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1. RESUMEN 

CANTERA BRAVO MEZTLI MIROSLAVA. La glibenclamida como molécula 

inhibidora del virus de diarrea viral bovina en macrófagos de bovino (bajo la dirección 

de: MVZ Alejandro Benítez Guzmán y BQD Omar Escobar Chavarría).  

 

El virus de la diarrea viral bovina es un agente patógeno de distribución mundial que 

infecta al ganado bovino y a otros rumiantes de vida silvestre. Forma parte del complejo 

respiratorio y abortivo bovino, causando pérdidas económicas por afecciones 

respiratorias, digestivas y reproductivas. El virus es capaz de infectar a células del sistema 

inmune, entre ellas al macrófago, induciendo la secreción de interleucina 1-ꞵ dependiente 

del receptor NLRP3 y de caspasa 1. La inhibición de estos, causa una disminución en el 

título viral. Existen diversas moléculas, como la glibenclamida, que han sido utilizadas 

como inhibidores de la secreción de IL-1ꞵ en modelos in vitro contra otros agentes, como 

el virus de fiebre porcina clásica. Debido al impacto económico de esta enfermedad y a 

la búsqueda de alternativas terapéuticas, el objetivo de este trabajo fue determinar si la 

glibenclamida inhibe la secreción de IL-1ꞵ en macrófagos de bovino infectados con la 

cepa NADL, para asociar dicho efecto con el título viral. Se infectaron macrófagos de 

bovino a una multiplicidad de infección (MOI) 2:1 en presencia y ausencia de 

glibenclamida. Se recolectaron los sobrenadantes y se cuantificó la secreción de IL-1ꞵ 

por medio de ELISA, calculando el título viral por el método de Reed and Müench. 

Nuestros resultados indican que la glibenclamida reduce la secreción de IL-1ꞵ inducida 

por la cepa NADL de 4020 pg/ml a 788 pg/ml, pero no disminuye el título viral. 
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2. INTRODUCCIÓN 

2.1 Generalidades del virus de diarrea viral bovina 

El virus de la diarrea viral bovina (BVDV por sus siglas en inglés) es un virus 

perteneciente a la familia Flaviviridae y al género Pestivirus que se caracteriza por tener 

una sola cadena de ácido ribonucleico (RNA  por sus siglas en inglés) en sentido positivo, 

codificando a una sola poliproteína, y presentando una envoltura lipídica que se origina 

durante el ensamblaje y maduración de la proteína viral1.  

Su genoma tiene una longitud aproximada de 12.3 Kb y consiste en un sólo marco de 

lectura abierto (ORF por sus siglas en inglés) flanqueado por 2 regiones no traducibles 

(UTR´s por sus siglas en inglés) en 5′y 3′.  El ORF codifica a una única poliproteína que 

es procesada postraduccionalmente en 4 proteínas estructurales, la proteína de la cápside, 

Erns, E1 y E2,   además de 8 proteínas no estructurales conformadas por Npro, p7, NS2, 

NS3, NS4A, NS4B, NS5A, NS5B2. La región no traducible 5′, es utilizada para realizar 

la genotipificación de los Pestivirus, existiendo dos genotipos para BVDV; BVDV-1 y 

BVDV-2, sin embargo, recientemente se ha reconocido una nueva especie de Pestivirus 

denominado ‘‘HoBi-like’’ o ‘‘pestivirus atípico’’,  que ha sido considerado como la tercer 

especie para BVDV, denominado BVDV-33. A su vez, estos genotipos se clasifican en 2 

biotipos, llamados citopático4 y no citopático. El primero se  caracteriza por inducir la 

formación de vacuolas y muerte en cultivo celular5, ,mientras que el segundo  no genera 

daño en cultivo5 y es el responsable del 90 al 95% de aislamientos en campo junto con la 

mayoría de casos clínicos e infecciones persistentes6.  
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2.2 Patogenia 

Las infecciones con BVDV pueden resultar en 3 tipos de infección; transitoria también 

llamada aguda, persistente, y del tracto reproductivo7. El BVDV puede transmitirse a través 

de una amplia variedad de fluidos corporales como las descargas nasales, orina, leche, 

semen, saliva, lágrimas, fluidos fetales y heces.  La forma más común de infectarse es a 

través de aerosoles y contacto naso-nasal entre animales infectados y sanos. Una vez que 

el virus infecta la mucosa nasal, comienza su replicación en el tracto respiratorio y en los 

linfonodos, desde donde se propaga a través de células linfoides circulantes a la sangre8.  

Las infecciones agudas cursan con viremia transitoria 3 días post-infección y esta puede 

durar de 10 hasta 14 días9. Durante ese tiempo, el virus infecta células utilizando al receptor 

CD46 para su internalización10. CD46 está presente de manera ubicua en todas las células 

y es un cofactor para el factor I que escinde los factores del complemento C3b y C4b 

depositados en los tejidos del hospedador10. Debido a lo anterior, el BVDV es capaz de 

infectar a una gran variedad de células, incluyendo macrófagos y linfocitos, causando 

leucopenia a corto plazo, linfopenia, trombocitopenia, inmunosupresión, pirexia y diarrea9.  

Una vez en circulación sanguínea, el virus alcanza otros tejidos linfoides como el tejido 

linfoide asociado a intestino (GALT por sus siglas en inglés), el timo, tejido linfoide 

asociado a bronquios (BALT por sus siglas en inglés), bazo y otros linfonodos, entre ellos 

los mesentéricos para reincorporarse nuevamente al torrente sanguíneo y llegar al tracto 

digestivo. En el caso de las cepas de baja virulencia, su propagación culmina una vez que 

llegan a dicho sitio, sin embargo, las cepas de alta virulencia se distribuyen hacia médula 

ósea, tejidos endocrinos, tracto urogenital, corazón y piel, provocando la liberación de 

viriones desde heces, orina, saliva, y aerosoles8,11. La mayoría de las cepas de BVDV son 
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de baja virulencia por lo que las infecciones agudas suelen pasar clínicamente 

desapercibidas o cursar con una infección leve12.  

Con respecto a las infecciones persistentes, estas ocurren cuando la madre gestante se 

infecta con una cepa no citopática de BVDV durante el primer trimestre de gestación. 

Debido a la inmadurez del sistema inmune del producto y a la falta de una respuesta 

eficiente por parte de este, el virus será reconocido como propio y permanecerá en la cría 

de manera persistente13, de ahí que estos animales reciban la denominación de 

persistentemente infectados (PI por sus siglas en inglés). Una vez que nacen, algunos 

animales PI presentan inmunosupresión, por lo que suelen morir antes del primer año de 

vida como consecuencia de infecciones recurrentes o al desarrollar enfermedad de las 

mucosas14. Aquellos que sobreviven, se convierten en reservorios y diseminan el virus 

dentro del hato a través de diferentes secreciones corporales como descargas nasales, 

saliva, semen y heces13,14. Además de los animales PI, existe evidencia de que aquellos 

animales que se recuperan de una infección aguda pueden mantener una infección crónica 

en sitios inmunoprivilegiados, como ovarios, testículos y sistema nervioso central14.  

Por otro lado, las infecciones en tracto reproductivo traen como consecuencia una 

disminución en la fertilidad del ganado y en la tasa de concepción y preñez, aumentando 

el intervalo entre partos y las repeticiones en servicio14. Al mismo tiempo, ocasiona un 

aumento en la incidencia de pérdidas embrionarias y fetales, junto con un aumento de 

mortalidad en becerros y retención placentaria14.  

En vacas, la infección con BVDV provoca muerte celular necrótica tanto en ovocitos como 

en las células de la granulosa. La infección en éstas últimas, reduce la secreción de estradiol 

en el ovario y altera, al mismo tiempo, la secreción de la hormona luteinizante, trayendo 

como resultado alteraciones en la ovulación15. De la misma forma, las vacas infectadas 



[5] 
 

 

cursan con salpingitis, lo que puede interferir con la secreción y otras funciones fisiológicas 

del oviducto, comprometiendo el transporte del ovocito, espermatozoides y la 

fertilización16.  

Otra de las alteraciones que produce BVDV, está relacionada con la interacción entre el 

ovocito y el espermatozoide durante la fertilización, ya que in vitro se ha reportado que la 

infección con una cepa citopática o no citopática disminuye la adhesión del esperma al 

ovocito, disminuyendo la tasa de fertilización17.  

En el caso de los embriones, la infección de la madre con una cepa citopática trae como 

consecuencia la muerte del producto18. Sin embargo, las cepas no citopáticas también son 

capaces de inducir la muerte del embrión y disminuir la presencia de progesterona en el 

suero de hembras gestantes19.  

Continuando con el proceso de gestación, los fetos pueden llegar a infectarse a través de la 

placenta y el efecto de esto sobre el producto dependerá principalmente del tiempo de 

gestación en el que se infecte la madre, el tipo de cepa, biotipo y la virulencia de la misma20. 

Tanto las cepas citopáticas como no citopáticas inducen abortos, y puede ocurrir en 

cualquier momento de la gestación, sin embargo, son predominantes en el primer tercio de 

la misma. Dependiendo del tiempo en el que ocurra el aborto puede generarse reabsorción, 

momificación o expulsión del producto20.  

Otro de los efectos que genera el BVDV sobre el feto son las malformaciones congénitas, 

las cuales ocurren cuando la madre se infecta entre el día 75 a 150 de gestación, durante la 

organogénesis. Las crías infectadas durante este período pueden presentar hipoplasia 

cerebelar, hidrocefalia, hipoplasia tímica, hipoplasia pulmonar y retardo en el 

crecimiento21.  
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Al igual que en las hembras y sus crías, existen reportes de que el aparato reproductor de 

los machos también es susceptible a la infección con BVDV. Los sitios donde se ha aislado 

el agente corresponden a las glándulas seminales, la próstata y los testículos, generando 

una infección persistente y por lo tanto un medio de transmisión a través del semen22.  Por 

otra parte también se han reportado anormalidades en el semen y en la calidad del mismo, 

disminuyendo la concentración de espermatozoides junto con su motilidad23. Todo esto en 

conjunto, visibiliza el impacto económico que la infección en tracto reproductivo, 

originada por BVDV, puede tener en las producciones de ganado bovino. 

Por último, existe una forma fatal de la enfermedad denominada enfermedad de las 

mucosas, la cual se genera cuando un animal PI se infecta con una cepa citopática de 

BVDV24. Se caracteriza por presentar lesiones ulcerativas y necróticas en el epitelio de 

todo el tracto gastrointestinal, especialmente en el tejido linfático asociado a intestino25. 

Estas lesiones también se pueden presentar en cavidad oral e incluso en cavidad nasal26.  

Los animales cursan con hemorragias y diarreas profusas, lo que finalmente causará la 

muerte de estos26.  

2.3 Cepa NADL 

La cepa NADL fue aislada en el año 1962, de un animal con enfermedad fatal de las 

mucosas27, en el Laboratorio Nacional de Enfermedades Animales (NADL por sus siglas 

en inglés) en Estados Unidos, y atenuada en cultivo celular, utilizando células de riñón de 

cerdo, para la generación de las primeras vacunas atenuadas contra el BVDV junto con la 

cepa Oregon C24V, en 1968. Fue una de las dos primeras cepas citopáticas en ser 

secuenciadas, donde se descubrió que el BVDV tiene un sólo marco de lectura abierto  

A su vez pertenece al genotipo 1 (BVDV-1 por sus siglas en inglés), el cual posee una 

mayor diversidad genética, conformado por 21 subgenotipos (BVDV 1a-1u)28. En México 
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se encuentran los genotipos BVDV-1a, al que pertenece NADL29, 1b, 1c y BVDV-2a, 

siendo predominante el genotipo BVDV-1c30.  

2.4 BVDV y el sistema inmune innato 

La principal vía de entrada para el BVDV es la vía intranasal. Las células epiteliales de la 

vía aérea funcionan como la primera barrera de defensa, funcionando como una barrera 

física, química e inmunológica contra la infección31. El BVDV es capaz de replicarse en el 

epitelio respiratorio después de la infección apical y basolateral de dichas células. El cómo 

ingresa al organismo desde el epitelio respiratorio sigue siendo incierto, sin embargo, se 

hipotetiza la participación de células del sistema inmune presentes en la vía respiratoria 

como acarreadoras y diseminadoras del virus31.   

Como se ha mencionado, el virus es capaz de infectar a diferentes células, pero tiene 

predilección por aquellas que conforman al sistema inmune, tanto innato como 

adaptativo32.  En cuanto a las células del sistema inmune innato, se sabe que la infección 

de  neutrófilos  in vitro, disminuye la expresión de CD18 y CD62L, receptores importantes 

para la adhesión a células endoteliales, inhibiendo la migración de neutrófilos al sitio de 

infección33. Otras células blanco del virus, son las denominadas células presentadoras de 

antígeno (APC por sus siglas en inglés), conformadas por los monocitos, macrófagos y 

células dendríticas (DC por sus siglas en inglés). Tanto las cepas citopáticas como no 

citopáticas de BVDV son capaces de infectar a las APC, generando progenie viral29. Sin 

embargo, existen diferencias particulares entre ellas, ya que las DC son resistentes a la 

infección con cepas no citopáticas del BVDV (Pe515ncp) y a la apoptosis inducida por 

cepas citopáticas (Pe515cp)32. A pesar de esto, las APC infectadas disminuyen la expresión 

de receptores Fc y C3, que participan en la actividad fagocítica15. Particularmente en 
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monocitos disminuye la expresión del complejo principal de histocompatibilidad de clase 

2 (MHC II por sus siglas en inglés) interfiriendo con la presentación antigénica8.  

Al ser un virus, posee estructuras conservadas denominadas patrones moleculares 

asociados a patógenos (PAMPs, por sus siglas en inglés). Estos PAMPs serán reconocidos   

por medio de receptores de reconocimiento de patrones (PRRs, por sus siglas en inglés)34. 

La mayoría de los PRRs expresados en células de vertebrados se clasifican en 5 clases de 

familias diferentes. En estas familias se encuentran proteínas transmembranales como los 

receptores tipo Toll (TLRs por sus siglas en inglés) y los receptores de lectina tipo C (CLRs 

por sus siglas en inglés), así como proteínas citoplasmáticas denominadas receptores tipo 

gen inducible por ácido retinoico (RIG-I por sus siglas en inglés), receptores tipo dominio 

de oligomerización de nucleótidos (NOD y NLR por sus siglas en inglés)35 y receptores 

tipo ausente en melanoma-2 (AIM-2 y ALR por sus siglas en inglés)36. Los PRRs se 

expresan en diferentes tipos celulares, siendo las células del sistema inmune las más 

representativas34. La activación de los PRRs aumenta la transcripción de genes que 

codifican para la síntesis de citocinas, proteínas antimicrobianas e interferones tipo I (IFN-

I por sus siglas en inglés)34.  

El interferón es la citocina antiviral más importante y muchos virus, incluido BVDV, son 

capaces de inducir la producción de IFN tipo I, principalmente IFN-α e IFN-ꞵ. Esto es 

dependiente del biotipo y genotipo de la cepa, sin embargo, se ha reportado que las cepas 

citopáticas de BVDV aumentan la síntesis de IFN tipo I, mientras que las no citopáticas 

inhiben la producción de dichas citocinas37. El mecanismo por el cual las cepas no 

citopáticas evaden la respuesta inmune, está relacionado con la proteína no estructural Npro 

que inhibe la inducción de IFN tipo I mediante la degradación, a través del proteosoma, del 

factor 3 de regulación de interferón (IRF-3 por sus siglas en inglés). Otra proteína viral 



[9] 
 

 

involucrada en el bloqueo de la producción de IFN es la proteína ERNS, que tiene función 

de endonucleasa, degradando al RNA monocatenario en sustratos de doble cadena, 

previniendo la síntesis de IFN38.  

Se ha demostrado que la infección con el BVDV promueve una mayor expresión de genes 

que codifican para citocinas pro-inflamatorias, en relación con la virulencia de la cepa39. 

Al infectar becerros con una cepa de alta virulencia (BVDV-2 1373, ncp) se encontró, en 

los linfonodos traqueobronquiales, un aumento en la expresión de ARN mensajero (mRNA 

por sus siglas en inglés) que codifica para el factor de necrosis tumoral alfa (TNF-α por sus 

siglas en inglés), interleucina 1-ꞵ (IL-1ꞵ) e IFN-γ39.  

En la línea celular de riñón de bovino de Madin-Darby (MDBK por sus siglas en inglés) se 

determinó un aumento en la expresión génica de IL-1ꞵ, IL-15 e IL-18, dependiente de la 

vía del NF-𝜅B, al infectar las células con la cepa cp CH000140. En otro estudio realizado 

por Morales y colaboradores, se determinó por primera vez, que la cepa citopática NADL 

inducía la secreción de IL-1ꞵ en macrófagos de bovino dependiente de caspasa 141. Dichos 

resultados explicarían la inflamación que se presenta en distintos órganos durante la 

infección con el BVDV.  

2.5 Inflamación 

El término inflamación proviene de la palabra latina ‘‘inflammare’’ que significa arder42. 

Actualmente, se considera un mecanismo de defensa ante agentes infecciosos, daño celular, 

compuestos tóxicos, radiaciones y otros desafíos34,43. Los PAMPs y los patrones 

moleculares asociados a daño (DAMPs por sus siglas en inglés) inducen la activación de  

diversas células, principalmente neutrófilos, monocitos y macrófagos promoviendo la 

expresión de genes pro-inflamatorios43. Esto traerá como consecuencia la liberación de 

citocinas, quimiocinas, y otros mediadores químicos que tendrán efecto a nivel celular y 
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vascular42. A nivel vascular, se promoverá la vasodilatación, aumentando la permeabilidad 

del vaso sanguíneo, favoreciendo la salida de plasma y proteínas42. En cuanto a los eventos 

celulares se favorecerá la expresión de receptores en endotelio y en las células del sistema 

inmune, permitiendo su migración al sitio de infección o daño42.    

Entre las principales citocinas pro-inflamatorias encontramos al TNF-α, interleucina 6 (IL-

6 por sus siglas en inglés) e IL-1ꞵ43. Ésta última, es sintetizada como un precursor inactivo 

denominado pro-IL-1ꞵ, el cual debe ser escindido a través del ensamblaje de complejos 

multiproteicos intracitoplasmáticos denominados inflamasomas44.  

2.6 Inflamasomas 

El término inflamasoma fue acuñado en el 2002, para describir el ensamblaje de estructuras 

supramoleculares en el citoplasma de células del sistema inmune previamente activadas 

con PAMP´s o DAMP´s. La activación de los inflamasomas conlleva a la activación 

proteolítica de caspasas proinflamatorias con la subsecuente liberación de citocinas que 

participan en el proceso inflamatorio, en su forma madura y activa, como IL-1ꞵ e IL-1845. 

Dichos complejos se expresan en múltiples células, incluyendo macrófagos, DC, 

neutrófilos y células epiteliales45.  

Los inflamasomas pueden participar en la vía canónica y no canónica de activación. Los 

inflamasomas canónicos están conformados por una proteína sensor o PRR, una proteína 

adaptadora denominada proteína tipo mota asociada a apoptosis (ASC por sus siglas en 

inglés), que posee 2 dominios de pliegue de muerte: un dominio pyrin (PYD por sus siglas 

en inglés) y un dominio de reclutamiento de caspasa (CARD por sus siglas en inglés) que 

le permitirá unir al sensor del inflamasoma corriente arriba con la pro-caspasa45. La vía no 

canónica del inflamasoma es dependiente de caspasa 11 en el modelo ratón y de caspasa 4 
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y 5 en humanos46. Se ha reportado su activación en presencia de LPS cuando éste alcanza 

el citoplasma45.  

Múltiples PRRs citoplasmáticos participan en la activación del inflamasoma, y se clasifican 

con base en las estructuras de sus dominios proteícos45. Aquí se incluyen a aquellos que 

tienen un dominio de oligomerización de unión a nucleótidos (NOD, por sus siglas en 

inglés), los que forman parte de la familia de proteínas que contienen repeticiones ricas en 

leucinas (NLR por sus siglas en inglés) como el NLRP1, NLRP3, NLRC4, así como las 

proteínas ausentes en melanoma 2 (AIM2, por sus siglas en inglés) y pyrin45.  

2.7 Inflamasoma NLRP3 e IL-1ꞵ 

El inflamasoma mejor estudiado hasta el momento es el inflamasoma NLRP347. Diversos 

estímulos inducen su activación, como los cristales de ácido úrico, sílice, asbesto, aluminio, 

ATP extracelular, toxinas formadoras de poros, flujo de iones y una diversidad 

considerable de virus, bacterias, hongos y protozoarios patógenos45. El inflamasoma 

NLRP3 está conformado por el sensor NLRP3, ASC y pro-caspasa 148. Su activación en 

macrófagos requiere de 2 señales. La señal de inducción o primera señal puede ser generada 

por estímulos inflamatorios, como ligandos de TLR´s, que activan al factor de transcripción 

nuclear kappa B (NF-𝜅B por sus siglas en inglés) promoviendo la expresión génica del 

NLRP3 y pro-IL-1ꞵ. La señal de activación o segunda señal es dada por PAMPs o DAMPs 

promoviendo el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 y la secreción de IL-1ꞵ e IL-18 

mediada por caspasa 148. Se ha determinado que en monocitos de humano la primera señal 

es suficiente para inducir la activación de caspasa 1 y la secreción de IL-1ꞵ48.  

La interleucina 1-ꞵ es una de las 11 citocinas que pertenecen a la familia de citocinas IL-

149. Como se mencionó anteriormente, se sintetiza como un precursor denominado pro-IL-

1ꞵ. La activación de los inflamasomas resulta en la forma madura de la citocina, sin 



[12] 
 

 

embargo, también puede ser escindida por otras proteínas. La proteinasa 3, en neutrófilos, 

al igual que la elastasa, la metaloproteasa de matriz 9 y granzima A pueden generar la 

forma activa de la citocina49. Al ser una citocina proinflamatoria, fomenta la expresión de 

otros genes proinflamatorios como ciclooxigenasa tipo 2 (COX-2 por sus siglas en inglés), 

óxido nítrico sintetasa inducible (iNOS por sus siglas en inglés) y quimiocinas. A su vez, 

promueve la expresión de integrinas en las células endoteliales promoviendo la infiltración 

celular en los tejidos y fomenta la diferenciación, proliferación y función de células NK, 

macrófagos y linfocitos50.  

2.8 IL-1ꞵ en infecciones virales 

Al ser una de las principales citocinas proinflamatorias, se ha descubierto que tiene una 

participación importante en la patogenia de algunos virus que pertenecen a la familia 

Flaviviridae. Estudios In situ con el virus del Zika (ZIK-V por sus siglas en inglés) 

demostraron que induce la secreción de IL-1ꞵ, IL-18 e IL-33, agravando la 

neuroinflamación en casos fatales de microcefalia51. Por otro lado, el virus de hepatitis C 

(HCV por sus siglas en inglés), induce la producción de IL-1ꞵ durante la infección de 

macrófagos hepáticos, manteniendo la respuesta inflamatoria y conllevando al desarrollo 

de fibrosis y cirrosis52. En el caso del virus de fiebre porcina clásica (CSFV por sus siglas 

en inglés), se determinó que inducía la secreción de IL-1ꞵ dependiente del inflamasoma 

NLRP3. La inhibición de éste, aumentaba el título viral en células mononucleares de sangre 

periférica (PBMCs por sus siglas en inglés) de cerdo53. En BVDV, la cepa citopática AV69 

induce la translocación del NF-𝜅B y aumenta la expresión génica del NLRP3, ASC y pro-

caspasa 1, así como, la secreción de IL-1ꞵ54. La cepa NADL induce la secreción de IL-1ꞵ 

dependiente de caspasa 1 y del NLRP3. La inhibición de estas moléculas trae como 

consecuencia la disminución del título viral durante la infección in vitro41, 55.  
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2.9 Fármacos inhibidores de la secreción de IL-1ꞵ 

La IL-1ꞵ tiene un papel fundamental en la inducción de daño y replicación durante las 

infecciones virales. A su vez, esta citocina tiene una participación importante en 

enfermedades crónicas como aterosclerosis, carcinoma hepatocelular por infección con 

HCV, enfermedad de Alzheimer, gota y diabetes mellitus tipo 256. Debido a esto y a que 

la secreción de IL-1ꞵ está íntimamente relacionada con la activación de los inflamasomas, 

se han desarrollado inhibidores dirigidos contra diferentes blancos en la cascada de 

señalización. Algunos están dirigidos al PRR, como es el caso del fármaco inhibidor de 

la liberación de citocinas (CRID3 por sus siglas en inglés) que se une directamente al 

dominio NACHT de NLRP356. Otros inhibidores actúan sobre las caspasas pro-

inflamatorias como es el caso del pralnacasan, que actúa inhibiendo a la caspasa 157. La 

oridonina inhibe la vía del NF-𝜅B y la consecuente secreción de citocinas pro-

inflamatorias56. Corriente arriba de la cascada de señalización se ha utilizado a la 

glibenclamida, que bloquea la salida de potasio y evita la activación del inflamasoma 

NLRP356. 

2.10 Glibenclamida 

Pertenece a las sulfonilureas de segunda generación. Las sulfonilureas son un grupo 

farmacológico que tuvo sus inicios durante la segunda guerra mundial, cuando se 

descubrió que la administración del fármaco antibacteriano sulfonamida 2254 RP causaba 

hipoglucemia58. La tolbutamida fue la primera sulfonilurea segura y eficaz en venderse 

en Estados Unidos en el año de 1956. Sería hasta 1969, en Europa, cuando se introduciría 

la glibenclamida en el mercado58. Al igual que las sulfonilureas de primera generación, 

la glibenclamida posee el núcleo de sulfonilurea, sin embargo, posee grupos estructurales 

más grandes y menos polares, lo que la hace más soluble en lípidos58. Estas 
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modificaciones estructurales le confieren un efecto hipoglucémico mayor, siendo 200 

veces más potente que la tolbutamida58. Debido a esto, las dosis en humanos son 

relativamente bajas a comparación de las sulfonilureas de primera generación, utilizando 

de 2.5 a 5 mg hasta la dosis máxima de 40 mg por día59.  

2.11 Mecanismo de acción 

La glibenclamida tiene como blanco terapéutico a los canales de potasio dependientes de 

ATP (KATP por sus siglas en inglés). Estos canales son complejos octaméricos 

conformados por 4 por subunidades Kir6x (6.1 o 6.2) que forman el poro, y 4 subunidades 

de receptores para sulfonilurea (SUR por sus siglas en inglés)60. Dos subtipos de SUR 

han sido identificados: SUR1 y SUR2. Las sulfonilureas se unen a las subunidades SUR1 

a través de su grupo ciclohexilurea, inhibiendo el flujo de potasio a través de los canales 

KATP.  

La forma en la que inhibe la secreción de IL-1ꞵ aún es desconocida, sin embargo, se sabe 

que actúa corriente arriba del inflamasoma NLRP3 y corriente abajo del receptor P2X7. 

Respecto al efecto en otros inflamasomas, se sabe hasta el momento que no inhibe la 

secreción de IL-1ꞵ dependiente del NLRP1 y NLRC456. 

2.12 Farmacocinética y farmacodinamia 

Un modelo abierto de 2 compartimentos describe la farmacocinética de este compuesto. 

La glibenclamida es bien absorbida después de la administración oral. Las formulaciones 

actuales presentan una absorción del 84 al 100%, sin ser alterada por la presencia de 

alimento61. El pico máximo del fármaco en plasma se alcanza entre las 2 y 6 horas en 

ayuno y se une en un 99% a la albúmina sérica. Se ha demostrado que se distribuye en 

órganos altamente perfundidos como hígado y riñones, con un volumen de distribución 
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de 9 a 10 litros. Se distribuye principalmente en el espacio extracelular, sin circulación 

enterohepática62.  

El metabolismo del fármaco ocurre en hígado dando origen a 2 metabolitos: cis-3-

hidroxigliburida y trans-4-hidroxigliburida, los cuales tienen efecto hipoglicémico63. La 

vida media de eliminación es de 7 a 10 horas sí la administración es por vía oral61. Su 

eliminación se da por vía renal y vía biliar en un porcentaje de 50 y 5062. En cuanto a la 

farmacodinamia, la glibenclamida promueve la secreción de insulina en las células ꞵ del 

páncreas a partir del bloqueo de canales de KATP. La inhibición del flujo de potasio 

promueve la despolarización de la membrana y la apertura de canales de calcio 

dependientes de voltaje (VGCCs por sus siglas en inglés) estimulando la fusión de las 

vesículas de insulina a la membrana celular64.  

2.13 Toxicidad en modelos animales 

En estudios de toxicidad en animales, se ha reportado que la dosis mínima que reduce los 

niveles de glucosa en ratones es de 0.2 mg/kg58. La dosis letal media para esta especie 

(LD50 por sus siglas en inglés) es > 10 g/kg al igual que en ratas, conejos, cuyes y perros65. 

En estudios  a dosis repetidas se observaron cambios morfológicos en las células ꞵ del 

páncreas en ratas y conejos65. Aunque la administración de glibenclamida durante la 

organogénesis no haya generado efectos teratogénicos en ratas, ratones y conejos, 

actualmente, está clasificada por la Administración de Alimentos y Medicamentos de los 

Estados Unidos (FDA por sus siglas en inglés) como un fármaco de categoría C,  que 

estipula que los estudios de reproducción en animales han mostrado un efecto adverso en 

el feto y no existen estudios adecuados y bien controlados en humanos, pero los beneficios 

potenciales pueden justificar el uso del medicamento en mujeres embarazadas a pesar de 

los riesgos potenciales66.   
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3. JUSTIFICACIÓN 

Debido a que la secreción de IL-1β junto con su inhibición en infecciones virales puede 

favorecer o interferir con la patogenia del agente viral, resulta crucial contribuir a la 

búsqueda y desarrollo de moléculas que puedan ser utilizadas como tratamiento no solo 

para las enfermedades animales relacionadas con este tipo de virus, sino también con otras 

enfermedades que tienen impacto en la salud humana como hepatitis C o Zika. 

4. HIPÓTESIS 

La glibenclamida disminuirá la secreción de IL-1ꞵ en macrófagos de bovino previamente 

infectados con la cepa NADL del virus de diarrea viral bovina, reduciendo el título viral. 

5. OBJETIVO GENERAL 

Identificar el efecto que tiene la glibenclamida sobre la secreción de IL-1ꞵ de macrófagos 

de bovino infectados con la cepa NADL del VDVB para asociarlo con el título viral. 

 

5.1 Objetivos específicos 

• Evaluar diferentes concentraciones de glibenclamida en el modelo de macrófago 

de bovino, a través de ensayos de LDH y MTT, para evaluar la citotoxicidad del 

fármaco. 

• Cuantificar por medio de ELISA, la secreción de IL-1ꞵ inducida por la infección 

con la cepa NADL en presencia y ausencia de glibenclamida para asociarlo con 

el título viral.  
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• Realizar la titulación viral de la cepa NADL, a través del método de Reed y 

Müench en presencia de glibenclamida con el fin de determinar el efecto que tiene 

la inhibición de la secreción de IL-1ꞵ en la replicación viral del BVDV 

6. MATERIAL Y MÉTODOS 

6.1 Animales experimentales 

Las  vacas con las que se trabajó se encuentran en el Centro de Enseñanza Práctica e 

Investigación en Producción y Salud Animal (CEPIPSA) perteneciente a la Facultad de 

Medicina Veterinaria y Zootecnia de la Universidad Nacional Autónoma de México. El 

protocolo de manejo fue previamente aprobado por el CICUA con el número 0686. 

El procedimiento que se llevó a cabo corresponde a la toma de muestra sanguínea, una 

vez cada dos semanas, obtenida de la vena yugular del bovino. Se extrajeron 180 ml de 

sangre, de los cuales 120 ml se obtuvieron con ACD (Ácido Citrato Dextrosa), como 

anticoagulante y los 60 ml restantes se destinaron a la obtención de suero autólogo.  

6.2 Cultivo de macrófagos derivados de células mononucleares 

de sangre periférica 

En el laboratorio, se centrifugó la sangre en tubos de fondo cónico de 50 ml a 2,060Xg 

durante 30 minutos. Se colectó el plasma en un tubo de fondo cónico de 50 ml y en otro 

se colectó la capa leucoplaquetaria, evitando la obtención de glóbulos rojos. 

Posteriormente se obtuvieron, a partir de un gradiente de densidad, los leucocitos con 

Histopaque®-1077 ( Sigma-Aldrich), siguiendo las recomendaciones del fabricante. Se 

centrifugó nuevamente a 2,060Xg durante 30 minutos, para obtener la separación de 

leucocitos y glóbulos rojos. 
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Tras la centrifugación se realizaron 3 lavados a los leucocitos obtenidos con PBS-citrato 

y plasma, entre cada lavado se centrifugó a 974Xg durante 10 minutos a una temperatura 

de 10°C. Al finalizar el aislamiento se procedió a sembrar los monocitos en placas de 

cultivo de ultra baja adherencia de 6 pozos, adicionando medio RPMI (Roswell Park 

Memorial Institute Medium, GIBCO) con 12% de suero autólogo. Los monocitos se 

incubaron durante 12 días a 37°C y 5% de CO2, tras lo cual se emplearon para los 

siguientes experimentos. 

6.3 RT-PCR 

Previo al inicio del trabajo experimental, se realizó una RT-PCR dirigida hacia BVDV 

para descartar  posibles contaminaciones de la línea celular de riñón de bovino de Madin-

Darby (MDBK por sus siglas en inglés) y el suero fetal bovino (SFB, GIBCO) que se 

utilizó para la expansión de la cepa NADL. Para esto, se realizó la extracción de RNA de 

células MDBK por medio del kit de extracción: Quick-RNAtm MiniPrep de la marca 

Zymo Research, siguiendo las instrucciones del fabricante. El ARN obtenido fue 

cuantificado con un NanoDroptm.  

Posterior a eso, se procedió a realizar la RT-PCR utilizando un kit TaKaRa One step RNA 

PCR y los iniciadores Forward: CTAGCC ATGCCCTTAGTAGGACTAGC y Reverse: 

ACTCCATGTGCCATGTACAGCAGAG para amplificación de la región 5’ UTR del 

BVDV. Las condiciones empleadas fueron las siguientes: desnaturalización inicial a 94°C 

15 min y 35 ciclos de desnaturalización a 94°C 30 s, alineamiento 56°C 30 s y extensión 

72°C 1 min, seguidos de una extensión final a 72°C 10 min.  

Después de eso, se procedió a correr las muestras en un gel de agarosa al 1.8% con SYBR 

DNA Stain (Jena Bioscience) durante 25 min a un voltaje de 100.  
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6.4 Infección, expansión y titulación de la cepa NADL  

Se infectaron células MDBK (4 botellas de 75 cm2) con la cepa NADL y se mantuvieron 

con medio de infección (Dulbecco's Modified Eagle's Medium, DMEM por sus siglas en 

inglés), al 2% de SFB durante 4 días. Diariamente se observó la presencia de 

desprendimiento y/o vacuolización de la línea celular. 

Tras transcurrir 96 horas, se obtuvieron las partículas virales por medio de lisis celular a 

partir de 3 ciclos de congelación y descongelación consecutivos, en los que las cajas con 

las células infectadas fueron colocadas en un congelador a menos 20 °C. Una vez 

transcurridos 26 minutos y con una congelación completa del medio de cultivo, las cajas 

fueron colocadas a temperatura ambiente hasta su completa descongelación para dar paso 

al siguiente ciclo.  

Tras la lisis celular, se procedió a realizar la recolección de los sobrenadantes en un tubo 

de fondo cónico de 50 ml y se llevó a cabo una centrifugación a 1811Xg durante 10 

minutos para eliminar los detritos celulares y obtener sólo el medio con las partículas 

virales. Posterior a esto, el sobrenadante se colocó en viales de 1 ml y se almacenaron en 

ultracongelación hasta realizar la titulación viral. 

Para la titulación se usaron placas estériles de 96 pozos, donde se sembraron 100,000 

células MDBK por pozo con medio de infección y se realizaron diluciones seriadas 

decuples y quíntuples de los sobrenadantes obtenidos en la expansión viral. Se dejó la 

placa en incubadora a 37°C y 5% de CO2 durante 72 horas para posteriormente fijar y 

teñir las células con cristal violeta, evidenciando el efecto citopático, y realizando el 

cálculo de título viral por medio del método de Reed and Müench. 
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6.5 Glibenclamida 

La glibenclamida utilizada correspondió a la comercializada por la compañía Santa Cruz 

Biotechnology, con número de catálogo 10238-21-8, con una pureza ≥98% y PM de 

494.0, utilizando DMSO como vehículo.  

6.6 Ensayo de citotoxicidad por medio de LDH 

Se realizaron ensayos de lactato deshidrogenasa (LDH por sus siglas), a partir del kit 

comercial The CytoTox 96® Non-Radioactive Cytotoxicity Assay (PROMEGA), 

siguiendo el protocolo establecido por el fabricante, para determinar el potencial 

citotóxico de algunos inhibidores de la secreción de IL-1ꞵ que se usaron en diferentes 

ensayos, como CRID3 a una concentración de 50 µM y glibenclamida a concentraciones 

de 1, 100 y 1000 µM.  

6.7 Ensayo de viabilidad celular por medio de MTT 

Se realizaron ensayos de viabilidad celular a partir del uso de Bromuro de tetrazolio azul 

de tiazolilo (MTT por sus siglas en inglés) viable para cultivo celular, de la marca Sigma-

Aldrich (número de catálogo: M5655). Para el ensayo se sembró una placa de 24 pozos, 

con 300,000 macrófagos cada uno. Se seleccionarán al menos 2 pozos para cada una de 

las concentraciones de glibenclamida, las cuales son 10, 25, 50 y 100 µM inoculadas en 

500 µl de RPMI al 10% de SFB.  La placa se dejó incubando a una temperatura de 37°C 

con 5% de CO2 durante 24 horas. A las 20 horas, se agregaron 20 µl de MTT en cada 

pozo y la placa se dejó en incubación las 4 horas restantes en las condiciones antes 

mencionadas. 

A las 24 horas, se retiraron los sobrenadantes y se agregaron 300 µl a cada pozo de la 

disolución para formazan (HCL a 4 µM, Triton X-100 al 0.1%, e isopropanol). Se 

esperaron 5 minutos para la disolución de los cristales y se recolectaron los sobrenadantes 
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en tubos de 1.5 ml para centrifugar a 452Xg durante 10 minutos. Posterior a eso, se 

colocaron los sobrenadantes en una placa de 96 pozos, para su lectura en el 

espectrofotómetro a 570 nm.  

6.8 Ensayos de inhibición de la secreción de IL-1ꞵ con glibenclamida en 

macrófagos infectados con la cepa citopática NADL del virus de diarrea viral 

bovina. 

Se sembró una placa de 24 pozos de ultra baja adherencia con macrófagos y cada pozo 

contó con 300,000 células. Para las infecciones con la cepa NADL, se trabajó con una 

multiplicidad de infección (MOI) 2:1, siendo el control negativo el medio RPMI al 10% 

de SFB y el control positivo correspondió a macrófagos estimulados con LPS a una 

concentración de 3 µg/ml (E. coli O26:B6, Sigma-Aldrich, número de catálogo L8274). 

Previo a la infección, durante 2 horas se llevó a cabo la incubación de los macrófagos con 

glibenclamida a una concentración de 10, 25, 50 y 100 µM en 500 µl de medio RPMI con 

10% de SFB. Transcurridas las 2 horas de incubación, se retiró el medio y se llevó a cabo 

la infección con la cepa NADL a una MOI de 2:1. 

Posterior a las 2 horas de infección, se retiró el medio y se añadió glibenclamida a las 

concentraciones antes mencionadas en 500 µl de medio RPMI con 10% de SFB y la placa 

se dejó incubación a una temperatura de 37 °C y 5% de CO2, durante 24 horas. Al día 

siguiente se recolectaron los sobrenadantes para llevar a cabo la medición de IL-1ꞵ y la 

titulación viral por el método de Reed and Müench.  

6.9 Cuantificación de IL-1ꞵ  

La cuantificación de IL-1ꞵ en los sobrenadantes colectados se realizó por medio del kit 

comercial de ELISA para IL-1β de bovino (IL-1 beta Bovine Uncoated ELISA Kit®  

INVITROGEN), siguiendo el protocolo del fabricante.  
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6.10 Análisis estadístico 

El análisis estadístico de los datos obtenidos se realizó con el programa Graphpad Prism 

versión 8.0, haciendo uso del análisis de varianza de un factor (ANOVA) junto con la 

prueba de Tukey para establecer diferencia estadística entre los diferentes tratamientos 

con una p<0.05. En el caso del análisis estadístico para el título viral se hizo uso de una 

prueba t de student con una p<0.05. 

7. RESULTADOS 

7.1  Establecimiento del modelo de infección 

Lo primero que se realizó, fue la obtención de monocitos de sangre periférica y su 

posterior incubación con medio RPMI al 10% de SFB durante 12 días, hasta su 

maduración en macrófagos para proceder a los ensayos de infección (Figura 1a). 

Durante el período de maduración de monocitos a macrófagos, se realizó una RT-PCR 

dirigida hacia BVDV para identificar la posible contaminación de la línea celular MDBK 

y el SFB que se utilizarían para la expansión de la cepa NADL. Para esto, se realizó la 

extracción de RNA de las células que iban a utilizarse en la infección. Como puede 

observarse, las células seleccionadas (pase #16) eran libres de BVDV al igual que el SFB 

que se utilizó para cultivo celular durante todo el proceso experimental (Figura 1b). 

Posterior a esto, se procedió a infectar a las células MDBK con la cepa NADL. Se 

utilizaron células libres de infección como control negativo y el efecto citopático se 

comprobó diariamente hasta las 96 horas, cuando se observó la vacuolización de las 

células y se alcanzó un desprendimiento de la monocapa de al menos el 20%. Se procedió 

a la recolección de las partículas virales para la posterior titulación del stock viral (Figura 

1c).   
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        a)                                                                               b) 

 

   c) 

 

Figura 1. Obtención de macrófagos de bovino derivados de monocitos de sangre 

periférica y expansión de la cepa NADL. a)Macrófagos de bovino derivados de monocitos 

de sangre periférica. Se muestra imagen representativa de los macrófagos en microscopía 

de campo claro a los 12 días de maduración (objetivo 10x). b)Línea celular y suero fetal 

bovino libres de BVDV. Resultados de la RT-PCR de la región UTR 5’ del BVDV. Carril 

1, marcador de peso molecular (100 pb). Carril 2, SFB. Carril 3, Testigo negativo: Células 

MDBK libres de BVDV. Carril 4, Testigo positivo: Células MDBK infectadas con cepa 

NADL de BVDV (293 pb). Carril 5, Pase #16 de células MDBK. c)Expansión de la cepa 

NADL en la línea celular MDBK. Se observan imágenes representativas en microscopía 

con filtro del testigo negativo y de las células infectadas con la cepa NADL a las 24, 48, 

72 y 96 h. Las flechas blancas señalan los sitios de desprendimiento de la monocapa que 
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se hicieron evidentes a las 48h. A partir de las 72 h se observa una marcada pérdida de la 

conformación y morfología celular. (Objetivo 20X). 

 

Una vez expandida la cepa NADL, se procedió a realizar la titulación del stock viral por 

medio del método de Reed and Müench. En el cuadro 1, se observa el resumen del cálculo 

de cada uno de los viales del stock. 

 

Reed and Müench Título viral Partícula virales/ml Promedio del stock 

1er. ensayo 106.8 6,309,573  

2,865,074 PV/ml 

 

2do. ensayo 106.28 1,905,460 

3er. ensayo 105.58 380,189 

 

Cuadro 1. Resultados de la cuantificación del título viral por medio del método de Reed 

and Müench. Se escogieron al azar 3 viales del stock viral, los cuales fueron inoculados 

a partir de diluciones décuples en placas de 96 pozos, sembradas con células MDBK. Al 

final, se realizó un promedio de los 3 resultados obtenidos para determinar el título viral 

del stock completo.  

 

7.2 Ensayos de citotoxicidad 

Antes de llevar a cabo los ensayos de infección con glibenclamida, fue necesario 

determinar el potencial citotóxico del fármaco en el modelo de macrófago de bovino, 

haciendo uso de ensayos de LDH para evidenciar la pérdida de integridad de la membrana 

(Figura 2). Como se observa en la gráfica, el testigo negativo tiene una liberación basal 

de LDH de 24%, mientras que las concentraciones de glibenclamida comprendidas entre 
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el rango de 1 a 100 µM tienen un porcentaje de liberación de LDH de 27% y 43% 

respectivamente, a diferencia de la concentración de 1000 µM donde la LDH liberada es 

de 144%. Las concentraciones de 1 a 100 de glibenclamida no muestran diferencia 

estadística con el testigo negativo, por lo tanto se concluyó que dichas concentraciones 

carecían de citotoxicidad. 

 

 

Figura 2. Efecto citotóxico de la glibenclamida en el modelo de macrófago de bovino. 

Se seleccionaron al menos 2 pozos para cada una de las concentraciones de glibenclamida 

y se incubaron durante 24 h, el testigo negativo corresponde a medio RPMI al 10% de 

SFB. Las barras muestran los promedios junto con la desviación estándar. Los resultados 

graficados corresponden a 2 ensayos independientes con 2 réplicas internas de cada 

variable, p<0.05, utilizando un Análisis de Varianza (ANOVA) con el programa 

GraphPad Prism 8. 0.1. NS: Sin diferencia estadística. 

 

7.3 Ensayos de viabilidad celular 

Una vez que se determinó que las concentraciones de glibenclamida carentes de 

citotoxicidad iban del rango de 1 a 100 µM, se procedió a realizar ensayos de reducción 
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de sales de tetrazolio (MTT) (Figura 3). El testigo negativo representa el 100% de 

viabilidad celular. La concentración a 100 µM de glibenclamida disminuye un 13% la 

viabilidad celular, pero carece de diferencia estadística.  

Como se observa, las 4 concentraciones de glibenclamida seleccionadas, no tienen ningún 

efecto sobre la viabilidad celular, por lo cual fueron seleccionadas para los ensayos de 

inhibición de secreción de IL-1ꞵ.  

 

Figura 3.  Efecto de la glibenclamida sobre la viabilidad celular en el modelo de 

macrófago de bovino. Para cada ensayo independiente se utilizó una placa de 24 pozos, 

con 300,00 macrófagos sembrados en cada uno. Los resultados graficados muestran la 

media junto con la desviación estándar de 2 ensayos independientes con 2 réplicas 

internas de cada variable, p<0.05, utilizando un Análisis de Varianza (ANOVA) con el 

programa GraphPad Prism 8. 0.1. NS: Sin diferencia estadística. CRID3: Testigo positivo 

de inhibición. Testigo negativo: Medio RPMI al 10% de SFB. Testigo positivo: Peróxido 

de hidrógeno. 

 

Con las dos figuras anteriores se comprobó que la glibenclamida carece de efecto 

citotóxico y no modifica la viabilidad celular en un rango de concentraciones de 1 a 100 

µM 
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7.4 Ensayos de inhibición de la secreción de IL-1ꞵ con glibenclamida en 

macrófagos infectados con la cepa citopática NADL del virus de diarrea viral 

bovina. 

Lo siguiente fue determinar si la glibenclamida a las concentraciones de 10, 25, 50 y 100 

µM inhibían la secreción de IL-1β en macrófagos de bovino. Para esto, se validó el 

modelo de secreción de IL-1ꞵ utilizando LPS como testigo positivo, CRID3 como control 

de inhibición y glibenclamida a las concentraciones antes mencionadas.  Como se 

observa, el LPS es capaz de estimular una secreción promedio de 4186 pg/ml de IL-1ꞵ,  

mientras que el uso de CRID3, durante la estimulación con LPS, disminuye la secreción 

por debajo del valor de sensibilidad del kit de ELISA (31.2 pg/ml). Por otro lado, al usar 

glibenclamida a 50 y 100 µM la secreción de IL-1β fue de 457 pg/ml y 900 pg/ml, 

respectivamente. Con dichos resultados, se comprobó que la glibenclamida inhibe la 

secreción de IL-1𝛽 de manera significativa a 50 y 100 µM (Figura 4); estas 

concentraciones fueron seleccionadas para los ensayos de inhibición con la cepa NADL.  
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Figura 4.  Validación de la secreción de IL-1ꞵ y su inhibición en el modelo de macrófago 

de bovino. Los sobrenadantes se recolectaron 24 h después y la gráfica muestra la media 

junto con la desviación estándar de 2 ensayos independientes con 2 réplicas internas de 

cada variable, utilizando un Análisis de Varianza (ANOVA) con el programa GraphPad 

Prism 8.0.1. Los asteriscos indican una p<0.001. LPS: Testigo positivo de secreción de 

IL-1β, CRID3: Testigo positivo de inhibición. Testigo negativo: Medio RPMI al 10% de 

SFB.  

 

Una vez seleccionadas las concentraciones de glibenclamida, se prosiguió a realizar los 

ensayos de inhibición con la cepa NADL (Figura 5).  La cepa NADL indujo una secreción 

promedio de 4020 pg/ml de IL-1β. La incubación con glibenclamida a 50 µM previa a la 

infección con la cepa NADL disminuyó la secreción de IL-1β a 3464 pg/ml, careciendo 

de significancia estadística. Sin embargo, la concentración a 100 µM de glibenclamida, 

disminuyó hasta 788 pg/ml la secreción de IL-1β inducida por la infección con el virus, 
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indicando que la secreción de IL-1ꞵ por la infección con la cepa NADL sólo disminuye 

de manera significativa a dicha concentración. 

 

 

 

Figura 5. Efecto de la glibenclamida sobre la secreción de IL-1ꞵ estimulada por la 

infección con la cepa NADL del BVDV. Para cada ensayo independiente se utilizó una 

placa de 24 pozos, con 300,000 macrófagos sembrados por cada uno. El inhibidor se 

incubó 2 horas antes de la infección con la cepa NADL a una MOI 2:1. Los sobrenadantes 

se recolectaron a las 24 h y se cuantificó la secreción de IL-1ꞵ por medio de ELISA. La 

gráfica muestra la media junto con la desviación estándar de 3 ensayos independientes 

con 2 réplicas internas de cada variable, utilizando un Análisis de Varianza (ANOVA) 

con el programa GraphPad Prism 8. 0.1. Los asteriscos indican una p<0.001. CRID3: 

Testigo positivo de inhibición, Testigo negativo: Medio RPMI al 10% de SFB.  
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7.5 El uso de glibenclamida y su efecto en el título viral 

Por último, se realizaron los ensayos correspondientes a la titulación viral por medio del 

método de Reed and Müench. Para ello, se seleccionaron los sobrenadantes obtenidos 

durante los experimentos de inhibición de secreción de IL-1β con glibenclamida a 50 y 

100 µM (Figura 6a y 6b) y se realizó la infección a diluciones triples y quíntuples, 

respectivamente. En cuanto al título viral sin tratamiento, se obtuvo un promedio de 6231 

partículas virales/ml (103.79), mientras que en presencia de glibenclamida a 50 µM se 

obtuvo un promedio de 4561 partículas virales/ml (103.65), sin significancia estadística.  

En los ensayos realizados a 100 µM de glibenclamida se obtuvo que sin el tratamiento 

con glibenclamida se tiene un título viral promedio de 240,237 partículas virales/ ml 

(1x105.38), por otro lado, el uso del fármaco a esa concentración durante la infección de 

los macrófagos de bovino con la cepa NADL, tiene un título viral promedio de 1,040,254 

partículas virales/ ml (1x106.01).  

En cuanto al tratamiento con CRID3 a 10 µM se tiene un título viral promedio de 5584 

partículas virales/ ml (1x103.74), mientras que sin tratamiento se obtuvo un título viral 

promedio de 86,143 partículas virales/ ml (1x104.93). Como se observa, la inhibición con 

CRID3 disminuye de manera significativa el título viral a diferencia del tratamiento con 

glibenclamida. 
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a) 

 

 

b) 

 

Figura 6. Uso de glibenclamida y su efecto en el título viral. Para el cálculo del título 

viral en presencia del inhibidor, se utilizaron los sobrenadantes de los ensayos de 

inhibición a 50 y 100 µM de glibenclamida. a) La gráfica muestra la media junto con la 

desviación estándar de 3 ensayos independientes con 3 réplicas internas de cada variable, 
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utilizando una prueba de T de student con el programa GraphPad Prism 8. 0.1. El asterisco 

indica una p<0.05. CRID3: Testigo positivo de inhibición. DICC 50%: Dosis infectante 

en cultivo celular al 50%. b) Efecto citopático generado por BVDV. Se muestran 

imágenes representativas del efecto citopático originado por la cepa NADL, 72 horas 

post-infección. Las células fueron fijadas con cristal violeta a dicho tiempo y 

posteriormente se realizó el cálculo por medio del método de Reed and Müench. Testigo 

negativo, células sólo incubadas con DMEM al 2% de SFB. Crudo, células infectadas con 

la cepa NADL, sin dilución. Los números indican las diluciones en las que se observó 

efecto citopático. El experimento fue realizado con 3 réplicas independientes. 

Microscopía de fondo claro sin filtro (objetivo 10X).  

 

8. DISCUSIÓN 

La glibenclamida es un fármaco utilizado principalmente para el tratamiento de diabetes 

mellitus tipo 2. Debido a su mecanismo de acción se ha descubierto que participa en la 

regulación del proceso inflamatorio67. Actualmente, se conoce que la cepa NADL del 

BVDV induce la secreción de IL-1ꞵ, una citocina pro-inflamatoria relacionada con la fase 

aguda de la inflamación. La inhibición de la secreción de esta citocina, se ha relacionado 

con un menor título viral durante la infección in vitro41,55. Los resultados de este proyecto 

indican que la glibenclamida inhibe de manera significativa la secreción de IL-1ꞵ 

inducida por la cepa NADL del BVDV al infectar macrófagos de bovino. Sin embargo, 

el uso de glibenclamida durante la infección in vitro no disminuye el título viral.  

Desde 1986, la glibenclamida ha sido comercializada como tratamiento. A pesar de estar 

presente en el mercado, diversos estudios han demostrado que induce muerte celular 

apoptótica in vitro68. En la línea celular RIN-5F induce una mayor producción de nitritos 

y disminución de la viabilidad celular a un 74.5%68. En la línea celular MIN6, aumenta 
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la producción de especies reactivas de oxígeno (ROS, por sus siglas en inglés) e induce 

apoptosis69.   

Todos estos hallazgos, nos llevaron a determinar sí el uso de glibenclamida en el modelo 

tenía un efecto similar. Como se determinó, , la concentración de glibenclamida entre 1 y 

100 µM no modifica la permeabilidad de la membrana celular ni tampoco disminuye la 

actividad metabólica, por lo tanto, se concluye que la glibenclamida no induce 

citotoxicidad en el macrófago bovino.  

Nuestros resultados concuerdan con otros modelos de infección con células fagocíticas. 

Fan y colaboradores descubrieron que la incubación con glibenclamida a 10 µM en 

monocitos de sangre periférica infectados con CSFV no tiene efecto negativo en la 

viabilidad celular53. Por otro lado, Negash y colaboradores utilizaron glibenclamida a una 

concentración de 200 µM en células THP-1 infectadas con el virus de hepatitis C (HCV 

por sus siglas en inglés), sin reportes de daño celular52.  

Las células fagocíticas, especialmente los macrófagos, son células especializadas en 

producir grandes cantidades de ROS para la destrucción de microorganismos70. Debido a 

esto, cuentan con mecanismos especializados para evitar el daño por la generación de 

ROS. Una de las vías descritas es el eje Mst-Nrf2, en el cual la generación de ROS 

promueve la transcripción de una variedad de genes antioxidantes, evitando el daño 

celular70. Esto podría explicar el por qué los macrófagos y otras células fagocíticas son 

resistentes al uso de glibenclamida.  

El LPS es un ligando del receptor tipo Toll 4 (TLR4 por sus siglas en inglés) y es capaz 

de inducir la activación del inflamasoma NLRP371. De acuerdo con esto,  se observa que 

el LPS desencadena la secreción de IL-1ꞵ en macrófago de bovino, mientras que el uso 

de CRID 3 disminuye de manera significativa la secreción de la citocina inducida por este 
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ligando. CRID 3 actúa a nivel del dominio NACHT del NLRP3, inhibiendo su función 

de ATPasa y evitando la oligomerización del inflamasoma.  

Lo mismo ocurre al utilizar LPS para inducir la secreción de IL-1ꞵ en macrófagos 

incubados con glibenclamida a diferentes concentraciones. En estos ensayos sólo las 

concentraciones a 50 y 100 µM de glibenclamida, disminuyeron de manera significativa 

la secreción de IL-1ꞵ por lo que fueron seleccionadas para los ensayos de inhibición de 

secreción de IL-1ꞵ con la cepa NADL. 

La cepa NADL induce la secreción de IL-1ꞵ, sin embargo, la secreción sólo disminuyó  

de manera significativa a la concentración de 100 µM. La respuesta al efecto que se 

observó durante el desarrollo experimental puede estar relacionado con el inhibidor y el 

blanco al que está dirigido. La glibenclamida actúa corriente arriba del inflamasoma 

NLRP3, a diferencia de otros inhibidores como CRID 3 o Y-VAD, cuyos blancos son  

componentes específicos y estructurales del inflamasoma41,55. Por otro lado, existe 

diferencia entre los estímulos utilizados para inducir la actividad del inflamasoma 

NLRP3. Midtbö y colaboradores determinaron que la actividad de caspasa 1 era diferente 

al utilizar quitosano, ATP y óxido de silicio72. Con base en esto, pueden existir diferencias 

entre la concentración a la que se inhibe la secreción de la IL-1ꞵ inducida por LPS y por 

el virus.  

Anteriormente, en nuestro grupo de trabajo se comprobó que el uso de Y-VAD, un 

inhibidor específico de caspasa 1, disminuye la secreción de IL-1ꞵ y el título viral durante 

la infección con la cepa NADL en macrófagos de bovino41. Posterior a esto, se concluyó 

que el uso de un inhibidor del NLRP3, conocido como CRID3, inhibió de manera 

significativa la secreción de IL-1ꞵ y el título viral55. A diferencia de esos resultados, los 

nuestros indican que la inhibición corriente arriba del inflamasoma NLRP3, con 
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glibenclamida, no tiene ningún efecto sobre el título viral, como se observa en la figura 

9.  Tomando en cuenta lo anterior, podría sugerirse que la cepa NADL del BVDV utiliza 

los componentes del inflamasoma para replicarse.  

Actualmente se conoce que algunos virus utilizan las caspasas celulares para favorecer su 

replicación73. En el caso de HCV, se conoce que la proteína viral NS5A es escindida por 

caspasas, permitiendo que uno de los productos del corte se trasloque al núcleo, 

modulando la transcripción genética y la respuesta inflamatoria73. En la cepa C de CSFV, 

se comprobó que caspasa 6 causaba un corte proteolítico de la proteína NS5A. La 

inhibición de dicha escisión trae como consecuencia una disminución de la replicación 

del virus74. Por otra parte, la activación del inflamasoma NLRP3 durante infecciones 

virales, tiene una participación moduladora. En el caso de CSFV, se ha determinado que 

la infección de PBMC ́s activa el inflamasoma NLRP3, mientras que la inhibición de éste, 

promueve un aumento en el título viral53. El virus de fiebre aftosa (FMDV por sus siglas 

en inglés) también promueve el ensamblaje del inflamasoma NLRP3 y éste, a su vez,  

ejerce un efecto protector, similar al observado en CSFV75. En el BVDV, ocurre lo 

contrario ya que la actividad del inflamasoma NLRP3 parece favorecer su replicación41,55. 

Actualmente se desconoce sí alguna caspasa podría estar involucrada en el corte de las 

proteínas virales de éste virus pero con los resultados obtenidos, podría sugerirse que el 

virus necesita del ensamblaje del inflamasoma NLRP3 y la actividad de caspasa 1 para 

favorecer su replicación, como pasa con otros miembros de la familia Flaviviridae.  

Por otro lado, los resultados obtenidos en el uso de glibenclamida y la replicación viral, 

podrían estar relacionados con el mecanismo de acción del fármaco y su efecto sobre el 

flujo de iones. Como se ha descrito previamente, la glibenclamida inhibe el eflujo de 

potasio lo que a su vez favorece la movilización de Ca2+ intracelular76. Algunos virus de 
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la familia Flaviviridae utilizan el Ca2+ durante su replicación debido a la formación de 

complejos de replicación en membranas intracelulares derivadas de retículo 

endoplásmico (ER, por sus siglas en inglés), que es el mayor reservorio de Ca2+ 

intracelular77.  Tal es el caso del virus de encefalitis japonesa (JEV), donde se comprobó 

que algunos fármacos antagonistas de canales de Ca2+ dependientes de voltaje, 

disminuyen el título viral de 4 a 5 unidades logarítmicas. Asimismo, se comprobó que la 

inhibición de estos canales tenía el mismo efecto en el título viral de zika77. Debido a esto, 

puede sugerirse que la cepa NADL del BVDV podría estar utilizando la movilización de 

Ca2+ generada por la glibenclamida para su replicación o bien activar al inflamasoma a 

través de esta vía.  

Hasta el momento, la glibenclamida no había sido probada en el modelo de macrófago de 

bovino como un inhibidor de la secreción de IL-1ꞵ, pero con los resultados anteriores se 

concluye que tiene un efecto inhibitorio sobre la secreción de la citocina al igual que en 

otros modelos como PBMC’s de cerdo y líneas celulares como la THP152,53. 

9. CONCLUSIONES 

En este proyecto, se confirmó que la cepa NADL del BVDV induce la secreción de IL-

1ꞵ en el modelo de macrófago de bovino. Por otro lado, se determinó que el uso de 

glibenclamida a una concentración de 100 µM durante la infección con la cepa NADL a 

una MOI 2:1 es suficiente para disminuir la secreción de la citocina. Debido a esto, se 

sugiere que la glibenclamida podría tener propiedades antiinflamatorias durante la 

infección viral. Sin embargo, a pesar de que disminuye la secreción de IL-1ꞵ, como otros 

inhibidores previamente utilizados con la misma cepa, no se encontró una disminución 

estadísticamente significativa del título viral. 
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Esto plantea la posibilidad de que el virus utilice los componentes estructurales del 

inflamasoma NLRP3, por lo que podría sugerirse el uso de inhibidores que actúan 

directamente sobre estos, como se ha hecho con CRID3, para disminuir el título viral. 
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