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RESUMEN

El virus de la enfermedad de Newcastle (NDV) es responsable de una de las
enfermedades infecciosas de las aves de corral mas importantes debido a su alta
morbilidad y mortalidad, generando cuantiosas pérdidas econémicas a nivel mundial. Su
incidencia ha disminuido gracias a los programas de vacunacion; sin embargo, contintan
registrandose serios brotes de la enfermedad. Es por ello que surge la necesidad de
desarrollar nuevas alternativas para la prevencion y/o tratamiento de enfermedades
virales que afectan a la industria avicola, los cuales deben ser practicos, no téxicos y
altamente efectivos. Los polisacaridos sulfatados (PLS) extraidos de algas han
demostrado tener diversas actividades bioldgicas, entre los cuales destaca el efecto
antiviral observado en diversos virus envueltos, entre ellos el NDV. En este trabajo
determinamos el mecanismo de accion antiviral del fucoidan de C. okamuranus sobre
NDV. Para determinar el mecanismo de accion antiviral ejercido por el fucoidan de C.
okamuranus durante la entrada y proceso de replicacion de NDV se realizaron ensayos
de inhibicion de sincicios y UFP y se evalud la sintesis de la proteina HN por
inmunoelectrotransferencia e inmunofluorescencia demostrando una inhibicion en las
primeras etapas del ciclo viral (0-60 minutos post-infeccion) a concentraciones no
toxicas. Los ensayos de inhibicion de fusiébn mostraron un efecto directo sobre la
proteina “F” inhibiendo eventos de fusidn virus-célula y célula-célula. Por otro lado se
seleccionaron mutantes de NDV resistentes al fucoidan y se clonaron y secuenciaron las
regiones HN y F, a fin de determinar los puntos en donde se ejerce la presion selectiva,
se encontraron 9 substituciones de aminoacidos en la proteina F ubicados entre los
aminoacidos 341 al 359 que corresponde a un dominio de la proteina el cual es
invariable en las estructuras pre y post fusion y 5 substituciones de aminoacidos en la
proteina HN ubicados entre los aminoacidos 93 a 230; en donde se encuentra la region
de interaccion especifica con F, dichos cambios podrian estar involucrados en la
resistencia de NDV al fucoidan de C. okamuranus permitiendo su entrada a la célula. Se
analizd la susceptibilidad de NDV frente al antiviral comercial ribavirina y el efecto del
fucoidan sobre mutantes virales resistentes a la ribavirina encontrando que estas fueron
tan susceptibles al tratamiento con fucoidan como la cepa wild-type. Nuestro estudio
provee un mejor entendimiento sobre el mecanismo de accion de polisacaridos
sulfatados de algas sobre virus envueltos y especificamente nos permite concluir que el
fucoidan de Cladosiphon okamuranus representa una alternativa prometedora como
terapia antiviral contra NDV.
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ABSTRACT

Newcastle Disease Virus (NDV) is one of the most serious infectious diseases of poultry
birds because of its high morbidity and mortality caused economic losses. Its incidence
has decreased due to vaccination programs; however, continue to be recorded serious
outbreaks. For this reason comes the need to develop new alternatives for the prevention
and/or treatment of viral diseases affecting the poultry industry, which should be
practical, non-toxic and highly effective. Sulfated polysaccharides (SP) extracted from
algae have shown diverse biological activities, as the antiviral effect seen in various
enveloped virus, including NDV. In this work we determined the mechanism of antiviral
action of fucoidan from C. okamuranus against NDV, during its entry and replication
process; syncytium and PFU inhibition assays were performed, and synthesis of the HN
protein was assessed by immunoblotting and immunofluorescence to demonstrate an
inhibition in early stages of the viral cycle (0-60 min post-infection) at non-toxic
concentrations. The fusion inhibition assay showed a direct effect on the protein "F"
inhibiting fusion virus-cell and cell-cell events. Furthermore mutants fucoidan resistant
NDV were selected, cloned and sequenced the HN and F regions to determine the points
where it exerts selective pressure, nine amino acid substitutions were found in the F
protein located between amino acid 341 to 359 corresponding to a protein domain which
is invariable in the pre and post fusion structures and five amino acid substitutions in the
HN protein located between amino acids 93-230, wherein the specific interaction with F
protein is located, that changes could be involved in NDV resistance to fucoidan from C.
okamuranus allowing its entry into the cell. NDV susceptibility was tested against
commercial antiviral ribavirin and fucoidan effect on ribavirin resistant viral mutants
was analyzed and we found that they were susceptible to fucoidan treatment as the wild-
type strain. Our study provides a better understanding of the mechanism of action of
sulfated polysaccharides on enveloped viruses and specifically we conclude that
fucoidan from Cladosiphon okamuranus represents a promising alternative antiviral
therapy for NDV.
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1. INTRODUCCION

La obtencion de farmacos antivirales siempre ha sido objeto de estudio ya que los
virus dependen obligatoriamente para vivir y multiplicarse del metabolismo de la célula
que infectan, por lo tanto, los farmacos que bloquean la replicacion virica alteran
también el funcionamiento de las células normales, y los limites entre las dosis
terapéuticas y las toxicas son muy estrechos. Por otra parte muchos virus se hacen
resistentes a dichas dosis; por esta razon en la actualidad se buscan nuevos agentes que
sean especificos para las células infectadas sin alterar las células normales (Lodish et al.,
2002).

Desde hace mas de 30 afios se han reportado los efectos inhibitorios de las sustancias
polianidnicas contra HSV y otros virus pero no se le habia dado importancia ya que se
pensaba que su funcién no era especifica. Hasta los 80°s se descubri6 que los
polisacaridos sulfatados son potentes antivirales, entre estas sustancias se encuentran la
heparina y el dextran sulfato los cuales mostraron una alta inhibicién contra el HIV-1 in
vitro. Los polisacéridos sulfatados (PLS) que derivan de las algas marinas han
demostrado tener diversas actividades bioldgicas, entre las cuales destaca un efecto
antiviral observado contra diversos virus envueltos entre los cuales se incluyen
miembros de las familias de los Retrovirus, Herpesvirus, Flavivirus, Hepadnavirus y
Orthomyxovirus (Damonte et al., 2004; Lee et al., 2004; Lahaye and Robic, 2007).

NDV perteneciente a la familia Paramixoviridae, causa una enfermedad altamente
contagiosa en aves, siendo responsable de severas pérdidas econdmicas en la industria
avicola. La unica forma de controlar esta enfermedad es destruyendo todas las parvadas
infectadas e imponiendo una cuarentena estricta y programas de vacunacion, sin

embargo ain con estas medidas se presentan brotes serios. NDV, al tener caracteristicas
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comunes con otros miembros de su familia asi como compartir mecanismos de entrada
con otras familias virales, es utilizado como modelo para el estudio de otros virus,
incluyendo el virus de la influenza (Fenner et al., 1992; Alexander, 2000; Dortmans et
al., 2012).

En este trabajo se evalu6 el mecanismo de accion antiviral del polisacarido sulfatado
fucoiddn de C. okamuranus sobre NDV, la tendencia de induccion de mutantes

resistentes asi como la susceptibilidad de las mutantes virales resistentes a la ribavirina.

El uso del fucoidan de C. okamuranus como preventivo y /o como terapia combinada
con otras sustancias de uso clinico en la industria avicola podria prevenir y controlar

NDV vy otros virus relacionados.
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2. ANTECEDENTES

2.1 Agentes Antivirales

Durante mucho tiempo se creia que era imposible bloquear la replicacion viral sin
afectar a la célula, ya que los virus durante su ciclo replicativo utilizan las rutas

metabolicas normales de la célula (De Clercq, 1982).

Sin embargo este concepto no fue sostenido por mucho tiempo, ya que al final de los
afios 70’s, se descubrid que la mayoria de los virus codifican enzimas que no se
encuentran presentes en las células no infectadas. Este descubrimiento representd el
mayor avance de la terapia antiviral, al dirigir esfuerzos para encontrar inhibidores

especificos de estas enzimas.

Al final de los afios 70’s y principios de los 80’s se desarrollé y comercializd el
acyclovir, el primer agente lo suficientemente no téxico con la capacidad de tratar un
amplio rango de infecciones causadas por herpesvirus, en forma ambulatoria y también
en aquellos pacientes con infecciones severas. En los 80’s y 90’s se observé una
explosion en el desarrollo de agentes antivirales, esto en parte por la presencia del

Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (Bonnie, 1992).

En la actualidad, el repertorio de drogas antivirales comprende solamente 40
compuestos que estan oficialmente aprobados para uso clinico, de las cuales la mitad de
ellos se utilizan para el tratamiento de las infecciones por el Virus de la
Inmunodeficiencia Humana (HIV). Los otros antivirales son principalmente utilizados

para el tratamiento contra el Virus de la Hepatitis B (HBV), Virus del Herpes Simple
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(HSV), Virus de la Varicela Zoster (VZV), Citomegalovirus (CMV), Virus de la
Influenza, Virus Sincitial Respiratorio (RSV) y el Virus de la Hepatitis C (HCV) (De
Clercq, 2004).

La efectiva vacunacion ha controlado o erradicado algunos de los virus de
importancia médica, tal es el caso del Virus de la Polio, Sarampion, Paperas, Rubeola y
Viruela. Sin embargo, para otras enfermedades de origen viral, particularmente el HIV y
el HCV, no se cuenta actualmente con una vacuna para su control y en otros casos como
los Virus de la Hepatitis B (HBV) y Virus Influenza tipo A y B, el desarrollo y uso de
vacunas no ha eliminado la necesidad de agentes terapéuticos efectivos (De Clercq,
2004). Por otra parte, no todas las drogas antivirales son siempre efectivas o bien
toleradas. Los farmacos que bloquean la replicacién viral alteran también el
funcionamiento de las células normales y los limites entre las dosis terapéuticas y las
dosis toxicas son muy estrechas. La capacidad viral de mutar rdpidamente y generar
cepas resistentes a los farmacos da como resultado un constante interés de reemplazar
las drogas antivirales que incluyan diferentes modos de accidén. Para muchos virus,
especialmente el HCV y HIV, la rapida adaptacién y la resistencia a los farmacos hacen
gue muchos tratamientos sean inefectivos después del uso repetido (McCarthy, 2007). A
pesar de que la adaptacion viral puede afectar el mercado de las drogas antivirales,
también crea un potencial para que nuevas drogas entren a este (Mc Carthy, 2007;
Ghosh et al., 2009).

En la medicina veterinaria, las infecciones producidas por virus representan una
amenaza constante. Un ejemplo es el “moquillo” producido por el Virus del Distemper
Canino (CDV), el cual se han documentado brotes en muchos paises como Dinamarca,
EUA, Finlandia, Jap6n y Alemania aln en perros vacunados. Las opciones terapéuticas
se limitan al tratamiento de los sintomas y a la eutanasia una vez que se observan los
signos clinicos neuroldgicos, ya que no se cuenta con un antiviral especifico (Jozwik and
Frymus, 2005; Scagliarini et al., 2006). En el caso particular de la industria avicola, las
infecciones virales causan serias bajas en la productividad, con las consecuentes

pérdidas econdmicas. La aplicacién de agentes antivirales no es realizada debido a la
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alta toxicidad que la mayoria de éstos presenta. Aunado a lo anterior los costos son tan
altos que se prefiere la eliminacion de las parvadas a su tratamiento (Alexander, 2000).

Por lo descrito anteriormente surge la necesidad de desarrollar nuevas alternativas de
prevencion y/o tratamiento de enfermedades virales de importancia clinica y veterinaria,

que sean efectivas, no tdxicas y econdémicas.

Una alternativa promisoria es la busqueda de productos antivirales derivados de
fuentes naturales; como flora terrestre, hongos, bacterias, flora y fauna marina. El
ambiente marino representa la mitad de la biodiversidad global, en el cual se estima que
existen entre 3 y 500 millones de diferentes especies, ofreciendo una infinidad de

recursos (Yasuhara-Bell and Lu, 2010).

2.1.1 Sustancias Polianidnicas Provenientes de Algas con Efecto Antiviral

Desde hace mucho tiempo se conoce que los organismos marinos contienen
sustancias con potentes actividades bioldgicas. Se han realizado investigaciones
cientificas al respecto en los Gltimos 50 afios en numerosas formas de vida marina, como
bacterias, algas, esponjas, hongos, corales, etc. Muchos productos farmacoldgicos y
terapéuticos han sido obtenidos de organismos marinos, de los cuales algunos ya se

encuentran disponibles en el mercado (Yasuhara-Bell and Lu, 2010).

Algunas investigaciones han demostrado que las algas producen una gran variedad de
metabolitos bioldgicamente activos, que presentan estructuras moleculares Unicas,
capaces de inhibir ciertos microorganismos como bacterias, virus y hongos, por lo que
en los dltimos afios se ha incrementado la investigacion bioquimica y su uso médico
(Carlucci et al., 2002; Ghosh et al., 2009).

Ejemplo de estos metabolitos son los polisacaridos sulfatados de algas, los cuales en

afios recientes han demostrado tener actividad in vitro e in vivo contra una gran variedad
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de virus envueltos entre los cuales se incluyen los Retrovirus (VIH-1 y VIH-2),
Herpesvirus (HSV tipo 1 y 2, Citomegalovirus), Flavivirus (Virus del Dengue tipo 2),
Poxvirus (Virus de la Vaccinia), Hepadnavirus (HBV), Orthomyxovirus (Virus de la
Influenza A), Paramyxovirus (RSV y Virus de la Parainfluenza), Rhabdovirus (Virus de
la Estomatitis Vesicular), Arenavirus (Virus Junin, Virus Tacaribe) y Togavirus (Virus
Sindbis) (Damonte et al., 2004; Yasuhara-Bell and Lu, 2010).

Adicionalmente, los polisacaridos sulfatados han sido objeto de investigacion en
otras areas de estudio dentro del campo de interés clinico, y se les han atribuido
actividades bioldgicas, como: antiangiogénica (Hahnenberger et al., 1993),
antihnemaglutinante (Parish et al., 1984), antiadhesiva celular (Glabe et al., 1983),
contraceptiva (Jones, 1991), antibacterial (Utt and Wadstrom, 1997), anticoagulante
(Pomin et al., 2005), antialérgica (Willenborg and Parish, 1988), antiparasitica (Andrews
et al., 2005), estimulante de la proliferacion de cultivo primario de células epiteliales
(Flint et al., 1994), inmunoestimulante (Lins et al., 2009), antiinflamatoria (Willenborg
and Parish, 1998), antitrombdtica (Vicente et al., 2004), antitumoral (Yip et al., 2006),
antimetastasica (Itoh et al., 1995) y antiproliferativa (Belting et al., 1996).

En los Gltimos afios, el estudio de distintas algas rojas, pardas, y verdes ha permitido
el aislamiento y evaluacion de una gran diversidad de polisacaridos sulfatados de
variada estructura quimica como antivirales contra diferentes virus envueltos (Damonte
et al., 2004). Estos polisacaridos sulfatados incluyen a los homopolisacaridos sulfatados,

heteropolisacaridos sulfatados, sulfoglicolipidos, carragenanos y fucoidanes.

Una de las ventajas de utilizar a las algas marinas como fuente de polisacaridos
sulfatados es su alto contenido en la matriz extracelular, y por lo tanto pueden ser

preparados y obtenidos a bajo costo.

Los fucoidanes, son polisacaridos sulfatados lineales o con ramificaciones muy
cortas; con diferentes pesos moleculares y se clasifican dependiendo de la cantidad de L-
Fucosa que se encuentre presente en la molécula. Los homofucanos presentan mas del
95% de L- fucosa y los heterofucanos ademas de L-fucosa pueden contener D-xilosa, D-
galactosa y acido D-glucuronico (Duarte et al., 2001).
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Los fucoidanes han sido reconocidos como los polisacaridos con la mayor actividad
biolégica (Duarte et al., 2001; Damonte et al., 2004a). La actividad bioldgica de los
fucoidanes es evidentemente determinada por su estructura y composicion, que varian de
acuerdo a las especies de algas, proceso de extraccion, y a la temporada de cosecha y
condiciones climéticas (Berteau and Mulloy, 2003; Pujol et al., 2006, 2012).

Cladosiphon okamuranus es un alga parda que se cultiva comercialmente en
Okinawa Japdn. El fucoidan de C. okamuranus es preparado a nivel industrial y
utilizado como aditivo en comida, bebidas y cosméticos. Su estructura quimica fue
descrita por Nagaoka et al 1999, la cual posee un residuo o 1-3 L-fucosil que es
substituido con &cido D-glucoronico en el carbono 2 y grupos sulfato en el carbono 4 de
los residuos L-fucosil. La estructura consta de un grupo sulfato por cada dos moléculas
de fucosa y un residuo de glucorénico por cada seis moléculas de fucosa (figura 1). El
polisacéarido contiene ademés xilosa como constituyente minoritario (Nagaoka et al.,
1999).
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Figura 1. Estructura del fucoidan de C. okamuranus
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El fucoidan de Cladosiphon okamuranus ha sido probado contra virus envueltos de
DNA y de RNA, tales como Virus del Dengue tipo 2, CDV, WSV y NDV demostrando
potente actividad inhibitoria, no importando su tipo de &acido nucleico (Ponce et al.,
2003; Cruz-Suarez, 2007; Hidari et al., 2008; Trejo-Avila et al., 2008).

Uno de los efectos no deseados de los polisacaridos sulfatados es la actividad
anticoagulante. Este efecto adverso puede ser evitado al seleccionar compuestos como el
fucoidan de C. okamuranus; el cual practicamente no tiene actividad anticoagulante
(Jassim and Naji, 2003; Cumashi et al., 2007; Yashuhara-Bell and Lu, 2010). Cumashi
et al sugirieron que la alta presencia de acido glucurdnico podria ser responsable de la
falta de actividad anticoagulante por parte del fucoidan de C. okamuranus, ya que los
compuestos menos activos se caracterizan por un bajo grado de sulfatacién y una alta
presencia de sustituyentes 2-OAD-glucuronil a lo largo de la cadena principal del
polisacarido lineal (caracteristicas del fucoidan de C. okamuranus) (Jassim and Naji,
2003; Cumashi et al., 2007; Yashuhara-Bell and Lu, 2010).

Los ulvanes extraidos de algas verdes son un grupo de heteropolisacaridos sulfatados
cuya actividad bioldgica depende de diversos parametros estructurales como el grado de
sulfatacion, peso molecular, posicion de sulfatacion, el tipo de azucar y las
ramificaciones (Lahaye and Robic, 2007). Sus principales constituyentes son el sulfato,
el acido glucurodnico, xilosa y ramnosa. Diferentes estudios demuestran que sus
oligosacaridos poseen diferentes propiedades bioldgicas valiosas para la agricultura, la
alimentacion y las aplicaciones farmacéuticas dentro de las que destacan la antitumoral,
anticoagulante, asi como actividad de modulacion inmunitaria y antiviral (figura 2)
(Lahaye and Robic, 2007).
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Figura 2. Imagen del alga verde Ulva clathrata.

Uno de los parametros méas importantes en la actividad antiviral es el grado de
sulfatacion de los polisacaridos (numero de grupos sulfato por residuo de
monosacarido). No obstante la posicion especifica del grupo sulfato representa un papel
importante en la actividad antiviral. La completa sulfatacién de la posicién 6 del residuo
B-galactosa disminuye la actividad antiviral, sugiriendo que un grupo sulfato en esta
posicion dificulta la formacion del complejo virus-polisacarido Por otra parte, la
actividad antiviral también se correlaciona con el peso molecular de la cadena, a mayor
peso molecular, mayor actividad, sin embargo por arriba de los 100 kDa no se ha
observado un incremento en la actividad (Damonte et al., 2004; Gosh et al., 2009).

La sulfatacion adicional es efectiva Gnicamente en aquellos polisacaridos poco o nada
sulfatados que tienen poca o nula actividad antiviral, sin embargo en aquellos con alta
actividad antiviral y peso molecular en el rango adecuado (10-100 kDa) no cambia por
sulfatacion, posiblemente porque el nuevo grupo sulfato entra en los sitios no activos.
Polisacaridos con grado de sulfatacion menor del 20-22% generalmente no muestran
actividad. Sin embargo un grado bajo de sulfatacion no elimina la posibilidad de que

tenga actividad debido a la distribucion de estos grupos sulfato (Damonte et al., 2004a).
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2.1.2 Mecanismo de Accidon Antiviral de los Polisacaridos Sulfatados

Recientemente, las diversas controversias acerca de la estructura molecular de los
polisacéridos sulfatados, las glicoproteinas virales y los receptores de la superficie
celular han sido resueltas, y muchos aspectos sobre la actividad antiviral han sido
elucidados. Se ha demostrado que las propiedades antivirales de los polisacaridos
sulfatados no son una simple funcién de densidad de cargas y longitud de la cadena, las
caracteristicas detalladas de la estructura de la molécula juegan un papel fundamental
(Ghosh et al., 2009).

El efecto inhibitorio de los polisacaridos sulfatados aparentemente esta basado en su
habilidad de interferir con las etapas iniciales de adhesion del virus con la célula blanco
y consecuentemente bloquear la entrada del virus (Damonte et al., 2004). Sin embargo
también existen trabajos en donde se habla de un efecto inhibitorio en la replicacion
viral, por lo cual el efecto inhibitorio de estos compuestos podria estar actuando a varios
niveles (Preeprame et al., 2001; Chen et al., 2010).

2.1.2.1 Inhibicién de la Adsorcion

Adhesion del compuesto al virus: El contacto inicial entre los virus envueltos y la
célula hospedera ocurre mediante interacciones ionicas entre las regiones cargadas
positivamente de las glicoproteinas virales y los constituyentes de la superficie celular
cargadas negativamente. Los polisulfatos presentan una gran densidad de cargas
negativas en su molécula debido a la presencia de residuos sulfato. Por lo tanto estan
aptos para interactuar con las glicoproteinas involucradas en la adsorcion del virién. Se
ha propuesto que no solo las cargas positivas de las glicoproteinas virales se encuentran
protegidas por los polisulfatos, si no que afiaden un potencial negativo adicional que
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bloguea el contacto inicial virus-célula (Damonte et al., 2004a). La eficacia de estos
compuestos en las pruebas “in vivo” corresponden a su habilidad de inhibir la adhesion
del virus con la superficie celular, asi como en algunos casos la actividad virucida tiene

un papel adicional (Ghosh et al., 2009).

Carlucci et al., 1997 analizaron la actividad antiviral contra HSV-1 y HSV-2 del
galactan sulfatado aislado de C. ramosa en la linea celular Vero. Los resultados
obtenidos muestran una inhibicion viral con un 1Csp de 1.6-4.2 pg/ml y una CCs, de 476

ug/ml. EI modo de accién fue descrito como un efecto inhibitorio en la adsorcion viral.

Hidari et al en 2008 utilizaron el fucoidan extraido de C. okamuranus contra el virus
del dengue en la linea celular BHK-21, encontrando una potente actividad antiviral. La
desulfatacion del fucoidan mostré una supresion de la actividad inhibitoria. Asi mismo
la reduccion carboxilica eliminé el efecto del fucoidan contra la infeccion del virus del
dengue tipo 2. Estos resultados sugieren que los residuos de acido glucorénico asi como
los fucosa sulfato son esenciales para la actividad inhibitoria del fucoidan. El fucoidan
no logré inhibir el virus del dengue tipo 1 en las células BHK-21; estas observaciones
indican que la actividad inhibitoria del fucoidan depende de las diferencias estructurales
en las glicoproteinas de la envoltura basada en los residuos de amino&cidos los cuales

podrian influir en la interaccién del virus con el fucoidan (Hidari et al.,2008).

Ichiyama et al., 2013 observaron que el curdlan sulfato inhibi6 efectivamente el virus
del dengue en células LLC-MK?2. Los resultados de microscopia electronica muestran
que el curdlan sulfato interactta directamente con la envoltura viral y causa cambios en
la superficie del virus. En los experimentos de tiempo de adicion mostraron que el
compuesto no solo inhibe la infeccidn viral en el proceso de unidn a la célula hospedera,

sino que también en los eventos post-adsorcion.

Adhesion del compuesto a receptores celulares: Se han considerado que las
moléculas de los polisacaridos sulfatados actuan inhibiendo la entrada de virus
envueltos, compitiendo por los receptores de la superficie celular, incluyendo el receptor
hepardn sulfato (Luscher-Mattli, 2000). Fuerzas electrostaticas son elementos
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importantes en la interaccion entre los receptores y la proteina de unién viral; se cree que
las moléculas poli sulfatadas bloquean la unién a través de interacciones hidrofobicas
(Olofsson and Bergstrom, 2005).

En general los polisacéridos cargados negativamente inhiben la adsorcion del virus
en la membrana celular por interferencia de union electrostatica entre la envoltura viral y

la membrana celular (Kimura et al., 2000).

En algunos trabajos se ha mostrado al polisacarido sulfatado fucoidan como un
ligando especifico del receptor scraver (SR), mismo que se expresa en macréfagos. Se
piensa que los sitios de union de polianiones y los SR son lo mismo, por tal motivo se ha
visto involucrado en la fagocitosis, endocitosis y adhesién (Platt and Gordon, 2001).

En otro trabajo realizado por Malhotra et al en el 2003, observaron que el fucoidan
inhibi6 la infeccion de RSV uniéndose al receptor L-selectina de la célula hospedera, de
esta forma la interaccién entre la proteina G (receptor viral) y la L-selectina fue inhibida.
También se encontrd que inhibio la union del VIH al receptor CD4 (Lynch et al., 1994).
El fucoidan actud por competencia con el heparan sulfato (superficie celular) para unirse
a los virus de la diarrea viral bovina (Igbal et al., 2000). El fucoidan inhibié a HSV-1y
HSV-2 y Citomegalovirus al agregarlo al mismo tiempo de la infeccion, inhibiendo asi a

los receptores celulares y/o virales (Zhu et al., 2004; Lee et al., 2004).

2.1.2.2 Inhibicién de Fusion

Los polisacaridos sulfatados no inhibieron Unicamente la adsorcién de VIH, sino
también previnieron la formacion de sincicios (células gigantes) inducidos por VIH
(Witvrow and De Clercg, 1997). Este mismo mecanismo de accion se ha reportado

contra Citomegalovirus y Herpes simple (Hayashi et al., 1996; 2006).

Grassauer et al., en 2008 probaron la actividad antiviral de lota-carrganenan, un

polisacarido sulfatado proveniente de algas rojas (FMC Biopolymers), el cual mostro
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una potente actividad anti HRV in vitro. EI compuesto inhibié el efecto citopético
(sincicios) producido por el virus en células HeLa infectadas con HRV.

En un trabajo realizado por Song et al en 2013 utilizaron el polisacérido sulfatado
proveniente de Chuanminshen violaceum el cual mostré una actividad antiviral
significativa contra el virus de la enteritis de los patos (DEV). En los ensayos de
inmunofluorescencia directa y microscopia electronica de transmision demostraron que
el mecanismo de accion del compuesto fue por interferencia en la adsorcion viral. Asi
mismo, evaluaron la cantidad de virus inhibido durante la adsorcion viral mediante
gPCR lo cual reveld que el compuesto puede reducir significativamente los virus unidos

a las células y que también impide la propagacion célula-célula de DEV.

Romanos et al en 2002 evaluaron el efecto inhibitorio de un fucano sulfatado
extraido del alga marina Laminaria abyssalis contra el virus linfotr6fico humano de
células T tipo 1 (HTLV-1). EI compuesto inhibié en casi un 100% la formacion de
sincicios en la linea celular HeLa en cocultivo con la linea de células T infectada por
HTLV-1 (C91/PL), el fucano fue capaz de inhibir el contacto célula-célula el cual es

esencial para la propagacion de HTLV-1.

2.1.2.3 Inhibicién de la Replicacion

El sulfato fucano extraido de Sargassum horneri, tomando como base su indice de
selectividad, mostrd un potente efecto inhibidor de la replicacién de HSV-1 cuando fue

afiadido después de a la infeccion (Preeprame et al., 2001).

Experimentos realizados con fucoidan extraido de F. vesiculosus indican que inhibe
tanto el estado inicial de la infeccién de VIH (la union y la penetracion a las células)
como también estados posteriores de replicacion después de la penetracion del virus, ya

que fue afiadido después de la infeccion (Schaeffer and Krylov, 2000).
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Chen et al en 2010 analizaron la actividad antiviral del polisacarido sulfatado
proveniente de Gracilaria lemaneiformis contra el virus de la Influenza humana H1-364

observando un efecto inhibitorio a nivel de adsorcion y replicacion.

Nakashima et al., en 1987 probaron la actividad antiviral contra HIV de un extracto
proveniente de S. pacifica, el cual esta compuesto de galactosa (73%), sulfonato (20%) y
3,6-anhydrogalactosa (0.65%). Los estudios de espectroscopia infraroja y productos de
hidrolisis sugieren que se trata de un £-carragenan. El compuesto inhibi6 selectivamente
la retrotranscripcion y la replicacion de HIV in vitro. Mas del 92 % de la actividad de la
RT fue inhibida con 2 X 10% 1U/ml. Esta concentracion estimulé la actividad de la DNA
polimerasa in vitro, pero no tuvo efectos adversos en la incorporacion celular de
[3H]thymidina o [3H]uridina en el cultivo de células T humanas. Consecuentemente, se
determind que se trata de un inhibidor especifico de la transcriptasa reversa por lo cual

no ocasiona efectos adversos en el crecimiento celular.

2.1.3 Aplicaciones Clinicas de los Polisacaridos Sulfatados

A pesar de obtener efectos exitosos in vitro con los polisulfatos, su eficiencia in vivo
en modelos animales y humanos debe ser demostrado (Damonte et al., 2004a). El
resultado del tratamiento de polisulfatos en modelos animales ha sido muy variable.
Estudios realizados con el virus de la leucemia murina en ratones prueba la eficiencia de
extractos crudos de algas marinas. El dextran sulfato protege a los ratones contra HSV2,
pero no es efectivo en gatos infectados con el virus de la leucemia felina y patos

infectados con el Virus de la Hepatitis B (Damonte et al., 2004a).

Considerando los efectos positivos de los polisulfatos contra VIH 1 y 2, éstos han
sido probados como terapia. Desafortunadamente, la administracién oral del dextran
sulfato y pentosa polisultato en individuos infectados con VIH fue inefectiva. Para
probar diferentes estrategias, se administro por via intravenosa de manera continua. Bajo

estas condiciones, se detectaron altos niveles de la droga en sangre pero no se
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observaron efectos terapéuticos ni decremento en los marcadores de la infeccion
(Damonte et al., 2004). Todo esto remarca los serios obstaculos que debe superar los

polisacaridos sulfatados para su uso clinico.

Se probd un extracto de Undaria pinnatifida en pacientes con infeccion activa de
HSV-1; se les administré via oral en capsulas por un lapso de 24 meses sin otros
medicamentos. Los pacientes registraron una inhibicién del HSV-1 desde los 3 meses,
sin presentar signos adversos en los 2 afios que dur6 el estudio. El extracto de Undaria
pinnatifida contiene polianiones y el mayor de ellos es el galactofucan sulfatado. Asi
mismo dos mujeres infectadas con HSV-2 tomaron la dosis de mantenimiento (2
capsulas diarias) y encontraron alivio tras dos meses de tratamiento sin mostrar signos
adversos (Hoshino et al., 1998).

El fucoidan extraido de Cladosiphon okamuranus fue evaluado en 15 pacientes con
hepatitis C (hepatitis cronica, cirrosis y carcinoma hepatocelular), se les administré 0.83
g/d durante 12 meses. Los resultados indican que los niveles de RNA de HCV
disminuyeron significativamente en los pacientes tratados con fucoidan durante 8-10

meses Y sin mostrar efectos adversos (Mori et al., 2012).

También se ha determinado el efecto antiviral de los polisacéaridos sulfatados en
camarones (Penaeus japonicus) mediante la administracion oral de fucoidan (extracto
del alga café C. okamuranus) para el control del sindrome de mancha blanca (WSS), a
concentraciones de 60 y 100 mg de fucoidan semipuro/ Kg de camarén por dia, a traves
de un desafio in vivo por inmersion con el virus, presentando un 77% de supervivencia
con un 100% de mortalidad en el control (Takahashi et al., 1998).

2.1.4 Ventajas del Uso de Polisacaridos

Los polisacaridos sulfatados naturales son efectivos contra un amplio rango de virus

envueltos, aunque el grado de inhibicion varia con el tipo de polisacaridos y el virus.
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- Tienen un alto indice de selectividad (IS) de accion antiviral (Damonte et al., 2004).

- Tienen poca habilidad de inducir mutantes viral resistentes (Carlucci et al., 2002;
Damonte et al., 2004, Grassauer et al., 2008).

- Tienen actividad contra las mutantes virales resistentes a otros agentes antivirales
(Damonte et al., 2004; Ghosh et al., 2009).

-Una ventaja para el uso de algas como fuente de polisacéridos sulfatados es el alto
contenido de estos poli-aniones en su matriz extracelular y que estos pueden ser
preparados a muy bajo costo (Damonte et al., 2004).

-- Posible sinergismo con otros compuestos con actividad antiviral. En otra serie de
experimentos encontraron sinergismo entre el fucoidan y AZT (azidotimidina) y los
autores sugieren que esto puede permitir usar dosis terapéuticas menores de AZT
(Schaeffer and Krylov, 2000).

2.1.5 Recursos Algales de México

México cuenta con 2 grandes regiones costeras, el Pacifico en donde existen
alrededor de 1 100 de especies de macroalgas marinas y en el Atlantico alrededor de
800. En el Pacifico mexicano, frente a las costas de Baja California, se distribuye un
gran nimero de especies de macroalgas de valor comercial: El alga parda Macrocystis
pyrifera, y las algas rojas Gelidium robustum y Chondracanthus canaliculatus y en el
Golfo de California se tiene la pesqueria reciente de la especie Gracilariopsis
longissima; cabe mencionar que todas estas especies se destinan como materias primas
para la produccion de ficocoloides (alginatos, agar y carragenanos) (Pacheco-Ruiz et al.,
2002). La investigacion sobre las propiedades de las algas en México es apenas
incipiente, a pesar de ser un pais con una amplia zona costera. Se ha investigado la
actividad antibiotica de 6 macroalgas marinas colectadas en la costa de Yucatan: de las
cuales los extractos lipidicos y etanolicos de dos especies del género Caulerpa, han
mostrado tener actividad contra bacterias Gram + (Freile, 2001).
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En México, se ha iniciado la explotacion y el cultivo del alga Ulva clathrata con
fines de uso comercial tanto para nutricion humana como animal. La tecnologia
patentada por Sinaloa Seafields International Inc (NO.W02006/002093) del cultivo de
esta alga se lleva a cabo mediante una cepa pura cultivada en laboratorio, para

posteriormente ser cultivada en cocultivo con camarones (Moll et al., 2005).

2.2 Virus de la Enfermedad de Newcastle

NDV es el agente causal de una enfermedad altamente contagiosa en muchas
especies de aves domésticas Yy silvestres. La enfermedad fue reportada por primera vez
en Java en 1926 y atrajo la atencién internacional en Newcastle Inglaterra en 1926
(Shope, 1964; Alexander, 2000). NDV se caracterizada por causar alteraciones
respiratorias, digestivas y neuroldgicas en aves domésticas y silvestres. La severidad de
estos sintomas varia desde una infeccion no perceptible hasta una infeccién fatal. Las
diferentes cepas del NDV estan categorizadas en base a su habilidad de causar
alteraciones nerviosas, respiratorias, viscerales o letales (Alexander, 2000). Estas
diferencias de virulencia son determinadas mediante la inoculacion de huevos
embrionados y pollos vivos. Las cepas de NDV son clasificadas como velogena (alta
virulencia), mesdgena (virulencia moderada) y lentdgena (avirulenta), dependiendo de la

severidad de la infeccion que causan (Alexander, 2000).

La enfermedad causada por el virus de Newcastle se encuentra en la mayoria de los
paises del mundo, posiblemente por el amplio rango de reservorios. NDV es un
importante patogeno que afecta en gran medida a la industria avicola. Como medida
preventiva se utiliza la vacunacion de aves, por medio de la aplicacion de una cepa
lentdgena B1 o La Sota. Sin embargo su uso puede producir desérdenes respiratorios y

digestivos por lo cual se afecta la productividad general de estas aves.
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2.2.1 Clasificacion y Caracteristicas Generales del NDV

El virus de la enfermedad de Newcastle esta clasificado como el Unico miembro del

género Avulavirus la cual pertenece a la sub-familia Paramyxovirinae de la familia

Paramyxoviridae en el orden Mononegavirales (tabla 1). En esta familia también se

incluyen virus patdgenos de humanos y animales como sarampion,

paperas,

enfermedades respiratorias (virus Sincitial Respiratorio y Parainfluenza), Distemper

Canino, Encefalitis (virus Hendra y Nipah).

Tabla |

. Miembros de la familia Paramyxoviridae

Miembros de la familia Paramyxovirus

Ejemplos de Virus

Orden Mononegavirales

Familia Paramyxoviridae

Subfamilia Paramyxovirinae

Género Respirovirus

Género Morbilivirus

Género Rubulavirus

Género Henipavirus

Género Avulavirus

Subfamilia Pneumovirinae

Género Pneumavirus

Género Metapneumovirus

Virus parainfluenza bovina
Virus parainfluenza humana tipo 1
Virus Sendai

Virus Distemper canino
Sarampion

Virus Simian 5
Virus paperas

Virus Hendra
Virus Nipah

Virus Enfermedad Newcastle

Virus respiratorio sincitial bovino
Virus respiratorio sincitial humano

Metapneumavirus aviar
Metapneumavirus humano
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El NDV es un virion pleomorfico con envoltura lipoprotéica que rodea a la
nucleocapside de simetria helicoidal de 18 nm de didmetro con forma de “espina de
pescado”. Es sensible al calor (56 °C), pH 3 y solventes lipidicos. Su genoma consta de
una de RNA de cadena sencilla, lineal y de sentido (-) de 18 kb es transcrito por su
transcriptasa (RNA-polimerasa dependiente de RNA) en 6 RNAm (+) para codificar los
polipéptidos viricos (3’-NP-P-M-F-HN-L-5"); por otra parte, se sintetiza un RNA (+)

para la replicacion del RNA genomico (-) (figura 3).

¥ 5

I NP IP;‘VKWI M I F I HN I L I

Figura 3. Representacion esquematica del genoma del NDV.

Los 6 genes codifican para proteinas estructurales las cuales estan clasificadas en
componentes del core y de la membrana. Los componentes de la membrana consisten en
dos glicoproteinas, las proteinas F y HN, y la proteina de matriz (M). Al interior de la
envoltura viral, se encuentra la ribonucleoproteina del core (RNP), la cual esta
conformada por el RNA gendmico asociado con la proteina de la nucleocapsida (NP) y
el complejo de la polimerasa compuesto por la fosfoproteina (P) y la proteina L. En su
envoltura se encuentran las glucoproteinas F (fusion) y HN (hemaglutinina,
neuroaminidasa), responsables de la fusion y de la union con la célula hospedera
respectivamente (figura 4). La proteina F es responsable de la fusion de la envoltura
viral y la membrana celular a través de diversos cambios conformacionales (Cathomen
et al.,, 1998; Lamb et al., 2006). La proteina F es sintetizada inicialmente como un
precursor FO y posteriormente son cortados por proteasas celulares en las subunidades
F1y F2 necesarios para la infectividad del virus (Nagai et al., 1976, 1991; Garten et al.,
1980). El corte de la proteina FO es un determinante de la patogenicidad y de la
infeccion de NDV (Nagai et al., 1976). En las cepas avirulentas, la proteina F no puede

ser cortado por la enzima celular tipo furina por lo cual el proceso de fusién no puede ser
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completado hasta que se agregue una proteasa exdgena como la tripsina para poder
llevar a cabo el corte de FO a su forma activa (Lamb et al., 2006; Zhu et al, 2010).

Envoltura

Figura 4. Esquema de los componentes tipicos de un Paramixovirus.

2.2.2 Replicacion del Virus de Newcastle

La infeccion por el virus de Newcastle se inicia con la union del receptor viral con el
receptor celular. La union de la proteina HN con el receptor celular desencadena un
cambio conformacional de la proteina F, la cual se encarga de la fusién de la envoltura
viral con la membrana plasmatica de la célula hospedera, lo cual se lleva a cabo a un pH
neutro. Posterior a la fusion de las membranas lipidicas, la nucleocapside viral se disocia
de la proteina M mediante un mecanismo desconocido y es liberado al citoplasma
celular. EI complejo de polimerizacion viral transcribe cada gen del RNA gendmico.
Posteriormente ocurre la traduccion de los transcritos de RNA + y la sintesis del

antigenoma. Los productos de esta sintesis son utilizados para producir RNA’s de
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polaridad negativa, los cuales van a ser utilizados como RNA’s genomicos (Lamb et al.,
2006).

Las nucleocépsides virales son ensambladas en dos pasos, primero la recién
sintetizada NP se asocia con el RNA gendmico naciente para formar la estructura de la
nucleocapside helicoidal, y segundo el complejo de polimerasa P-L se asocia con la
nucleocapside. Las glicoproteinas HN y F son sintetizadas en el Reticulo Endoplasmico,
y después de su maduracion son transportadas a través del camino secretor (Lamb and
Kolakofsky, 2001).

Todos los componentes virales, la nucleocapside, la proteina M y las glicoproteinas
de envoltura son transportadas a la membrana plasmatica y los viriones son ensamblados
y liberados. Los componentes virales de NDV se encuentran concentrados en los rafts
lipidicos de la membrana plasmaética, por lo cual se sugiere que estos dominios
especificos sirven como sitios para el ensamble y liberacion viral (figura 5) (Laliberte et
al., 2006).
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Figura 5. Ciclo replicativo general de los Paramyxovirus.

2.2.3 Caracteristicas Histopatol6gicas Producidas por NDV

El virus se replica en el epitelio de la mucosa de los tractos intestinales y respiratorio
superior, se difunde por via hematica al bazo y la médula dsea, después se infecta el
pulmon, intestino y sistema nervioso central, provocando anorexia, temperatura elevada,
apatia, sed, plumas onduladas, cresta hemorragica, ojos cerrados, faringe y laringe secas,
estornudos, disnea, diarrea acuosa, descenso de la produccion de huevos, huevos
pequefios, blandos y albumen acuoso. Las aves sobrevivientes presentan signos

nerviosos centrales (Alexander, 2000).

La produccion de anticuerpos es rapida, la tasa de anticuerpos inhibidores de la
hemaglutinacion es una estimacién del grado de inmunidad. El virus se aisla de bazo,
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cerebro, pulmoén o de embriones de 10 dias, y se somete a las técnicas de inhibicion de la
hemaglutinacion y de la hemadsorcion para lograr un diagnostico.

NDV se difunde por contacto directo entre aves, via aerdgena, transovérica, por
alimentos crudos y agua contaminada. Para evitar su difusion se practica una buena
higiene y vacunas atenuadas de cepas lentdgenas en el agua para los pollos, y en las
gallinas se aplican cada 4 meses, pero las aves no deben de ser movidas hasta 21 dias
después ya que el virus se encuentra en las heces hasta los 15 dias. A pesar de este
control, NDV sigue siendo una amenaza en los paises industrializados y la causa de
pérdidas importantes en los paises en desarrollo (Fenner et al., 1992); por tal motivo, es

importante la busqueda de un nuevo agente antiviral contra NDV.

2.3 Agentes Antivirales en la Industria Avicola

En la medicina veterinaria y en especial en la industria avicola, las infecciones
producidas por virus constituyen una permanente amenaza para la salud de las aves,
causando bajas en la productividad, con las consecuentes pérdidas econémicas (Fenner
etal., 1992; Aldous et al., 2003).

Se puede decir que los brotes de la enfermedad han disminuido considerablemente
debido principalmente a los programas de vacunacion que contemplan la aplicacién de
varias vacunas durante la vida del ave, pero, cuando se presentan fallas en los programas
de vacunacion, en los métodos de aplicacion o el manejo de las vacunas, se han
observado brotes serios de la enfermedad, tanto en pollos de engorda como ponedoras
comerciales y reproductoras, significando que el virus patdgeno esta presente en el

ambiente avicola (Alexander, 2000; Dortmans et al., 2012).

Los productos antivirales existentes aln no son practicos para su uso en la industria

avicola. Ademas que el uso repetido e inadecuado de éstos podria provocar un
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incremento de la resistencia de los virus que provocan esta enfermedad y que mutan con

frecuencia.

Por ello, en la industria avicola urge disponer de sustancias antivirales efectivas,
atoxicas para las células normales, y que ademéas sean de facil administracion,
disminuyendo gastos y estrés de las aves por manejo. Asi mismo que estén disponibles a

bajo costo, para tener protegida a toda la poblacion en su corto periodo de vida.

2.3.1 Actividad Inhibitoria de Polisacaridos Sulfatados contra NDV

A la fecha diversos polisacaridos sulfatados han demostrado tener una potente
actividad inhibitoria contra diferentes Paramyxovirus, incluyendo Virus Parainfluenza,
Virus Sincitial Respiratorio, Virus del Sarampion, Virus de las Paperas y NDV (Hosoya
etal., 1991; Witvrouw et al., 1997; Damonte et al., 1994a; Hasui et al., 1995; Hayashi et
al., 2006; Song et al., 2013).

Por otra parte, Nguyen et al., en 2012, evaluaron la actividad antiviral contra NDV de
polisacaridos extraidos de Auricularia auricular (hongo basidiomiceto), demostrando un
mayor efecto antiviral cuando a los polisacaridos se les habia afiadido grupos sulfato.
Wang et al., en 2010 probaron el efecto contra NDV del polisacérido extraido de Lycium
barbarum (planta faner6gama perteneciente a la familia Solanaceae) encontrando que la

sulfatacion de los polisacaridos aumentan significativamente la actividad antiviral.

Nuestro grupo de trabajo estudio el efecto del fucoidan de C. okamuranus sobre la
replicacion del NDV in vitro e in ovo obteniendo un indice de selectividad muy alto por

lo tanto con baja toxicidad y alta efectividad (Rodriguez, 2009).
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2.4 Generacion de Mutantes Resistentes por Uso de Antivirales

Muchos de los farmacos antivirales apuntan a las diferencias entre los agentes virales
y el huésped, tal es el caso de las proteinas virales encargadas de la entrada viral, la
replicacion, el ensamble y la liberacion; teniendo asi especificidad por las células
infectadas. Sin embargo el tener como blanco una proteina viral especifica no es siempre
la mejor solucion debido a la resistencia viral originada por mutagénesis cuando se trata
de un solo blanco (Pillay, 2007). Por lo tanto las estrategias que apuntan a determinantes
no proteicos de pasos importantes en el ciclo viral, y que ademas abarquen una amplia
variedad de virus son altamente deseables. Por ejemplo los compuestos que tienen como

blanco la fluidez de la membrana viral (Aguilar and Lee, 2011).

El desarrollo de la resistencia a agentes antivirales es considerado como una
consecuencia natural de una répida replicacion viral en presencia de una presion
selectiva. La rapidez con la cual surgen estos virus resistentes y la habilidad de
permanecer en la poblacién se ve influenciada por diversos factores entre los cuales se
encuentran el agente antiviral utilizado y la habilidad por parte del virus de mutar y
convertirse en resistente (Penn, 2009).

Por esta razon es fundamental evaluar el efecto de generacion de mutantes de nuevas
drogas asi como su efecto antiviral sobre mutantes generadas por otros compuestos. Se
recomienda la seleccion in vitro de virus resistentes a los productos que estan siendo
estudiados, asi como realizar una caracterizacion fenotipica y genotipica y determinar la
resistencia cruzada con otros antivirales antes de pasar a los ensayos clinicos en
pacientes infectados. Ademas al identificar la(s) mutacién(es) mediante un analisis en la
secuencia del genoma de las clonas resistentes, se facilita la identificacion del blanco y
provee una validacion en los estudios para determinar el mecanismo de accion del
antiviral en estudio (FDA 2006).

Uno de los farmacos mas utilizados es la ribavirina, el cual es un antiviral de amplio

espectro utilizado particularmente contra el Virus Sincitial Respiratorio y el Virus de la
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Hepatitis C, sin embargo también es utilizado para aquellas enfermedades causadas por
virus de RNA para las cuales no hay tratamiento disponible (Snell, 2001). In vitro ha
presentado actividad antiviral contra Paramyxovirus, Flavivirus, Picornavirus,
Orthomyxovirus, Arenavirus, Reovirus, y Bunyavirus (Crotty and Andino, 2002; Crotty
et al., 2002; Elia et al., 2008). Es un analogo de nucledsido de purina y su mecanismo de
inhibicion de la replicacion viral no es completamente entendido. Esta claro que la
ribavirina interfiere en el metabolismo del RNA el cual es requerido para la replicacion
viral (Parker, 2005), causando una mutagénesis letal para virus de RNA (Crotty et al.,
2002). Para los Paramyxoviruses emergentes diversos resultados con ribavirina han sido
reportados como la reduccion de la mortalidad en un 36% durante el primer brote de
NiV en Malasia (1998-1999) (Chong et al., 2001). EI complejo mecanismo molecular de
la inhibicién de la replicacion viral por parte de la ribavirina (induccién de errores
catastroficos y la deplecion del GTP intracelular) podria no permitir un rapido desarrollo
de més analogos potentes (Leyssen et al., 2008; Aguilar and Lee, 2011).

La amantadina fue el primer antiviral sintético en mostrar un efecto inhibitorio de la
replicacion viral del virus de la Influenza. La amantadina bloquea la migracién de iones
H" al interior de la particula viral dentro del endosoma, un proceso que es necesario para
la liberacion del genoma. Ha sido utilizada en el tratamiento contra la infeccion de
influenza A; sin embargo su uso se ha limitado debido a la rapida emergencia de
resistencia y los efectos secundarios en el sistema nervioso central (De Clercg, 2006). Se
ha reportado un efecto inhibitorio en Paramixovirus como Virus Sincicial Respiratorio y

Parainfluenza solo a dosis altas (arriba de 100 pg/mL) (Couch and Six, 1985).

Los polisacaridos sulfatados han demostrado tener actividad contra diversos virus
envueltos, entre ellos los Paramyxovirus. Diversos reportes muestran la poca habilidad
de producir mutantes virales resistentes. Este et al., en 1997 realizd pases seriados de
células MT-4 infectadas con HIV-1 en concentraciones crecientes de dextran sulfato; asi
mismo Carlucci et al utilizd carragenan contra HSV y ambos observaron una baja
induccion de resistencia viral (Carlucci et al., 2002). Los polisacéridos sulfatados, en
contraste con antivirales comerciales los cuales inducen a una répida resistencia viral,

requieren de numerosos pases para obtener variantes virales con reducida
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susceptibilidad. El aislamiento de mutantes virales resistentes a los polisacéridos
sulfatados es muy lento pero consistente lo cual indica que existe una interaccion
especifica entre el virus y el polisacarido. Ademas se observd que mutantes de VIH y
HSV resistentes a medicamentos de uso clinico eran susceptibles a dextran sulfato y
carragenan respectivamente lo cual nos sugiere un posible uso de los polisacéridos
sulfatados en combinacion con los farmacos actualmente utilizados (Este et al., 1997;
Carlucci et al., 2002). Asi mismo, a pesar de que las variantes resistentes de HIV
emergen relativamente rapido, Grausser et al., (2008) no encontraron diferencias en las
pruebas realizadas in vitro entre el stock viral original y el stock de HRV expuesto a
lota-carragenén durante 10 pases subsecuentes con concentraciones entre 7 pg/ml y 20
pg/ml. Los resultados indican que el escape de mutantes resistentes a lota-carrgaenan no

ocurre frecuentemente en la linea celular HelLa.
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3. JUSTIFICACION

La exploracion de nuevas sustancias como candidatos para farmacos antivirales es
fundamental debido a la carencia de estos para la mayoria de las infecciones virales en
salud publica y veterinaria y a los crecientes riesgos de emergencia y reemergencia viral.
Las algas marinas contienen varios metabolitos con actividad bioldgica que se reconocen

como agentes antivirales prometedores.

En medicina veterinaria y en especial en la industria avicola, las infecciones
producidas por virus constituyen una permanente amenaza para la salud de las aves,

causando serias bajas en la productividad, con las consecuentes pérdidas econdémicas.

La enfermedad de Newcastle es probablemente una de las enfermedades mas
infecciosas de las aves de corral en todo el mundo. Es causada por el Virus de Newcastle
(Paramyxovirus), y debido a su alta morbilidad y mortalidad genera cuantiosas pérdidas
econdmicas. Su incidencia ha disminuido gracias a los programas de vacunacién; sin
embargo, cuando se presentan fallas en la aplicacion o manejo de las vacunas, se

registran serios brotes de la enfermedad.

En este trabajo, en base a la necesidad de desarrollar nuevos antivirales para la
industria avicola que sean efectivos, no toxicos, de facil administracion y de bajo costo,
evaluamos la accion antiviral de polisacaridos sulfatados derivados de algas sobre el
virus de Newcastle (NDV) y su mecanismo de accién, ademas caracterizamos las
mutantes virales inducidas por el compuesto y evaluamos su efectividad en contra de las
mutantes resistentes a la ribavirina (antiviral de uso comercial). Conforme a nuestros
resultados pretendemos proponer a los polisacaridos sulfatados como preventivos y/o

terapéuticos en las infecciones por NDV.
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4. HIPOTESIS

Los polisacéaridos sulfatados de algas marinas ejercen su actividad antiviral contra
NDV al bloquear los procesos de entrada y/o replicacion viral; ademas, inducen a muy

baja frecuencia la seleccion de mutantes resistentes y no afectan las células hospederas.
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5.1 OBJETIVO GENERAL

Determinar el mecanismo de acciéon antiviral de los polisacaridos sulfatados
(fucoidan y/o ulvan) derivados de algas marinas sobre el Virus de la Enfermedad de
Newcastle, su tendencia de induccion de mutantes, la caracterizacion de estas, asi como

la susceptibilidad de las mutantes resistentes a la ribavirina al compuesto.
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5.2 OBJETIVOS PARTICULARES

1.- Evaluar la actividad inhibitoria de los polisacaridos sulfatados contra NDV.

2.- Determinar el mecanismo de accién antiviral ejercido por el polisacérido sulfatado

seleccionado contra NDV.

3.- Inducir y seleccionar mutantes de NDV resistentes al efecto inhibitorio del

polisacarido sulfatado seleccionado y de la ribavirina.

4.- Secuenciar los genes HN y F de las mutantes resistentes al efecto antiviral del
polisacarido sulfatado seleccionado para determinar la region en la cual se esta

ejerciendo la presion selectiva.

5.- Determinar la susceptibilidad al polisacarido sulfatado de mutantes generadas por la

ribavirina.
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6. MATERIAL Y METODOS

6.1 Disefio Experimental

Polisacarido + NDV
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Figura 6. Estrategia general del desarrollo del trabajo de tesis.
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6.2 Preparacion de los Extractos

El fucoidan de Cladosiphon okamuranus y los extractos acuosos de Macrocystis
pyrifera y de Ulva clathrata, fueron proporcionados por la Dra. Elizabeth Cruz Suarez

del Programa de Maricultura de la Facultad de Ciencias Biologicas de la UANL.

La equivalencia de carbohidratos de los extractos con respecto al Fucoidan de C.
okamuranus se determiné mediante el método antrona, teniendo una relacion 1:3 con U.
clathrata y 1:4 con M. pyrifera, estos datos fueron proporcionados por el Dr. Alberto
Pefia Rodriguez del Programa de Maricultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de
la UANL. El fucoidan de C. okamuranus y los extractos de M. pyrifera y de U. clathrata
se resuspendieron en medio D-MEM/F12 por separado para tener un stock de 2500
pug/mL de azlcar, posteriormente se esterilizaron con un filtro de 0.45 um y se
mantuvieron en refrigeracion hasta su uso. A partir del stock se realizaron las diluciones
en medio D-MEM/F12 para obtener las concentraciones seleccionadas para cada

ensayo.

6.3 Evaluacion del Efecto Citotdxico de los Compuestos

6.3.1 Cultivo de Células VERO (Rifi6n de Mono Verde Africano)

Las células VERO fueron cultivadas en botellas de 25 cm? con medio DMEM/ F12
suplementado con SFB al 10% a 37 °C, 5% de CO, y condiciones de humedad

controlada y fueron transferidas cuando alcanzaron un 90% de confluencia.
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6.3.2 Obtencion de Cultivo Primario de Fibroblastos de Embrion de Pollo (CPFEP)

Se utilizaron embriones de 9 dias, se observaron a través de un ovoscopio para
determinar viabilidad, se sefialé la cAmara de aire, se desinfectaron con etanol al 70% y
en condiciones de esterilidad (dentro de una campana de flujo laminar) se retir6 el
casquete para sacar al embrion con la ayuda de una pinza, se coloc en una caja de petri,
se lavd 2 veces con PBS 1%. Se retir0 la cabeza, patas, visceras y columna vertebral, el
tejido restante se transfirio a una jeringa de 5mL vy se filtré a través de un embudo con
gasa para depositarse en un matraz el cual contenia 20mL de EDTA-tripsina al 0.025%
en PBS al 1%. Se agit6 3 min. a velocidad media, sin hacer espuma, se dejé sedimentar,
se decantd el sobrenadante. Se agregé 15mL de EDTA-tripsina al 0.025% en PBS al
1%. De nuevo se agité por 10 min. y se dejé sedimentar, se tomo el sobrenadante para
colocarlo en un tubo (Falcon 50mL) que contenia 5mL de suero fetal bovino frio para
detener la disgregacion. Esto se realizO dos veces para obtener mayor cantidad de
fibroblastos. Después, el tubo de 50 mL se centrifugé a 1000 rpm durante 5 min. el
sobrenadante se elimind y al paquete celular se le agregé 4 mL de D-MEM/F12 con

SFB 10% vy se resuspendio lentamente.

Para realizar el conteo celular: se tomaron 20 pL, se mezclaron con 20 pL de azul de
tripdn y se observan en la cdmara de Neubauer. Después se estandarizé a 1.5 x 10°
células por mL y se agregé 1 mL por botella de cultivo de 25 cm? (a 4 botellas), las
cuales contenian 4 mL de medio D-MEM/F12 con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Se

les permitié propagarse a 37° C y 5% de CO, hasta obtener una confluencia del 90%.

Después, se obtuvo el cultivo secundario de fibroblastos de embrion de pollo
(CSFEP) disgregando las células de CPFEP con 2 mL de EDTA-tripsina atemperada. Se

dejaron propagar hasta que se observo una confluencia del 90% para los ensayos.
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6.3.3 Determinacion del Efecto de los Extractos Sobre la Viabilidad Celular en
CSFEP y Células VERO por la Técnica Colorimétrica MTT

Los cultivos celulares fueron transferidos a placas de 96 pozos (15000 células por
pozo), y se incubaron a 37° C y 5% de CO, hasta obtener una confluencia de 80-90%. Se
agregaron 100 pul de los compuestos por pozo a diferentes concentraciones: 0.1, 1, 10,
100, 250, 500, 1000, 1500 pg/ml. Se incubd durante 48 h a 37°C y 5% de CO,.
Posteriormente se les elimind el medio y se agregaron 22 pl de la solucion de MTT
(0.05 g/ml) a cada pozo y se incubaron a 37°C durante 2.5 horas. Se les eliminé el MTT
y se remplazo por 100 ul de DMSO (dimetilsulféxido) y se incubaron durante 8

minutos, posteriormente se midio la absorbancia a 570 nm en el lector de ELISA.

6.4 Efecto Antiviral

6.4.1 Propagacion del Virus NDV en Embrion de Pollo

Para la propagacion viral se utiliz6 una vacuna de Virus Newcastle cepa La Sota
(Agrovet), asi como una cepa de campo proporcionada por la ganadera. Se inocularon
0.2 mL del virus via alantoidea a 3 embriones de 9 y se incubaron a 37 °C por 72 h. Al
término de este tiempo se cosecho el liquido alantoideo, se centrifugo a 800 rpm por
10min, se recolectd el sobrenadante, se seccionaron alicuotas de 60 pl cada uno y se

congelaron a -70 °C.
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6.4.2 Titulacion del NDV

6.4.2.1 Titulacion del NDV por Hemadsorcion

En cajas de 96 pozos se sembraron 15000 células por pozo y se dejaron incubar a 37
°C y 5% de CO; hasta obtener una confluencia del 90%. Se eliminé el medio y se
realizaron diluciones en base 10 de NDV en D-MEM/F12 a partir de 1:10 hasta 1:10°.
Se agregaron 100 pL de las diluciones virales (6 repeticiones de cada dilucion). Se
incubaron durante 1h a 37 °C. Se elimin6é el medio y se colocaron 100 pL de la
suspension al 0.5% de eritrocitos de humano tipo “O” a cada pozo. Se incubaron a 37 °C
por 1h. Posteriormente se elimind la solucion de eritrocitos y se realizaron dos lavados
con PBS 1X y se observaron las rosetas (sincicios rodeados por eritrocitos, unidos por el
receptor HN) en el microscopio invertido y se realizaron los célculos siguiendo el
método de Reed y Muench.

indice = (% dilucién arriba del 50%)- 50%
(% dilucion arriba del 50%) — (% dilucion abajo del 50%)

6.4.2.2 Titulacién por Unidades Formadoras de Placas (UFP)

En placas de 6 pozos se sembraron 300,000 células VERO, estas fueron incubadas a
37 °C con 5% de CO, hasta obtener 80-90 % de confluencia, posteriormente fueron
infectadas con 200 pL de diluciones seriadas al doble de NDV; se incubaron durante 1 h
a 37 °C con 5% de CO,, se retird el indculo y se cubrieron con 2 mL de agar (MP
Biomedicals Cat No 194615 Lot No R19854) al 0.6%, para ser incubadas por 72 h en
ambiente controlado, al término de lo cual se retird el agar, se fijaron con metanol-
acetona 1:1 durante 30 min. y se tifieron con cristal violeta al 1% para cuantificar las

UFP. Se realizaron por triplicado.
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6.4.3 Prueba de Inhibicion de Sincicios

En placas de 12 pozos se colocaron 50 000 células por pozo de la linea celular VERO
y se incubaron a 37 C y 5 % de CO, hasta obtener 90% de confluencia. Se les removid
el medio DMEM/F12 y se les agregd el fucoidan o el extracto a diferentes
concentraciones (0.1, 1, 10 y 100 pg /mL) en un volumen de 500 pL por cada pozo (tres
pozos por dilucion), se incubaron a 37° C por 1h. Posteriormente se infectaron con virus
Newecastle (880 DICTsp), se dejaron incubar por 1 h a 37 °C, se les retird el in6culo y se
les agreg6 1ml de medio DMEM/F12 con 10% de suero fetal bovino y 1% antibi6tico y
se dejaron incubar por 24 hrs. Pasado el tiempo de incubacion se retird el medio y se
sustituyd con 300 pl de medio-tripsina al 1%, se incubd por 30 min. posteriormente se
elimind el medio-tripsina y se agregaron 500 ul de medio. Cuando el control viral
presento el efecto citopatico caracteristico del virus Newcastle (sincicios), a las 24 hrs
aproximadamente, se retir6 el medio de los pozos, se fijaron con metanol-acetona y
fueron tefiidos con cristal violeta 0.1%. Se realiz6 el conteo de sincicios en 10 campos y
la cantidad de nucleos de cada sincicio. Se calcul6 la significancia a partir del SPSS 10

por medio del analisis Dunnet.

6.4.4 Prueba de Inhibicion Viral por Medio de UFP

Se plaquearon 300 000 células por pozo en placas de 6 pozos, y al obtener una
confluencia del 80-90 % se infectaron con 100 UFP y se adiciond al mismo tiempo el
fucoidan de C. okamuranus a diferentes concentraciones, en un volumen total de 200 pl
y se incubaron por una hora a 37°C con 5% de CO,. Después de la adsorcion, la

solucion conteniendo ambos, compuesto y virus fue removida y se les agrego agar al
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0.6% en medio DMEM vy se incubaron a 37 °C con 5% de CO,. Despueés de 72 horas, se
retird el agar, y se fijaron con metanol acetona por 30 min. a -20 y se tifieron con cristal

violeta.

6.4.5 Prueba de Inhibicion del Efecto Citopético de los Agentes Antivirales a
Diferentes Tiempos de Infeccidn

Se colocaron 150 000 o 300 000 células VERO por pozo en placas de 12 o 6 pozos
respectivamente y se incubaron a 37 °C con 5% de CO; hasta obtener 80-90 % de
confluencia. Se elimind el medio de los pozos y se agreg6 diferentes concentraciones del
antiviral a diferentes tiempos de la infeccion de NDV vy se incubaron a 37 °C con 5% de
CO,, posteriormente se retir6 el tratamiento y se infectaron con 100 UFP o con 880
DICTso de virus NDV. Se retir6 el in6culo después del tiempo establecido para la
adsorcion, y se agregaron 2 mL de agar al 0.6% en medio DMEM por pozo para el caso
del analisis de UFP o 2 ml de medio DMEM para la inhibicion de sincicios y se
incubaron en un ambiente controlado, a 37° C con 5% de CO,. Se realizaron 3 ensayos

independientes.

6.4.6 Pruebas de Inhibicion de la Fusion Celular

Se utilizaron placas de 12 pozos, en donde se propagaron células VERO hasta
obtener 90% de confluencia, se les removié el medio DMEM/F12 y se infectaron con
880 DICTsp), se dejaron incubar por 1 hr a 37 °C. Se retir6 el indculo y se agreg6 2 mi
de DMEM vy se incubo por 12 horas. Posterior a esto, se coloco 10 ug/ml del fucoidan
antes o despues de la tripsinizacion (en donde se colocan 200 pl de medio DMEM y
tripsina al 1 % durante 20 minutos a TA). Se removio el medio con tripsina y se colocd
2 ml DMEM vy se incubd a 37 C por 12 horas. Las células se fijaron con metanol-
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acetona por 20 minutos y se tifieron con cristal violeta. Se realizo el conteo de sincicios

en 10 campos Y la cantidad de nucleos de cada sincicio.

6.4.7 Pruebas de Inhibicién de la Penetracion Viral

La penetracion del virus a la linea celular Vero fue evaluada de acuerdo al método
reportado por Huang and Wagner (Huang and Wagner, 1964). En placas de 6 pozos, se
colocaron 300 000 células por pozo de la linea celular Vero y se incubaron a 37 °C hasta
obtener una confluencia del 90 %. Posteriormente se colocaron a 4 °C por tres horas y se
infectaron con 100 UFC a 4 °C en ausencia del fucoidan. Se realizaron tres lavados con
PBS frio, se agregaron diferentes concentraciones de fucoidan y se cambid la
temperatura a 37 °C. Después de 1 hora de incubacion a 37 °C, las células se trataron
con buffer de citrato 40 mM pH 3.0 para inactivar los virus que no hubiesen entrado. Se
coloc6 DMEM con 0.6 % de agar en medio DMEM v tripsina, se incubé a 37 °C y se
realiz6 el conteo de UFP.

6.4.8 Extraccion de Proteinas

Se obtuvieron los extractos proteicos de los ensayos realizados con el fucoidan a
diferentes tiempos de la infeccion. Después del ensayo, se removio el medio de cultivo y
se adicioné PBS 1X+EDTA 1mM. Se desprendi6 la monocapa de los pozos con ayuda
de un “scrapper” y se colocO en un tubo eppendorf, se centrifugd a 4 °C por 1 minuto.
Se le agrego buffer de Lisis Completo y se incubd en hielo por 20 minutos. Se
centrifugo a 13000 rpm. durante 5 minutos a 4 °C y se colecto el sobrenadante, el cual

se almacend a -70 °C hasta su analisis.
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1) Cuantificacion de proteinas por el método de Bradford.

a) Preparacion de la curva estandar.

- Se prepar6 en agua estéril una solucion stock de Albumina Sérica Bovina
(BSA) a una concentracion de 100 mg/ml.

- Se realiz6 una dilucion de 1:50 del stock de 100 mg/ml, para que quedara a una
concentracion final de 2 mg/ml 6 2 pg/ul.

- Se prepararon directamente en las celdas de plastico los estandares empleando
el stock diluido de BSA.

- Se adicionaron 200 ul del reactivo de Bradford concentrado a cada celda y se
mezclo.

- Se midio la absorbancia a 595 nm en el biofotometro.
b) Preparacion de la muestra.

- Para determinar la concentracion de proteinas en la muestra problema se
colocaron 2 ul del extracto de proteinas mas 798 ul de agua. Se adicionaron
200ul del Reactivo de Bradford y se tomo lectura en el biofotometro en el cual se
realizd la curva estandar previamente. La concentracion de proteinas leida por el
aparato se dividié entre dos, debido a que se colocaron 2 pl de extracto de

proteinas de la muestra.

6.4.9 Western blot

Para determinar los niveles de las proteinas virales de las células VERO infectadas
con NDV vy tratadas con el fucoidan a diferentes tiempos de la infeccion, se realizaron

ensayos de Western blot.
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6.4.9.1 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE)

Se realizo la electroforesis con 50 ug de proteina total, la cual se desnaturaliz6 en
buffer de carga (4% SDS, 20% Glicerol, 0.2% azul de bromofenol, 200 mM b-
mercaptoentanol, 100 mM Tris-HCI pH 6.8) a 94 °C por 5 minutos.

Se armé el cassette para el gel de la electroforesis vertical. Se prepard la solucion del
gel separador, con una concentracion del 10% y se colocé en el cassette, después se
cubri6 el gel con isopropanol absoluto por aproximadamente 10 minutos. Se invirtio el
gel para remover el exceso de isopropanol. Se prepard la solucion del gel concentrador
al 5% vy se coloco en el cassette hasta el limite del vidrio e inmediatamente se acomodd
el peine. Se colocd el gel en la camara de corrimiento y se afiadio el buffer de corrida
1X. Se retiro el peine y se lavaron los pocillos con buffer de corrimiento para eliminar la
acrilamida no polimerizada. Se cargaron las muestras y se corrié la electroforesis por

aproximadamente 2 horas a 80 Volts.

6.4.9.2 Transferencia a Membrana de Nitrocelulosa

Se utilizd un bastidor GIBCO para la transferencia de las proteinas. Se cortd una
membrana de nitrocelulosa de 6 cm X 8.5 cm aproximadamente. Se lavé con agua
destilada por 5 minutos y se coloco en buffer de transferencia 1X durante 10 minutos.
También se coloco en buffer de transferencia 1X dos piezas de papel filtro y 4 esponjas.
Del gel de la electroforesis se elimind el gel concentrador y se colocd sobre el papel
filtro himedo y se despegaron el gel separador del vidrio. Se colocaron dos esponjas, el
papel filtro y el gel sobre el set de transferencia. Se armo un “sandwich” colocando
sobre el gel de la membrana previamente equilibrada. Se colocaron sobre la membrana
el papel filtro humedo y se eliminaron las burbujas formadas entre el gel y la membrana
y se colocaron dos esponjas humedas. La secuencia de transferencia fue en direccién de
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polos negativo a positivo (Esponjas—papel filtro—gel de poliacrilamida—membrana de
nitrocelulosa—papel filtro—esponjas) (figura 7). Se colocaron en un buffer de

transferencia y se corrio en la camara de transferencia a 35 V por hora y media.

Esponja

Filtro

Gel
Membrana

Filtro
Esponja

+

Figura 7. Representacion grafica de la transferencia de las proteinas en direccion de polo negativo a
positivo.

6.4.9.3 Inmunodeteccidn

Se coloco rojo de Ponceau a la membrana a fin de observar si se realiz6 de manera
correcta la transferencia. Se lavo con buffer TBS-Tween 2 veces durante 5 minutos. Se
coloco la membrana de nitrocelulosa en la solucion de buffer de bloqueo durante 1 hora
a T.A. Posteriormente se coloco la membrana con el anticuerpo monoclonal anti-HN de
Newcastle (dilucion 1:500 de Chemicon International CA) o con el anticuerpo
monoclonal anti-GAPDH (dilucion 1:500 Chemicon International CA) y se incubd toda
la noche a 4 °C. Se lavd 3 veces con el buffer de lavado por 10 minutos a T.A. Se colocd
el anticuerpo conjugado anti raton 1gG (dilucion 1:1000 Chemicon International CA.
USA), el cual se dej6 incubar durante dos horas a T.A. y se lavo tres veces con buffer de
lavado durante 10 minutos a T.A. Se escurrid la membrana, se agreg6 en partes iguales

el reactivo A y B del kit de quimioluminiscencia (Roche) y se mantuvo en agitacion
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durante 5 minutos. Se escurrio la membrana para eliminar el exceso de solucion y se
colocé la membrana con las proteinas hacia el plastico y se eliminaron las burbujas. Se
coloco la membrana con el plastico en el chasis y se expuso la membrana en el cuarto
oscuro a un film el tiempo necesario. El analisis densitométrico de las bandas de
proteinas detectadas por Western blot se llevo a cabo con el software Phoretix 1D
v2003.02.

6.4.10 Inmunofluorescencia

Se colocaron 300 000 células Vero en cubreobjetos colocados en placas de 6 pozos,
se le agregaron 100 ug/mL de fucoidan a diferentes tiempos de la infeccion (-60, 0, 15y
60 minutos post-infeccion) e infectaron con 100 UFP de NDV. Se lavaron 3 veces con
PBS, se les agregd medio DMEM e incubaron durante 12 horas a 37C. Posteriormente
se fijaron con metanol-acetona 1:1, se lavaron 3 veces con PBS y se incubaron con
solucién de bloqueo (PBS con 1% de BSA) durante 30 minutos. Se lavaron e incubaron
durante 2 horas con el anticuerpo monoclonal anti-HN de Newcastle (dilucién 1:100
Chemicon International, CA). Se lavaron 3 veces con PBS/Triton y se incubaron durante
1 hora con el anticuerpo bovino anti-ratén IgG-FITC (diluciéon 1:100 Santa Cruz). Se
lavaron 3 veces méas con PBS/triton, y los cubreobjetos se montaron con Vectashield y

se visualizaron utilizando el microscopio confocal laser (Olympus IX70, USA).

6.4.11 Andlisis de la Inhibicidn de la Replicacion en Embriones de Pollo

6.4.11.1 Inoculacion del Virus y/o Fucoidan Via Alantoidea
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Se utilizaron embriones de 9 dias. Se trasluminé cada huevo con ayuda del ovoscopio
a fin de determinar su viabilidad, se delimité la cAmara de aire, se desinfectd y perforo el
sitio de inoculacion. Se inocularon los embriones con 4 y 16 pg de fucoidan por
embridn, se agitaron cuidadosamente y se incubaron por una hora. Posteriormente se
infectaron con 10 000 DICTs del virus NDV en 0.1 ml de DMEM a cada embrion, se
agitaron cuidadosamente y se sell6 la perforacion. Se dejaron incubar a 37 °C con

movimiento regular por 72 horas.

6.4.11.2 Extraccion RNA

Después del periodo de incubacién (72 horas), se realizd la necropsia de los
embriones y se colectaron las visceras. Se colocaron las visceras en un mortero, se les
adiciond 0.5 ml de trizol y se maceraron con ayuda de nitrogeno liquido. Posteriormente
el lisado se coloco en un tubo eppendorf de 1.5 ml. y se incub6 5 min. a T.A. Se
afiadieron 100 pl de cloroformo y se mezclaron por inversion 15 segundos. Se incubaron
en hielo de 2 a 3 minutos y se centrifug6é a 13000 rpm. durante 15 minutos a 4 °C. Se
recuperd la fase acuosa y se adicionaron 250 ul de isopropanol e incubaron a -70 °C por
15 minutos. Después se centrifug6 a 13000 rpm. durante 10 minutos a 4 °C, se removio
el sobrenadante y se lavd la pastilla con 250ul de etanol al 70%. Se centrifugd por 5

min. a 4 °C. Se secd la pastilla por 5 minutos y se resuspendié en agua DEPC.

6.4.11.3 Transcripcion Inversa

Se utilizé el kit de Applied Biosystem High-Capacity cDNA Archive Kit para las
Transcripciones reversas de los RNAs obtenidos de las visceras de los embriones de
pollo inoculados con NDV vy tratados con fucoidan. Se preparé una mezcla con 2ul del
Buffer RT 10X, 0.8 pul de dNTP’s Mix (100 mM), 2 pl de Random Primers 10 X, 1 pl
de MultiScribe RT 50U/ul y 4.2 pl de H,0. Ademas se realizé una dilucion 1:10 del
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RNA extraido. Se mezclaron los 10 pl del mix y 10 pl de la dilucion para dar un
volumen total de 20 pl. Se incub6 a 25 °C por 10 minutos seguido de un periodo de
incubacion de 2 horas a 37 °C. EI cDNA obtenido se cuantifico y se almacené a -70 °C

hasta su uso.

6.4.11.4 PCR Semicuantitativo

Se prepard una mezcla en un tubo eppendorf con lo siguiente:
2.5uL del Buffer 10X sin Mg, 0.5 pL de dNTPs (10 mM), 0.6 uL TagDNA Polimerasa
(5Ul), 0.7 uL MgCl; (ImM), 2 uL Primer F de NDV (25 pmol) 2 uL Primer Rev de
NDV, 2uL de cDNA (200 ng) (tabla Il) y se afor6 a 25 pL con agua DEPC (por
muestra) (tabla V).

El cDNA fue amplificado con ciclos apropiados de PCR (26, 28, 30 y 32 ciclos)
consistiendo de 7 minutos a 94 °C seguido de ciclos de 95 °C por 30 segundos, 58 °C
por 30 segundos y 72 °C por 1 minuto, finalmente a 72 °C por 10 minutos (tabla 111). Se
utilizo el set de primers reportado por Farkas et al (2007) para amplificar una porcion
del gen de fusion de NDV (316 pb). Para el analisis semicuantitativo, se realiz6 una RT-
PCR en paralelo para R-actina. El set de primers utilizado fue FW 5’- 5'-
TGGGAAGATGCAGCARTTTG-3" Rev 5-RCCCAAGAGTTGAGTCTGTGA-3’
(316 pb) (tabla V). Se realiz6 una electroforesis en gel de agarosa al 1.2 % de los
productos amplificados obtenidos. Los productos de la amplificacion fueron
visualizados bajo luz UV y fotodocumentados. Las bandas obtenidas fueron analizadas
por medio del programa Phoretix 1D V2003.02.
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Tabla 1l

Oligonucleottidos utilizados para el PCR de NDV

NDV-F 5°-TGGGAAGATGCAGCARTTTG-3’
NDVF-rev 5°-RCCCAAGAGTTGAGTCTGTGA-3’
Tabla Il

Condiciones de PCR Semicuantitativo para NDV

Temperatura Tiempo

94 °C 7 minutos

95°C 30 segundos

58 °C 30 segundos 26,28,30y 32
ciclos

72°C 60 segundos

72°C 7 minutos

6.4.12 Induccion de Mutantes de NDV al Polisacarido Sulfatado o Ribavirina

Se colocaron 300 000 células Vero por pozo en cajas de 6 pozos y se incubaron a 37
°C hasta alcanzar una confluencia del 90 %. Posteriormente se infectaron con 880
DICTsp y se trataron con fucoidan. Se incubaron a 37 °C con agitacion periédica. Se
removié el sobrenadante y se lavaron las células 3 veces con PBS. Se agregé medio
DMEM/F12 e incubaron a 37 °C durante 24 horas o 48 horas hasta observar la
formacion de sincicios (3 0 4 por campo a 20X), se removid el sobrenadante y se
almaceno a -80 °C hasta su uso. Este procedimiento se repitié para cada pase en dosis

crecientes del compuesto como se muestra en la tabla IV. Se realizaron 2 o 3 pases para
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cada concentracion (2X o 3X). En el caso de la ribavirina se agregd el compuesto

después de la infeccion.

Tabla IV

Induccion de mutantes virales resistentes al fucoidan y a la ribavirina

Fucoidan Ribavirina

50 pg/ml 2X 500 pg/ml 2X
100 pg/ml 3X 1000 pg/ml 3X
200 pg/ml 3X 1500 pg/ml 3X
400 pg/ml 3X 2000 pg/ml 3X
600 pg/ml 3X 2500 pg/ml 3X
800 pg/ml 3X 3000 pg/ml 3X
1000 pg/ml 3X 4000 pg/ml 3X
1200 pg/ml 3X 5000 pg/ml 3X

6.4.13 Aislamiento Independiente de Virus Mutantes Resistentes

Las UFP obtenidas en la induccion de mutantes de NDV resistentes al fucoidan de
Cladosiphon okamuranus durante el pase 23 (1200 ug/ml) fueron examinadas bajo el
microscopio invertido. Para el aislamiento de las clonas, el agar fue removido
cuidadosamente y la UFP fue aislada mediante una pipeta de punta larga de 1 ml y
transferida a 1 ml de medio DMEM sin suero y almacenada a -80°C o transferida
nuevamente a placas de 6 pozos con células VERO. Se obtuvieron 5 clonas mutantes
resistentes al efecto del fucoidan, mientras que para las clonas Wild-type (aisladas en el

pase 23 sin la presencia del fucoidan de C. okamuranus) se obtuvieron 4 clonas.
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6.4.14 Amplificacion de las Secuencias HN y F del NDV

A las clonas obtenidas de la induccion de resistencia de NDV al fucoidan se les
realizd extraccion de RNA con la finalidad de amplificar las regiones codificantes para
las proteinas HN y F del virus. Este procedimiento se realizd en placas de 6 pozos, se
agregd 0.5 ml de trizol por pozo y el lisado celular se coloc6 en un tubo eppendorf de
1.5 ml. y se incubd 5 min. a T.A. Se afiadieron 100 pl de cloroformo y se mezclaron por
inversion 15 segundos. Se incubaron en hielo de 2 a 3 min. y se centrifugd a 13000 rpm.
durante 15 min. a 4° C. Se recuperd la fase acuosa y se adicionaron 250 pl de
isopropanol e incubaron a -70°C por 15 minutos. Después se centrifugd a 13000 rpm.
durante 10 minutos a 4 °C, se removid el sobrenadante y se lavé la pastilla con 250ul de
etanol al 70%. Se mezclaron y centrifugaron por 5 min. a 4 °C. Se secd la pastilla por 5

minutos se resuspendi6 en agua DEPC y se cuantifico el RNA obtenido.

Se utilizé el kit de Applied Biosystem High-Capacity cDNA Archive Kit para las
transcripciones reversas del RNA (de las clonas obtenidas en la induccion de resistencia
de NDV al fucoidan). Se prepard una mezcla con 2ul del Buffer RT 10X, 0.8 pl de
dNTP’s Mix (100 mM), 2 pl de Random Primers 10 X, 1 pl de MultiScribe RT 50U/ul
y 4.2 ul de H,0. Ademas se realiz6é una dilucion 1:10 del RNA extraido. Se mezclaron
los 10 pl del mix y 10 pl de la dilucion para dar un volumen total de 20 pl. Se incub¢ a
25 °C por 10 minutos seguido de un periodo de incubacion de 2 horas a 37 °C. El cDNA

obtenido se cuantificd y se almaceno a -70 °C hasta su uso.

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) se realiz6 utilizando oligonucleétidos
dirigidos a diferentes segmentos codificantes para las proteinas HN y F del NDV y
como control enddgeno se utilizaron oligonucleodtidos especificos para B-actina. El
disefio de los oligonucledtidos fue realizado con la colaboracién del M.C. Santiago
Saavedra por medio del programa AmplifX 1.6.0 beta 1 y BLAST (figura 8, tabla V).
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Los reactivos utilizados para la PCR fueron: 2.5uL del Buffer 10X, 0.5 uL de dNTPs
(10 mM), 0.25 puL Taq DNA Polimerasa de Alta Fidelidad (Platinum Tag DNA
Polimerase, Invitrogen (5U/ul), 0.7 uL MgCl; (25mM), 2 uL Primer F (25 pmol), 5 uL
Primer R, 5 uL de cDNA (500 ng) y se aforé a 25 pL con agua DEPC (por muestra).
Los productos de las reacciones fueron analizados por electroforesis en gel de agarosa al

1% conteniendo 0.5 mg/ml de bromuro de etidio.

Las condiciones de PCR fueron de 94 °C por 60 segundos seguido de 35 ciclos de 94
°C por 30 segundos, la temperatura de alineamiento fue establecida de acuerdo al juego
de primers (tabla I11) durante 30 segundos y 68 °C por 1 minuto, finalmente a 72°C por

10 minutos (Ver figura 8).

> S > [ 3 [ 3 >
4 4 4 4 4

F1-FP2 S

F3-F4 C———1
Fs-F6 C———3
HN7-HNg C——1
HNS-HN10 C————1

HN11-HN1? S
HN13-HN14 =3

Figura 8. Representacion gréfica de la posicion de los primers para amplificar las regiones codificantes
para las proteinas HN y F de NDV.
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Tabla V

Oligonucleodtidos utilizados en la amplificacion de los fragmentos F y HN de NDV

F Tamaiio fragmento ™

F1 5'- CATGGGCCCCAAACCCTCCAC- 3* 597 pb 58°C
F2 5'- CAGTCCAATTCTCGCGCCGTATTA - 3

F3 5'- GGTTGCAACAGCTGCACAGATA-3' 591 pb 56.7°C
F4 5-TGCGTCACAACTTTCGGGACAA-3'

F5 5 'CTCAGCACTTGTCCCGAAAGTTGT -3* 629 pb 56.3°C
F6 5'’AGTAGCAYGCTAGAACCAGGCTAA -3

HN Tamario fragmento ™
HN7 5-CCTAACCAGCACATCTGCTCTCAT-3* 662 pb 54.8°C
HN8 5'-GACTCAAGGGCCACYTGYTTAT -3'

HN9 5-ATAARCARGTGGCCCTTGAGTC -3 648 pb 55.3°C
HN10 5-CCGGGTAATTTGCMACCCAATC -3'

HN11 5"-TGACGGTCARTACCATGAGAAGGA -3 680 pb 56.5°C
HN12 5-CAGATACGGGRTTGAGCCTTGCTT -3'

HN13 5-AAGCAAGRCTCAAYCCCGTATCTG-3* 250 pb 56.3°C
HN14 5’-GGCTGGYTGAACCTAGCCTCTT-3'

6.4.15 Secuenciacién de las Mutantes de NDV Resistentes a los Polisacaridos
Sulfatados

Los productos amplificados de las regiones codificantes para las proteinas HN y F de
NDV se purificaron utilizando el kit GFX PCR DNA Gel Band (GE Healthcare) y se

enviaron al Instituto de Biotecnologica de la UNAM para su secuenciacion. Las

secuencias se analizaron utilizando los programas Bioedit Sequence Alignment Editor
version 7.1.3.0, CLC Main Workbench 6.6.2, CLUSTAL version 2 y BLAST. El
analisis a nivel de aminoacidos se realizd con los programas Translate Tool y
CLUSTAL version 2.1.
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6.4.16 Analisis Estadistico

Los datos se analizaron con el programa SPSS version 15. Todas las variables fueron
realizadas por triplicado para cada experimento y repetido al menos tres veces. Los
valores CCsg y CEsp fueron determinados por el analisis de regresion Probit. Se realizo
un analisis de varianza de una via seguido de un analisis de Dunnett. Valores de *p<0.05

fueron considerados como estadisticamente significativos.
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7. RESULTADOS

7.1 Efecto Citotoxico del Fucoidan de Cladosiphon okamuranus y los Extractos de
Macrocystis pirifera y Ulva clathrata “in vitro”

Para determinar si el fucoidan de Cladosiphon okamuranus asi como los extractos de
Ulva clathrata y Macrocystis pyrifera presentan efecto toxico “in vitro”, se utilizaron
como modelo el cultivo de células VERO asi como el cultivo secundario de fibroblastos
de embrion de pollo (CSFEP). En el caso de la linea celular VERO, NDV se adapta e
infecta esta linea celular por lo cual es un buen modelo para trabajar con este virus. Sin
embargo es importante también analizar la citotoxicidad de nuestros compuestos en
CSFEP al ser NDV un virus aviar. Se realizaron tres ensayos por sextuplicado para cada
uno de los compuestos y se calculd la CCsq por medio de regresion lineal (Probit) con el

programa SPSS 10.

7.1.1 Efecto Citotoxico del Fucoidan de C. okamuranus y los Extractos de
Macrocystis pirifera y Ulva clathrata en Cultivo Secundario de Fibroblastos de
Embrion de Pollo

Para determinar la citotoxicidad de los compuestos en Cultivo Secundario de
Fibroblastos de Embrion de pollo se realizaron ensayos de viabilidad celular. Los

ensayos se llevaron a cabo en placas de 96 pozos con 15 000 células por pozo y se
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determind la viabilidad celular por medio de la técnica de MTT como se describe en

material y métodos.

Los resultados obtenidos indican que la citotoxicidad del extracto proveniente de U.
clathrata fue la mas baja comparada con el fucoidan de C. okamuranus y con el extracto
de M. pyrifera, obteniendo incluso un incremento en la proliferacion celular a dosis de

0.1 a 100 pg/ml del extracto (figura 9).

En el caso del extracto de M. pyrifera, la citotoxicidad observada fue mayor con
respecto al fucoidan de C. okamuranus y al extracto de U. clathrata, obteniendo una
toxicidad del 60 % en la concentracion de 100 pg/ml (figura 9).

Se obtuvo una CCsy de 973 pg/ml con el fucoidan de C. okamuranus, CCsy >1500

pg/ml con el extracto de U. clathrata (ulvan) y CCsy 8.8 pg/ml con el extracto de M.

pyrifera (fucoidan).
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Figura 9. Efecto del fucoidan de C. okamuranus y los extractos de U. clathrata y M. pyrifera sobre la
viabilidad del CSFEP. Las columnas de la izquierda muestran la absorbancia de células Vero sin tratar y
tomadas como 100 % de viabilidad (control), seguidas de las células tratadas con concentraciones de 0.1 a
1500 pg/ml de los compuestos.

7.1.2 Efecto Citotoxico del Fucoidan de C. okamuranus y los Extractos, en la Linea
Celular VERO

Para determinar la citotoxicidad de los compuestos en la linea celular VERO se
realizaron ensayos de viabilidad celular. Los ensayos se llevaron a cabo en placas de 96
pozos con 15 000 células por pozo y se determind la viabilidad celular por medio de la

técnica colorimétrica MTT como se describe en material y métodos.

Se obtuvo una citotoxicidad muy baja tanto para el fucoidan de C. okamuranus como
para los extractos de U. clathrata y M. pyrifera ain a concentraciones altas (< 250
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pg/ml) en la linea celular VERO. Se obtuvo una CCsp > 1500 pg/ml con el fucoidan de
C. okamuranus, con el extracto de U.clathrata fue de 1018.8 pg/ml, con el extracto de
M. pyrifera no se observé un efecto citotdxico en las células, por el contrario se observa
un incremento en la proliferacion celular con las concentraciones probadas (0.1-1500
pg/ml). La citotoxicidad obtenida con la ribavirina (antiviral de uso comercial) en esta

linea celular fue mayor CCsy 386 pg/ml (figura 10).
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Figura 10. Efecto del fucoidan de C. okamuranus, los extractos de U. clathrata y M. pyrifera y el antiviral
de uso comercial Ribavirina sobre la viabilidad en la linea celular VERO. Las columnas de la izquierda
muestran la absorbancia de células Vero sin tratar y tomadas como 100 % de viabilidad, seguidas de las
células tratadas con concentraciones de 0.1 a 1500 pg/ml de los compuestos.
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7.2 Efecto Antiviral de los Polisacaridos Sulfatados sobre el Virus de la
Enfermedad de Newcastle

7.2.1 Obtencion del Titulo del Virus Newcastle por Dosis Infectiva en Cultivo de
Tejidos al 50% (DICTs5)

A fin de determinar el titulo viral de nuestro stock de NDV, se infectaron células
VERO cultivadas en placas de 96 pozos con 100 ul de diluciones seriadas del abasto
viral; a las 48 hrs se realiz6 la técnica de hemadsorcién como se describe en material y
métodos. El titulo se determind mediante el método de Reed and Muench, dando como
resultado un titulo del abasto viral de NDV en 10 %84 DICTso/ml.

7.2.2 Obtencion del Titulo del Virus Newcastle por Unidades Formadoras de Placas
(UFP)

Para el desarrollo de la titulacién de NDV (cepa silvestre) por medio de unidades
formadoras de placa, se utilizd la técnica descrita por McGinnes et al., 2006. El titulo
viral obtenido fue de 1.85 X 10" UFP /ml.

7.2.3 Evaluacion del Efecto de los Polisacaridos Sulfatados sobre la Formacion de
Sincicios Producidos por NDV

El virus de la Enfermedad de Newcastle tiene la capacidad de diseminarse en forma
intercelular por fusion de las células infectadas con células no infectadas por medio de

su glicoproteina de fusion “F” originando células gigantes multinucleadas o sincicios,
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las cuales son apreciables en tejidos y cultivos celulares. Esto hace posible el analisis de
inhibicién de sincicios a fin de determinar la actividad antiviral presente en algunos

compuestos.

Los ensayos se realizaron en placas de 12 pozos, las cuales se trataron con diferentes
dosis del compuesto y se infectaron con NDV. Se analiz6 la inhibicion de la formacion
de sincicios como se indica en material y métodos. La cantidad y el tamafio de los
sincicios formados en las células infectadas con NDV se redujeron al ser tratadas con
fucoidan de C. okamuranus, asi mismo con los extractos de U. clathrata y M. pyrifera

de una manera dosis dependiente como se observa en la figura 11.

Se disminuy6 en un 42, 24 y 14 % el ndmero de sincicios con respecto al control
viral cuando se aplic6 0.1 pg/ml de fucoidan de C. okamuranus, extracto de U. clathrata
y M. pyrifera respectivamente. Con 100 pg/ml la inhibicion fue de 71, 75y 67 % para el
fucoidan, extracto de U. clathrata o M. pyrifera respectivamente. Se obtuvo una CEs, de
0.75 pg/ml con el fucoidan de C. okamuranus, con el extracto de U. clathrata CEsg de
4.78 pg/ml, con M. pyrifera la CEsp fue de 12.71 pg/ml y como control se utilizo el
antiviral de uso comercial ribavirina, el cual mostré una CEsg de 225 pg/ml (figura 11)
(p <0.001).

El indice de selectividad (IS) nos permite evaluar el potencial de un compuesto como
antiviral al relacionar la dosis citotdxica (CCsp) y la dosis efectiva (CEsp), por lo cual se
calcul6 el IS para cada uno de los compuestos evaluados. EI mayor indice de
selectividad se obtuvo con el fucoidan de Cladosiphon okamuranus, con un IS de 2000,
mientras que para los extractos de Ulva clathrata y M. pyrifera los IS fueron 212.97 y
118.01 respectivamente. La ribavirina (antiviral de uso comercial) fue el compuesto que
resultd tener una menor eficiencia para inhibir NDV, al presentar un IS de 1.75. Debido
a que el polisacarido sulfatado de C. okamuranus “fucoidan” fue el que presento un IS
maés alto y que se trataba de un compuesto purificado (a diferencia de los extractos
semipurificados de U. clathrata y M pyrifera); se decidio seleccionar este polisacarido

sulfatado para determinar del mecanismo de accion de actividad antiviral.
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Figura 11. Efecto del fucoidan de C. okamuranus, del extracto de U. clathrata, del extracto de M. pyrifera
y de la Ribavirina sobre la formacion de sincicios por NDV. Las columnas de la izquierda muestra el
porcentaje de sincitios en células Vero sin tratar y sin infectar (control celular), seguida de células Vero
infectadas con NDV vy sin tratamiento (Control viral), las cuales fueron tomadas como 100% de porcentaje
relativo de sincicios, continuando con las células infectadas y tratadas con 0.1, 1, 10, 100 y 250 pg/ml de
los compuestos.

7.2.4 Evaluacion del Efecto de los Polisacaridos Sulfatados sobre la Infeccion de
NDV por UFP

El Virus de la Enfermedad de Newcastle puede ser agregado a un medio de cultivo
celular en una fase semisolida como el agar, de esta manera cuando un virus infecta una
célula, los nuevos virus formados solo pueden infectar a las células inmediatamente
vecinas y no a las alejadas, ya que el medio semisdlido limita su movilidad. Coloreando
las células se observaran zonas no tefiidas (placas de lisis), correspondientes a las células

73



destruidas, estas placas de lisis contienen los nuevos viriones que se produjeron. En
teoria cada placa de lisis formada corresponde a un anico virus de la suspension inicial
en consecuencia las concentraciones virales medidas por la cantidad de placas se

denominan unidades formadoras de placas.

De esta manera, se utilizé la medicion de Unidades Formadoras de Placas para
determinar la actividad antiviral contra NDV presente en el fucoidan de Cladosiphon
okamuranus como se menciona en material y métodos. Se obtuvo una CEsy de 58 pg/ml
para el fucoidan de C. okamuranus, mientras que para la ribavirina se obtuvo una menor

actividad inhibitoria con respecto al fucoidan, con una CEs 490 pg/ml (figura 12).
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Figura 12. Efecto del fucoidan de C. okamuranus y la ribavirina sobre la formacion de UFP por NDV. Las
columnas de la izquierda muestra el porcentaje de UFP de células Vero sin tratar y sin infectar (control
celular) seguida de células Vero infectadas con NDV vy sin tratamiento (Control viral) las cuales fueron
tomadas como 100 % de porcentaje relativo de UFP, continuando con las células infectadas y tratadas con
0.1, 1, 10, 100, 250 y 500 pg/ml de los compuestos.
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7.2.5 Inhibicién de Sincicios y UFP a Producidos por NDV a Diferentes Horas de la
Infeccion

Para determinar la etapa del ciclo viral en la cual el fucoidan de C. okamuranus
actuaba contra NDV, se realizaron ensayos de tiempo de adicion y se analizo la
inhibicion de sincicios y UFP en la linea celular VERO. En los ensayos de inhibicion de
sincicios, se infectaron placas de células VERO con 880 DICTs, de NDV por pozo, se
trataron con fucoidan a diferentes horas de la infeccion (1 pg/ml) y se analiz6 la
inhibicion de formacién de sincicios. El porcentaje de sincicios formados se redujo en
un 49% al ser tratadas con 1 pg/ml del fucoidan de C. okamuranus a la hora -1 de la
infeccion por NDV. Al ser tratadas las células con el compuesto al mismo tiempo que la
infeccion (Hora 0) se obtuvo la mayor reduccién, con una inhibicion del 61 %. Cuando
se adicion0 el compuesto a las horas 2, 3 y 4 después de la infeccion se obtuvo el menos
porcentaje de inhibicién (28-30 %) (Figura 13), por lo que aparentemente, el fucoidan
de C. okamuranus esta actuando en las primeras etapas del ciclo viral. Se realizaron tres

ensayos por triplicado.

En los ensayos de inhibicion de UFP se infectaron células VERO con 100 UFP de NDV
por pozo durante 1 hora a 37 °C, se adiciond 1 pg/ml el fucoidan de C. okamuranus a
diferentes horas de la infeccion y después de 72 horas se analiz6 la inhibicién de UFP.
El porcentaje relativo de UFP se redujo en un 38% con respecto al control viral, al
aplicar simultineamente el compuesto y el virus (Hora 0). En las horas 1, 2, 3,5y 7
post-infeccion no se obtuvo una inhibicion mayor al 10 %. Estos resultados concuerdan
con los obtenidos en el analisis de inhibicion de sincicios a diferentes tiempos de
infeccion, al obtener la mayor inhibicion al agregar simultdneamente el compuesto y el
virus, por lo cual el compuesto esta inhibiendo en la etapa inicial de la infeccion (figura
14).
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Figura 13. Efecto del fucoidan de C. okamuranus a diferentes horas de la infeccion sobre la formacion
relativa de sincicios. La columna de la izquierda muestra el porcentaje relativo de sincitios de células
Vero infectadas con NDV Yy sin fucoidéan seguida por las células infectadas y con el compuesto aplicado a
la hora -1, 0, 2, 3 0 4. Los resultados se muestran como porcentaje relativo de sincicios considerando el
control viral sin tratamiento como 100% de porcentaje relativo de sincicios.

76



120 +

0 I I I I I I I
cv 0 1 2 3 5 7

Tiempo (Horas)

=

o

o
I

(o]
o
I

IS
o
1

Porcentaje Relativo de UFP
S 3

Figura 14. Efecto del fucoidan de C. okamuranus a diferentes tiempos de la infeccion sobre la formacion
relativa de UFP. La columna de la izquierda muestra el porcentaje de UFP en células Vero infectadas con
NDV vy sin fucoidan seguida por células infectadas y con el compuesto aplicado a lahora 0,1, 2,3,507.
Los resultados se muestran como porcentaje relativo de UFP considerando el control viral sin tratamiento
como 100% de porcentaje relativo de UFP.

7.2.6 Efecto del Fucoidan en la Primera Hora de la Infeccion (Adsorcion y
Entrada)

7.2.6.1 Inhibicion de Sincicios y UFP

Debido a que en los ensayos previos de inhibicidn a diferentes horas de la infeccion
se observd una inhibicién durante la hora cero, y no se obtuvo una inhibicion
significativa al agregar el fucoiddn 1 hora post-infeccion, se realizaron ensayos
orientados a determinar el paso especifico en el cual el fucoidan actia como antiviral. Se
realizaron andlisis de inhibicion de sincicios y de UFP en la etapa de entrada del virus

(en el transcurso de la primera hora). Las células VERO fueron tratadas con 1 ug/ml del
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fucoidan de C. okamuranus a los minutos 0, 1, 2, 5, 15, 20, 30 o 60 post-infeccion. Se

realizaron tres ensayos por triplicado para cada una de las condiciones.

El porcentaje de sincicios formados en las células infectadas con NDV se redujo en
un 46 % con respecto al control viral al ser tratadas con 1 pug/ml del fucoidan de C.
okamuranus al minuto 0, y este efecto inhibitorio se prolongé hasta el minuto 20. Por el
contrario, para el minuto 30, solo se obtuvo una reduccién del porcentaje relativo de
sincicios del 11 %, y de un 4 % para el minuto 60 (figura 15). Se realizaron tres ensayos

por triplicado.

En cuanto al porcentaje relativo de UFP en la linea celular la maxima inhibicion se
obtuvo en los minutos 0, 15 y 30, con una inhibicion del 38, 36 y 34 % respectivamente.
La inhibicion mas baja se obtuvo al aplicar el fucoiddn 60 minutos después de la

infeccion, al inhibir solamente un 7 % (figura 16).
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Figura 15. Inhibicién de sincicios producidos por NDV, por efecto del fucoidan de C. okamuranus en los
primeros pasos de la infeccion. La columna de la izquierda muestra el porcentaje relativo de sincitios en
células Vero infectadas con NDV vy tratadas con fucoidan al tiempo 0 de la infeccién, seguida de los
tratamientos aplicados al minuto 1, 2, 5, 15, 20, 30 y 60 post infeccion. Los resultados se muestran como

78



porcentaje relativo de sincicios considerando el control viral sin tratamiento como 100% de porcentaje
relativo de sincicios.
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Figura 16. Efecto del fucoidan de C. okamuranus en la primera etapa de la infeccion medido por la
formacion relativa de UFP. La columna de la izquierda muestra el porcentaje de UFP de células Vero
infectadas con NDV vy sin fucoidan seguida por las columnas que muestran el porcentaje de UFP con los
tratamientos con el compuesto aplicado al minuto 0, 15, 30 o 60 post-infeccion. Los resultados se
muestran como porcentaje relativo de UFP considerando el control viral sin tratamiento como 100% de
porcentaje relativo de UFP.

7.2.6.2 Efecto del Fucoidan en la Sintesis de la Proteina HN de NDV

Considerando los resultados anteriores, se evalud el efecto del fucoidan por medio de
la medicion de las concentraciones relativas de proteina viral sintetizadas en las células
expuestas al compuesto en las diversas etapas de la infeccion. Se infectaron células
VERO cultivadas en placas de 6 pozos con 880 DICTs, de NDV vy se adicionaron 100
ug de fucoidan a diferentes tiempos de la infeccion y después de 48 horas se analizo la

proteina viral HN mediante Western blot. Los resultados obtenidos indican que los
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niveles de la proteina HN se redujeron en un 64% cuando el fucoidan se afiadio a las
monocapa celular Vero en el momento de la infeccion viral; sin embargo, cuando el
compuesto se afiadio 15 o 30 min después de la infeccion, los niveles de la proteina HN
se redujeron drésticamente en un 98.6 y 98.2%, respectivamente. EI compuesto tuvo un

efecto menor cuando se afiadié 60 min después de la infeccion.

Tiempo de adicion del fucoidan (min)

cC Cv 60 0 15 30 60

“ HN
| | <= GAPDH

Ratio HN/GAPDH 0 1 09 036 0.014 0.018 0.55
Linea 1 2 3 4 5 6 7

Figura 17. Niveles de la proteina HN de NDV en las células Vero infectadas con el NDV y tratadas con
fucoidan. Células Vero (3 x 10°) fueron infectadas con NDV vy tratadas con 100 pg/mL de fucoidan a
diferentes tiempos de la infeccion. Carril 1, control celular sin infeccion de NDV (CC), Carril 2, control
viral sin fucoidan (CV), carriles 3-7, células infectadas con NDV vy tratados con fucoidan a los 60 min
antes de la infeccion y 0, 15, 30, y 60 min después de la infeccion, respectivamente. Se prepararon los
lisados celulares y cantidades iguales de los extractos proteicos (40 microgramos) se sometieron a analisis
de inmunotransferencia para detectar los niveles de HN y GAPDH. La relacion de la expresion
HN/GAPDH en el andlisis de inmunotransferencia se cuantifico utilizando el software v2003.02
Phoretix1D.

7.2.6.3 Analisis de Inhibicion de NDV, en Células Infectadas y Tratadas con
Fucoidan en Diferentes Tiempos de la Etapa de Entrada Viral por
Inmunofluorescencia

Se analiz6 mediante inmunofluorescencia la inhibicion viral en células Vero
infectadas con NDV vy tratadas con fucoidan a diferentes tiempos de la infeccion a fin de
confirmar los resultados obtenidos en los ensayos de inhibicidn de sincicios, UFP y

Western blot. Se infectaron células VERO cultivadas en placas de 6 pozos con NDV y
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se trataron con fucoidan a diferentes tiempos de la infeccion. Se incubaron por 24 horas
y se analizaron por inmunofluorescencia como se describe en material y métodos. Los
resultados indican una inhibicion significativa de NDV al afiadir el compuesto a los 0 y
15 minutos post-infeccion y un efecto antiviral débil cuando el compuesto fue afiadido 1
hora antes o después de la infeccion (figura 18). De acuerdo con los resultados
obtenidos en los experimentos de tiempo de adicidn, la mayor inhibicién antiviral se

obtuvo durante los primeros minutos (0-30) de la infeccion.

Control Celular Control Viral Minuto -60
Minuto 0 Minuto 15 Minuto 60

Figura 18. Efecto del fucoidan contra NDV en la primera etapa del ciclo viral. El fucoidan fue afiadido a
los 60 minutos antes de la infeccién y 0, 15 y 60 minutos post-infeccion con NDV, utilizando anticuerpos
monoclonales anti-HN de NDV y analizado por inmunofluorescencia indirecta como se describe en
material y métodos.
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7.2.7 Capacidad de Fucoidan para Bloquear la Fusion Célula-célula Inducida por
NDV

A fin de determinar si el fucoidan de C. okamuranus actla especificamente sobre la
proteina F viral, se realizaron pruebas de inhibicion de la fusion celular. Las cepas
avirualentas de NDV se caracterizan por su inhabilidad de formar sincicios debido a que
su proteina F no puede ser cortada. Sin embargo después de la digestion con tripsina se
observa la formacion de sincicios. En placas de 12 pozos se infectaron células VERO
con NDV vacunal y se incubaron a 37 °C durante 12 horas. Posteriormente se agrego

fucoidan antes y después de ser tratadas con tripsina.

En estos ensayos, antes del corte en la proteina F, el fucoidan inhibié la formacién de
sincicios en un 70 % y la disminucion en el nimero de ndcleos por sincicio en un 64.8
% comparados contra el control sin fucoidan. Sin embargo, el fucoidan no inhibio la
formacion de sincicios al ser agregado despues del corte de la proteina F por la digestion
con tripsina (Figura 19 A, B). Estos resultados sugieren que el fucoidan de C.
okamuranus inhibe la fusién viral mediante la interaccion con la proteina intacta FO pero
no con la proteina madura F. Se realizaron tres ensayos por triplicado para cada

condicion.
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Figura 19. Inhibicion de la fusion celular mediada por una cepa avirulenta de NDV (La Sota). A) la linea
celular Vero fue infectada con NDV cepa la Sota y tratada con tripsina a) Control celular, sin infectar con
NDV. b) Células Vero infectadas con NDV Yy tratadas con tripsina como Control Viral. c) Células Vero
infectadas con NDV vy tratadas con fucoidan antes de la adicion de la tripsina d) Células Vero infectadas
con NDV y tratadas con fucoidan después de la adicién de la tripsina B) Ensayo de inhibicién de la fusion
celular con el fucoidan antes (AT) y después (DT) del corte de la proteina F. Los datos se expresan como
porcentaje del ndmero de sincicios y ndcleos sincitiales en comparacion con el control de células
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infectadas por NDV y no tratadas (CV). Los datos mostrados son la media + SD de tres experimentos. Los
asteriscos indican una diferencia significativa entre el tratamiento y el control viral (* p <0.05).

7.2.8 Efecto del Fucoidan sobre la Penetracion Viral en la Célula Hospedera

Para determinar si los eventos de entrada anteriores a la union del virus fueron
inhibidas por el fucoidan, células Vero se incubaron con NDV a 4 ° C durante 1 h para
permitir la union del virus, pero evitando la internalizacion del virus. El virus no unido
se elimind por lavado, se afiadidé medio precalentado con 0, 10, o 100 pg / mL de
fucoidan a las células y las células se pasaron a 37 ° C para el resto del experimento. En
estos experimentos, con 10 pg/mL de fucoidan se disminuyd la infeccion viral en un
23% y con 100 pg/mL de fucoidan se disminuyé significativamente la infeccion viral en
un 48% en comparacion con las células infectadas en ausencia de tratamiento (figura
20). Estos hallazgos apoyan la posibilidad de que los eventos posteriores a la adsorcion

viral son inhibidos por el fucoidan.
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Figura 20. Efecto del fucoidan de C. okamuranus en la penetracion viral. Células Vero se infectaron con
NDV a 4 °C en ausencia de fucoidan y después se cambié la temperatura a 37 °C para permitir la
penetracion de los virus adsorbidos en presencia del fucoidan. El efecto del fucoidan fue evaluado
utilizando ensayos de inhibicidon de UFP. La columna de la izquierda muestra el porcentaje relativo de
UFP de células Vero infectadas con NDV vy sin tratamiento (control viral). Los datos mostrados son la
media = SD de tres experimentos. Los asteriscos indican una diferencia significativa entre el control viral
y los tratamientos (*p<0.05).

7.3 Efecto del Fucoidan en la Replicacion de NDV in ovo

Embriones de pollo de 9 dias fueron tratados con fucoidan y posteriormente
infectados con 10 000 DICTs, de NDV por 72 horas. Se realizaron extracciones de RNA
a partir de intestino delgado, intestino grueso e higado, seguido de una RT y el cDNA
obtenido fue cuantificado. Se realizaron amplificaciones por PCR con primers
especificos para la proteina F de NDV y para actina como gen constitutivo como se
describe en materiales y métodos. Los resultados obtenidos indican de manera
semicuantitativa la inhibicion en los niveles de RNA viral con 4 y 16 pg por embrién
(figura 21). En el caso de los embriones tratados con 4 ug, se obtuvo una inhibicién del
60 %, mientras que a 16 pg se mostrd una clara inhibicion en los niveles de RNA viral
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del 99.9 %. Estos resultados se obtuvieron al normalizar las bandas observadas para

NDV y Actina obtenidas en cada uno de los ensayos.
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Figura 21. Efecto del fucoidan en los Niveles de RNA del virus NDV en embriones de pollo infectados.
A) Embriones de pollo de 9 dias fueron infectados con 10,000 DICTs, de NDV vy tratados con 4 y 16 g
de fucoidan por embrién. Después de 72 h se extrajo el RNA de intestino delgado, intestino grueso e
higado y se analiz6 por medio de RT-PCR semicuantitativo un fragmento del gen de la proteina F de
NDV y en paralelo un fragmento del gen constitutivo R-actina. B) El ratio relativo de RNA de NDV/R-
actina fue cuantificada utilizando el programa Phoretix 1D v2003.02. Los datos se expresan como
intensidades de banda relativas al control (control infectado y sin tratamiento), el cual se define como 1.0.
Los datos mostrados son la media + SD de tres experimentos separados, cada uno realizado por triplicado
(* p<0.01).
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7.4 Obtencion de Mutantes Virales Resistentes a los compuestos

7.4.1 Obtencidon de Mutantes Virales Resistentes a la Ribavirina

Con la finalidad de obtener mutantes virales resistentes a la ribavirina (antiviral de
uso comercial) y posteriormente analizar su susceptibilidad al fucoidan de C.
okamuranus, se realizaron pases de NDV en presencia de dosis crecientes (figura 22) de
la ribavirina como se describe en la metodologia. A fin de determinar la resistencia a la
ribavirina, se analizo la susceptibilidad del sobrenadante obtenido en el pase nimero 23
(stock viral resistente a la ribavirina). Como se observa en la figura 22, 23, aun con
dosis de 3000 pg/ml no se alcanza la ECsp, por lo que es al menos 6 veces mayor a la
ECso obtenida con el stock viral wild-type. Con esto queda demostrado que las mutantes

obtenidas realmente presentan resistencia a la ribavirina.

120 -
m Mutantes

m Wild-type

0 - | | |_|“|_| | | ‘
Ccv 1 10 100 250 500 750

1000 2000 2500 3000

[EE

o

o
1

(e}
o
1

Porcentaje Relativo de UFP
& 3

N
o
1

Concentracion (pg/ml)

87



Figura 21. Comparativo de la actividad antiviral de la ribavirina con el stock viral wild-type y mutantes
resistentes. Las barras en color azul representan los resultados obtenidos con el stock viral resistente a la
ribavirina, mientras que las barras en color vino representan los resultados obtenidos con el stock viral
wild-type. Las columnas de la izquierda muestran las células Vero infectadas y sin tratamiento, seguidas
de 1, 10, 100, 250, 500, 750, 1000, 2000, 2500 y 3000 pg/ml de ribavirina. Los resultados se muestran
como porcentaje relativo de UFP considerando el control viral sin tratamiento como 100% de porcentaje
relativo de UFP.
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Figura 23. Concentracion de Ribavirina utilizada en la seleccion de resistencia por parte de NDV. La linea
muestra la concentracion de Ribavirina utilizada en cada uno de los pases y las barras muestran la ECs
del stock viral al inicio y al término de la seleccion de resistencia viral. En el caso del nimero de pase 23,
no se alcanz6 la ECsy no fue posible realizar el andlisis a dosis mayores debido a alta toxicidad de la
ribavirina.
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7.4.2 Susceptibilidad de las Mutantes Virales Resistentes a la Ribavirina al
Fucoidan de C. okamuranus

Con la finalidad de determinar la susceptibilidad al fucoidan de C. okamuranus por
parte de las mutantes virales resistentes a la ribavirina, se infectaron células VERO con
el stock viral resistente a la ribavirina y se trataron con diferentes concentraciones del
fucoidan de C. okamuranus como se indica en material y métodos. Los resultados
indican una susceptibilidad comparable con el stock wild-type, obteniendo una ECs de

60 pg/ml, por lo tanto no representa una diferencia significativa (p>0.05) (figura 24).
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Figura 24. Comparativo de la susceptibilidad al fucoidan de C. okamuranus del stock viral wild-type y
mutante viral resistente a la ribavirina. Las barras en color vino representan los resultados obtenidos con
el stock viral resistente a la ribavirina, mientras que las barras en color azul representan los resultados
obtenidos con el stock viral wild-type. Las columnas de la izquierda muestran las células Vero infectadas
y sin tratamiento, seguidas de 1, 10 y 100 pg/ml de fucoidan de C. okamuranus. Los resultados se
muestran como porcentaje relativo de UFP considerando el control viral sin tratamiento como 100% de
porcentaje relativo de UFP.
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7.4.3 Obtencion de Mutantes Virales Resistentes al Fucoidan

Con la finalidad de obtener mutantes virales resistentes al fucoidan se realizaron
pases de NDV en presencia de dosis crecientes del fucoiddn y se analiz6 la
susceptibilidad del sobrenadante obtenido en el pase niumero 23 (stock viral resistente al
fucoidan). Como se observa en las figuras 25, 26, se obtuvo una ECsy de 289 pg/ml con
el stock viral resistente al fucoidan, por lo que es al menos 4 veces mayor a la ECs
obtenida con el stock viral wild-type, con lo cual queda demostrado que el stock viral

obtenido presenta resistencia al fucoidan.
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Figura 25. Comparativo de la susceptibilidad al fucoidan de C. okamuranus del stock viral wild-type y el
stock sometido a dosis crecientes del compuesto. Las barras en color vino representan los resultados
obtenidos con el stock viral resistente al fucoidan, mientras que las barras en azul representan los
resultados obtenidos con el stock viral wild-type. Las columnas de la izquierda muestran las células Vero
infectadas y sin tratamiento, seguidas de 1, 10,100, 250, 500 y 1000 pg/ml de fucoidan de C. okamuranus.
Los resultados se muestran como porcentaje relativo de UFP considerando el control viral sin tratamiento
como 100% de porcentaje relativo de UFP.
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Figura 26. Concentracién del fucoidan utilizado en la seleccidn de resistencia por parte de NDV. La linea
muestra la concentracion de fucoidan utilizado en cada uno de los pases y las barras muestran la ECsq del
stock viral al inicio y al término de la seleccidn de resistencia viral.

7.4.3.1 Secuenciacion de las Mutantes Virales Resistentes al Fucoidan

Con la finalidad de determinar los cambios nucleotidicos de las clonas virales
resistentes al fucoidan, se realiz6 un analisis de los fragmentos F y HN amplificados y
secuenciados a partir de clonas de NDV wild-type y mutantes resistentes al efecto del
fucoidan. Se aislaron 5 clonas virales resistentes al fucoidan a partir del stock viral
resistente al fucoidan y 4 clonas wild-type, se amplificaron las secuencias codificantes

para las proteinas HN y F y se secuenciaron como se describe en la metodologia. Las
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secuencias obtenidas fueron analizadas y comparadas utilizando los programas Bioedit
Sequence Alignment Editor version 7.1.3.0, CLC Main Workbench 6.6.2, CLUSTAL
2.1 y BLAST. Se obtuvo una secuencia consenso de las 4 clonas Wild-type utilizando
los programas Bioedit Sequence Alignment Editor version 7.1.3.0 y CLC Main
Workbench 6.6.2. Los alineamientos entre las secuencias Wild-type y las mutantes
resistentes al fucoidan se realizaron utilizando el programa CLUSTAL 2.1 y el BLAST.
Se encontraron 16 cambios nucleotidicos comprendidos entre la posicion 5528 y 5589
del genoma viral, la cual corresponde a la region que codifica para la proteina de fusion.
En la regién que codifica para la proteina HN, se encontraron 8 substituciones
nucleotidicas (comprendidas entre las regiones 6674-7076) (Tabla VI). La secuencia
wild-type no presentd diferencias nucleotidicas con respecto a la reportada en el
GenBank KC844235.1 en las regiones donde se encontraron los cambios de las clonas

mutantes resistentes al fucoidan.
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Tabla VI

Cambios nucleotidicos de las clonas mutantes virales resistentes al fucoidan

Posicion GenBank Wildtype Mutante Mutante Mutante Mutante  Mutante  Proteina
nucledtido  KC844235.1 1 2 5

5528 G @ Fusion
5529
5530
5534
5541
5542
5544
5546
5548
5550
555il
5559
5579
5584
5588
5589
6674
6778
6779
6780
6781
6849
6875
7076

C

> 0 4 0O dw
> 0 4 0 4>

O 0O >» 0 0 0

® 4060 2> 0000 0
O ®

HN

OO0 460 0 4460 >» 444> 002> 44606 4
OO0 40 0 04460 >» 444> 00D2»2>» 40040

7.4.3.2 Anélisis de Aminoacidos de las Mutantes Virales Resistentes al Fucoidan

Con la finalidad de determinar los cambios en los residuos de amino&cidos de las
clonas virales resistentes al fucoidan, se realizé la traduccion mediante el programa en
linea Translate tool de las secuencias de nucledtidos de los fragmentos F y HN
amplificados y secuenciados a partir de clonas de NDV Wild-type y mutantes resistentes
al efecto del fucoidan. Las secuencias fueron comparadas utilizando el programa
CLUSTAL 2.1, y el BLAST. Se encontraron 9 substituciones de residuos de
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aminoéacidos en la proteina de fusion (figura 27, tabla VII). En cuanto a la proteina HN
se encontraron 5 substituciones de aminoacidos (figura 28, tabla V1I) La secuencia wild-
type no presentd diferencias en los aminodcidos con respecto a la reportada en el
GenBank KC844235.1 en las regiones donde se encontraron los cambios de las clonas

mutantes resistentes al fucoidan (tabla VI1).

Tabla VII

Cambios en la secuencia de aminoacidos de las clonas mutantes virales resistentes al fucoidan

Posicién GenBank Wildtype  Mutante  Mutante  Mutante  Mutante  Mutante  Proteina
aminodacido KC844235.1 1 2 3 4 5
341 V \Y A © © L Fusion
343 E E Q Q Q
345 L L H H
346 D D A A
347 T T A A
348 S S Y Y
351 | I R R
358 Y Y N
359 © (© W W
93 \Y \Y G HN
129 W W L
130 G G
161 A A G
230 S S F
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8. DISCUSIONES

NDV es una de las enfermedades infecciosas més graves que afectan a las aves,
especialmente aves de corral, y que ha sido la causa de graves pérdidas econdémicas
(Alexander, 2000). En la actualidad no existe tratamiento para NDV. La vacunacion es
una préctica generalizada y sigue siendo el método recomendado para la prevencion.
Aunque la vacunacion es ampliamente utilizada como una practica de manejo, cepas
velogénicas son endémicas en aves de corral comercial de muchos paises (Villegas,
1998; Ezema et al., 2008). Esto representa un problema importante para la industria de
aves de corral y por lo tanto requiere de medidas adicionales para prevenir y controlar

esta enfermedad.

Los tratamientos antivirales no estan disponibles en la industria avicola debido a los
altos costos y a alta toxicidad, por lo tanto, una alternativa prometedora es el uso de
compuestos de origen natural, los cuales han sido poco estudiados para este fin (Jassim
and Naji, 2003; Yasuhara-Bell and Lu, 2010).

En los dltimos afios, los consumidores estan volviendo a comida mas natural y esta
claro que éste fendmeno esta causando cambios en los procesos de obtencion y
desarrollo de alimentos. En la actualidad, muchos grupos de investigacion estan
trabajando en compuestos de origen natural con actividad antiviral, antibacterial,
antiparasitaria, antioxidante o promotora de crecimiento (Waihenya et al., 2002;
Damonte et al., 2004; Lee et al., 2004; Queiroz et al., 2006; Wallace et al., 2010;
Yasuhara-Bell and Lu 2010).

El potencial de la utilizacién de polisacaridos sulfatados a partir de algas en el
tratamiento de enfermedades virales ha despertado un gran interés en la comunidad
cientifica (Damonte et al., 2004; Lee et al., 2004; Hidari et al., 2008). Diversos
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polisacaridos sulfatados provenientes de algas marinas han demostrado tener actividad
antiviral contra una gran variedad de virus y su eficacia depende de la composicion de
azucares, la longitud de la cadena principal, nivel de sulfatacion y el patrén de los
grupos sulfato (Witvrouw and De Clerg, 1999; Damonte et al., 2004; Haneji et al.,
2005; Hidari et al., 2008; Gosh et al., 2009; Jiao et al., 2011). El polisacarido sulfatado
fucoidan proveniente de algas pardas ha mostrado en numerosos estudios el potencial
para inhibir diferentes virus como el dengue tipo 2 (Hidari et al., 2008) y HTLV (Haneji
et al., 2005).

Una ventaja de los polisacéridos sulfatados proveniente de algas es su alto contenido
en su matriz extracelular y, en consecuencia, pueden ser preparados y puestos a
disposicion a muy bajo costo. Los polisacaridos sulfatados aislados a partir de muchas
especies de algas marinas poseen variaciones especificas en su estructura que parecen

afectar su actividad antiviral (Harden et al., 2009).

Un importante efecto secundario no deseado de polisacaridos sulfatados es la
actividad anticoagulante. Este efecto adverso puede evitarse mediante la seleccion de
polisacéridos sulfatados como el fucoidan de C. okamuranus, el cual practicamente
carece de actividad anticoagulante (Cumashi et al., 2007). Cumashi et al sugieren que la
alta presencia de acido glucuronico es la caracteristica responsable de la falta de
actividad anticoagulante del fucoidan de C. okamuranus (Cumashi et al., 2007). Por el
contrario, se ha propuesto que la actividad antiviral de fucoidan se relaciona con la
concentracion de fucosa y acidos urdnicos. Hidari et al encontraron que las propiedades
antivirales de fucoidan de C. okamuranus contra el virus del dengue tipo 2 desaparecio
cuando el acido glucuronico era carboxilo-reducido, adicionalmente Jiao et al
encontraron que un derivado de fucoidan carboxilo-reducido de C. okamuranus, que
contenia fucosa y grupos sulfato pero no acidos urdénicos, no mostraron efectos

antivirales significativos contra Influenza A (Jiao et al., 2011).

Existen muy pocas medicamentos disponibles para el tratamiento de las infecciones

causadas por virus de RNA. La Ribavirina inhibe muchos Paramyxovirus in vitro como
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parainfluenza, virus del sarampidn, virus de las paperas, virus sincitial respiratorio y el
virus del distemper canino (Snell, 2001; Elia et al., 2008). La Ribavirina esta aprobada
para el tratamiento de infecciones por virus sincitial respiratorio en nifios; sin embargo
su eficacia es limitada (Ventre and Randolph, 2007). En nuestros ensayos, la Ribavirina
no mostré buena actividad antiviral debido a que su ECsy fue 490 y su CCsy fue muy
cercana a este valor dando un IS de 0.78. Por el contrario nuestros resultados en la linea
celular Vero con fucoiddn de Cladosiphon okamuranus arrojaron una CCsy >1500
pg/ml, mientras que para el extracto de U clathrata fue de 1019.8 pg/ml y para el
extracto de M pyrifera fue >1500 pg/ml. Estudios previos reportaron una baja
citotoxicidad de los polisacaridos sulfatados provenientes de diferentes algas,
consistente con nuestros resultados (Bouhlal et al., 2011). En un estudio realizado por
Guideon and Rengasamy, trataron a ratas con C. okamuranus y no observaron cambios
en Organos asi mismo no presentaron cambios en la morfologia histopatoldgica,
consistente con una baja toxicidad presentada por el polisacarido sulfatado fucoidan de

C. okamuranus (Guideon and Rengasamy, 2008).

En el caso del cultivo secundario de embrion de pollo, los resultados obtenidos para
los diferentes compuestos fueron CCsy de 973 pg/ml para el fucoidan de C. okamuranus,
>1500 pg/ml con el extracto de U. clathrata y 8.8 pug/ml con el extracto de M. pyrifera.
En este caso el extracto de M pyrifera resultd tener efecto toxico a concentraciones muy
bajas. Esto podria deberse a que el extracto de M pyrifera presente efectos biologicos
adicionales al extracto de U. clathrata y C. okamuranus, ademas el ensayo fue realizado
con un extracto semipurificado de M pyrifera, a diferencia del fucoidan purificado de C.

okamuranus, por lo cual otros componentes podrian ser los causantes de dicha toxicidad.

Con respecto a la actividad antiviral los tres compuestos obtuvieron una inhibicion en
la formacion de sincicios mayor al 60% a con 100 pg/ml, lo cual concuerda con otros
estudios como el de Romanos et al., (2002) donde evaluaron la actividad antiviral del
fucoidan de Laminaria abyssalis contra el virus linfotrofico humano T1 (HTLV-1) en

donde obtuvieron el mayor porcentaje de inhibicion a una concentracion de 100 ug/ml.
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Debido a que la mejor actividad antiviral se obtuvo con el fucoidan de C.
okamuranus con un IS de 2000 comparado con los extractos de Ulva clathrata y M.
pyrifera con IS fueron 212.97 y 118.01 respectivamente, se decidio seleccionar el
fucoidan para determinar su mecanismo de accion antiviral, con la ventaja de que este

polisacarido sulfatado tenia un 99% de pureza.

En este trabajo decidimos evaluar el mecanismo de accion antiviral del fucoidan de
Cladosiphon okamuranus, su tendencia de inducir mutantes asi como la susceptibilidad

a este de las mutantes resistentes a la ribavirina.

El fucoidan de C. okamuranus presentd una buena actividad antiviral contra NDV,
con un 1S>25.8, y una muy alta capacidad para inhibir la formacion de sincicios (fusion
celular) con un IS >2000. Por lo tanto el fucoidan de C. okamuranus fue mucho mas
efectivo que la Ribavirina (IS 0.78) para inhibir NDV. Resultados similares se han
obtenido con otros polisacéridos sulfatados, de diferentes algas, contra varios virus
envueltos (Haneji et al., 2005; Ventre and Randolph, 2007; Hidari et al., 2008; Wang et
al., 2008), sin embargo, parece claro que las interacciones especificas entre los virus y
los polisacaridos sulfatados estan relacionadas con las caracteristicas particulares del
virus y el compuesto. Las variaciones en la secuencia de aminodcidos de las
glicoproteinas de la envoltura viral resultan en una susceptibilidad diferencial a los
compuestos que interactdan con ella (Hosoya et al., 1991; Carlucci et al., 1997; Talarico
et al., 2005). Estudios relacionados con el efecto antiviral del fucoidan de Cladosiphon
contra el virus del dengue sugieren que tanto el acido glucurénico como los residuos
sulfatados de fucosa parecen afectar criticamente su efecto antiviral (Hidari et al., 2005).
En este estudio el fucoidan de C. okamuranus mostrd una significativa actividad
antiviral contra la infeccion por NDV, por lo tanto se sugiere que se trata de una

inhibicion especifica contra NDV.

De acuerdo a los resultados obtenidos en los ensayos de tiempo de adicion, el

fucoidan de C. okamuranus ejerce un efecto inhibitorio en las fases tempranas de la
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infeccion (figura 14,15,16). Estos resultados concuerdan con trabajos previos en los que
indican que los polisacaridos sulfatados provenientes de algas inhiben la infeccién viral
al interferir con la unién y la penetracion del virus a la célula hospedera (Hidari et al.,
2008; Ohta et al., 2009).

Nosotros confirmamos la actividad antiviral del fucoidan de C. okamuranus por
medio de Western blot utilizando la linea celular Vero infectada con NDV y tratada con
fucoidan de C. okamuranus a diferentes tiempos de la infeccion. Nuestros resultados
revelan una marcada inhibicion en la expresion de la proteina HN, obteniendo la mayor
inhibicion a los 15 minutos post-infeccion (figura 17). Estos resultados apoyan la idea
de un bloqueo por parte del fucoidan en las primeras etapas de la infeccion.

De acuerdo a los resultados obtenidos previamente en donde se observa que el
fucoidadn de C. okamuranus actla en las primeras etapas de la infeccidn, decidimos
determinar el paso viral especifico de la inhibicion por parte del fucoidan.

La envoltura del NDV contiene dos proteinas relacionadas con la entrada viral: la
proteina de union (HN) y la proteina de fusion (F). La fusion de la envoltura viral con la
membrana celular ocurre después de la union del virus a la célula, por medio de cambios
conformacionales de la proteina F, los cuales pueden ser detenidos a 4°C. La adicién del
fucoidan después de la union de NDV con la célula, pudo bloquear eficientemente la
infeccion viral (Figura 20). Estos hallazgos sugieren que el fucoidan de C. okamuranus
inhibe la infeccion de NDV mediante el bloqueo de uno o méas pasos posteriores a la

union del virus con la célula.

Como se describe previamente en este trabajo, aunque el primer blanco del fucoidan
se sugiere ocurre en las etapas tempranas de la infeccion, el fucoidan inhibié la
propagacion de NDV célula-célula cuando se afiadio al medio 12 horas post-infeccion.
En cuanto a las cepas no virulentas de NDV, la fusion no se produce sin la adicion de
tripsina. En los ensayos de inhibicion de fusion con la cepa La Sota nosotros solo
observamos actividad antiviral cuando se afiadid el fucoidan antes del corte de la
proteina F, lo cual indica que el compuesto inhibe la fusion, probablemente a través de

un efecto directo sobre la proteina FO (Figura 19).
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Como consecuencia de este mecanismo de accién, el fucoidan inhibe tanto la
penetracion de NDV a las células, como la formacion de sincicios entre las células
infectadas con el NDV Yy las células no infectadas, un proceso que mejora drasticamente
la propagacion de NDV vy la infectividad. Nuestros resultados concuerdan con los
reportados por Paskaleva et al, quienes demostraron la habilidad del extracto
proveniente de Sargassum fusiforme de inhibir los eventos de entrada de HIV vy el

mecanismo por el cual se propaga la infeccidn (Paskaleva et al., 2006).

En los ensayos de inhibicion de la penetracion viral, nosotros observamos una
reduccion de la infeccién viral cuando el fucoidan fue afiadido después de la adsorcion
(figura 20). Los resultados sugieren que el efecto inhibitorio del fucoidan podria ser
principalmente sobre la proteina F y no por un efecto en el receptor celular (la inhibicién
es posible cuando la proteina F queda expuesta al compuesto). Sin embargo no podemos
descartar un efecto sobre la proteina HN, ya que la fusién mediada por la proteina F de

NDV requiere de la participacion de la proteina HN (Lamb, 1993).

Se confirm¢ adicionalmente la actividad antiviral del fucoidan de C. okamuranus in
ovo, por medio de RT-PCR semicuantitativo en higado e intestino de embrién de pollo.
Nuestros resultados mostraron claramente una marcada inhibicion en los niveles de
RNA viral con un 40 y 99.8% de inhibiciébn con 4 ug y 16 pg del compuesto,
respectivamente. Por lo tanto; el fucoidan efectivamente inhibi6 la infeccion por NDV

en embrion de pollo.

El desarrollo de resistencia a agentes antivirales se ve influenciada por diversos
factores entre los cuales se encuentra el agente antiviral utilizado y la habilidad por parte
del virus de mutar y convertirse en resistente; por lo cual es fundamental evaluar la
generacion de mutantes de nuevas drogas asi como su efecto sobre las mutantes
generadas por los antivirales de uso comercial. En cuanto a la obtencion de mutantes
virales resistentes a la ribavirina, se analiz6 la resistencia obtenida tras 23 pases en dosis
crecientes de ribavirina, obteniendo cepas virales con una ECsy > 3000 pg/ml, mucho

mas alta comparada con la concentracion efectiva obtenida con la cepa wild type (ECso
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490). Al analizar la susceptibilidad al fucoidan de C. okamuranus del stock viral
resistente a la ribavirina, obtuvimos una ECsy de 60 pg/ml por lo tanto no representa una
diferencia en susceptibilidad con respecto al stock Wild-type (ECsy 58pg/ml) Esto
concuerda con trabajos previos, donde observaron que mutantes de VIH y HSV
resistentes a medicamentos de uso clinico eran susceptibles a dextran sulfato y
carragenan respectivamente, lo cual indica la sensibilidad de las mutantes virales

resistentes a antivirales de uso comercial a los polisacaridos sulfatados.

El stock viral obtenido en la induccion de resistencia viral al fucoidan de C.
okamuranus presentd una ECsy de 289 pg/ml, comparado con la CEsg del stock Wild-
type de 58 pg/ml. En el caso del fucoidan de C. okamuranus, se observd una menor
frecuencia a induccion de mutantes virales resistentes (CEsp de 58 y 289 pg/ml del stock
viral Wild-type y mutante resistente respectivamente, una concentracion efectiva 4.9
veces mayor), comparado con la de la ribavirina (CEso de 490 y >3000 pg/ml del stock
viral Wild-type y mutante resistente respectivamente, mas de 6.1 veces), por lo que
sugerimos que el fucoidan ademas de presentar una mejor actividad antiviral contra
NDV, presenta una ventaja significativa comparada con la ribavirina al inducir a menor
frecuencia mutantes virales resistentes al tratamiento. Los péptidos encargados del
anclaje viral son regiones altamente conservadas por lo cual es poco probable que
ocurran modificaciones como consecuencia de la deriva antigenética natural del virus,
Ghosh et al 2009 propusieron, que estos peptidos no representaban sitios frecuentes de
mutacién de resistencia inducida por farmacos (Ghosh et al., 2009). Sin embargo, ellos
mencionaron que se requeria de investigacion adicional para dilucidar las interrogantes

de la resistencia viral inducida por los polisacaridos sulfatados.

Con el objetivo de identificar el o los sitios que confirieron resistencia al fucoidan,
se aislaron 5 clonas del stock resistente al fucoidan de C. okamuranus, asi como 4
clonas Wild-type y se secuenciaron los genes F y HN virales. Las 4 clonas Wild-type se
utilizaron para obtener una secuencia consenso, y a partir de ésta y la secuencia
reportada en el GenBank (No de acceso KC844235.1) comparar las secuencias de las
clonas mutantes virales resistentes al fucoidan. EIl analisis realizado a nivel de

nucleotidos arrojé 9 cambios entre la clonas wild-type y las mutantes virales resistentes
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al fucoidan comprendidos entre la posicion 5528 y 5589 de la region F, asi como 4
cambios comprendidos entre las regiones 6674-7076 de la region HN. Al analizar las
secuencias de aminoacidos obtenidos por medio de la traduccion mediante el programa
en linea Translate tool, en las 5 clonas mutantes virales obtenidas, se obtuvieron para la
proteina de fusion: 9 substituciones de aminoacidos en 2 clonas mutantes, 2
sustituciones en 1 clona, 1 sustitucion en 1 clona y ninguna sustitucién en una clona, en
tanto que se localizaron en la proteina HN: 2 substituciones aminoacidicas para una
clona, Una sustitucion para 2 clonas, y ninguna sustitucion para 2 clonas.
Adicionalmente, no se encontraron diferencias entre la clona consenso wild-type y la
secuencia reportada por el GenBank con el nimero de acceso KC844235.1 en las
regiones donde las clonas mutantes presentaron substituciones nucleotidicas, lo que
confirma que los péptidos encargados del anclaje viral son regiones altamente
conservadas. Los residuos 290-357 constituyen un dominio de la proteina F el cual es
invariable en las estructuras pre-y post-fusion al formar una bisagra sobre HRA y HRB
durante los reordenamientos conformacionales (Kim et al., 2011). Los 9 cambios que
encontramos en los aminoacidos de la proteina F de las clonas 1, 3, 4 y 5 resistentes al
fucoidan, se encontraron entre los aminoacidos 341 a 359, 7 de estos cambios (clonas 1,
3, 4 y 5) comprendidos en las regiones que Kim et al mencionan como necesarias en las
estructuras de pre y post-fusion, estos resultados fortalecen los resultados que obtuvimos
en los ensayos de bloqueo de la fusion por el fucoidan, el fucoidan podria estar actuando

sobre esta region especifica de la proteina F e impidiendo la fusion.

El proceso de fusion mediado por la mayoria de los Paramyxovirus requiere no solo
del corte proteolitico de la proteina F, sino también la participacion de la proteina viral
HN (Lamb and Kolakofsky, 2001). La proteina F se activa por medio de la proteina HN
y se somete a una serie de reordenamientos estructurales que va de un estado de
prefusion a un estado postfusion (pasando por una estructura intermedia de pre-
horquilla) (Plattet and Plemper, 2013). Estudios recientes de Porotto et al., en 2011 con
NDV sugieren que HN pudiera promover la fusion mas alla de la etapa de activacion F
(incluso después de que la proteina F tiene alcanzado el estado pre-horquilla). Estos

hallazgos alteran los modelos actuales de la maquinaria de fusion en paramixovirus y
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tendria un impacto en el disefio de estrategias terapéuticas. En la actualidad, carecemos
de suficiente evidencia del complejo HN/F después del inicio del replegamiento de F.
(Porotto et al., 2011). Es necesaria una mayor investigacion respecto al mecanismo de
activacion, sin embargo es evidente la interaccion necesaria entre la proteina HN y F
durante el proceso de fusion. Gravel and Morrison utilizaron péptidos marcados con
biotina con secuencias del dominio HR2 de la proteina F de NDV y detectaron una
interaccion especifica con los aminoécidos 124 a 152 de la proteina HN viral, por lo cual
sugieren que se requiere de dicha interaccion para que se lleve a cabo la fusion (Gravel
and Morrison, 2003). Nosotros encontramos en una clona mutante (No.2) cambios en
los aminoacidos 129 y 130, mientras que en la clona mutante No. 4 encontramos un
cambio en el aminoacido 129; los cuales se encuentran dentro de la region HN en la cual
Gravel and Morrison sugieren como necesaria para la fusion, por lo cual los cambios
encontrados en las clonas mutantes No.2 y No.4 podrian permitir un cambio
conformacional de la proteina que permita la unién a la proteina F en presencia del
fucoidan. A pesar de que la clona mutante No 2 no presenté cambios de aminoacidos en
la proteina F, fue la que presentd mayor nimero de cambios en la proteina HN (cambios
en los aminoacidos 129, 130 y 230) los cuales fueron suficientes para conferirle

resistencia al fucoidan.

Adicionalmente se encontraron cambios en la proteina HN de la clona mutante No.2
en el aminoacido 230 y en la clona mutante No.3 en los aminoécidos 93 y 161, por lo
cual probablemente la region entre los aminoacidos 93 a 230 en el caso de la proteina
HN y del aminoacido 341 a 359 de la proteina F estan involucrados en la resistencia al

fucoidan de C. okamuranus.

Nuestros hallazgos sugieren que la inhibicion de eventos de fusion viral (virus-célula
y célula-célula) puede ser el principal responsable de la inhibicion en la infectividad de

NDV por parte del fucoidan de C.okamuranus.

Por otra parte, el fucoiddn de Cladosiphon okamuranus inhibe NDV a

concentraciones no toxicas, por lo cual el fucoidan de C. okamuranus podria representar
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un suplemento prometedor en el alimento para la industria aviar que podria

potencialmente prevenir la infeccion por NDV.
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9. CONCLUSIONES

El fucoidan de C. okamuranus presentd la mayor actividad antiviral con un IS de
2000, mientras para los extractos de Ulva clathrata y M. pyrifera los IS obtenidos
fueron de 212.97 y 118.01 respectivamente. La ribavirina (antiviral de uso comercial)

fue el que presentd una menor actividad contra NDV, obteniendo un IS de 1.75.

El fucoidan inhibié la infeccion por NDV durante la entrada viral, sin embargo no
mostro efecto en etapas posteriores. Con los ensayos de inhibicion de la fusién e
inhibicion de penetracion se demostrod el efecto del fucoidan sobre la accion especifica
en la proteina F, inhibiendo eventos de fusion viral (virus-célula y célula-célula) y como

consecuencia inhibiendo la entrada del virus a la célula hospedera y su diseminacion.

Se obtuvieron mutantes virales resistentes a la ribavirina, con una resistencia 6.1
veces mayor al compuesto (ECso > 3000 pg/ml), y mutantes virales resistentes al

fucoidan con una resistencia 4.9 veces mayor a este compuesto (ECsp 289 pg/ml).

Se seleccionaron 5 clonas virales resistentes al efecto del fucoiddn de C.
okamuranus, encontrando 9 cambios de aminoacidos en la proteina F que comprenden
las regiones 341-359, mientras que para la proteina HN se observaron 5 substituciones
de aminoacidos comprendidos entre los aminoacidos 93-230. Por lo cual se sugiere que
ambas regiones estan bajo presion selectiva al estar en contacto con el fucoidan de C.

okamuranus y potencialmente ser el sitio de accion del compuesto.

Las mutantes virales resistentes a la ribavirina fueron tan susceptibles al tratamiento

con fucoidan como la cepa wild type.
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Las dosis efectivas contra NDV del fucoidan de C. okamuranus no fueron toxicas ni
para la linea celular establecida ni para el cultivo primario, inhibiendo la fusion
mediante una posible interaccion con las proteinas HN y F; asi mismo presenta actividad
inhibitoria contra las mutantes virales resistentes a la ribavirina. En 4/5 clonas virales
resistentes al fucoidan se encontraron sustituciones de aminoacidos de la proteina F
necesarios en las estructuras de pre y post-fusion y en 3/5 clonas, sustituciones de
aminoacidos en la proteina HN en la region de interaccion con F, ambas regiones
necesarias para el proceso de entrada del virus y fusion célula-célula. EI fucoidan de C.
okamuranus puede ser considerado como un agente antiviral eficaz contra NDV, y
podria ser un compuesto potencial para la prevencion y/o tratamiento de la enfermedad

de Newcastle.
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10. PERSPECTIVAS

A partir de los resultados presentados en este trabajo, se sugiere que el principal
blanco de inhibicion viral por parte del fucoidan de C. okamuranus ocurre durante la
fusién viral (virus-célula y célula-célula). Por otra parte se aislaron y secuenciaron 5
clonas mutantes al efecto del fucoidadn y se determinaron los cambios a nivel de
aminoacidos de cada una de ellas, sin embargo queda por evaluar la ECsy de cada una de
las clonas mutantes a fin de relacionar los sitios de presion selectiva con la funcion de

las proteinas F y HN.

Otro punto interesante seria evaluar el efecto del extracto purificado de U. clathrata
y determinar 1S y compararla con la del fucoidan. Asi mismo evaluar el efecto de estos
polisacaridos sulfatados contra otros virus de importancia en la industria avicola; como
Influenza, laringotraqueitis, bronquitis aviar y Marek, pues al no existir un tratamiento
contra virus de importancia aviar, el desarrollo e investigacion de estos compuesto para
su posterior comercializacion seria de gran ayuda para el control de dichas infecciones

aviares.
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APENDICE

PREPARACION DE SOLUCIONES

» Acrilamida/Bisacrilamida

- 87.6 g de Acrilamida

- 2.4 g de Bisacrilamida

Aforar a 300 ml con agua destilada.

* SDS 10% (w/v)
- 10gde SDS
Aforar a 100 ml con agua destilada.

e Tris-HCI 1.5 M pH 8.8
- 27.23g de Tris base
Ajustar a pH 8.8 con HCI y aforar a 150 ml con agua destilada.

* Tris HC10.5 M pH 6.8
- 6gr Tris base
Ajustar a pH6.8 con HCI y aforar a 100 ml con agua destilada.

* Buffer de Desnaturalizacion

- 1.25ml Tris-HCI 0.5M pH 6.8

- 2.5 ml Glicerol

- 2mlSDS 10 %

- .2 ml Azul de Bromofenol

- 3.55 ml Agua destilada

Afadir 50ul de b-mercaptoetanol a 950 de buffer de muestra. Diluir las muestras 1:1
Con el buffer y calentarlas a 95° C por 4 minutos.

* Buffer de Corrida 10X

- 30.3gr Tris Base

- 144 gr Glicina

- 10gr SDS

Aforar a 1 litro con agua destilada.
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» Persulfato de amonio (PSA) 10%
- 100mg PSA
Aforar a 1 ml de agua destilada.

* Solucion de Tincién 74

- 50 ml de Metanol

- 7 ml de Acido acético

- 0.05 g Azul de comassie

Aforar a 100 ml con agua destilada.

* Solucioén para destefiir

- 165 ml de Metanol

- 50 ml de &cido acético

Aforar a 1 litro con agua destilada.

* Buffer de Transferencia 5X

- 145 g Glicina

- 299 Tris Base

- 200 ml de Metanol

Aforar a 1 litro con agua destilada.

« PBS10X

- 80 g NaCl

- 2grKCl

- 1449gNa2HPO4
- 24gKH2PO4

Ajustar a pH 7.4 con HCl y aforar a 1 litro con agua destilada.

* Buffer de Bloqueo

- 1mldePBS 10X

- 0.5 gramos de BSA

- 10 pl de tritén x-100

Aforar a 10 ml con agua destilada.

* Buffer de Lavados

- 40 ml PBS 10X

- 0.4 ml tritén

Aforar a 400 ml con agua destilada.

* Anticuerpo dilucion 1:1000

- 1mlIPBS 10 X

- 0.1 gramos BSA

- 10 pl del anticuerpo

Aforar a 10 ml con agua destilada.

« TBE 10X
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Reactivo Unidad
Tris Base 108 ¢
Acido Borico 559
EDTA 7.4g

Agua Destilada Estéril 1 litro.

* Agarosaal 1.5 %
Agarosa 1.5gr

Buffer TBE 1X 100ml.

« Metanol-Acetona
500 ml de Metanol
500 ml de Acetona
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