUDIO

Se recomienda la creacion e integracion de repositorios de datos que incluyan
perfiles transcriptomicos provenientes de muestras directas de pacientes
colombianos. Dado que esta investigacion se basd en un modelo de células
infectadas in vitro, los resultados podrian presentar un sesgo biologico al no
capturar la complejidad sistémica y la interaccion multicelular de un
organismo vivo. Es fundamental contrastar estas firmas moleculares con
muestras clinicas locales para validar la relevancia de los genes hubs en el

escenario epidemiologico real del pais.

Aunque las herramientas bioinformaticas y topologicas utilizadas (como
Metascape y STRING) son robustas, las predicciones presentan limitaciones
inherentes en su capacidad para evaluar la dinamica real y multidimensional
de las proteinas en el sistema inmunologico humano. Ademas, el estudio esta
condicionado por la disponibilidad de datos transcriptomicos crudos en
repositorios publicos (GEO), lo que puede limitar la representatividad de los

resultados frente a cepas o aislamientos clinicos menos secuenciados.

El estudio se centrd en condiciones controladas y tiempos de infeccion
especificos (como el punto de corte a las 24 hpi y serotipos particulares de

DENYV), excluyendo otras dindmicas temporales o lineas celulares, cuya
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variabilidad en la respuesta al virus podria influir en los perfiles de expresion

diferencial.

La variabilidad genética de los pacientes, sumada a determinantes
epidemioldgicos criticos como el historial de infecciones previas por otros
serotipos (infecciones secundarias), influyen fuertemente en la modulacion de
las vias biologicas y la gravedad de la enfermedad, factores sistémicos que no

se pueden predecir completamente a partir de andlisis bioinformaticos in vitro.
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