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RESUMEN

Pleuroncodes planipes es un crustaceo, decapodo que se encuentra en altas densidades en
las costas de Bahia Magdalena en Baja California Sur, México. Se ha utilizado
experimentalmente como sustituto parcial en la alimentacion de camarones en cultivo y se
ha observado que no solo mejora el crecimiento, si no también la sobrevivencia de los
organismos, pues disminuye la susceptibilidad a enfermedades infecciosas. Los crustaceos
estan expuestos a mas de 30 enfermedades virales, de las cuales, el virus del sindrome de la
mancha blanca (WSSV) es considerado el principal agente infeccioso. Este virus comparte
con miembros de la familia Baculoviridae caracteristicas como: la morfogénesis de los
viriones, la forma de vara de la nucleocéapside, la conformacién del material genético en
doble hebra de ADN circular y la presencia de regiones repetidas dispersas en todo el ADN.
Los invertebrados sélo dependen de la inmunidad innata para su proteccion contra virus y
otros patdgenos. Sin embargo, se han identificado diversos péptidos con propiedades
antibacterianas y antimicéticas como las peneidinas, que inhiben la accién de hongos y
bacterias; y las taquiplesinas, que ademas inhiben algunos virus. En cuanto a moléculas
antivirales, se ha detectado actividad en extractos del musculo de crustaceos de importancia
comercial en contra de una variedad de virus ADN y ARN, en donde el principal inhibidor
resulté ser una molécula de 440 kDa. En un trabajo previo realizado por nuestro grupo, se
detectd que una fraccién menor de 50 kDa del extracto de exoesqueleto de la langostilla
Pleuroncodes planipes, mostré actividad antiviral acentuada en contra del baculovirus,
AcNPV, resultando de especial interés debido a su especificidad, bajo peso molecular y al
hecho de que se encontrd en un tejido que es la primera linea de defensa del organismo.
Debido a lo anterior, el objetivo del trabajo fue identificar dicha molécula. Para cumplir con
lo anterior se obtuvieron langostillas en la regién de Bahia Magdalena, B.C.S, se
procesaron las muestras del exoesqueleto para formar un extracto total, que fue fraccionado
mediante precipitaciones con sulfato de amonio a diferentes porcentajes (40, 45y 50 %),
obteniendo sobrenadantes y precipitados con proteinas de diferentes pesos moleculares.
Estas fracciones fueron evaluadas mediante la inhibicion de la infeccion del AcNPV+GFP
en células Sf9, para determinar cual conserva la actividad antiviral. Todas las fracciones
redujeron el ndmero de células infectadas frente al baculovirus, sin embargo, se decidio

trabajar con el sobrenadante del 50% (SN50%), pues se tenia dos bandas protéicas bien



definidas. A esta muestra se le aplico calor y se centrifugd para separar la proteinas de bajo
peso molecular de las de alto peso molecular. Se detectd que la proteina de bajo peso
molecular (alrededor de 10 kDa) conserva la actividad antibaculovirus, por lo que se
analizo por espectrometria de masas. Se obtuvo una secuencia de aminoacidos que empata
con una region de la miohemeritrina, metaloproteina que funciona como transportadora de
oxigeno ubicada en la pared del cuerpo de gusanos anélidos marinos, que incluye el
exoesqueleto.

El hecho de que el péptido antiviral encontrado sea similar a una proteina tipo
miohemeritrina puede explicar su actividad, por que este tipo de proteinas son capaces de
desestabilizar las membranas por presentar una conformacion de hélice alfa y ser
anfipaticas. Prueba de ello es que en la infeccién del AcNPV se emplean proteinas
potenciadoras (enhancing), las cuales se han identificado como metaloproteasas, usadas
para degradar metaloproteinas, como la miohemeritrina encontrada en la pared del cuerpo.
Para reafirmar el resultado de la secuenciacion por espectimetria de masas se pretende

secuenciar el péptido por degradacion de Edman.



I. INTRODUCCION

I.1 LA LANGOSTILLA Pleuroncodes planipes

Dentro del Subphylum Crustacea se conocen més de 38,000 especies, de ellas se han
descrito alrededor de 10,000 pertenecientes al Orden Decapoda que son, aproximadamente,
un cuarto de las especies conocidas de crustaceos (Barnes, 1992). La familia Galatheidae
(Orden Decapoda) esté representada por méas de 200 especies, cinco de éstas se encuentran
en abundancia en los sistemas de corrientes de los bordes orientales del Oceéano Pacifico,

incluyendo la langostilla Pleuroncodes planipes (Zeldis, 1985).

P. planipes se distribuye desde el sur de California, Estados Unidos de América, hasta el
Golfo de Tehuantepec, México; incluyendo Bahia Magdalena en Baja California Sur,
donde se le encuentra en mayores concentraciones (Gémez-Gutiérrez y Sanchez-Ortiz,
1995). En los estados larvales y juveniles son peléagicos, los adultos (figural) del primer o
segundo afio de vida alternan entre el fondo y la superficie, asumiendo una vida
estrictamente benténica a partir del tercer afio (Balart, 1996). Su alimentacion es
b&sicamente de materia organica particulada, algunos crustdceos plancténicos como

anfipodos e isdpodos y diatomeas bentonicas (Pérez-Flores y Aurioles-Gamboa, 1995).

Esta especie se encuentra regularmente en las redes destinadas a la pesca del atin y
camaron, en toneladas que son desechadas. Calculos conservadores estiman una abundancia
de 735,929 Tm/afio. Ecoldgicamente esta especie juega un papel preponderante en la trama
alimenticia, pues se trata de un importante intermediario energético para especies de
diversos ambientes (Sanchez, 2001). Esto ha llevado al estudio de su composicion quimica
con fines nutricionales en la acuacultura. En condiciones experimentales P. planipes es un

excelente sustituto parcial en las dietas para camarones como Penaeus californiensis y



Litopenaeus vannamei, dado que mejora el crecimiento y la sobrevivencia de los
organismos puesto que disminuye la susceptibilidad a enfermedades infecciosas,
principalmente virales, que se ven favorecidas cuando estos organismos estan expuestos a
estrés por su explotacion (Fernandez, 1996; Goytortua, 1993, 2000; Sosa, 2002).

Los virus son los agentes infecciosos mas comunes en el océano. Los crustceos estan
expuestos a mas de 30 enfermedades virales identificadas, incluidas en las familias
Reoviridae, Picornaviridae, Parvoviridae, Togaviridae, Baculoviridae, Paramixoviridae,
Rhabdoviridae e Iridoviridae (Sangamaheswaran y Jeyaseelan, 2001). La presencia de estos
virus en crustaceos capturados en estado salvaje ha sido bien documentada (Chakraborty et
al., 2002). Sin embargo, no existen reportes que indiquen la infeccion de P. planipes, en
condiciones naturales, por alguno de los agentes virales que tienen efectos negativos en
camarones peneidos como: el IHHNV (virus infeccioso hipodermal de necrosis
hematopoyeética), el virus TS (virus del sindrome taura), el YHV (virus de cabeza amarilla)

y el WSSV (virus del sindrome de la mancha blanca) (Aguirre et al., 2000).

Figura 1. Fotografia de Pleuroncodes planipes
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1.2 LOS BACULOVIRUS.

1.2.1 El Virus de la Polihedrosis Nuclear de Autographa californica (AcNPV)

a) caracteristicas del virus

Los baculovirus son virus envueltos con genoma no segmentado formado por una molécula
circular de doble hebra de ADN. El genoma contiene de 80-180 kpb de longitud, con 154
marcos de lectura abiertos y los viriones pueden contener 20 0 mas polipéptidos. Estan
restringidos a un hospedero artropodo de ecosistema terrestre 0 marino. La familia esta
taxondmicamente dividida en dos géneros, Nucleopolyhedrovirus (NPV) y Granulovirus
(GV), distinguidos por la morfologia de los cuerpos de oclusién que presentan. ACNPV
pertenece a los NPV y deben su nombre a que producen una proteina denominada
polihedrina con la cual forman estructuras llamadas cuerpos de oclusion (CO) que

contienen uno o varios viriones en forma baciliforme (Miller, 1997).

Figura 2.- Micrografia de microscopia electronica de los viriones del AcCNPV. BV= Virus que Brot6, ODV=
Virus Derivados de Oclusién.
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b) ciclo infectivo

La infeccion de este grupo inicia cuando la larva del insecto ingiere los COs y éstos se
disuelven en el ambiente alcalino del intestino medio, liberando numerosos viriones
denominados “virus derivados de oclusion” (ODV). Después de una fusion directa de
ODVs con las células epiteliales del intestino medio, los viriones son descubiertos y
transportados al ndcleo, donde se dard la expresion genética, replicacion del ADN vy el
ensamblado de la nucleocépside. Durante la infeccion, la principal glicoproteina de la
envoltura, GP64, es sintetizada y transportada hacia la membrana (Monsma et al., 1996).
La recién ensamblada nucleocapside migra del ndcleo hacia la membrana plasmatica, para
posteriormente emerger del lado basal de las células epiteliales al hemocele (cavidad sin
revestimiento peritoneal), adquiriendo una envoltura de la membrana plasmaética
conteniendo la proteina GP64, que es requerida para un resurgimiento eficiente. Este
segundo fenotipo viral es denominado “virus que brotd” (BV) y es considerado esencial
para la infeccion sistémica, mediante el movimiento del virus por el intestino medio a otros
tejidos y propagando la infeccion de célula a célula dentro del animal infectado. La
infeccion célula-célula se lleva a cabo por endocitosis, después de que los BVs se adhieren
a la membrana celular y entran en un endosoma, la acidificacion de éste provoca la fusion
de la GP64 y de la membrana endosomal, entonces las nucleocépsides son liberadas en el
citoplasma y transportadas al nucleo donde ocurre la transcripcion y replicacion del ADN

viral (figura 3) (ljkel et al., 2000).
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Figura 3.- Representacion grafica del ciclo infectivo del ACNPV.

1.2.2 Virus de la Mancha Blanca (WSSV).

Es el principal agente infeccioso que, desde su brote inicial en 1993 en Asia, ha causado
pérdidas econdmicas millonarias en la acuacultura del camarén. Este virus no ocluido
pertenecid a la subfamilia de baculovirus no ocluidos Nudibaculoviridae (Francki et al.,
1991). Sin embargo, los baculovirus no ocluidos ya no pertenecen a la familia
Baculoviridae (Murphy et al., 1995) y el WSSV se reubic6é en la familia Nimaviridae,
siendo el Unico miembro y asignandole el género Whispovirus (figura 4) (Mayo, 2002). No
obstante, la morfogénesis de los viriones, incluyendo la forma de vara de la nucleocépside

del virus de la Mancha Blanca, son semejantes a las particulas virales de baculovirus, asi
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como la presencia de regiones repetidas dispersas en todo el ADN, una propiedad que

comparte con los miembros de la familia Baculoviridae (Fauquet et al., 2005).

Figura 4.- Micrografia del virién del WSSV. La linea representa 100 nm.

1.3 INMUNIDAD EN LOS CRUSTACEOS

A diferencia de los vertebrados, los invertebrados no producen anticuerpos especificos, por
lo tanto, sélo dependen de la inmunidad innata para su proteccion contra virus y otros
patdgenos (Pan et al., 2000). Esta inmunidad estd constituida por barreras fisicas,
mecanismos humorales (complemento, lectinas, factores de coagulacién y péptidos
antimicrobianos), actividad celular desarrollada por hemocitos, como adhesion, fagocitosis,
encapsulacion y melanizacion; y los sistemas multiméricos como la coagulacion y el

sistema profenoloxidasa (VVargas-Albores, 1995).

1.3.1 La coagulacion.
En artrépodos marinos, el exoesqueleto rigido de quitina es la barrera mecanica que, en
primera instancia, impide el paso de patogenos al organismo. Cuando se produce una lesion

reaccionan multiples sistemas, entre ellos la coagulacion. Esta actia basicamente
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impidiendo la perdida de hemolinfa a través de las heridas. En quelicerados la cascada de
coagulacion estad compuesta por 5 proteinas: los zimogenos serin-proteasa C,B,G, la enzima
pro-coaguladora y el coagulogeno. Los zimogenos C y G son los iniciadores de la cascada
de coagulacidn, pues son altamente sensitivos a reconocer lipopolisacaridos (LPS) y B-1,3-
glucanos, respectivamente. Sin embargo, algunos componentes de esta cascada se les ha
identificado una doble funcion, las porciones amino terminal del zimégeno B y de la
enzima pro-coaguladora contienen un pequefio dominio que tiene tres enlaces disulfuro
Ilamados “dominio clip”; el patron de plegamiento de estos dominios es idéntico al de las
grandes defensinas, las cuales fueron identificadas como péptidos antimicrobianos en el
cangrejo cacerola Tachypleus tridentatus (Saito et al., 1995). En contraste, en los
crustaceos el sistema de coagulacion actda por medio de una proteina coaguladora, la cual
es un homodimero en el que los dos mondmeros de alrededor de 200 kDa estan unidos por
puentes disulfuro. Esta proteina es catalizada por una transglutaminasa dependiente de

calcio, que es liberada por los hemocitos después de una lesion (Theopold et al, 2004).

1.3.2 El sistema profenoloxidasa

El sistema profenoloxidasa (proPO), estd catalogado como un eficiente sistema de
reconocimiento de lo no propio (Cerenius y Soderhéll, 2004; Lee y Soderhall, 2001; Aspan
et al.,, 1991), es una cascada de proteasas compuesta de varios zimdgenos, proPO y
proteinas que reconocen patrones (PRPs), (LPS o peptidoglicanos de bacterias y B-1,3-
glucanos de hongos), que participan en la formacién de melanina, reacciones citotoxicas,

adhesion celular, encapsulacion y fagocitosis. (Iwanaga y Lee, 2005).
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La proPO es una enzima bifuncional, la cual cataliza la hidroxilacion de monofenoles a o-
difenoles y la oxidacion de o-difenoles a o-quinonas, las cuales polimerizaran, no
enzimaticamente, a melanina. La produccion de intermediarios toxicos en la formacion de
o-quinonas por la fenoloxidasa (PO) es el paso inicial en la cascada bioquimica de la
biosintesis de melanina y es también importante en la esclerotizacion cuticular,
cicatrizacion de las heridas y la encapsulacion de materia extrafio (Lee y Soderhall, 2002).
Las PRPs desencadenan la reaccién del sistema proPO (figura 5). La proPO esta presente
como un zimogeno inactivo en la hemolinfa o en la cuticula y es convertida
proteoliticamente en PO por una serin proteasa enddgena, parecida a la tripsina, también
Ilamada enzima activadora de la proPO (ppA). Esta contiene uno o dos dominios clip
semejantes a los de las grandes defensinas del cangrejo cacerola (Lee and Soderhall, 2002).
Wang y colaboradores (2001) reportaron que el péptido recombinante, correspondiente al
domino clip del precursor de ppA (proppA) del langostino de rio Pacifastacus leniusculus
tiene una actividad antibacteriana parecida a la de la defensina, en contra de bacterias Gram
positivas in vitro, sugiriendo que la activacion de la proPO tiene una doble funcién
(lwanagay Lee, 2005).

La activacién del sistema proPO en Pacifastacus leniusculus promueve la actividad
bioldgica de proteinas involucradas en la adhesion celular, como las peroxinectinas, las
cuales tienen un dominio de peroxidasa y un motivo de union a integrinas, caracteristica
necesaria para la adhesion celular. En 1999, Johansson y colaboradores aislaron
peroxinectinas de la membrana celular de hemocitos de langostino de rio, encontrando que
contenian superoxido dismutasa extracelular, sugiriendo que la peroxinectina pudiera

producir acido hipohalico del peroxido de hidrogeno producido por la superdxido
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dismutasa, funcionando como un eficiente sistema de ataque contra microorganismos
invasores (Sritunyalucksana et al., 2001).

La liberacion de intermediarios toxicos activos durante la produccion de quinonas en
lugares y tiempos inapropiados tendria consecuencias dafinas. Por ello, el sistema proPO se
controla regulando la activacion de la proenzima y la actividad de fenoloxidasa. En
crustaceos se ha caracterizado un inhibidor eficiente de la ppA denominado pacifastina, el
cual esta compuesto de una cadena pesada con Iébulos de transferrina y una cadena ligera

que es el inhibidor de proteasas (Liang et al., 1997).
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Figura 5.-Representacion general de la cascada de la proPO.
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1.3.3 Lectinas

Las lectinas son glicoproteinas que usualmente no tienen actividad catalitica y que tienen la
propiedad de adherirse reversiblemente a carbohidratos especificos, expresados en la
superficies celulares y por lo tanto llegan a inducir aglutinacion de células (Zhao et al.,
2008) La interaccion entre las lectinas y los carbohidratos esta implicada en varias
actividades bioldgicas, tales como transporte de carbohidratos, glicoproteinas y calcio en
tejidos y células, adhesion celular, opsonizacién y formacion de nodulos (Lee y Soderhall,
2002).

Debido a su habilidad de unirse especificamente a carbohidratos de superficie de
microorganismos, las lectinas han sido consideradas como receptores de reconocimiento de
patrones (PRRs) en la inmunidad innata de animales (Zhao et al., 2009). Se han
identificado una gran variedad de lectinas en invertebrados, con diferentes funciones
bioldgicas, dependiendo del tipo de unién y blancos (Vazquez et al., 1998). Se han
clasificado, en dos grupos: lectinas tipos C y S, en funcion de la secuencia de aminoacidos
en el dominio de reconocimiento de carbohidratos (CRD), la organizacion total del dominio
y propiedades fisicoquimicas como la dependencia a cationes divalentes y los
requerimientos de tioles libres. La dependencia de calcio fue la principal propiedad
asociada con las lectinas tipo C, mientras que la dependencia a tioles fue caracteristica del
tipo S (Marques y Barroco, 2000).

Las lectinas calcio-dependientes (tipo C) estan compuestas por un CRD con dos o tres
enlaces disulfuro, los cuales se cree median el reconocimiento de patdgenos; estan
involucradas en la respuesta inmune innata, promoviendo la fagocitosis, formacion de
nodulos de encapsulacién, melanizacion y la activacion de la proPO. En los camarones

peneidos se han caracterizado diversas lectinas tipo C; lectinas con un solo CRD de
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Penaeus monodon, lectinas especificas de N-acetilglucosamina de P. japonicus, una lectina
con dos CRDs en el hepatopancreas de Litopenaeus vannamei y dos lectinas tipo C
(Fclectina 'y Fc-hsL) en Fenneropenaeus chinensis.

Estas lectinas tipo C de camarones se unen a ligandos especificos de carbohidratos tales
como N-acetilglucosamina y lipopolisacaridos, pueden aglutinar eritrocitos y muestran
actividad antimicrobial en contra de algunos hongos y bacterias (Zhao et al., 2009).
Ademas se han detectado secuencias que codifican para lectinas tipo C en cADN de
camarones infectados con WSSV (Luo et al., 2003). Zhao y colaboradores (2009) reportan
actividad antiviral de un péptido de la regidon de la lectina tipo C recombinate que se
adhiere a manosas de Litopenaeus vannamei, mostrando una fuerte afinidad por varias

proteinas de la envoltura del WSSV.

1.3.4 Péptidos Antimicrobianos

Se han caracterizado péptidos antimicrobianos que pueden atenuar o inhibir el crecimiento
de patégenos (Destoumieux et al., 2000). Estos péptidos se han reportado tanto en plantas
como en animales.

En invertebrados, los péptidos antimicrobianos constituyen una linea de defensa importante
y estan definidos como moléculas de bajo peso molecular que responden inmediatamente a
cualquier infeccién. La mayoria estan constituidos por hélices alfa, hojas beta tipo pasador
beta, hojas beta o estructuras mezcladas helices alfa/hojas beta, péptidos con una
sobrerrepresentacion de uno o dos aminoacidos y lipopéptidos (Bulet et al., 2004; Ticum 'y
Taylor, 2004). En el grupo de artropodos marinos se han reportado algunos de estos
péptidos. En los quelicerados, Nakamura y colaboradores (1988) aislaron, de hemocitos de

Tachypleus tridentatus (cangrejo cacerola), un péptido denominado taquiplesina, que se
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encuentra expresado constitutivamente y es liberado por exocitosis después de un contacto
con endotoxina microbiana. Este péptido inhibe bacterias Gram positivas y negativas,
provocando un rapido flujo de potasio, reduciendo asi la viabilidad celular por la
permeabilizacion de las membranas lipidicas. Por otro lado, reduce los efectos citopéticos
del virus de la inmunodeficiencia humana en un 70% cuando es adicionado en el periodo de
absorcion del virus (Morimoto et al., 1991) y mostro una ligera actividad antiviral en contra
del virus de Influenza tipo A y del virus de la estomatitis vesicular, en periodos cortos y a
temperatura controlada (Murakami et al., 1991).

En crustaceos se han detectado péptidos antimicrobianos en cangrejos y camarones, 10s mas
prominentes son las peneidinas, que se aislaron de los hemocitos (células sanguineas de
invertebrados) del camar6n Penaeus vanamei, las cuales inhiben la accion de hongos
filamentosos y bacterias Gram positivas, pero no tiene actividad en contra de las levaduras

(Destoumieux et al., 2000).

1.3.5 Antivirales

Los esfuerzos por identificar moléculas antivirales en invertebrados marinos se han
enfocado en crustaceos de importancia econdmica, tal es el caso de los camarones. Cuando
éstos son infectados con virus, muchos genes se ven implicados en la interaccion entre el
hospedero y el virus. El estudio del perfil de la expresion de genes es importante en la
identificacion de aquellos que estan involucrados en el sistema antiviral del camarén.
Valiéndose de este principio, Wang y colaboradores (2006) identificaron, por medio de
microarreglos, la regulacion positiva de los genes implicados en el sistema inmunoldgico

del camardn Fenneropenaeus chinensis, como los de las proteinas de choque térmico
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(HSP70 y HSP90), la trehalosa-fosfato sintetasa (TPS) y la ubiquitina C cuando los
camarones fueron retados con el WSSV.

Ademas, mediante un anélisis de pequefias secuencias de CADN expresadas en post larvas
de camardén Penaeus monodon infectadas con WSSV, se ha detectado que la infeccion del
virus modula algunos patrones de expresion de genes en varios 6rganos o tejidos, incluidos
el hepatopéncreas, musculo y cuticula. Sugiriendo que varios procesos metabolicos
celulares bésicos son afectados, incluyendo la fosforilacion oxidativa, la sintesis de
proteinas, la via glicolitica y el balance de iones calcio (Leu et al., 2007). En la misma linea
de investigacion, Roux y colaboradores (2002) detectaron fragmentos de cADN
codificantes para proteinas que se adhieren a lipopolisacaridos y B-1,3-glucano en
camarones infectados con WSSV, e incluso refieren que existe un aumento en la regulacion
positiva de proPO al inicio de la infeccidn, seguido de una disminucidn en el progreso de
ésta, sugiriendo que la infeccion por WSSV regula la activacion y/o actividad de la cascada
proPO de una nueva manera.

Por otro lado, un importante inductor de la respuesta antiviral en muchos organismos es el
ARN de doble hebra (dsARN), intermediario comin durante el ciclo de replicaciéon de
muchos virus. En las células de vertebrados e invertebrados el dsARN intracelular detona
una serie de mecanismos de silenciamiento de genes, conocidos como ARN de
interferencia (IARN) esencialmente el IARN procesa al dsARN en pequefios ARNSs
(siARNs y miARNSs) de 21-25pb de longitud, los cuales proveen secuencias especificas que
inducen al complejo multiprotéico del silenciamiento del ARN, que actua directamente en
la degradacion o la represion de la traduccion del mARN que comparte secuencias

similares con el dsARN detonador (Robalino et al., 2007). Este fendbmeno, observado en el
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camaron blanco Litopenaeus vannamei, se detectdé después de haber sido tratados con
dsARN, pues mostraron un incremento en la resistencia a la infeccién por dos virus no
relacionados, el WSSV y el virus del sindrome de Taura, demostrando que el sistema
inmune del camaron puede reconocer a los dsARNs como un patron de moléculas
asociadas a virus que deriva en la activacion de una respuesta antiviral innata (Robalino, et
al., 2004).

Pan y colaboradores (2000) demostraron la existencia de la actividad antiviral inespecifica
en crustaceos, evaluando extractos tisulares del musculo del cangrejo azul (Callinectes
sapidus), camarén (Penaeus setiferus) y langosta (Procambarus clarkii) en contra de una
variedad de virus ADN y ARN. La caracterizacion del principal inhibidor en crustaceos
indica un tamafio molecular de 440 kDa; este inhibidor es resistente a varias degradaciones
quimicas pero su actividad antiviral decrece por la extraccion de lipidos con n-butanol (Pan
et al., 2000).

Sin embargo, la mayoria de los estudios se han enfocado a evaluar la respuesta en contra de
bacterias y hongos, dejando de lado la defensa en contra de los virus. Ademas de que el
progreso en tales investigaciones estd muy limitado por la escasez de modelos virales y de
lineas celulares de crustaceos para replicar y titular los virus, asi como elaborar los ensayos
de inhibicién in vitro (Bachére et al., 2000).

En un trabajo realizado previamente en nuestro grupo (Galvez, 2004) se identificaron dos
grupos de moléculas, extraidas de P. planipes: uno formado por aquellas mayores de 50
kDa con actividad en contra de los virus influenza, parainfluenza y herpes; y otro grupo
comprendido por moléculas menores de 50 kDa que mostrd actividad acentuada contra
baculovirus. Este altimo grupo resultdé de interés debido a su especificidad, bajo peso

molecular y a que inhibié al AcNPV, modelo de virus que pertenece a los baculovirus,

22



familia propia de invertebrados, emparentada con Nimaviridae que infecta a crusticeos

marinos.

I1. JUSTIFICACION

La basqueda e identificacion de moléculas antivirales en crustaceos es fundamental pues
bésicamente la mayoria de los trabajos se avocan a la descripcion de péptidos antimicoticos
y antibacterianos. Ademas los estudios sobre las moléculas de defensa se han dirigido hacia
la hemolinfa, sin considerar otras barreras de defensa como el exoesqueleto.

Por lo anterior, el identificar la/las moléculas con actividad antiviral encontradas en el

extracto del exoesqueleto de P.planipes es la meta principal del trabajo.

I11. HIPOTESIS

La fraccion con peso molecular <50 kDa. con actividad anti-baculovirus, obtenida
de extractos del exoesqueleto de P. planipes, podria contener un péptido o proteina de bajo
peso molecular con propiedades antivirales.
IV. OBJETIVOS
GENERAL.: Identificar la molécula contenida en la fraccion de <50 kDa obtenida de
extractos del exoesqueleto de P. planipes, con actividad anti-baculovirus.
PARTICULARES
e Purificar la molécula inhibidora del baculovirus de la fraccion <50 kDa.
e Evaluar el efecto de la molécula contenida en la fraccion <50 kDa, como inhibidor del

Baculovirus (modelo Ac NPV+GFP) in vitro.

e Secuenciar y comparar con una base de datos a la molécula inhibidora.

23



V. MATERIAL Y METODOS

V.1 Cultivo de células Sf9.

Las células Sf9 es una linea extraida del ovario de la larva de Spodoptera frugiperda. Se
mantuvieron con medio SF900 Il GIBCO SFM (# de catalogo 10902), suplentado con
antibiéticos-antimicaticos 1X y 5% de suero fetal bovino (SFB) inactivado cuando estaban

en fase de crecimiento. Para los ensayos de inhibicion se emple6 el mismo medio sin SFB.

V.2 Produccion del virus ACNPV+GFP.

Para el monitoreo de la actividad antiviral, se utilizé el virus de polihedrosis nuclear
de Autographa californica el cual tiene insertado un gen reportero de la infeccidn, el gen de
la proteina verde fluorescente de medusa (AcNPV+GFP) en sustitucion del gen de la
polihedrina.

La propagacion del virus se llevé a cabo infectando, con 5 ml de una dilucién 107, la linea
celular Sf9 crecida, en monocapa previamente en medio SF900 en botellas de cultivo de 75
cm? con filtro a 27° C. Pasados 3-4 dfas se cosech6 el virus dejando congelar la botella a -
70° C por 24 h; posterior a ese tiempo se descongeld la botella en el cuarto frio (4° C), se
clarificd centrifugando a 976 xg/15 min y se hicieron alicuotas de 200 y 300 ul y se

procedio a titular el virus, congelando el resto de los viales a -70° C.

V.3 Titulacion del AcCNPV+GFP.
La titulacion se llevo a cabo en una placa de 96 pozos previamente sembrada con
8x10* células Sf9 por pozo. Se hicieron diluciones dobles del virus AcNPV+GFP con el

medio SF900 Il sin suero (s/s), desde 1:2 hasta 1:128 agregando 100 ul/pozo por triplicado.
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Finalmente, al tercer dia se observo la placa en un microscopio invertido con luz UV
(OLYMPUS) y se cuantifico por citometria de flujo (FACS Aria), para determinar la
dilucion a la cual se infectan el 50% de las células. Esta dilucion corresponde a una MOI de

2%* 1a cual se empled en los ensayos de inhibicién de la infeccién por baculovirus.

V.4 Area de recolecta de Pleuroncodes planipes.

Las muestras de langostilla fueron obtenidas en el mes de mayo del 2002, en Bahia
Magdalena (figura 6), localizada en la costa suroeste de la peninsula de Baja California Sur.
Latitud 25°10'48" - 24°26'24" Norte, Longitud 112°11'24" - 111°33'00' Oeste. Los
organismos se recolectaron con la ayuda de una atarraya y una embarcacion desde la cual
se lanzd la atarraya en tres puntos escogidos al azar. Se separaron los exoesqueletos

manualmente y se almacenaron a —70° C hasta su procesamiento.

Caba San
Lazaro

Bahia
\Magdalena

gdalena

\Puerto Cortés

Figura 6. Ubicacién de Bahia Magdalena B.C.S. Area de recolecta de la langostilla P. planipes
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V.5 Procesamiento de las muestras.

Mediante un homogenizador Janke and Kunkel(ultra-Turrax T25 S1, 600w, 24000
1/min) se molieron los exoesqueletos, con medio de cultivo RPMI 1640 Hybri-max (1 g/3
ml) y se centrifugo a 24,300 xg durante 15 min. Los sobrenadantes se filtraron a través de

una membrana de 0.45 umy 0.22 um.

V.6 Inhibicion de la infeccion del ACNPV+GFP en células de insecto Sf9.

Esta prueba consiste en evaluar si el extracto inhibe la infeccion del Baculovirus
AcCNPV+GFP en la linea celular Sf9 de insecto. Si el extracto inhibe la infeccion del virus
se observa una disminucion en el numero de células fluorescentes con respecto al control
positivo.

Para determinar el momento en que actia la molécula inhibidora se realizaron los
siguientes ensayos:

Experimento 1.- En un tubo tipo EPPENDORF 0.6 ml se incubaron 50 ul del virus
con una dilucion 1:16 (determinado por la titulacion, ver resultados) con 50ul de extracto
(0.7 pg/ul) durante una hora a 27° C. Posteriormente, la mezcla se puso en contacto con
8x10* células Sf9, crecidas previamente, por una hora a 27° C. Al termino de este tiempo se

sustituyo la mezcla por medio de cultivo dejando incubar por 3 dias a 27° C (figura 7).
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Figura 7. Esquema del experimento 1

Experimento 2.- Se incubaron 50 pl de virus (dilucién 1:16) en un pozo con 8x10* células
Sf9, crecidas previamente, mas 50 ul de medio SF900 s/s por una hora a 27° C. Después se
retird el sobrenadante y se agregaron 50 ul de extracto (0.7 ug/ul) durante una hora a 27° C,
al final el extracto se sustituyd con 100 ul medio SF900 s/s y las células se incubaron por 3

dias a 27° C (figura 8).

Figura 8. Esquema del experimento 2
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Experimento 3.- Finalmente, se incubaron 50 ul del extracto (0.7 pg/ul) en un pozo con
8x10* células Sf9 en 50 ul de medio SF900 s/s por una hora a 27° C. Pasado este tiempo, se
retiro el extracto y se agregaron 50 ul de virus (dilucion 1:16) durante una hora a 27° C. Al
cabo de este tiempo se retir0 el virus y se agregaron 100 pl medio SF900 s/s para incubar

por tres dias a 27° C (figura 9).
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Figura 9. Esquema de experimento 3

Todos los ensayos anteriores se realizaron por triplicado con sus respectivos controles de
virus (positivo) y de células, por duplicado. Finalmente, al tercer dia se observaron los
p0zos en un microscopio invertido con luz UV (OLYMPUS) vy la inhibicién se determino
por la cuantificacion del nimero de células fluorescentes en un citémetro de flujo (FACS
Aria).

Una vez determinado el momento de accion del extracto, los ensayos con los productos mas
puros se realizaron del siguiente modo:

Se emplearon placas de 96 pozos con 8x10” células Sf9 por pozo y se agregaron 100 pl de
la mezcla de los productos de purificacion a una concentracion de 0.7 pg/ul vy el virus

(dilucion 1:16), previamente incubados por una hora. Por otro lado, al control de células se
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le agregaron 100 ul de medio de cultivo, mientras que al control de virus se le agregd 50 pl
de virus (dilucion 1:16) mas 50 ul de medio s/s. La placa se incubd por 3 dias a 27° C y
posteriormente, se hizo el conteo de las células infectadas y no infectadas por medio de
citometria de flujo (FACS Aria). Ademas se observd la placa en un microscopio invertido

con luz UV (OLYMPUS).

V.7 Precipitacion de proteinas con sulfato de amonio.

Se realiz6 una serie de precipitaciones con sulfato de amonio a diferentes
porcentajes (40, 45 y 50 %). Se prepard una solucién saturada de sulfato de amonio con un
pH de 5.5. Por otro lado, se coloco un volumen inicial de 30 ml del extracto completo de
exoesqueleto de langostilla en un vaso de precipitado, en agitacion constante a 4° C,
evitando la formacién de burbujas. Después, se fue agregando la solucién saturada de
sulfato de amonio, lentamente, por goteo, durante media hora, segun el volimen indicado
en las tablas del Apendice Il de Segel (1976), para alcanzar un porcentaje de saturacion de
sulfato de amonio del 40%. Posteriormente, se dejo reposar por una hora a 4° C, pasado
este tiempo la muestra se centrifugo a 10,800 xg por 10 min, obteniendo el sobrenadante, el
precipitado fué resuspendido en la mitad del volumen inicial con PBS pH 7.2. Para las
siguientes precipitaciones (45 y 50 %) se tom¢ al sobrenadante del porcentaje anterior
como muestra inicial.

Todas las fracciones se dializaron contra PBS 1X pH 7.2, por 3 dias en volimenes de 1 L
con cambios cada 12 h. Al final cada una de las fracciones se filtr6 con membranas de 0.22

um en condiciones estériles para evaluar su actividad antiviral in vitro.
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Se corrié un gel de poliacrilamida al 12.5 % en condiciones desnaturalizantes (SDS-
PAGE), cargando 20 ul por muestra y se determind la concentracion de proteinas por el
método de Bradford. Finalmente se evalud la actividad antiviral de cada una de las

fracciones.

V.8 Tratamiento con calor de la fraccién con mayor actividad antibaculovirus obtenida de
la precipitacion con sulfato de amonio.

La fraccién de los precipitados con sulfato de amonio con la mayor actividad
antiviral se calentd a 76° C por 30 min para desnaturalizar las proteinas de mayor tamafo.
La muestra se centrifugd a 13,400 xg, durante 10 min, se separ6 el sobrenadante y el
precipitado se resuspendid en la mitad de volumen original, para evaluar la actividad
antiviral de cada uno de ellos. Se corrié un gel de poliacrilamida al 15 % en condiciones
desnaturalizantes (SDS-PAGE), cargando 20 ul por muestra y se determind la

concentracién de proteinas por el método de Bradford.

V.9 Separacion con tubos Vivaspin® con corte de 30 kDa, de la fraccion con mayor
actividad antibaculovirus obtenida de la precipitacion con sulfato de amonio

Para poder evaluar la actividad antiviral de las proteinas de mayor tamafio (que con
el procedimiento anterior se desnaturalizaron), se utiliz6 una nueva muestra de la fraccion
con mayor actividad antibaculovirus obtenida de la precipitacion con sulfato de amonio
para centrifugarla y en un tubo Vivaspin® con membrana de corte de 30 kDa a 4500 xg
durante 45 min. La muestra se separo en dos fracciones, mayor de 30 y menor de 30 kDa,

ambas fracciones fueron evaluadas para determinar su actividad antiviral.
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A cada fraccién se le determiné la concentracion de proteinas por el método de Bradford y
se corrié un SDS-PAGE al 15%.

Del gel de acrilamida se extrajo la banda que tenia actividad antiviral para su secuenciacion
por espectrometria de masas en el laboratorio de peptidos y proteinas de la Facultad de

Medicina, UNAM con el Dr. Guillermo Mendoza Hernandez.

V.10 Efecto dosis-respuesta del péptido de P.planipes contra el ACNPV.

Se hicieron 10 diluciones dobles del péptido inhibidor (iniciando con 0.7 pg/ul) en
volimenes de 100 ul con medio SF900 Il s/s, a las cuales se les agregaron 100 ul de
baculovirus (dilucion 1:16). Se incubaron por una hora y se agregaron a una placa con
8x10* células Sf9 por pozo sembrada previamente. La placa se incubé por una hora a 27° C,
se retird la mezcla extracto-virus y se agregaron 100 pl de medio de cultivo SF900 s/s, para
posteriormente incubar durante 3 dias a 27° C. El ensayo se realiz6 por triplicado y se leyo
en un citometro de flujo FACS Aria, para determinar la concentracion del péptido que

inhibe al maximo la infeccién por baculovirus.

V.11 Ensayo de citotoxicidad del péptido inhibidor de ACNPV

Se realiz6 una prueba de toxicidad haciendo 10 diluciones dobles del péptido inhibidor
(iniciando con 0.7 pg/ul) con medio de cultivo SF900 I1 s/s en volimenes de 50 pl, se
agregaron en una placa de 96 pozos previamente sembrada con 8x10* células Sf9, llevando
a un volumen final de 100 pl por pozo con medio SF900 s/s. Se utilizaron 3 controles: uno

de celulas viables (positivo), otro de células muertas (negativo) y un control de virus para
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comparar la toxicidad de este con el péptido. El ensayo se realizé por triplicado y se incubd
por 3 dias a 27° C, para posteriormente detectar la viabilidad de las células por medio de la
reaccion con MTT (Bromuro de tetrazolio 3-(3,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5- difeniltetrazolio)
como se describe a continuacion:

Pasados los tres dias se quitd el sobrenadante de la placa y se agregaron 50 ul de medio
SF900 s/s y 1l de MTT con una concentracion de 5 g/L. Se dejo incubar por 2 h en
agitacion a 27° C, pasado este tiempo se centrifugé a 2000 xg durante 10 min.
Posteriormente, se descartd el sobrenadante y se agregaron 50 pl de dimetilsulfoxido
(DMSOQ) para solubilizar los cristales de sal magenta en agitacion por 15 min. Después, se
midio la absorbancia a 570 nm en un lector de ELISA modelo MR5000 (DYNATEC) con
el software BioLinx version 2.22. Determinando asi la concentracion del péptido que es

menos toxica para las células Sf9.

VI. RESULTADOS.

V1.1 Produccion del virus ACNPV+GFP.
Se obtuvo una produccion del virus de 50 ml que se almacenaron en viales de 600 ul en

volimenes de 200 y 300 ul a -70° C para su posterior uso.

V1.2 Titulacion del AcCNPV+GFP
En los datos obtenidos del conteo de células por el citometria de flujo se observé que al
incubar el virus con las células por tres dias a 27° C, se alcanza una infeccion méxima del

67% en la dilucion 1:4. En la dilucién 1:16 se infecta el 50% de las células correspondiente
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a una MOI de 2°* que se utiliz6 para las pruebas de inhibicién de la infeccién del

baculovirus en las células Sf9 (figura 10).

Figura 10. Titulacién del AcNPV. Se observa el efecto de diferentes diluciones del virus en la infeccién de las
celulas Sf9

V1.3 Procesamiento de las muestras

Se homogenizaron 20 g del exoesqueleto de langostilla en 60 ml de medio RPMI,
obteniendo 55 ml de un sobrenadante clarificado y filtrado (extracto crudo), con una
concentracion de proteinas de 6.1ug/ul y con un perfil electroforético mostrado en la figura

11.
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Figura 11. Gel de acrilamida al 12.5% de las muestras obtenidas del exoesqueleto de P. planipes. Los
sobrenadantes y precipitados fueron obtenidos a diferentes porcentajes de saturacién de sulfato de amonio.
PM, Peso molecular; SN, sobrenadante; PP, precipitado y Ext, extracto crudo

V1.4 Determinacion del momento en que actda la molécula inhibidora.

En el experimento 1 (incubacion previa del extracto con el virus), se observé una
infeccion del 2.41% de la células, mientras que con la incubacion previa del extracto con
las células (experimento 2) hubo una infeccion del 27.4 %. Finalmente, en el experimento 3
(incubacion previa del virus con las células) se observo la menor eficacia presentando una
infeccion del 53.18 %, concluyendo asi que la manera mas eficiente de inhibicion es
cuando se incuba primero el extracto con el virus y despues se agrega a las celulas

(figural2).
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Figura 12.Determinacién del momento de accién de la molécula inhibidora. Donde CC es el control de
células, CV el control del virus, E-C-V= incubacion extracto con células y finalmente virus, V-C-E=
incubacion virus con células y finalmente extracto y V-E-C= incubacion virus con extracto y finalmente
células.

V1.5 Precipitacién de proteinas con sulfato de amonio.

En el experimento de separacion del extracto total con diferentes porcentajes de saturacion
de sulfato de amonio (40, 45 y 50%), se obtuvieron un precipitado y un sobrenadante de
cada porcentaje

En la figura 11 se observa que conforme se va aumentando la concentracion de sulfato de
amonio en las muestras se va eliminando los pesos moleculares altos, los cuales se van
quedando en los precipitados. Mientras que en los sobrenadantes del 45 y 50% se pueden
observar sélo bandas de bajo peso molecular, de aproximadamente de 10 kDa. Por otro

lado, en el ultimo precipitado (50%) ya no se visualiza banda alguna. En resumen, se
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observa una tendencia en la cual los sobrenadantes conservan las moléculas de bajo peso y

los precipitados las de alto peso en comparacion con su respectivo porcentaje.

VI.6 Evaluacion de las fracciones del extracto del exoesqueleto de P. planipes frente al
AcCNPV.

Todos los sobrenadantes (SN) y precipitados (PP) disminuyeron la infeccion del
ACNPV (figura 13) Cuando se empled el PP40 % se observd una disminucion en el nimero
de células infectadas (13.90%) en comparacion con el control de virus, que tiene un
porcentaje de células infectadas del 46.87 %. La fraccion que mejor inhibio fue el SN40%
con tan solo 0.47% de células infectadas, seguido por el SN45% (0.92%) y el SN50%

(2.59%).

Figura 13. Inibicién del AcNPV por las fracciones resultantes del las precipitaciones con sulfato de amonio,
SN40, PP40, SN45, PP45, SN50 y PP50 (tratamientos), CC=células sin virus ni tratamiento, CVV=células con
virus.
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Para la purificacion del péptido se tomo la determinacion de trabajar con el SN50%,
pues a pesar de que el porcentaje de infeccion es mayor que la del SN40%, la cantidad de
bandas que muestra el SDS-PAGE 12.5% es menor. Y después de concentrar las muestras

se observa una mayor cantidad de bandas en el SN 45%.

V1.7 Tratamiento con calor del SN 50%

Despues de someter al SN 50% a una temperatura 76° C por 30 min, se centrifugo a
13,400 xg y se obtuvieron el sobrenadante (SN76) y el precipitado (PP76).
Al correr el SDS-PAGE 15% se observaron moléculas de bajo (alrededor de 10 kDa) y alto
(alredor de 110 kDa) peso molecular en el SN76 y PP76 respectivamente, como se muestra
en el perfil electroforético de la figura 14 (a y b). Por otro lado, de la separacion del SN50%
con tubos Vivaspin® con una membrana de corte de 30 kDa. Se obtuvieron 2 fracciones
mayor de 30kDa de la cual se obtuvo una molécula de aproximadamente 116 kDa
(figural4dc) y en la fraccion de menor de 30 kDa, se observaron 2 bandas una de 116 kDa

(figural4dd). y la de 10 kDa (figura 13e).

<30kDa >30kDa PP76 SN76 PM

116,531

d c b
97,220
50,195
37,620
29,284
20,010
e a 7,150

Figura 14. SDS-PAGE del precipitado (PP76) y sobrenadante (SN76) resultante de haber calentado la muestra
a 76° C/30min. Y fracciones de >30kDa y <30kDa separadas por tubos VIVASPIN con membrana de corte de
30kDa
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V1.8 Evaluacion de la fraccion del SN50% sometida a calor (76°C) frente al ACNPV.
Cuando se emple6 el SN76 se encontro una infeccién del 0.5% en comparacion con

el 45.5% registrado en el control de virus y el 46.7% cuando se usa el PP76. (figura 15).

Mostrando asi que un peptido de bajo peso molecular y resistente al calor es el que

conserva la actividad antibaculovirus.

Figura 15. Inhibicion de AcNPV por los productos del calentamiento del SN50 a 76° C.

V1.9 Evaluacion de las fracciones obtenidas con tubos Vivaspin® con membrana de corte
de 30 kDa contra el AcNPV.

Al probar la actividad antiviral de las fracciones <30 y >30 kDa, se observd que la primera
fraccion (<30 kDa) permitio una infeccion del virus de 2.8%, mientras que la segunda
fraccion (>30 kDa) se infectaron el 60.7% de las células (figura 16). Con lo que se

comprueba que el inhibidor es un péptido de bajo peso molecular.
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Figura 16. Inhibicién del AcNPV por las fracciones <30 kDa y >30 kDa del SN 50%
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VI1.10 Efecto dosis-respuesta del péptido de P.planipes contra el ACNPV.
En la grafica que se muestra en la figura 17, se observa que la mejor concentracion para
inhibir al baculovirus AcNPV (MOI 2°°%) fue de 0.7 pg/ul. Y que el efecto inhibitorio es

dependiente de la cantidad de péptido disponible.

Figura 17. Grafica de dosis-respuesta del la molécula inhibidora en diluciones dobles frente al baculovirus en
dilucién constante 1/16 que representa una MOI 24

VI.11 Ensayo de citotoxicidad del péptido inhibidor del ACNPV.

La figura 18 muestra la grafica de los resultados obtenidos en el ensayo de MTT para
conocer la citotoxicidad producida por el péptido de P. planipes en la linea celular Sf9. Se
aprecia que ninguna de las concentraciones del péptido resultd ser toxica a la linea celular,

pues la viabilidad se mantiene cercana al 100%.
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Es de notar que cuando se emplean 35ug del péptido la toxicidad producida es menor al 7%

y €s a esta concentracion con la que se obtiene mayor inhibicion del AcNPV

Figura 18. Porcentaje de células viables en donde CC= control de células, CC muertas= control de células
lisadas con Triton 1X, CV=control de virus

V1.12 Secuenciacion de péptido antibaculovirus por espectrometria de masas

La secuencia obtenida por espectrometria de masas fue VFYANLDEEHK que se
compararo con secuencias de la base de datos MASCOT (MATRIX SCIENCE) arrojando
una similitud con una fraccion de una proteina tipo miohemeritrina del gusano anélido

Scoloplos armiger con un puntaje de 73 (figura 19)
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Protein View

Match to: gi|l62849554 Score: 73
mychemerythrin-like protein [Scolopleos armiger]
Found in search of mas24.tmp

Nominal mass (M_): 12111; Calculated pI value: 5.82

NCEBI ELAST search of gi|l62849554 against nr
Unformatted sequence string for pasting into other applications

Taxonomy: Scoloplos armiger

Variable modifications: Deamidated (NQ),Oxidation (M)
Cleavage by Trypsin: cuts C-term side of KR unless next residue is P
Sequence Coverage: 10%

Matched peptides shown in Bold Red
1 EVPEPYVWDE SFEVFYANLD EEHEGLFQGV FNVAGDEGSA DELSALVAAV

51 DEHFENEEGM MQAKSYADFP AHEQRHEAFL GEIEKGLEAFV DDATVHFAED
101 WLVNHIEGT

[ Show predicted peptides also ]

@ Residue Number O Increasing Mass O Decreasing Mass

Start - End Chserved Mr (expt) Mr ({calc) Delta Miss Seqnence
14 - 24 682.8305 1363.6464 1362.6820 0.9644 0 K.VFYANLDEEHKE.G
14 - 24 455.5833 1363.7280 1363.6408 0.0872 0 EKE.VFYANLDEEHE.G
14 - 24 455.7295 1364.1667 1363.6408 0.5259 0 K.VFYANLDEEHE.G

Asn-»>Ile (N} [-0.96]
(Ions score 39)
(Ions score 53)

(Ions score 77)

Figura 19. Reporte obtenido del andlisis por espectrometria de masas del péptido antiviral obtenido de P.

planipes
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VII. DISCUSION.

En este trabajo se purificd un péptido del exoesqueleto de la langostilla silvestre
Pleuroncodes planipes, exhibiendo una clara actividad antiviral en contra del baculovirus
AcNPV, ya que inhibié la infeccion en un 99.5% (ver figura 15). Este péptido de
aproximadamente 10 kDa., es termoestable, puesto que conservé su actividad antiviral
después de someterlo a 76° C durante 30 min y sin un aparente efecto citotoxico aln
empleando una dosis de 0.7ug/ul (figura 15). A diferencia de lo reportado por Ertirk y
colaboradores (2000) que al evaluar la actividad antibaculovirus de extractos de diversas
familias vegetales, detectaron una baja toxicidad a una concentracion de 0.074ug/ul en
celulas Sf21.

El péptido obtenido de P. planipes, resulto tener una secuencia que, por espectrometria de
masas, el analisis de iones di6 como resultado una secuencia de aminoacidos, que empata
con un fragmento de una proteina tipo miohemeritrina (figura 19). Este resultado es similar
al encontrado por Dhainaut y colaboradores (1989), en donde detectan un molécula de
alrededor de 10 kDa con actividad antibacteriana, que ademas es similar a una proteina que
une cadmio, una caracteristica de las metaloproteinas tales como la hemeritrina y la
miohemeritrina. La Miohemeritrina es una proteina que contiene 118 residuos y esta
compuesta de cuatro paquetes a helicoidales con giro hacia la izquierda. Su centro activo
contiene cinco histidinas, un &cido glutdmico y un &cido aspartico, a los cuales, estan
unidos dos atomos de hierro. Un puente de ion oxido (O%) y un oxigeno completan la
coordinacion octaédrica de los atomos del hierro no-hemo (Takagi and Cox, 1991). Por lo

anterior esta proteina participa en el almacenamiento de oxigeno en los musculos de
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invertebrados marinos, relacionado principalmente con gusanos anélidos, como una
proteina desintoxicante de metales pesados en oligoquetos y poliquetos (Deloffre, et al.,
2003).

Vergote y colaboradores (2004) detectaron actividad antibacteriana indirecta de la
miohemeritrina de la sanguijuela Hirudo medicinalis, regulando la disponibilidad de hierro
libre y privando a la bacteria del hierro esencial para su crecimiento. En el mismo sentido,
Deloffre y colaboradores (2003) detectan esta actividad antimicrobiana en el gusano
poligueto Nereis diversicolor por parte de una hemeritrina que captura hierro, evitando la
adhesion del patogeno al tejido.

Asi mismo, se ha reportado que la lactoferrina, metaloproteina presente en la mayoria de
los fluidos bioldgicos de mamiferos, tiene un gran espectro antimicrobiano que depende de
su estado “hierro-libre” y se atribuye cominmente a su capacidad de ligar y secuestrar el
hierro ambiental. Sin embargo, Ellison y colaboradores, (1988) indican que el mecanismo
antimicrobiano de la lactoferrina es mas complejo que la simple privacion alimenticia del
hierro, sus estudios con inmunofluorescencia han demostrado que la lactoferrina se une
directamente a la superficie de varios microorganismos, sugiriendo que dafian la pared
celular de las bacterias. Dicha metaloproteina, al igual que la miohemeritrina, encajan en la
descripcion del grupo de péptidos/polipéptidos antimicrobianos con estructuras hélice-a.,
los cuales estdn ampliamente distribuidos en la mayoria de los organismos Vivos,
encontrandose entre los méas abundantes y extensos de la naturaleza, y parecen presentar un
arreglo estructural particularmente acertado en la defensa innata (Tossi, et al., 2000),. Estos

péptidos son catidnicos y adoptan un comportamiento anfipatico facilitando la interacciéon y
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la insercion en paredes celulares anionicas y membranas fosfolipidicas de microorganismos

(Bulet, et al., 2004).

La identificacion de moléculas antivirales con caracteristicas similares a los péptidos
antimicrobianos anteriormente mencionados no ha pasado desapercibida. Baghian y
colaboradores (1996) identificaron la accion antiviral en contra del virus Herpes simplex |
de un péptido sintético antipatico con hélice alfa, similar a los péptidos antimicrobianos
como las cecropinas, magainas y melitina. El péptido inhibe la fusion celular inducida por
el virus, disminuyendo la produccién de proteinas virales que son esenciales en este
proceso, inducido por las cepas MP y tsB5 del virus Herpes simplex I. Finalmente
concluyen que la habilidad de embeberse eficientemente en la bicapa lipidica de las
membranas celulares de este péptido y otros similares, alteran la fluidez de la membrana,
provocando la inhibicion de la fusion celular inducida por virus, aso como la salida de
nuevos viriones. De la misma forma Lombardi y colaboradores (1996) detectan actividad
antiviral de péptidos sintéticos, que en condiciones hidrofdbicas, presentan una
conformacion de hélices alfa. Estos péptidos son similares a la proteina de superficie SU y
transmembranal TM del virus de inmunodeficiencia felina y también sugieren que los
péptidos interactuan con las moléculas de superficie de las células.

Por el contrario de estos estudios, nosotros creemos que el péptido extraido de P. planipes
inhibe al baculovirus AcNPV uniéndose directamente a él, ya que el experimento en donde
se incuba primero el extracto con el virus y posteriormente se agrega a las células mostrd
una inhibicion del 96%, en comparacion de los otros experimentos en los que se incuba: i)

el virus con las células y posteriormente se agrega el extracto; o ii) extracto con las células
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y después el virus, en los que se encontrd una inhibicion solamente del 15% y 56%,
respectivamente (figura 12).

Se conoce que la principal proteina de adhesion del baculovirus ACNPV es la proteina
GP64 esto se ha demostrado mediante el empleo de anticuerpos en contra de esta proteina
mostrando una neutralizacion de la infeccion (Volkman et al., 1984). La adhesion y fusion
del virus con la membrana celular son procesos dependientes tanto de un pH bajo como de
la proteina viral GP64 (Monsma et al., 1996; Wang et al., 1997). También se ha reportado
que la adhesion del virus y la fusion de la membrana son eventos que pueden ser mejorados
por proteinas “enhancin”(facilitadoras de la infeccion) o factores cinergéticos producidos
por el virus; algunas de estas proteinas “enhancin” han sido identificadas como
metaloproteasas pues al ser expuestas con quelantes de iones metalicos, estas son
inactivadas. Su modo de accién aun no ha sido bien determinado, pero se sugiere que
actian en las celulas epiteliales del intestino, degradando proteinas de la membrana
peritrofica (Lepore et al., 1996), dicha membrana impide que los alimentos entren en
contacto directo con las células epiteliales y esta compuesta, entre otras proteinas, por
quitina.

Estos datos nos revelan que posiblemente la membrana peritréfica este compuesta por
metaloproteinas, como la miohemeritrina, que impidan el paso de virus cuando entra por
via digestiva. Pues como sugiere Lepore y colaboradores (1996), uno de los facilitadores de
la entrada del virus son estas metaloproteasas, que pueden estar evitando que la membrana
del virus se enfrente a las metaloproteinas de la membrana peritréfica, que desestabilizan la
membrana impidiendo la fusion de las proteinas virales con la membrana de la célula
blanco, por presentar la funcion de péptidos anfipaticos con alfa hélice, como se menciono

antes.
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Como se ha observado a lo largo de la discusién, la manera en como algunos organismos
invertebrados lidian con patdgenos ya sean bacterias, hongos o incluso virus tiene mucho
que ver con la plasticidad de los péptidos, polipéptidos o proteinas que los conforman, pues
al no contar con amplios genomas u proteomas se valen de una doble funcién que pueden
desempefiar estas moléculas, tal es el caso del este péptido extraido del exoesqueleto de P.
planipes, que demostré tener actividad antiviral en contra del baculovirus ACNPV y que
resulto ser similar a la miohemeritrina, la cual es un acarreador de oxigeno en los musculos.
Consideramos que este hallazgo es el principal aporte que da este trabajo, puesto que se
identifica un antiviral de caracteristicas diferentes y de modo de accién no invasivo hacia

las células que se pretenden proteger.

Por otro lado, el haber detectado este péptido antiviral en el exoesqueleto, que
tradicionalmente ha sido identificado como proteccion mecanica pasiva, nos sugiere que
también existen moléculas y mecanismos que participan activamente en la defensa inmune
en este tejido. Ademas, se ha descrito la presencia de la miohemeritrina en tejidos de la
pared del cuerpo, en donde se incluye el exoesqueleto, del gusano poliqueto Riftia
pachyptila, que habita en las ventilas hidrotermales de los fondos ocednicos (Sanchez et al.,

2007).

Finalmente, el empleo de la langostilla P. planipes, como fuente de péptidos antivirales
podria considerarse una ventaja en cuando a disponibilidad de tejido, ya que es un
organismo que constituye un importante intermediario ecologico y ademas se le encuentra

en altas densidades en las costas del pacifico mexicano (Sanchez, 2001).
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Sin embargo, en la pesca del atin y camaron forma parte del 70% de la fauna de
acompafiamiento, es decir se considera un desecho. So6lo en algunos casos (Fernandez,
1996; Goytortua, 1993, 2000; Sosa, 2002) se ha empleado experimentalmente como
suplemento en las dietas de camarones, pues segun Garcia-Carrefio (1992), el alto
contenido de enzimas proteasas, realza su importancia como suplemento alimenticio ya que
potencializa la digestibilidad. Por otro lado existen observaciones (Fernandez, 1996) donde
se afirma que disminuye las enfermedades en camarones peneidos cuando es empleado
como suplemento alimenticio, desafortunadamente hasta ahora no existian reportes que
soporten esta aseveracion. No obstante en un trabajo previo realizado por nuestro grupo, se
evidencid la existencia de actividad antiviral en fracciones de diversos pesos moleculares
del extracto del musculo de la langostilla, en contra de diversas familias virales tales como:
Orthomyxoviridae, Herpesviridae, Paramyxoviridae y Baculoviridae.

Se ha detectado la presencia de péptidos antivirales en especies comerciales que se cotizan
en altos precios en el mercado de productos marinos, como el camaron, la langosta y el
cangrejo, (Pan et al. 2000). Por lo que es una ventaja la busqueda de péptidos antivirales en
crustaceos que son considerados desecho, como P. planipes, pues ademas de la implicacion
econdmica, dichas especies son organismos que no han sido sometidos a presiones
selectivas de cultivo, que pudieran provocar una alteracion en el metabolismo proteico, con
el fin de aprovechar caracteristicas de importancia comercial y como consecuencia llevar
paralelamente a la susceptibilidad a agentes patdgenos importantes, como es el caso del
virus de la mancha blanca, WSSV (Bachére, 2000).

Lo anterior puede evidenciarse con el hecho de que existen estudios en donde se retan

camarones de cultivo con WSSV y se observa un aumento la expresion de genes que
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codifican para algunas proteinas, estan implicadas en la respuesta inmune (Roux, et al.,
2002; Wang, et al., 2006; Leu, et al., 2007), a pesar de ello los camarones enferman y
mueren, es decir, la capacidad de producir moléculas antivirales existe, no obstante la
selectividad hacia mejorar el producto comercial promueve que la energia se dirija al
crecimiento dejando de lado la sintesis de productos implicados en la defensa del
organismo. A diferencia de lo que pasa en los crustaceos de vida silvestre que a pesar de

portar el virus no presentan signos de la enfermedad (Chakraborty, et al., 2002).

VIIl. CONCLUSIONES.

La molécula antiviral fue extraida del exoesqueleto del crustaceo decapodo Pleuroncodes
planipes (langostilla).

Se identifico como una molécula de naturaleza protéica con actividad antiviral en contra del
baculovirus AcNPV, de aproximadamente 10 kDa y termoestable.

El péptido antiviral inhibe de manera dosis dependiente al AcNPV, siendo la cantidad de
35ug suficientes para inhibir totalmente al virus ACNPV (MOI 2%, sin ser téxico a la
linea celular Sf9.

La mejor inhibicidn (2.4% de células infectadas) se logré al incubar previamente el virus
con el péptido durante una hora y posteriormente agregarlo al cultivo celular.

Se obtuvo una secuencia de aminoacidos (VFYANLDEEHK) que empata con una regién

de una proteina tipo-miohemeritrina del gusano poliqueto Scoloplos armiger.
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IX. PERSPECTIVAS.

Conocer la secuencia completa del péptido inhibidor de ACNPV mediante la secuenciacion
por degradacion de EDMAN. Ademas, es de nuestro interés identificar el origen histolégico
especifico, asi como determinar la manera en que el péptido inhibe la infeccién por ACNPV.
Por otro lado, queda por resolver la potencial actividad antiviral del péptido frente al
Nimavirus de la mancha blanca in vitro e in vivo. Y finalmente, la identificacion de las
otras moléculas (de alto peso molecular) que inhiben los virus Aujeszky, Influenza Aviar y
LPM, que se detectaron en un trabajo anterior.
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