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Resumen

Varios estudios han reportado que moléculas aisladas de invertebrados tienen actividad
en contra de diferentes virus, incluso en contra de aquellos que no los infectan de manera
natural (virus de vertebrados). Uno de los principales mecanismos de defensa en los
invertebrados es la sintesis de péptidos antimicrobianos (AMPs). El objetivo de este
trabajo fue determinar si el liquido celdmico (LC) del erizo de mar, Tripneustes depressus,
tiene actividad en contra del virus Aujeszky y el virus de la rabia. Se realizaron ensayos de
neutralizacion o inhibicion de la infeccidn para determinar la actividad antiviral. En contra
del virus Aujeszky se encontrd hasta un 50% de inhibicion en la formacién de placas liticas
con al menos 33 pg de LC y en contra del virus de la rabia se encontré que 21 pg
inhibieron hasta un 90% la infeccién de las células. La citotoxicidad del LC en las lineas
celulares empleadas (MDBK y BHK-21) se eliminé inactivando con calor a 56 °C por 30’ 6
72 °C por 20’ (incluso cuando se usaron 50 pg de sobrenadante [SN o fraccién
termoestable] de LC ”“inactivado”) y este SN conserva la actividad antiviral. En ambos
casos el efecto antiviral fue directo (es decir, el LC necesita estar presente en la solucién),
termoestable (a 56 y 72 °C) y la mejor inhibicion se encontrd cuando el LC + el virus se
incubaron antes de ser agregados a la células (neutralizacion). Con esto se concluye que el
LC del erizo de mar, Tripneustes depressus, tiene actividad en contra del virus Aujeszky y el
virus de la rabia, ésta es directa y termoestable hasta 72 °C y quiza esté actuando en las

primeras etapas de la infeccion
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Abstract

Several studies have reported that molecules extracted from invertebrates have activity
against different viruses, even against those that do not infect these organisms in their
environment. One of the main mechanisms against pathogens in these organisms is the
production of antimicrobial peptides. The objective of this study was to determine
whether the coelomic fluid (CF) of the sea urchin Tripneustes depressus has activity
against Suid herpesvirus type 1 and/or rabies virus. We tested the antiviral activity of CF in
neutralizing assays and observed 50% inhibition against SHV-1 lytic plaque formation using
33 pg of CF, whereas 21 ug CF was sufficient to obtain more than 90% of inhibition for RV.
Cytotoxicity to MDBK and BHK-21 cells was found with whole CF yet was eliminated by
heating at 56 or 72 °C (even when using 50 pg of heat-inactivated CF supernatant [SN or
thermostable fraction]), and SN conserved the antiviral effect. In both cases, the antiviral
effect was direct and thermostable (SN 56 and 72 °C), and the best inhibition was
observed when CF + virus was incubated prior to the addition of the cells (neutralization).
Therefore, the coelomic fluid of Tripneustes depressus has antiviral activity against SHV-1
and RV that is direct and stable at 72 °C, and possibly this acting in the early stages of

infection.
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Introduccion

Los principales sistemas de defensa en invertebrados son: el de coagulacién de hemolinfa,
el de activacion de la pro-fenoloxidasa, el complemento-lectina, el productor de
reactantes de oxigeno, el de fagocitosis, la produccién de RNA de interferencia y la
produccién de AMPs inducidos por moléculas tipo-Toll y PGBP (1). La sintesis de AMPs, es
un componente vital del sistema inmune innato en la mayoria, si no es que en todos los
organismos, actuando como efector inmune para eliminar o inhibir el crecimiento de sus

blancos (2).

Generalidades del erizo de mar

Los equinodermos son un grupo de invertebrados marinos que viven en el fondo del mar
(bentdnicos). En este grupo se encuentran a los lirios marinos (crinoideos), las estrellas de
mar (asteroideos), los ofiuros (ofiuroideos), los pepinos de mar (holotutoideos) y los erizos
marinos (equinoideos). Presentan una cavidad perivisceral o celoma perivisceral que estd
recubierto por un peritoneo ciliado (figura 1). Esta cavidad contiene al liquido celdomico y
en él se encuentran, entre otras cosas, las células fagociticas denominadas celomocitos.
En algunas especies de ofiuros y pepinos de mar los celomocitos pueden contener
hemoglobina. El liquido celémico actiua como un sistema de transporte entre la pared del
cuerpo y el tubo digestivo, facilita la distribucion de los nutrientes, gases respiratorios y

puede almacenar temporalmente los productos de desecho para ser excretados (3).
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Figura 1. Esquema del erizo de mar, muestra la cavidad celdmica en que se encuentran el aparato digestivo,
sistema ambulacral y génadas (a grandes rasgos) todos ellos embebidos por el liquido celdmico. Imagen

tomada de internet.

La ubiacacion taxondmica del erizo de mar, Tripneustes depressus, es la siguente:

Phylum Echinodermata
Clase Echinoidea
Subclase Euechinoidea
Orden Temnopleuroida
Familia Toxopneustidae
Genero Tripneustes
Especie T. depressus
Se ha reportado su presencia en las costas del Golfo de California, asi como en el Océano

Pacifico cerca del Archipiélago de Revillagigedo (3).
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Sistema inmune en erizos de mar

Los celomocitos son las células del sistema inmune de los erizos de mar, se encuentran en
la cavidad celdmica en una mezcla de al menos 4 tipos distinguidos por su morfologia:
fagocitos, células con esférulas incoloras, células con esférulas rojas y células vibratiles.
Todos tienen la capacidad de reconocer y fagocitar bacterias y otras particulas extrafias,
secretan compuestos antibacterianos y forman agregados celulares en respuesta a un
dafio o infeccidn.La funcion reportada para estos tipos de células y su proporcién en el LC
de algunas especies de erizos de mar se muestra en la tabla 1. Estas células pueden
expresar la proteina SpC3, que es semejante al C3 del complemento en vertebrados (ver

mas adelante) (4).

Los fagocitos son el grupo mas abundante de los celomocitos y a su vez se pueden dividir
en tres subtipos, dos basados en la arquitectura del citoesqueleto: a) células discoidales,
las cuales presentan una forma de disco con los filamentos de actina orientados de
manera radial y b) células poligonales, que generalmente son grandes y tienen los
filamentos de actina orientados a lo largo de los ejes de una forma mads angular. El tercer
subtipo de fagocitos se denomina pequefios fagocitos, son células mdas pequefas que las
anteriores y presentan una morfologia filopoidal (5). Las células discoidales y poligonales
pueden pasar de una forma lamelipoiodal a filipoidal y viceversa cuando se propagan 6 en
el procesos de coagulacién dependiene de calcio, inducido por choque hipotdnico 6 un

ionoforo de calcio (6).
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Tabla 1. Celomocitos en los erizos de mar. Tipo celular, proporcion y funcion. Basada en Smith et al. (6).

* Sp, Strongylocentrotus purpuratus; Sd, Strongylocentrotus droebachiensis; Pl, Paracentrotus lividus.

Entre el 4-5% de los genes identificados en el genoma del erizo de mar, Strongylocentrotus
purpuratus, estan relacionados directamente en las funciones del sistema inmune. Por su
homologia con genes descritos en otros phyla (por estudios basados en EST), se han
determinado los genes modelo que pueden participar en el reconocimiento de PAMPs,
encontrandose asi: 222 genes que codifican para TLRs, 203 genes para NLRs y 218 genes
para SRCR. Sin embargo, no en todos los casos se dio esta expansion de genes, ya que en
lo que respecta a los PGRPs, los GNBPs y los RLRs, existe un nimero equivalente (5, 3y 12,
respectivamente) a lo que se reporta para los vertebrados (figura 2). Asi, las secuencias
del genoma del erizo de mar muestran adaptaciones que parecen ser Unicas de este
grupo; esto es, que la expansion en las familias de genes que codifican para receptores del

sistema inmune innato es distinta a la descrita en cualquier otra especie caracterizada, no
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solo por el nimero de genes, sino también por los patrones de variacion que presentan

sugiriendo que su funcion es altamente especifica (7).

Figura 2. Cuadro comparativo de las familias de genes para los PRRs en varios modelos animales.
Strongylocentrutus purpuratus (S.p.). H.s., Homo sapiens; M.m., Mus musculus;, D.s., Drosophila
melanogaster y C.e., Caenorabditis elegans. Para los SRCRs entre paréntesis se sefiala el numero de

dominios modelo. Figura tomada de Smith y colaboradores, 2010 (6)

En los celomocitos del erizo de mar Strongylocentrotus purpuratus, se encontré una
proteina homadloga al componente C3 de complemento denominada SpC3. Esta proteina
pesa 210 kDa, tiene dos cadenas, una a-hélice de 130 kDa y una hoja-3 de 80 kDa.
También presenta cisteinas en posiciones conservadas para formar puentes di-sulfuro, un
sitio tioéster, también conservado, en la cadena a con una histidina asociada, cinco sitios
consenso de N-glicosilacion y un sitio putativo de anclaje para el factor | y la C3
convertasa. El analisis filogenético muestra que SpC3 es la primera proteina que diverge

en la base del clado de las proteinas de complemento (8).
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Bertheussen en 1982 (9) reporté que la fagocitosis de los celomocitos del erizo de mar
verde, Strongylocentrotus droebachienses, se incrementa significativamente cuando las
células blanco (levaduras o eritrocitos) son opsonizadas con la molécula C3 de mamifero,
lo que sugiere que los celomocitos tienen receptores para una molécula semejante a C3.
La evidencia molecular de C3 en erizos, fue descrita en 1996 (10) y la secuencia completa
de C3 y un homologo del factor B se encontraron en 1998 (8, 11). En el 2004, Clow y
colaboradores (12), demostraron que SpC3 funciona como una opsonina, promoviendo la
fagocitosis de levaduras, bloquendo esta actividad cuando se aplica un anticuerpo
especifico (anti-SpC3) y observando por microscopia confocal que sélo un tipo de
celomocitos es el que fagocita, los fagocitos poligonales; concluyendo asi que SpC3 puede

ser la principal opsonina humoral en el erizo de mar, S. purpuratus.

Existen diferentes estudios acerca del sistema inmune de los equinodermos y su respuesta
en contra de bacterias y estimulos mecdnicos (8, 12-17), pero la respuesta antiviral aun no
ha sido bien estudiada, aun cuando el genoma completo del erizo de mar

Strongylocentrotus purpuratus ya se secuencio6 (18).

De la respuesta antiviral en equinodermos se sabe que existen diez saponinas, nombradas
certonardosidos A a la J, estas moléculas fueron aisladas del la estrella de mar,
Certonardoa semiregularis y sus propiedades antivirales se probaron en contra de los
virus VIH, Herpes simplex, virus Coxsachie B, virus de la encefalomiocarditis y el VSV; pero

el mayor efecto se encontro sélo en los certinardosidos |y J (19).
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Virus Aujeszky

Este virus también es conocido como “pseudorabia” (PrV) o “Suid herpesvirus” (SHV) y
pertenece a la familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae, género Varicellovirus.
El material genético del virus es DNA de doble cadena de aproximadamente 150 kpb, que
pertenece a la clase D (subdivisiéon de los genomas dentro de los herpesvirus) que se
caracteriza por tener dos regiones Unicas, una larga (U.) y otra corta (Us), flagueadas por
dos secuencias de repetidos, una interna (IRS) y otra terminal (TRS). Este genoma se
encuentra rodeado de una capside, un tegumento y la envoltura. Este es un virus muy

complejo en el cual se han identificado hasta 70 genes (figura 3) (20, 21).

La capside de los alfaherpesvirus encierra y protege al genoma, esta consiste en 162
capsdmeros de los cuales son 150 hexones (un hexon esta formado por 6 moléculas de
VP5 y 6 moléculas de VP26) y 12 pentones (11 de estos estdn formados por 5 moléculas
de VP5 y un penton estd formado por 12 moléculas de p(UL6) que forma el poro para
introducir el nuevo DNA). Los hexones y los pentones se encuentran unidos por tripletes
(“triplexes”) formados por una molécula VP19C y dos moléculas de VP23, todo

acomodado en un enrejado icosahédrico (figura 2) (20).
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Figura 3. Virus Aujeszky. Microfotografia y esquema del virién en los que se sefialan sus principales partes:
DNA, capside, tegumento y envoltura. Debajo se muestra en un listado los genes que lo conforman. Figura

tomada de Pomeranz y colaboradores (21).

El espacio entre la capside y la envoltura se encuentra ocupado por las proteinas del
tegumento y actina celular; las proteinas del tegumento intervienen durante la entrada, el
inicio de la replicacidn, el paso a través de la membrana nuclear interna y la envoltura
secundaria en las vesiculas del trans-Golgi. La envoltura es una bicapa fosfolipidica que se
forma de las vesiculas del trans-Golgi, ésta contiene 10 glicoproteinas (gB, gC, gD, gE, gH,

gl, gK, gL, gM, gN) y al menos 2 proteinas no glicosiladas, p(UL43) y p(US9); todas estas
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proteinas intervienen en la unidn, internalizacién, formacién de la nueva envoltura,

egreso, diseminacion celular, asi como induccidn y evasién de la respuesta inmune (20).

Ciclo de replicacion. La adhesiéon del virus a la célula es iniciada por una unién poco
estable entre la glicoproteina gC y el heparan sulfato expuesto en la membrana celular,
para después formar una unién mas fuerte con la glicoproteina gD que interactta con al
menos uno de sus tres receptores celulares: nectina 1, nectina 2 o CD55. Posteriormente,
hay una fusidn coordinada de gB, gD y gH/gL con sus contrapartes celulares que ain no
han sido identificadas, asi la capside del virus es liberada al citoplasma y es transportada

hasta el nucleo por los microtubulos (figura 4) (20).

Una vez en el nucleo, durante las dos primeras horas se transcriben los genes tempranos
inmediatos (IE), que para el virus Aujeszky el Unico IE es el IE180, éste activa no sdlo
promotores de genes virales sino también promotores de genes celulares. Después se
activan los genes tempranos como EPO, UL54, UL48 (reguladores de la transcripcion),
UL23, UL39/UL40, UL50 (involucrados en la sintesis de nucledtidos), UI5, ULS, UL9, UL29,
UL30, UL42, UL52 (implicados en la replicacion del DNA). Finalmente, se expresan los
genes tardios los cuales codifican para proteinas estructurales, como las de la cépside, el
tegumento y la envoltura; todas las proteinas de la capside entran al nucleo para asi

formar la misma (figura 4) (20).

Lista la nucleocapside sale del nucleo envolviéndose en la membrana interna y
desenvolviéndose en la membrana externa nuclear. En el citoplasma la nucleocapside es

trasportada hacia las vesiculas del trans-Golgi para el proceso en el que adquiere una
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envoltura secundaria. Para este paso no estd bien claro que proteinas celulares
intervienen, pero si se sabe que las proteinas del tegumento US3, UL36 y UL37 (que en
este momento se encuentran en la parte externa de la nucleocdpside) son las que
intervienen en el proceso de migracion. Las glicoproteinas de la envoltura estan ancladas a
las membranas de la red del trans-Golgi con sus “colas” hacia el lado del citosol, ahi las
proteinas del tegumento [P(UL11) y p(UL49)] las pueden reconocer y se ensamblan con las
glicoproteinas gE y gM para formar el virion. Finalmente el virus el liberado por exocitosis

(figura 4) (20).

Figura 4. Esquema de replicacién del virus Aujeszky. Tomado de Nauwynck y colaboradores (20).
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Virus de la rabia

Este virus pertenece al orden de los Mononegavirales, la familia Rhabdoviridae y al género
Lyssavirus. Es un virus neurotropico que mide 180 nm de longitud y 75 nm de didametro y
tiene forma de bala. Su genoma es un RNA linear, no segmentado, de polaridad negativa,
mide aproximadamente 12 kb y contiene 5 genes que codifican para las proteinas que los
conforman (figura 5): la glicoproteina (70 kDa), la proteina de matriz (25 kDa) y el
complejo de la nucleocdpside que esta formado por el RNA viral unido a la nucleoproteina

(57 kDa), la RNA polimerasa o proteina L (180 kDa) y la fosfoproteina (38.5 kDa) (22).

|5'
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Figura 5. Esquema del viriéon y genoma del virus de la rabia. Los genes que codifican para las 5
proteinas del virus de correlacionan con el esquema del virus. Figura tomada de Schnell y

colaboradores (23).

Ciclo de replicacion. El ciclo de replicacion del virus de la rabia se pude dividir en tres
fases; la primera fase comprende la entrada del virus a su hospedero por unién a su
receptor o receptores, el ingreso a la célula por endocitosis y la fusidén de la membrana

viral con la endosomal para liberar el genoma en el citoplasma celular (23). Se han
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propuesto al menos tres posibles receptores para la glicoproteina del virus de la rabia
(proteina G): el receptor nicotinico de acetilcolina (nAchR), la molécula de adhesién
celular neuronal (NCAM) y el receptor de neurotrofina p75 (p75NTR), estas tres moléculas
han sido las mas estudiadas, pero también se han propuesto otras moléculas como
gangliésidos, carbohidratos y lipidos que pueden actuar como receptores de entrada del
virus (sobre todo en estudios in vitro), sin embargo su funcién no ha sido bien establecida
(23, 24). El virus se internaliza a la célula por medio de vesiculas cubiertas de clatrina y
vesiculas no cubiertas, posteriormente se ha detectado en los lisosomas. Se requiere de
un cambio en el pH de la vesicula para que se puedan fusionar la membrana viral y la

endosomal y asi liberar la nucleocapside al citoplasma celular (23).

La segunda fase del ciclo del virus comprende la transcripcion, replicacidn y sintesis de
proteinas virales (figura 6); se han propuesto dos mecanismos para el transporte del virus
hasta el cuerpo de la neurona, el primero se refiere al transporte sélo de la capside viral,
ya que se ha observado un interaccidn entre la fosfoproteina viral y la cadena ligera 8 de
la dineina (LC8), sugiriendo que el virus usa el complejo motor de la dineina para el
transporte intracelular. El otro mecanismo propone la idea del transporte del virus
completo en vesiculas, sin embargo no es claro como la vesicula se transporta hasta el

cuerpo de la neurona (23).

La transcripcidn y replicacion del genoma viral sucede en los cuerpos de Negri, los cuales
contienen proteinas ubiquitinadas y la proteina de choque térmico 70 (HSP70), estos
complejos tienen proteinas virales mal plegadas y son estructuras funcionales para le

replicaciéon del virus. La transcripcidn inicia en el extremo 3’ de la cadena de RNA y dan
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como resultado pequenas secuencias lider (leRNA) no cubiertas (“uncapped”) y no
poliadeniladas de 55-58 pb. El modelo de transcripcidn de los rabdovirus mas aceptado es

III

el denominado “alto-siga” (“stop-start model”), en el cual el complejo de la RNA
polimerasa para la transcripcidon tiene una secuencia sefial conservada, ignora la regién
intergénica (de 2-24 nucledtidos) y reinicia la transcripcion en la siguiente sefal de inicio;
este proceso no siempre sucede entre cada gen por lo que la transcripcién se va
atenuando conforme se acerca al extremo 5’ del genoma. La nucleoproteina se une al
[eRNA con mads fuerza a que a los otros RNA mensajeros, por lo que se propone que esta
region contiene la sefial de encapsidacion y que cuando hay suficiente proteina N en el

citoplasma y se une al leRNA el resultado es la sintesis de un genoma completo de sentido

negativo, cambiando asi el proceso de transcripcion a replicacion (23).

Figura 6. Ciclo de replicacion del virus de la rabia. 1, entrada del virus a la célula por endocitosis. 2, fusion de

la membrana viral con la del endosoma para la liberacién de la nucleocapside. 3, procesos de transcripcion,

replicacion y sintesis de proteinas virales. 4, ensamble y liberacion de los virones. Figura tomada de (23).
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La ultima fase es la formacién de los viriones (figura 6) y esto sucede cerca de la
membrana plasmatica donde ambas, la proteina M y la proteina G, tienen un papel
importante en el proceso. La proteina M es capaz de polimerizarse por unién de un
motivo rico en prolina con el dominio principal globular de la proteina adyacente. Esta
proteina contiene “dominios tardios” (que son dominios en los cuales una mutacién
puede detener la morfogénesis viral en la Ultima fase), estos dominios también influyen
en la construccion de los viriones por la interaccidn con las proteinas celulares que forman
la via de clasificacidn de proteinas vacuolares (“vacuolar protein sorting pathway”) (23). Al
menos tres de estos dominios han sido identificados: ASAP, PPEY y YVPL, estos dos ultimos

se superponen, formando el motivo PPEYVPL (23).

Ambos virus (Aujeszky y de la rabia) son neurotrdpicos, sin embargo sus mecanismos de
infeccion, replicacién y diseminacién son muy diferentes, aunado a que el virus Aujeszky
contiene un DNA de doble cadena como genoma mientras que en el virus de la rabia el
genoma es de RNA de cadena sencilla y de polaridad negativa. Esto los hace muy
divergentes y para empezar a estudiar las propiedades antivirales del liquido celdmico del
erizo de mar, Tripneustes depressus, se decidid escoger estos virus ya que no se tenian
antecedentes sobre alguna propiedad antiviral o algln virus en particular. A continuacion
en los antecedentes se muestra que distintas moléculas aisladas de organismos

invertebrados tienen actividad en contra de diferentes virus.
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Antecedentes

Antivirales

Se han reportado aproximadamente 41000 AMPs (25). Distintas de ellos con actividad
antimicrobiana y la mayoria en contra de bacterias y hongos dejando de lado la actividad
antiviral. Esto debido a que se creia que era imposible bloquear la replicacion del virus sin
afectar el metabolismo de las células no infectadas, ya que los virus aprovechaban la
maquinaria de replicacion celular. Posteriormente, se observd que hay algunas
caracteristicas que sélo presentan las células infectadas, como la expresién de algunas
enzimas virales (necesarias para la replicacion viral), de este modo se ha buscado eventos

especificos que puedan servir como blancos para la accion de antivirales (26).

Algunos de los eventos que sélo se presentan en las células infectadas con virus y que
pueden servir como blanco para el desarrollo de moléculas antivirales son: i) la fusion de
los viriones a la membrana celular, requerida tanto en la entrada como en la liberaciéon de
los viriones; ii) el anclaje proteolitico de los precursores de proteinas virales, el cual es
necesario para el ensamble de los viriones; iii) la sintesis del DNA o RNA viral por las
polimerasas virales; iv) la maduracién del RNA mensajero (mRNA) viral y v) la glicosilacién

de proteinas virales (26).

La primera vez que se administraron antivirales en donde se obtuvieron buenos resultados
fue en la década de los 60’s, cuando Bauer aplicd metisazona (methisazone) a pacientes
expuestos a viruela y Kaufman empled Idoxuridina en pacientes con keratinitis herpética.

A finales de los 70’s y principios de los 80’s, se desarrollé y promovié el aciclovir, que fue
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el primer agente antiviral que se aplicd en pacientes ambulatorios, asi como en casos mas
severos (27). Sin embargo, existen hasta el momento pocos agentes antivirales con baja
toxicidad celular, por lo que la busqueda de nuevos agentes antivirales aun se sigue
desarrollando. A continuacion, se presentan algunas moléculas que han sido aisladas de

organismos invertebrados y tienen efecto antiviral.Invertebrados terrestres

El plasma de la hemolinfa de Heliothis virescens presenta actividad en contra del
nucleopolyhedrovirus de capside sencilla de Helicorverpa zea (HzSNPV), los virus herpes
simplex tipo 1y 2, el virus de estomatitis vesicular, el virus de parainfluenza humana tipo
3, el virus Coxsackie B3 y el virus Sindbis; esta actividad se atribuye a la enzima profenol
oxidasa (PO), ya que cuando se agregan inhibidores de la enzima, como el quelante de
cobre 1-fenil-2-tiourea (PTU) se pierde la actividad antiviral y esta actividad se recupera
cuando se agrega una fraccion cromatografica del plasma que contiene actividad PO (28,
29). Se sabe que la PO reconoce el 1,3-B-glucanos en hongos, el LPS en bacterias gram-
negativas y los péptidoglicanos de las bacterias gram-positivas pero el mecanismo de

reconocimiento o activacion con la presencia de los virus es aun objeto de estudio (29).

Una proteina de aproximadamente 20 kDa, aislada de la hemolinfa de la larva de la polilla,
Lonomia obliqua, se probd en contra de los virus de sarampién, influenza y polio,
observandose que es capaz de inhibir la replicacion de estos virus 1 hr después de la
infeccion (in vitro), lo que indica que puede actuar intracelularmente durante la

replicaciéon del virus o en el momento del ensamble de los viriones (30).

32



La escorpina aislada del veneno del escorpidn Pandinus imperator, presenta actividad en

contra del virus dengue setipo 2 (31).

Ademas moléculas consideradas como “inmunomoduladores” también se han aislado de
invertebrados como es el caso de los aloferones (1 y 2) que son péptidos catidnicos, de 12
y 13 aminodcidos, presentes en la hemolinfa de la mosca, Calliphora vicina. El aloferén 1:
estimula las células NK de sangre periférica humana, induce la sintesis de IFN en modelo
de ratén y células NK de humanos, promueve la sobrevida cuando se reta a los ratones
con virus de influenza A y B, e inhibe o retarda la formacidon de tumores cuando se
inyectan células de linfoma en ratones. De hecho, una terapia basada en aloferén en

contra de HSV, virus de hepatitis B y C estd siendo estudiada (32).

Otra proteina considerada como inmunomudulador es el antigeno recombinante de
Eimeria spp (protozoario), rEA. Esta proteina induce la produccién de IL-12, IL-6, TNF-c,
IFN-y y MCP. Julander y colaboradores, encontraron que el rEA aplicado sélo o junto con
un cdOctel agonista (GMCSF+IFN-y+IL-4+antiCD-40) disminuye los titulos virales en cerebro
y aumenta la sobrevida, hasta un 50% en ratones infectados con virus Banzi, un modelo de
encefalitis por flavivirus en ratones (33). En otro estudio, reportan que el rEA aplicado 36
horas después de un reto con virus Punta Toro, aumenta significativamente la sobrevida

de los ratones y disminuye los titulos virales en suero (34).
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Invertebrados marinos

Entre las moléculas que reportan actividad en contra de virus se encuentra la taquiplesina
del cangrejo cacerola (Tachypleus tridentatus), que mostrd actividad antiviral en contra
del virus influenza A y el VSV (35). El péptido sintético T22, analogo a la polifemusina Il de
Limulus polyphemus, tiene una fuerte actividad en contra del VIH y una relativa baja

toxicidad comparada con el AZT (36).

Un péptido con actividad antiviral fue aislado de extractos del exosqueleto de la langostilla
(Pleuroncodes palnipes), esta actividad se probd en contra del baculovirus AcNPV (37);
ademas extractos musculares provenientes del mismo organismo tienen funcién antiviral
en contra de otros virus como el virus Aujeszky (herpes porcino), virus LPM (rubulavirus

porcino), el virus de influenza aviar, todos estos ensayos fueron realizados in vitro (38).

Las peneidinas son una familia de péptidos antimicrobianos aislados originalmente de
hemocitos de camarén blanco del Pacifico (Litopenaeus vannamei), pero también se
encuentran en L. setiferus. Esta familia presenta una estructura Unica de dos dominios y
hasta ahora se han descrito cuatro clases de peneidinas, que incluyen en su secuencia
lider un dominio rico en prolina y otro rico en cisteina, con una distribucion de cisteinas
muy conservada, también presentan un motivo Pro-Arg-Pro. Esta familia presenta una
actividad antimicética y contra bacterias gram-positivas (2, 39). Ademas, aunque no se ha
demostrado la presencia del péptido, se ha logrado observar un aumento en la expresion

del RNA mensajero cuando se reta a los camarones con virus de la mancha blanca (40).
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Una molécula de 440 kDa proveniente de extractos tisulares del cangrejo azul (Callinectes
sapidus) presenta actividad en contra de diferentes virus, pero el mayor efecto fue contra
el virus Sindbis (41). Dos fragmentos de defensinas del mejillon (Mytilus galloprovincialis)
disminuyen la infeccion de las células MAGIC-5B por el VIH-1 por mas del 70% y este
efecto fue observado cuando los fragmentos se preincuban con el virus (42). Otras dos
moléculas aisladas del mejillon (M. galloprovincialis) son la mitilina y la miticina; la
primera puede inhibir in vitro la infeccion por el WSSV y la miticina se probd en contra del

VHSV y el IPNV observando 85y 75 % de inhibicion, respectivamente (43).

La hemolinfa del abulén, Haliotis laevigata y H. rubra, tiene efecto en contra del HSV-1,
este efecto es mayor cuando la hemolinfa proviene de animales silvestres en comparacion
con la obtenida de animales de granja y la diferencia se puede deber a que los abulones
en granjas estan sometidos al estrés del manejo y la explotacién, ademas su alimentacion
es a base de dietas artificiales, mientras que los abulones silvestres ademas de comer
algas (de las cuales también se han aislado moléculas con actividad antiviral) viven en un
ambiente en el que tienen constante contacto con microorganismos lo que estimula el
sistema inmune de los animales (44). También, la hemolinfa de la ostra, Cassostrea gigas,

presenta actividad en contra del los virus de HSV, IPNV, VIH-1y el colifago T3 (45, 46, 47).

En otro estudio la hemolinfa de 5 especies de moluscos se probé en contra del virus HSV-
1, in vitro; en donde el extracto acido de la hemolinfa de Cerastoderma edule fue la
fraccidn mas activa, otras fracciones provenientes de Ostrea edulis y Buccinum undatum,
también presentan una alta inhibicidn, pero estas son también mas toxicas para las células

Vero (48).
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Planteamiento del problema

La mayoria de los trabajos en los que se reporta la presencia de moléculas con actividad
contra patdogenos o la sintesis de péptidos antimicrobianos se han realizado en
artropodos, dejando de lado a los equinodermos que, junto con los hemicordados y
xenoturbelidos, son los invertebrados que se encuentran mas relacionados a los cordados,
formando el grupo de los deuterostomados. Ademas, los efectos mas estudiados son el

anti-bacteriano o el anti-micético, dejando de lado la defensa en contra de los virus.

Los antecedentes muestran que moléculas aisladas de invertebrados marinos, tienen
actividad en contra de diferentes virus, incluyendo aquellos que no los infectan de forma
natural (virus de vertebrados). Ademas conociendo que algunos antivirales tienen algun
efecto secundario en el organismo al que se le aplica, la busqueda y caracterizacion de
nuevas moléculas con actividad antiviral nos ayudara a aumentar el arsenal terapéutico
con la finalidad de controlar y combatir eficazmente la infeccion con el fin de evitar la

propagacion de enfermedades virales.

Justificacion

La busqueda de moléculas que intervienen en la defensa en invertebrados en contra de
los virus nos puede ayudar a proponer nuevos candidatos a farmacos, debido a que en
estos organismos una de las estrategias inmunoldgicas fue desarrollar moléculas que

reconocen PAMPs en un gran numero de patdgenos. Suponiendo que estos PAMPs se
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conservan dentro de las familias de microorganismos, las moléculas aisladas de los
invertebrados no sélo pueden servir en contra de sus agentes especificos, sino que
también se pueden emplear en contra de otros virus, como aquellos que infectan a los
vertebrados. Ademas hasta el momento existe un nimero limitado de antivirales. Por esto
la busqueda de nuevas moléculas que puedan actuar en contra de los virus ampliara

nuestro arsenal de estrategias y posibilidades de resolver las enfermedades virales.

Hipotesis

Si en otros invertebrados marinos se han encontrado moléculas que actuan en la defensa
en contra de los virus, en los equinodermos (erizo de mar) también se pueden identificar

moléculas que presenten actividad antiviral.

Objetivos

General

Determinar si el liquido celémico del erizo de mar, Tripneustes depressus, tiene actividad

antiviral.

Particulares

1. Probar el liquido celdmico de T. depressus contra el virus de la rabia (cepa PV; RNA

de polaridad negativa) y el virus Aujezsky (herpes porcino) (cepa Barta: DNA de

37



doble cadena), empleando pruebas de neutralizacién y/o inhibicién de la

replicacién viral.

2. Purificar y caracterizar la(s) proteina(as) o péptidos con actividad antiviral.

3. Verificar que las moléculas aisladas no tengan efecto citotodxico, in vitro.

Materiales y métodos

En la figura 7 se muestra un esquema general de la estrategia de trabajo, desde la toma de

muestra hasta los ensayos in vitro y bioquimicos.

Figura 7. Diagrama de flujo con la estrategia de trabajo.
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Area de recolecta y toma del liquido celémico (LC)

Se realizaron dos recolectas (8 al 13 mayo y 30 de noviembre al 2 de diciembre del 2007) a
la Bahia de los Muertos, Baja California Sur, México (figura 8). Aproximadamente, 50
erizos fueron recolectados uno a uno con la mano. Los erizos se matuvieron cerca de la
playa entre las rocas y sumergidos en el agua hasta que se les tomd la muestra. Para
obtener el LC se introdujo una jeringa de 10 ml por la boca y se aspird (entre 10y 15 ml de

LC por animal). Después de esto los erizos se regresaron al mar.

Figura 8. Mapa donde se muestra el sitio de recolecta (Ensenada de Muertos, BCS) de los erizos de mar,

Tripneustes depressus.
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El LC se mezclé se mantuvo en frio en la playa y posteriormente en congelacion (-20° C)
hasta su arribo al laboratorio en donde se descongeld y centrifugd a 2000 xg durante 10" a
4° C. El sobrenadante se filtr6 con membranas de 0.45 y 0.20 um. Después, se hicieron
alicuotas de 50 ml y se almacenaron a -70° C hasta su uso. Antes de usar, cada alicuota el
LC se concentrd por centrifugacién usando tubos Amicon® Ultra 15 3K MWCO (Millipore,

UFC900324) a 5000 xg durante 30" a 20° C.

Inactivacion por calor

El liguido celédmico se inactivd por calor bajo dos condiciones: 56° C por 30’ (condiciones
empleadas para inactivar las moléculas del complemento en sueros de varias especies de
vertebrados) y 72° C por 20’ [condiciones empleadas por Galvez et al. (2011) para
desnaturalizar proteinas de alto peso molecular (37)]. Posteriormente, se centrifugd a 11
200 xg durante 10’ a 4° C. Se separ6 el sobrenadante (SN) del precipitado (PP) y este

ultimo se resuspendid en la mitad del volumen inicial con PBS pH 7.4.

Se hizo el ensayo de citotoxicidad por MTT para todas las muestras (nativa e inactivadas a
distintas temperaturas), ademas de los ensayos de inhibicion para los virus Aujeszky y de

la rabia. Todos descritos a continuacion.

Ensayo de citotoxicidad

Se evalué la citotoxicidad del LC nativo e inactivado por calor a distintas temperaturas por
el ensayo de reduccion metabdlica del bromuro de MTT por la enzima mitocondrial

succinato deshidrogenasa. El producto de la reduccién del MTT son cristales de formazan
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y la cantidad de estos es proporcional a la cantidad de células vivas; el ensayo se realizd de
acuerdo con el método de Mena y colaboradores (49). Brevemente, en una placa de 96
pozos se colocaron 100 pl de medio de cultivo (Glasgow 1X sin suero) y se hicieron ocho
diluciones dobles seriadas del LC iniciando con 50 pg en 100 pl. Posteriormente, se
sembraron 30 000 células/pozo y se incubaron por 48 hrs (para las células BHK-21) y 72
hrs (para las células MDBK) a 37° C con 5% de CO, y atmodsfera humeda; esto es,
simulando las condiciones de los ensayos de infeccion. Transcurrido el tiempo se descarto
el sobrenadante y se agregaron 50 ul de medio de cultivo sin suero mas 10 ul de solucion
de MTT (5 g/L) por pozo. La placa se incubd a 37° C en agitacion por dos horas y al
terminar el tiempo se centrifugd a 2000 xg por 10°. Se descartd el sobrenadante, se
agregaron 50 pl de DMSO (dimetil sulféxido) y se puso en agitacion por 15’ a temperatura
ambiente, para disolver los cristales de formazan (producidos sdlo en las células vivas). Al
final se midid la absorbancia en un lector de microplacas (DYNATHEC MR 5000) a 570 nmy
se calculd el porcentaje de viabilidad comparando con los controles (control de células,
100% de viabilidad). Para control de toxicidad las células se trataron con triton 100X al 1%
en PBS pH 7.4 antes de adicionar el MTT mas medio de cultivo. Los ensayos se realizaron

por duplicado.

SDS-PAGE y cuantificacion de proteinas por Bradford

Para visualizar los componentes de origen proteico que contiene el LC se realizaron geles
de acrilamida al 12.5%. En la tabla 2 se muestra la conformacion de los reactivos para

preparar los geles.
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Se cargaron 20 pg de muestra + 5 pl de buffer de carga 5X. Como referencia se usaron 5 pl
de PageRuler™ Plus (Fermentas, #SM1811). Se empled el buffer de corrida (Tris-SDS pH
8.3) y las muestras se corrieron a 15 mA hasta que entraron al gel de resolucién y después
a 30 mA durante hora y media a dos horas, hasta que el frente de corrimiento se saliera

del gel.

Tabla 2. Composicion de los geles de resolucion y empaque en el SDS-PAGE.

Reactivo Gel de resolucion Gel de empaque
al12.5%
Acrilamida/bis-acrilamida
(30/0.8%) 4.7ml 1.3ml
Buffer de resolucién pH 8.8 3ml -
Buffer de empaque pH 6.8 - 1.25ml
Agua bidestilada 3.2ml 7ml
SDS 10% 120ul -
NaCl 20% 240ul -
APS 10% 60ul 50ul
TEMED 12l sul

Después del corrimiento el gel de acrilamida se sumergié en una solucién de fijacidon
(metanol: acido acético: agua bidestilada; 50:10:40) por 30’ a temperatura ambiente.
Posteriormente, se tifié con una solucién de azul de Coomassie 250, durante toda la noche
a temperatura ambiente y se destifié con la solucién decolorante (metanol: acido acético:
agua bidestilada; 30:30:40), hasta que se distinguieron las bandas de proteinas. Para la
tincién con nitrato de plata se utilizo el kit “Silver stain plus” (BIO-RAD, 161-0449) de

acuerdo con las instrucciones recomendadas por el fabricante.

La cantidad de proteinas contenidas en el liquido celémico se cuantificd por el método de

Bradford (50) en la modalidad de microensayo para tratar de optimizar las muestras. Esta
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técnica se basa en que el azul de Coomassie (colorante base del reactivo) se une
principalmente a aminoacidos con residuos basicos y aromaticos (especialmente arginina),
asi da un cambio de color que se puede leer a 595 nm; el complejo colorante proteina es
estable durante una hora y en un modelo con albumina se observé que el coeficiente de
extincidn fue contante por mas de 10 veces la concentracidn, por lo que se puede aplicar
la ley de Beer-Lambert para poder determinar la cantidad de proteina en una solucién
(50). En un placa de 96 pozos se colocd primero una curva de referencia con y-globulina
(Bio-Rad, No. de catalogo 500-0005) que inicid con una concentracién de 1.52 pg/ul
llegando hasta 12.56 pg/ul y se ajusté a 10 pl con solucion salina (0.9% de NaCl). Se
hicieron diluciones 1:2 y 1:10 de las muestras con solucién salina (0.9% de NaCl) y se
agregaron 10 ul de cada dilucién por pozo. Tanto las muestras como le curva de referencia
se colocaron por duplicado en la placa de 96 pozos. Posteriormente, se adicionaron 190 pl
de solucién de Bradford (Bio-Rad, No. de catalogo 500-0006) (la cual fue diluida
previamente a 1X con agua bidestilada y filtrada para quitar cualquier precipitado o
impureza). Una vez que se colocod la solucién de Bradford en la placa esta se cubrié de la
luz y se incubd por 10" a temperatura ambiente, al finalizar el tiempo se leyd la

absorbancia a 570 nm en un lector de microplacas (DYNATHEC MR 5000).

Para estimar la concentracion de proteina en cada muestra se hizo una correlacién entre
absorbancia y cantidad de proteina con la curva de referencia, en donde para que el
ensayo sea valido el coeficiente de correlacion (r’) debe de ser mayor o igual a 0.98; asi
con la formula de la recta, y=Ax+B se determind la concentracién de la proteina donde y,

es la absorbancia a 570 nm; A, es la pendiente; x, es la concentracion de la muestray B, es
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la ordenada al origen. Esta correlacién sélo se mantiene dentro los valores maximo y
minimo de la curva de referencia, si la lectura a 570 nm de las muestras se encontraba por
arriba o por debajo de los valores de referencia se hicieron mds diluciones o puso la

muestra mds concentrada, segln fuese el caso.

En los casos en donde al colocar la muestra sin diluir nos dio lecturas por debajo del valor
minimo de la curva de referencia, se utilizé6 el método de absorbancia a 280 nm (luz UV)
para determinar la concentracion de proteina. Las lecturas se hicieron en un biofotémetro

(Eppendorf).

Andlisis Bioquimico

En la literatura no se encontraron antecedentes sobre la composicion del LC se hizo un
analisis bioquimico en un equipo para analisis clinicos marca HITACHI P800 para
determinar la cantidad de colesterol, triglicéridos, glucosa, N urea y diferentes iones como
Ca®*, Mg?*, Na*, K" y CI*, tanto en las muestras nativas como en las inactivadas (SN o
fraccién termoestable). Ademas se determind el pH con un potencidmetro (BECKMAN

®360).

Ensayo de hemaglutinacion

Ademas como parte de la caracterizacion del LC completo, también se realizd un ensayo
de hemoaglutinacién (descrito a continuacidén) con eritrocitos de distintas especies para
conocer si habia alguna molécula (tipo lectina) que aglutinara de manera preferencial las

células y tratar de caracterizar mejor lo que contiene el liquido celémico.
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Primero, de cada especie (conejo, cuyo, humano “O” Rh(+), murciélago, rata y ratén) se
tomaron entre 2 y 5 ml de sangre completa en solucién de Alsevers (vol/vol), se mezcld y
se centrifugd a 250 xg por 10’, cada muestra se lavo tres veces con 3 ml de PBS pH 7.4. Al
final quedd el botdn de celular y se prepard una solucién al 0.5% de eritrocitos en PBS pH
7.4 (50 pl de eritrocitos en 10 ml de PBS) y se mantiene a 4° C en lo que se hacen las

diluciones de la muestra.

En una placa de 96 pozos con fondo en “V” (Sarsted, 82.1583) se realizaron 12 diluciones
dobles del LC con PBS pH 7.4 como diluyente e iniciando con el LC sin diluir (50 pl).
Después se agregaron 50 pl de la solucidn de eritrocitos al 0.5% y se dejo incubar una hora
a temperatura ambiente. Pasado este tiempo se realizaron las observaciones para saber

hasta que dilucidn y de que especie el LC aglutina los eritrocitos.

Células y virus

Se emplearon las lineas celulares MDBK o NBL-1 (ATCC No. CCL-22) y BHK-21 (ATTC NO.
CCL-10), ambas se mantienen a 37° C con 5% de CO, y atmdsfera humeda. Se empled el
medio Glasgow (Invitro SA, MEO055), suplementado con antibidtico-antimicético 1X
(Invitro SA, A07), 1.1% de piruvato de sodio, glutamina 25 mM, HEPES 25 mM vy se ajusta
el pH a 7.2-7.4 con bicarbonato de sodio al 7.5%. Para propagar las células se adiciono
suero fetal bovino (GIBCO®, 16000-044) al 10% y se uso medio sin suero para la

propagacion del virus y los ensayos de infeccion.

El virus Aujeszky (cepa Barta) se propago en las células MDBK de la siguiente manera (51).

A una botella de cultivo celular de 75 cc con una monocapa confluente de células se le

45



descarto6 el sobrenadante y se le inoculé con 5 ml de virus semilla diluido 1:10 con medio
sin suero. Se incubé por una hora a 37° C con 5% de CO, y atmdsfera himeda para que el
virus de adsorbiera. Posteriormente, se retird el inoculo y se le agregaron 15 ml de medio
Glasgow sin suero para incubarla durante 72 hrs en las mismas condiciones. Transcurrido
el tiempo la botella se puso a -70° C y al siguiente dia se descongeld sobre una cama de
hielo. El sobrenadante se clarificd por centrifugacion a 2000 xg por 15 y se hicieron

alicuotas de 1 ml para mantenerlas a -70° C hasta su uso.

Una alicuota de cada lote de virus tituld por placas liticas para conocer para conocer la
cantidad de particulas infecciosas por mililitro y ajustar los ensayos de infecciéon a 80 UFPs

(51).

En el caso del virus de la rabia (cepa PV) se emplearon las células BHK-21 y la propagacién
se hizo del mismo modo que para el virus Aujeszky, sélo que en este caso el cultivo de
células ya infectado se incubd por 48 hrs. El lote de virus también se alicuoto y guardo a -
70° C hasta su uso. La titulacion se hizo por focos fluorescentes para ajustar la solucion de

trabajo a 30 UFFs (52).

Ensayos de inhibicion viral in vitro

Virus Aujeszky. Para determinar si el liquido celdmico tiene actividad en contra de este
virus se realizd un ensayo de inhibicion de la formacion de placas liticas como se describe
a continuacion (51). En una placa de 24 pozos (Corning®, 2471) se sembraron las células
MDBK (aproximadamente 150 000 células/pozo) con medio Glasgow suplementado con

10% de SFB, para obtener una monocapa a las 24 hrs de incubacién a 37° C con 5% de CO,
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y atmédsfera himeda. Posteriormente, se retiro el sobrenadante, las células se lavaron tres
veces con 500 ul de PBS pH 7.4 y se agregd una mezcla que contiene 63 pg en 150 pl de LC
mas 80 UFPs en 150 pl de virus Aujeszky. La placa se incubd durante una hora a las
mismas condiciones del cultivo celular. Después se descartd el sobrenadante, las células
se lavaron tres veces con 500 ul de PBS pH 7.4 y se agregé un mililitro de medio Glasgow

sin suero + 0.75% de carboximetilcelulosa.

Asi, la placa se incubd durante 72 hrs a 37° C con 5% de CO, y atmdsfera humeda,
transcurrido este tiempo se agregaron 400 pl/pozo de formaldehido al 10% con PBS pH
7.4 para fijar las células y se incubd por 45’ a temperatura ambiente. Después se retird el
sobrenadante, se agregaron 400 pl/pozo de cristal violeta 0.3% y se incubd por 15 a
temperatura ambiente para tefiir el tapiz celular y poder distinguir mejor las placas liticas.
Finalmente, se descartd el colorante, la placa se lavd con agua corriente (hasta que el
agua descartada saliera transparente) y de dejé secar por unos minutos para poder
observar y contar las placas liticas en un microscopio estereoscépico (ZEISS, Stemi 2000).

Todos los ensayos se realizaron por triplicado.

Virus de la rabia. Para conocer si el LC puede inhibir la infeccion de las células BHK-21 por
el virus de la rabia (cepa PV) se realizé la prueba rdpida de deteccién de focos
fluorescentes. Este ensayo es la prueba de oro, recomendada por la OMS, para observar
neutralizacion del virus in vitro; ademas esta prueba nos permite dar un estimado de la
actividad, ya que el resultado se expresa en Ul/ml, por que se compara contra un suero de

referencia con concentracion conocida (52). Como suero de referencia se empled

47



inmunoglobulina humana antirrabica (Berirab®) ajustada a 10 Ul/ml. La OMS establece

como nivel minimo protector el valor de 0.5 Ul/ml.

Brevemente, en una placa de 96 pozos de fondo plano (NUNC, 167008), se colocaron 100
ul/pozo de medio Glasgow sin suero como diluyente, excepto en los pozos de control de
células a los cuales se les agregaron 150 pl de medio sin suero. Se realizaron ocho
diluciones triples de cada muestra, iniciando con una concentracién de 35 pg de LC en 50
pl. Como suero de referencia se empled inmunoglobulina humana antirrabica ajustada a
10 Ul/ml (Berirab*P Aventis-Behring). Después se agregaron 50 pl/pozo de virus rabico
que presentaba un titulo de 30 UFFs, en todos los pozos excepto en el control de células.
La placa se incubd por 1 hr a 37° C en atmdsfera himeda con 5% CO,. Al término de la
incubacién, se agregaron 30 000 células BHK-21 en cada pozo y se volvio a incubar la placa

en las mismas condiciones, ahora durante 48 hrs.

Posteriormente, se descarté el sobrenadante de la placa y para fijar las células se
utilizaron 55 pl/pozo de Cytofix/Cytoperm (BD®, 554714) incubando la placa durante 45’ a
4° C. Después se descarto esta solucidn y se adicionaron 60 ul/pozo de un anticuerpo
antirrabico monoclonal conjugado a fluoresceina (FUJIREBIO Diagnostics, Inc) diluido 1:64
con PBS pH 7.4 + BSA al 0.5%. La placa se incubd durante 45’ a 37° C en atmdsfera
himeda, se lavd con agua corriente y se le adicionaron 80 ul de liquido de montaje
(glicerol:PBS, v/v a pH 8.3). Por ultimo, se observd en el microscopio invertido de larga
distancia focal con ldmpara UV (OLYMPUS, IMT-2) para realizar el conteo de focos
fluorescentes. Para calcular las Ul/ml de cada muestra (como reflejo de la neutralizacion

del virus) se empled el método de Reed and Muench (54). Para calcular el porcentaje de
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inhibicion de la infeccion se considero sélo la dilucidon 1:3 de las muestras, que es la
condicién en la que esta mas concentrado el liquido celomico y nos permite hace la

comparacion en porcentaje con el suero de referencia. El ensayo se realizd por triplicado.

Curva dosis-respuesta

Para conocer la cantidad de LC que inhibe a los virus se realizaron curvas dosis-respuesta.
Se hicieron diluciones seriadas dobles del LC iniciando con 33 pg y hasta 0.6 ug en el caso
del virus Aujeszky y para el virus de la rabia se realizaron diluciones seriadas triples,
iniciando con 42 pg y hasta 10.5 ug. Las pruebas se realizaron en las mismas condiciones
qgue los ensayos de inhibicién, previamente descritos. Las pruebas se realizaron por

triplicado para cada virus.

Determinacion del momento del ciclo viral sobre el cual actua el LC

Para tratar de identificar el parte del ciclo viral el LC inhibe al virus Aujeszky y el virus de la

rabia se realizaron los siguientes experimentos:

i) Pre-infeccion. El LC se agregd sobre una monocapa de células (MDBK o BHK-21) y se
incubd por una hora a 37° C. Después el LC se descartd y se sustituyd con virus, Aujeszky o
rabia segun sea el caso, para volver a incubar durante una hora a 37° C. Por ultimo, el virus
se descartd y se agregd medio Glasgow sin suero para una incubacion final de 48 o 72 hrs
segun el virus. En el caso de la placa de células MDBK al final se agregd medio Glasgow +
0.75% de carboximetilcelulosa. En este caso el LC podria actuar sobre el receptor del virus

en la célula.
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ii) Neutralizacion. En un tubo tipo eppendorf de 1.5 ml se hizo una mezcla de LC + virus
(Aujeszky o rabia) y se incubd durante una hora a 37° C. Después la mezcla se agregd
sobre las células respectivas, previamente sembradas en una placa de cultivo y las placas
se incubaron por una hora a 37° C con 5% de CO, en atmdsfera humeda. Pasado el tiempo
la mezcla de LC + virus se sustituyé por medio Glasgow sin suero y las placas se incubaron
por 72 para el virus Aujeszky y 48 hrs para el virus de la rabia. En este caso el LC actua

antes de la entrada del virus a la célula.

iii) Post-infeccion. El virus (Aujeszky o rabia) se incubd durante una hora sobre una
monocapa de células (MDBK 6 BHK-21, respectivamente). Después el virus se descartd y
se agrego el LC para volver a incubar por una hora. Finalmente, se retird el LC y se agrego
medio Glasgow sin suero + 0.75% de carboximetilcelulosa para incubar durante 72 hrs
(virus Aujeszky) o 48 hrs (virus de la rabia). Aqui el LC podria actuar en algun paso de la

replicacion viral.

El método de revelado se hizo conforme lo previamente descrito y todos los ensayos se

realizaron por triplicado con sus respectivos controles de células y virus.

Determinacion del tipo de actividad (directa o indirecta)

Para saber si el efecto antiviral del LC es directo (necesita estar presente en la solucién) o
indirecto (el LC estimula a las células para producir alguna otra molécula que tenga la

accion antiviral) se realizo el siguiente ensayo.
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En una placa de 6 pozos (Corning® 3473) que contenia una monocapa de células
previamente lavada tres veces con PBS pH 7.4 (BHK-21 para el virus de la rabia y MDBK
para el virus Aujeszky) se agregaron 500 pl/pozo de LCy se incubd durante una hora a 37°
C en atmdsfera humeda con 5% de CO,. Transcurrido este tiempo, se descartd el
sobrenadante y las células se lavaron tres veces con PBS pH 7.4, se agregaron 2 ml de
medio Glasgow sin suero por pozo y las placas se incubaron a 37° C con 5% de CO, en
atmédsfera humeda durante 48 hrs las células BHK-21y 72 hrs las células MDBK, cada placa
contenia dos pozos controles de células a los que no se les agregd LC. Posteriormente, se

recupero el SN, se hicieron alicuotas de 500 pl y se almacenaron a -70° C hasta su uso.

Después en tubos tipo eppendorf de 1.5 ml se hizo una mezcla de 150 pl de SN de células
MDBK + 80 UFPs/150 pl de virus Aujeszky y 50 pl de SN de células BHK-21 + 30 UFFs/50 pl
y se incubaron durante una hora a 37° C, junto con sus respectivos controles de
sobrenadantes de células sin virus, virus sin LC y LC + virus, en las mismas proporciones.
Posteriormente, las mezclas se agregaron a las placas de cultivo que contenian
monocapas de células, BHK-21 (96 pozos) y MDBK (24 pozos), respectivamente y se
incubaron durante una hora a 37° C con 5% de CO, en atmdsfera humeda. En el caso de
las células BHK-21, al final se agregaron 50 pl/pozo de medio Glasgow sin suero. A partir
de este momento las placas se trataron del mismo modo que en los ensayos de inhibicion

y/o neutralizacion previamente descritos. Todas las pruebas se realizaron por triplicado.
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Andlisis estadistico

Todos los datos fueron analizados con el programa SPSS version 22 empleando un analisis
de varianza de una sola via (one-way ANOVA) para saber si las diferencias entre los grupos
eran significativas(p<0.05) y como prueba post-hoc se uso la prueba de Tukey para

determinar entre que grupos las diferencias eran significativas (p<0.05).

Separacion de la fraccion de liquido celémico (LC) con actividad antiviral

Para empezar a aislar la(s) molécula(s) del liquido celémico responsables de la actividad
antiviral se realizaron varios procedimientos, ya que no se encontraron antecedentes que

nos pudieran orientar para elegir la mejor opcion de purificacion.

Precipitacion con sulfato de amonio

Un método para purificar proteinas con distinta solubilidad es la precipitacion con una
solucion saturada de sulfato de amonio [(NH4),SO4], se hicieron tres precipitaciones
seriadas llevando al LC (previamente concentrado por centrifugacidon con tubos Amicon®
de 10 000 MWCO, 4500 xg, 35’ a 4° C) a concentraciones de 40, 45 y 50% de saturacion. Se
inicio con 6.5 ml de LC y se agregaron 4.33 ml de (NH4),S04 (53) por goteo durante 30’ en
frio (4° C) y con agitacién, después se dejé en reposo durante una hora a 4° C. Después la
solucion se centrifugd a 4500 xg durante 35’ al finalizar se separd el SN del PP y este
ultimo se resuspendid en la mitad del volumen inicial con PBS pH 7.4. EI SN del 40% (4.25
ml recuperados) se sometido de nuevo al mismo proceso para ahora agregar 3.5 ml de

(NH4),SO4 vy que las proteinas precipiten con 45% de la sal. Al final de nuevo se separan el
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SN del PP y se continua el proceso para ahora precipitar las proteinas con 50% de
(NH4),S04 (iniciando con 3.6 ml de SN 45% de LC y agregando 3.6 ml de la solucién
saturada de (NH4),SO4. De cada SN se tomod una alicuota de aproximadamente 2 ml antes
de pasar a la siguiente concentracidon de la sal; asi todas las muestras de SN y PP se
dializaron contra un litro de PBS pH 7.4 durante 72 hrs (con cambios cada 24 hrs)
empleando una membrana de celulosa 12000 MWCO (SIGMA, D9652-100FT). Al final, de
cada muestra se tomaron 200 pl para hacer un gel SDS-PAGE y cuantificar las proteinas
por Bradford, como anteriormente se describid. El resto de las muestra se usé para hacer

las pruebas de inhibicion de cada virus.

Cromatografia de filtracion molecular

Una muestra del liquido celdmico se corrié en una columna de filtracién, Superdex 200 HR
10/30 (Amersham Pharmacia Biotech, 17-1088-01), con la cual se pueden separar
proteinas y péptidos entre un rango de peso molecular de 10 000 a 600 000. Como buffer
de corrida se empleo el recomendado por el proveedor (fosfato de sodio 50 mM pH 7 +
0.15 M de cloruro de sodio). Primero se calibrd la columna con 500 pl de un coctel de
proteinas de distinto PM que contiene: tiroglobulina (669 000 PM), IgG humana (150 000
PM), Ovoalbumina (43 000 PM), Mioglobilina (17 600 PM) y Vitamina B12 (1 355 PM)
(BioRad®) y se corrid con un flujo de 0.25 ml/min, durante 60 minutos. Con esto se obtuvo
un cromatograma con los valores de referencia para poder comparar con el
cromatograma que se obtenga del LC. Después se cargaron 500 pl de LC ( 1.4 mg) y se

corrieron con el mismo buffer de elucion (fosfato de sodio 50 mM + 0.15 M de cloruro de
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sodio) con un flujo de 0.5 ml/min. Se colectaron fracciones de un mililitro para cuantificar

por Bradford, correr un SDS-PAGE y empezar a probar su actividad antiviral.

Resultados

Andlisis bioquimico, cuantificacion de proteinas y visualizacion en SDS-PAGE

El liquido celémico del erizo de mar (Tripneustes depressus) contiene muchas moléculas y
en distintas proporciones, tales como: colesterol (<2 mg/dL), triglicéridos (6 mg/dL),
glucosa (4 mg/dL), nitrégeno ureico (<3 mg/dL), proteinas totales (3.072 pg/uL) y distintos
iones como Ca**(30.47 mg/dL), Mg*(9.4 mEqg/L), Na*(481 mmol/L), K’ (12 mmol/L), CI*
(639 mmol/L). En general cuando el LC fue expuesto a 56° y 72° C, la cantidad de
colesterol, triglicéridos, glucosa, nitrégeno ureico, proteinas y los distintos iones no
cambia dramadticamente en los SNs, como se puede observar en la tabla 3. El pH del LC

(original o SNs de ambas temperaturas) fue de 7.4.

Por el contrario, en los PPs de ambas temperaturas sélo cinco componentes se lograron
detectar: glucosa, nitrégeno ureico, proteinas, Na* y cl%, pero la mayoria siempre en
cantidades menores que en las de su respectivo sobrenadante (de 56 o 72° C). Sélo la
cantidad de nitrégeno ureico fue mayor en los PP que en los SN (ejemplo, 1.3 vs <0.5
mg/dL en la muestra expuesta a 72 °C) (tabla 3). En lo que respecta a las proteinas, es
importante mencionar que la cantidad en los PPs (56 o 72° C) fue muy poca y ademas se

encontraban formando una suspensién, mas que una solucion (es decir eran insolubles).
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De hecho la deteccion de proteinas en estas muestras se hizo por absorbancia a 280 nm,

porque por el método de Bradford fueron negativas y formaban precipitados.

Tabla 3. Andlisis bioquimico del liquido celémico y las fracciones (SN y PP) obtenidas de la inactivacién por

calor a56y 72° Cy centrifugacién a 11 200xg.

*|la determinacidon de proteinas en estas muestras se hizo por absorbancia a 280 nm, por Bradford fueron

negativas.

Las proteinas contenidas en el LC se pueden observar en el SDS-PAGE al 12.5% (figura 9).
El LC original se obtiene de los erizos (después de ser clarificado y filtrado) tiene
aproximadamente 0.3072 pg/ul (figura 9, carril 2); cuando fue concentrado en los tubos

Amicon® de 3K MWCO, la cantidad de proteina cambio a 3.072 pg/ul (figura 9, carril 3),
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debido a que se redujo el volumen (de 50 ml de LC original a 5-6 ml de LC concentrado) y

fue asi como se uso lo siguientes ensayos.

Las diferencias entre los SNs y los PPs de ambas temperaturas (56 y 72° C), se pueden
observar en los carriles 4 al 7. Los SNs o fracciones termoestables conservan cuatro
proteinas (figura 9, carriles 4 y 6): una de =25 kDa, dos entre 55 y 72 kDa y una de =150
kDa, ésta ultima es claro que se conserva sélo en los SNs. Mientras en el PP de 72° C
(figura 9, carril 7), hay dos bandas: una de =40 kDa y otra de =45 kDa que sdlo se

encuentran en esta muestra.

Figura 9. SDS-PAGE al 12.5% del liquido celdmico (LC) de Tripneustes depressus, tefiido con azul de
Coomassie. 1, marcador molecular (Fermentas, #SM1811); 2, LC original; 3, LC concentrado con los tubos
Amicon® 3k MWCO; 4, SN del LC calentado a 56° C; 5, PP de la misma temperatura; 6, SN de LCa72°Cy 7,
PP delLCa72°C.
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Ensayo de hemaglutinacion

Los resultados de este ensayo se expresan de manera semi-cuantitativa, comparando
entre las diferentes especies del efecto del LC. Se encontré que el LC de erizo de mar
aglutina los eritrocitos de rata hasta la dilucion 1:16 (+++) y los de humano tipo “O” Rh (+)
hasta la dilucion 1:4 (++) (tabla 4). También se observdé un efecto de lisis sobre los
eritrocitos de conejo hasta la dilucién 1:256 (+++) y en menor grado en los de humano

(dilucidn 1:2, +). En los eritrocitos de las otras especies no hubo efecto alguno.
Tabla 4. Hemaglutinacién de eritrocitos de distintas especies por el liquido celémico del erizo de mar,

Tripneustes depressus. Entre paréntesis se muestra la mayor dilucién a la que se observd el efecto

correspondiente.

Citotoxicidad del liquido celomico a las lineas celulares MDBK y BHK-21

Se realizo el ensayo de MTT para asegurar que la de inhibicion de los virus por el LC no sea
un efecto de la toxicidad en el cultivo celular por el mismo LC. Se encontré que el LC es

téxico para ambas lineas celulares, pero lo es mas para las células MDBK. Con 50 pg de LC,
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las células MDBK presentan un 55% de viabilidad, mientras que las BHK-21 tienen un 90%.
Sin embargo, el efecto toxico del LC hacia las células se puede eliminar cuando se calienta
(tanto a 56 como a 72° C), ya que con la misma cantidad (50 ug), la viabilidad de ambas

lineas celulares es del 100% (figura 10).

Figura 10. Viabilidad de las lineas celulares MDBK (A) y BHK-21 (B) con distintas cantidades de liquido
celémico (LC, barras blancas); SN de 56° C (barras color oscuras) y SN de 72° C (barras color claro). CC,
control de células (sdlo medio); CT, control de toxicidad. La cantidad de LC ensayada se indica en el eje de las

abscisas. Los ensayos de realizaron por duplicado.

Actividad antiviral del liquido celdmico (LC) en contra del virus Aujeszky y el virus de la

rabia

En el caso del virus Aujeszky, el control de virus formd 63 placas liticas por pozo (promedio
de tres ensayos) y cuando se le agregaron 33 ug de LC se logré una inhibicién del 57%
(figura 11). En el caso del virus de la rabia, con 21 pg se inhibid el 93% de la infeccion de
las células, lo que equivale a menos 0.5 Ul/mly con 31 pg de LC el porcentaje de inhibicidn
fue mayor al 93% logrando asi 0.8 Ul/ml (nivel mayor al minimo establecido por la OMS)

(figura 11).
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Figura 11. Efecto del liquido celdmico (LC) del erizo de mar (Tripneustes depressus) en contra del virus
Aujeszky (A) y el virus del rabia (B). Se probaron diferentes concentraciones de LC (ug). CV, control de virus;

SR, suero de referencia. Los ensayos se hicieron por triplicado.

Efecto de la temperatura sobre la actividad antiviral del liquido celomico

El LC original tiene actividad antiviral pero fue téxico para las lineas celulares en
concentraciones mayores a 25 pg/ ul, esta toxicidad se elimind calentado el LC a 56° y 72°
C; por lo que también se probd si este tratamiento afecto la actividad antiviral del LC.
Como se puede observar en la figura 9, en los carriles 4 al 7 existen algunas diferencias en
el patréon de bandas entre los sobrenadantes (carriles 4 y 6) y los precipitados a ambas

temperaturas (carriles 5y 7).

En la figura 12 se observa que el efecto antiviral es termoestable, es decir se conserva en
los SNs de ambas temperaturas (56° y 72° C). Para el virus Aujeszky se logré hasta un 72%
de inhibicion en los SNs , mientras que los PPs inhiben sélo el 30% en el caso de 56° Cy
21% para 72° C, este efecto puede ser residual, ya que al separar las dos fases aunque se

realiza con cuidado siempre se quedan, aproximadamente, entre 10 y 15 ul junto con el
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boton (figura 12 y 14A). La inhibicion observada con el LC, SN56 y SN72 fue significativa

compara con el PP72 (p<0.001), mientras que con el PP56 no fue asi.

En contra del virus de la rabia el efecto fue mas claro, ya que los SNs de 56° y 72° C,
conservaron el mismo nivel de inhibicion que el LC (97%) (figura 13 y 14B). Cuando se
calcularon las Ul se encontré que el SN72 se tenia un mayor nivel de neutralizacion 0.4
Ul/ml, mientras que SN56 mostré sdlo 0.3 Ul/ml. El efecto de inhibicion de los
precipitados fue casi nulo para las dos muestras (6 y 1% a 56° y 72° C, respectivamente 6 0
Ul/ml para ambos casos). En este caso las diferencias entre el LC, SN56 y SN72 comparada

con ambos precipitados fue significativa (p<0.001) (figura 14B).

Figura 12. Fotografias de la inhibiciéon de la formacidn de placas del virus Aujeszky sobre las células MDBK
por el liquido celémico (LC), la fraccidn concentrada (>3k) y las fracciones resultado de la inactivacion por

calor a 56° C (SN56 y PP56) y 72° C (SN72 y P72).
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Figura 13. Fotografias de los focos fluorescentes que formados por el virus de la rabia en las células BHK-21y
su inhibicidn por el sobrenadante del liquido celémico inactivado (SN72). CV, control de virus; SR, suero de

referencia.

Figura 14. Efecto antiviral del los sobrenadantes (SNs) y precipitados (PPs) del liquido celémico (LC) expuesto
a 56° durante 30’ 6 72° C durante 20'. A, efecto contra virus Aujeszky; CV, control de virus. B, efecto contra

el virus de la rabia. SR, suero de referencia.

Determinacion del momento del ciclo viral en el cual actua el liquido celomico

Para empezar a dilucidar como el LC inhibia la infeccidn del virus en las células, se hicieron
distintas incubaciones (combinando los componentes). El mejor efecto se encontrd
cuando se incuba primero el LC con el virus (neutralizacion) por una hora y después se
agrega a las células. Para el virus Aujeszky se encontré que el tratamiento de
neutralizacion inhibia hasta en un 68% la infeccidon de las células, mientras que con los

tratamientos de pre- y post-infeccion se observo sélo un 0 y 8%, respectivamente; ademas
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la diferencia en la formacidn de placas liticas entre la neutralizacion y los tratamientos de

pre- y post-infeccién fue estadisticamente significativa (p<0.05) (figura 15y 16A).

Para el virus de la rabia el caso fue el mismo, la mejor inhibicién se encontré cuando se
neutraliza el virus (68% de inhibicidn, 0.6 Ul/ml) en contra de 24% o 8% para pre- y post-
infeccidn, respectivamente (0 Ul/ml) y la diferencia entre la neutralizacion y los
tratamientos pre- y post-infeccién fue significativa (p<0.05) (figura 16B). Con esto se
concluye que el LC se esta uniendo al virus o neutralizandolo es decir, actia en los

primeros momentos de la infeccién impidiendo la entrada del mismo a las células.

Figura 15. Fotografia de las placas liticas formadas por el virus Aujeszky en las células MDBK. V+Cel, post-
infeccion; Cel+LC, pre-infeccidn y V+LC, neutralizacién. V, virus; Cel, células, LC, liquido celdmico. Las flechas

sefialan algunas de las placas liticas en los pozos.
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Figura 15. Momento de accién del LC en contra de los virus (A) Aujeszky y (B) de la rabia. En el eje de las
abscisas se muestra el tratamiento y el eje de las ordenadas el porcentaje de inhibicidn. Pre-infec, pre-

infeccion; post-infec, post-infeccién; CV, control de virus; SR, suero de referencia.

¢El liguido celdomico necesita estar presente en la solucion o tiene un efecto tipo

“inmunomodulador”?

Se determind si el efecto del LC es directo (necesita estar presente en la solucién con el
virus y las células) o si el LC es capaz de estimular a las células a que produzcan alguna
otra molécula (tipo interferén) que sea el que inhiba la infeccién (efecto tipo
“inmunomodulador” o indirecto). Se encontré que el efecto del LC es directo, es decir
necesita estar en la solucidn, tanto para el virus Aujeszky como para el virus de la rabia. En
la figura 17A se puede observar que con la presencia del LC se inhibe hasta un 74% la
infeccion de las células, mientras que con los sobrenadantes del LC (SN LC) y del control de

células (SN CC) se observdo menos del 10% de inhibicion (p<0.001).

En el caso del virus de la rabia el efecto fue el mismo, mostrando un 99% de inhibicién en

presencia del LC (0.7 Ul/ml), sélo que con el SN LC se encontré un 73% de inhibicion (0.3
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Ul/ml) y con el SN CC se mostrd un 55% de inhibicidn (0.1 Ul/ml). La diferencia en el efecto
de inhibicién en estas muestras soélo fue significativa entre el SN CC y el LC o SR (figura

178).

Figura 17 . Efecto antiviral del liquido celémico (LC) o del sobrenadante de células expuestas a LC (SN LC). A,
en contra del virus Aujeszky; SN CC, es el control de medio de las células; CV, control de virus. B, en contra

del virus de la rabia. SR, suero de referencia.

Separacion de la fraccidn de liquido celdmico con la actividad antiviral

Precipitacion con sulfato de amonio

Una de la técnicas que se ensayaron para empezar a fraccionar el liquido celdomico y
conocer cual era la fraccion con actividad antiviral fue la precipitaciéon con distintas
concentraciones de sulfato de amonio. En este caso, se hicieron tres precipitaciones
seriadas del 40 al 50% de saturacion de (NH4),S04, sin embargo para ninguno de los virus
(Aujeszky y rabia) se logré determinar una fraccidon en la cual se conservara el efecto
inhibitorio (figura 18). Por el contrario, parecia que habia un barrido en la actividad

antiviral en todas las muestras, mostrando todas las fracciones inhibicidn pero en menor
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grado que la muestra original e incluso el efecto en contra del virus de la rabia variaba
mucho entre un ensayo y otro, haciendo muy variables los valores de inhibicién entre una

pruebay otra (figura 18B).

Figura 18. Inhibicion obtenida con las fracciones de liquido celémico (LC) obtenidas por precipitacion con
(NH,),SO, a distintas concentraciones. A) efecto en contra del virus Aujeszky y B) en contra del virus de la

rabia. SN, sobrenadante; PP, precipitado; CV, control de virus; SR, suero de referencia.

Cromatografia de filtracion molecular

Como otra aproximacion para separar los componentes del liquido celdmico y también
tratando de obtener mds cantidad de muestra en la fracciones colectadas se inicid la
separacion en columna de filtracion molecular. Se empleé una columna Superdex 200 HR
10/30, la cual puede separar moléculas de peso molecular entre un rango de 10 000 a 600
000. En la figura 19A se muestra el perfil cromatografico de la corrida de calibracién con
un coctel de proteinas de peso molecular conocido, esto nos sirvidé de referencia para
estimar el peso molecular de los picos que se observen cuando se corra el liquido

celédmico.
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Figura 19. Cromatogramas obtenidos de la separacion por filtracion molecular del liquido celémico (LC) con
columna Superdex 200 HR 10/30. A, perfil obtenido con el coctel de referencia (BioRad®); 1, tiroglobulina
(PM 669 000); 2, IgA (PM 170 000); 3, 1gG (PM 150 000); 4, ovoalbumina (PM 43 000); 5, mioglobulina (PM
17 600) y 6, vitamina B12 (PM 1 355). B, perfil obtenido con el LC (1.4 mg), los numeros abajo muestran

como se separaron los picos.

Cuando se inyectd el LC (1.4 mg aproximadamente) se obtuvo el perfil cromatografico que
se muestra en la figura 19B, aunque se colectaron fracciones de 1 ml después se
combinaron como se muestra en parte de abajo del cromatograma, para poder separar
los picos en un solo tubo cada uno. Considerando el tiempo de salida de los picos de
referencia (figura 19A) las fracciones 1y 2 del LC (Figura 19B) contienen proteinas con un
peso molecular (PM) >669 000 (tiroglobulina pico 1, 19A); la fraccién 3 tiene
aproximadamente un PM de 669 000. La fraccién 4 entre 600 000 y 150 000; la fraccion 5
tiene un PM de aprox. 65 000; la 6 tiene un PM de alrededor de 43 000. La fraccion 7 es al
perecer la mas abundante y se estima un PM de 1 500, semejante al pico 6 de la vitamina
B12 (figura 19A). Las fracciones 8, 9 y 10 contienen péptidos o moléculas menores a 1 355

de peso molecular (figura 19B).
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De los 10 picos o fracciones obtenidas se corrié un SDS-PAGE al 12.5% y se tifio con nitrato
de plata, porque este método de revelado es mds sensible (detecta de 2-5 ng por banda
de proteina) (figura 19). Asi se lograron distinguir las bandas de cada pico, sin embargo no
se lograron hacer ensayos de actividad antiviral por que no contenian la cantidad minima

que se requiere (al menos 31 pg/ul).

Figura 20. SDS-PAGE al 12.5% de las fracciones del liquido celdmico obtenidas por filtracion molecular. El gel
se tifio con nitrato de plata. PM, peso molecular (Fermentas, #SM1811). Los nimeros de la parte superior
corresponde a cada uno de los picos colectados y marcados en la figura 22B. Las flechas en la parte de la

izquierda sefialan dos de los pesos moleculares (kDa) que se distinguen claramente.

Discusion

En este trabajo se observd que el liquido celémico del erizo de mar, Tripneustes depressus
tiene actividad antiviral, este efecto fue demostrado in vitro en contra del virus Aujeszky

(DNA de doble cadena) y el virus de la rabia (RNA de cadena sencilla y polaridad negativa).

Existen pocos reportes sobre la composicidn bioquimica del liquido celémico de los erizos

de mar. Un estudio en el 2006 (54) determind los niveles de componentes nitrogenados
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en las génadas y el liquido celémico del erizo de mar, Paracentrotus lividus y en el LC en
reporté 90 umol/l de aminoacidos libres, 1.5 umol/I de trimetilamina y 1.9 umol/Igr de
amonio (NH4-N) en los erizos recién capturados. En nuestro caso la prueba para deteccién
de nitrégeno ureico es menos sensible (sélo reportamos <3 mg/dL) y no discrimina entre
estos compuestos nitrogenados, por lo que la comparacién es dificil y necesitamos hacer
determinaciones mas precisas. En lo que respecta la pH del liquido celdmico, en el mismo
estudio hecho por Arafa y colaboradores (54) encuentran valores de pH entre 7.43 y 7.78,
lo que coincide con el valor de 7.4 que observamos en el liquido celémico de Tripneustes

depressus.

Se sabe que algunas moléculas tales como metabolitos secundarios de animales, plantas y
algas tienen actividad en contra de algunos virus. Un ejemplo de estas son el
Gymnocromo D y el Isogymnocromo D, ambos aislados del un crinoideo (Gymnocrinus
richeri), los cuales tienen una potente actividad en contra del virus dengue, reportandose
un efecto de reduccién de focos con dosis menores a 1 pg/ml (<0.89 nM) (55). En el caso
del liquido celémico de T. depressus, son necesarios aproximadamente 30 g para reducir
la infeccion viral mas de un 50%, tanto para el virus Aujeszky como para el virus de la rabia
(figura 10). Si comparamos estos dos estudios debemos tener en cuenta el hecho de que
los gymnocromos son moléculas purificadas y el LC es una solucion que contiene distintas
moléculas, lo cual interfiere en dos cosas, principalmente: i) el efecto en contra de los
virus vy ii) cuando se hace la cuantificacion y en los ensayos se considera que hay 3.072

ug/ul que son proteinas totales y no sélo la moléculas que tiene el efecto antiviral.
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Pan y colaboradores (41) reportaron que una molécula de 440 kDa aislada del cangrejo
azul (Callinectes sapidus) tiene efecto en contra el virus Sindbis y demostraron que ésta
actua sobre la adherencia del virus a la célula. Este mecanismo puede ser el mismo que se
este observando en el efecto del liquido celémico, ya que la mejor inhibicién se encontré
cuando el LC y el virus se incuban primero (neutralizacién) antes de ser agregado a las
células (figura 15). Roch y colaboradores (42) reportan este mismo efecto, cuando
emplean fragmentos de defensina de mejilldn, encuentran la mejor inhibicién en las
mismas condiciones e incluso su accidn mejora cuando se modifica la molécula para que
aumente su carga positiva neta. Esta ultima caracteristica (carga positiva neta) esta bien
documentada en el grupo de los AMPs (56), ya que con esta carga positiva los AMPs
pueden interactuar o unirse a las membranas celulares y virales (las cuales naturalmente
tienen una carga neta negativa) y asi bloquea la adherencia entre ellos. Otro estudio que
apoya esta hipotesis es el previamente reportado por nuestro grupo (37) en el cual la
actividad en contra del baculovirus AcNPV-GFP de un polipéptido aislado de la langostilla
(P. planipes) también mostré la mejor inhibicion cuando el polipéptido y el virus eran
incubados antes de agregase a las células, que es justo el mismo caso y se puede
especular que estas moléculas actian en la unidn virus-células, por desestabilizacién o

bloqueo de receptores, aunque para confirmar esto hacen falta mas estudios.

Por otro lado Olicard y colaboradores (45) demuestran que la hemolinfa de las ostras,
Crassostrea gigas, tiene actividad en contra del VHS-1 y el IPNV in vitro y que para inhibir
el 50% el efecto citopatico se necesitan 425 pg/ml y 156 pg/ml (proteinas totales),

respectivamente. Comparando con la cantidad de LC (en proteinas totales) que se usé

69



para inhibir tanto el virus Aujeszky como el virus de la rabia, en este estudio se estd
agregando de 5 a 10 veces mas la cantidad (proteinas totales), sin embargo esta cantidad
se espera disminuir cuando se purifique el componente responsable de la actividad
antiviral, ya que se eliminara cualquier otro componente que pueda interferir en el efecto.
En este mismo estudio (45) también se menciona que la hemolinfa de la ostra tiene un
mejor efecto cuando se agrega durante las dos primeras horas de la infeccion actuando
quiza durante el proceso de adsorcion celular; el LC como se menciond antes tiene un
efecto tipo “neutralizaciéon”, ya con las pre-incubaciones (1 hora) no se observa una
disminucién de la infeccidn (fig. 15). Otro dato a mencionar en este mismo trabajo es el
hecho de que la hemolinfa de |la ostra necesita estar presente en la solucion (junto con las
células vy el virus) para tener efecto sobre la infeccidn, en el caso del LC también debe de
estar presente (efecto directo) (fig.16) para tener efecto, pero en este caso solo es

necesario estar en contacto con el virus.

En el estudio realizado por Dang y colaboradores (44) se demostré la actividad antiviral de
la hemolinfa de diferentes poblaciones de abulon, encontrando una alta variabilidad entre
individuos y una mejor actividad antiviral en los organismos silvestres. En nuestro trabajo
se elimind la variabilidad entre individuos al hacer desde el inicio de la toma del LC un solo
lote y tratarlo todo del mismo modo, por lo que estas variaciones no las observamos. En lo
gue respecta a la diferencia entre organismos cultivados o silvestres Dang y colaboradores
(44) atribuyen este efecto a la diferencias en la alimentacion, ya que los organismos
silvestres se alimentan de algas y de ellas se han aislado algunos componentes con

actividad antiviral; esta hecho también se debe de considerar en nuestro estudio, ya que
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las algas también son parte de la dieta de los erizos, por lo que se deben de realizar mas
estudios para conocer la naturaleza del inhibidor. Por otro lado, en el mismo estudio se
hace referencia a un estudio previo, en donde se mencionan que quiza el componente
activo de la hemolinfa de abulon sea un azucar, un acido o pequefios péptidos polares
resistentes al calor; este observacién se puede comparar con el efecto que nosotros
observamos en el LC cuando calentamos hasta 72° C y conservamos la actividad antiviral,
por lo que quizd la naturaleza del inhibidor sea semejante a lo encontrado en la hemolinfa

del abulon.

El hecho de que el LC inactivado o fraccion termoestable no afecte viabilidad en las lineas
celulares empleadas en este estudio (MDBK y BHK-21) es un caracteristica a destacar, ya
que uno de los grandes problemas que enfrenta el desarrollo de nuevos farmacos
antivirales es la toxicidad. La importancia de esta caracteristica también se resalta en el
estudio de Defer y colaboradores (2009), donde prueban los extractos acidos de cinco
moluscos y tres de ellos tienen un alto efecto antiviral en contra del virus Herpes simplex
tipo 1, sin embargo dos de los extractos presentaron una alta toxicidad en la linea celular

(VERO) en la que se realizaron los ensayos (48).

El aislamiento y caracterizacién de nuevas moléculas antivirales extraidas de
invertebrados es importante, ya que nos puede ayudar a desarrollar modelos para el
disefio de nuevos farmacos. Podemos aprender mucho de los animales invertebrados, ya
han existido en la Tierra por mas tiempo y han estado en contacto con miles de virus por

lo que han desarrollado diferentes estrategias para poder sobrevivir hasta nuestros dias.
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Conclusion

El liquido celémico del erizo de mar, Tripneustes depressus inhibe la infeccion in vitro del
virus Aujeszky vy el virus de la rabia, este efecto se conserva aun cuando se expone el LC a
72° C durante 20’ (termoestable). El LC tiene un efecto directo, es decir necesitan estar
presente en la solucidn junto con el virus y al parecer puede interferir en la unién virus-

célula para bloquear asi la infeccion celular (neutralizacion).

72



Literatura citada

1.

Iwanaga S, Luel LB. 2005. Recent advances in the innate immunity of the
invertebrate animals. J Biochem Mol Biol. 2: 128-150.

Cuthbertson BJ, Biillesbach EE, Fievet J, Brachére E, Gross PS. 2004. A new class
(penaeidin class 4) of antimicrobial peptides from the Atlantic white shrimp
(Litopenaeus setiferus) exhibits target specificity and an independent proline-rich-
domain function. Biochem J. 381: 79-86.

Brusca RC, Brusca GJ. Invertebrates. 2003. 2a ed. 895 pp

Rast JP, Pancer Z, Davidson EH. 2000. New approaches towards an understanding
of deuterostome immunity. In: Du Pasquier L, Litman GW, eds. Origin and
evolution of the vertebrate immune system. pp. 384

Brockton V, Henson JH, Raftos DA, Majeskel AJ, Kim Y-O, Smith LC. 2008.
Localization and diversity of 185/333 proteins from the purple sea urchin —
unexpected protein-size range and protein expression in a new coelomocyte type.
J Cell Sci. 121: 339-348.

Smith LC, Ghosh J, Buckley KM, Clow LA, Dheilly NM, Haug T, et al. 2010.
Echinoderm Immunity. In: Soderhall ed. Invertebrate Immunity. 301pp

Rast JP, Smith LC, Loza-Coll M, Hibino T, Litman GW. 2006. Genomic insights into
the immune system of the sea urchin. Science. 314: 952-956.

Al-Sharif WZ, Sunyer JO, Lambris JD, Smith LC. 1998. Sea urchin coelomocytes
specifically express a homologue of the complement component C3. J Immunol.

160: 2983-2997.

73



10.

11.

12.

13.

14.

15.

Berthuessen K. 1982. Receptors for complement on echinoid phagocytes. Il.
Purified human complement mediates echinoid phagocytosis. Dev Comp Immunol.
6: 635-642.

Smith LC, Chang L, Britten R J, Davidson EH. 1996. Sea urchin genes expressed in
activated coelomocytes are identified by expressed sequence tags. Complement
homologues and other putative immune response genes suggest immune system
homology within the deuterostomes. J Immunol. 156: 593-602.

Smith LC, Shih C-S, Dachenhausen S. 1998. Coelomocytes specifically express SpBf,
a homologue of factor B, the second component in the sea urchin complement
system. J Immunol. 161: 6784-6793.

Clow LA, Raftos DA, Gross PS, Smith LC. 2004. The sea urchin complement
homologue, SpC3, functions as an opsonin. J Exp Biol. 207: 2147- 2155.

Kerlin RL, Cebra JJ, Weinstein PD, Prendergast RA. 1994. Sea star factor blocks
development of T-dependent antibody secreting clones by preventing lymphokine
secretion. Cell Immunol. 156: 62-76.

HibinoT, Loza-Coll M, Messier C, Majeske AJ, Cohen AH, Terwilliger DP et al. 2006.
The immune repertoire encoded in the purple sea urchin genome. Dev Biol. 300:
349-365.

Ramirez-Gémez F, Aponte-Rivera F, Méndez-Castener L, Garcia-Arraras JE. 2010.
Changes in holothurian coelomocyte populations following immune stimulation

with different molecular patterns. Fish Shellfish Immunol. 29: 175-185.

74



16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

24,

Dheilly NM, Haynes PA, Bove U, Nair SV, Raftos DA. 2011. Comparative proteomic
analysis of the a sea urchin (Heliocidaris erythrogramma) antibacterial response
revealed the involvement of apextrin and calreticulin. J Invert Pathol. 106: 223-
229.

Mokhlesi A, Saeidnia S, Gohari AR, Shahverdi AR, Nasrolahi A, Farahani F et al.
2012. Biological activities of the sea cucumber Holothuria leucospilota. Asian J
Animal Vet Advances. 7: 243-249.

Sea Urchin Genome Sequencing Consortium. 2006. The genome of the sea urchin
Strongylocentrotus purpuratus. Science. 314: 941-952,

Kumar JR, Zi-rong Xu. 2004. Biomedical compounds from marine organisms.
Marine Drugs. 2: 123-146.

Nauwynck H, Glorieux S, Favoreel H, Pensaert M. 2007. Cell biological and
molecular characteristics of pseudorabies virus in cell cultures and in pigs with
emphasis on the respiratory tract. Vet Res. 38: 229-241.

Pomeranz LE, Reynolds AE, Hengartner CJ. 2005. Molecular biology of
pseudorabies virus: impact on neurobiology and veterinary medicine. Microbiol
Mol Biol Rev. 69: 462-500.

Tordo N. 1993. Rhabdoviruses: virus de la rage. In: Virologie Medicales. Ed. R
Crainic, Nicolas J-C. France. 317-333.

Schnell MJ, McGettigan JP, Wirblich C, Papaneri A. 2010. The cell biology of rabies
virus: using stealth to reach the brain. Nature Rev. 8: 51-61.

Lafon M. 2005. Rabies virus receptors. J Neurovirol. 11: 82-87.

75



25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

Balseiro P, Falcé A, Romero A, Dios S, Martinez-Lopez A, Figueras A, Estepa A,
Novoa B. 2011. Mytilus galloprovincialis Myticin C: A chemotactic molécule with
antiviral activity and immunoregulatory properties. PLoS ONE. 6: 23140

De Clercq E. 1982. Specific targets for antiviral drugs. Biochem Immunol. 205: 1-13.
Bean B. 1992. Antiviral therapy: current concepts and practices. Clin Microbiol Rev.
5:146-182.

Ourth DD, Renis HE. 1993. Antiviral melanization reaction of Heliothis virescens
hemolymph against DNA and RNA viruses in vitro. Comp Biochem Physiol B. 105:
719-23.

Popham HIR, Shelby KS, Brant SL, Coudron TA. 2004. Potent virucidal activity in
larval Heliothis virescens plasma against Helicoverpa zea single capsid
nucleopolyhedrovirus. J Gen Virol. 85: 2255-2261.

Greco KN, Mendongca RMZ, Moraes RHP, Mancini DAP, Mendongca RZ. 2009.
Antiviral activity of the hemolimph of the Lonomia oblicua (Lepidoptera:
Saturniidae). Antiviral Res. 84: 84-90.

Carballar-Lejarazu R, Rodriguez MH, de la Cruz Hernandez-Hernandez F, Ramos-
Castaiieda J, Possani LD, Zurita-Ortega M, Reynaud-Garza E, Hernandez-Rivas R,
Loukeris T, Lycett G, Lanz-Mendoza H. 2008. Recombinant scorpine: a
multifunctional antimicrobial peptide with activity against different pathogens. Cell

Mol Life Sci. 65: 3081-3092.

76



32.

33.

34.

35.

36.

37.

Chernysh S, Kim SlI, Bekker G, Pleskach VA, Filatova NA, Anikin VB, Platonov VG,
Bulet P. 2002. Antiviral and antitumoral peptides from insects. PNAS. 99: 12628-
12632.

Julander JG, Judge JW, Olsen AL, Rosenberg B, Schafer K, Sidwell RW. 2007.
Prophylactic treatment with recombinant Eimeria protein, alone or in combination
with an agonist cocktail protects mice from Banzi virus infection. Antiviral Res. 75:
14-19.

Gowen BB, Smee DF, Wong MH, Judge JW, Jung KH, Bailey KW, Pace AM,
Rosenberg B, Sidwell RW. 2006. Recombinant Eimeria protozoan protein elicits
resistance to acute phlebovirus infection in mice but not hamsters. Antimicrob
Agents Chemother. 50: 2023-2029.

Nakamura T, Furunaka H, Miyata T, Tokunaga F, Muta T, Iwanagall S. 1988.
Tachyplesin, a class of antimicrobial peptide from the hemocytes of the Horseshoe
Crab (Tachypleus tridentatus). J Biol Chem. 263: 16709-16713.

Morimoto M, Mori H, Otake T, Ueba N, Kunita N, Niwa M, Murakami T, lwanaga S.
1991. Inhibitory effect of tachyplesin | on the proliferation of human
immunodeficiency virus in vitro. Chemotherapy. 37: 206-211.

Galvez-Romero G, Salas-Rojas M, Hernandez GM, Blanco-Favela F, Aguilar-Setién A.
2011. Anti-baculovirus activity in a protein extracted from the exoskeleton of
Pleuroncodes planipes [Decapoda:Galatheide]. Fish Shellfish Immunol. 31: 482-

484,

77



38.

39.

40.

41.

42.

43,

44,

45.

Galvez RG. 2004. Evaluacion de la actividad antiviral innata amplia de extractos
titulares de langostilla (Pleuroncodes planipes). Licenciatura. Universidad
Auténoma de Baja California Sur. 41 pp.

Destoumieux D, Bulet P, Loew D, Van Dorsselaer A, Rodriguez J, Bachére E. 1997.
Penaeidins, a new family of antimicrobial peptides isolated from the shrimp
Penaeus vannamei (Decapoda). J Biol Chem. 272 : 28398-406.

Rojtinnakorn J, Hirono |, Itami T, Takahashi Y, Aoki T. 2002. Gene expression in
haemocytes of kuruma prawn, Penaeus japonicus, in response to infection with
WSSV by EST approach. Fish Shellfish Inmunol. 13: 69-83.

Pan J, Kurosky A, Xu B, Chopra AK, Coppenhaver DH, Singh IP, Baron S. 2000. Broad
antiviral activity in tissues of crustaceans. Antiviral Res. 48: 39-47.

Roch P, Beschin A, Bernard E. 2004. Antiprotozoan and antiviral activities of non-
cytotoxic truncated and variant analogues of mussel defensin. eCAM. 1: 167-174.
Roch P, Yang Y, Toubiana, Aumelas A. 2008. NMR structure of mussel mytilin, and
antiviral-antibacterial activities of derived synthetic peptides. Dev Comp Immunol.
32:227-238.

Dang VT, Speck P, Doroudi M, Smith B, Benkendorff. 2011. Variation in the antiviral
and antibacterial activity of abalone Haliothis laevigata, H. rubra and their hybrid
in South Australia. Aquaculture. 315: 242-249.

Olicard C, Renault T, Torhy C, Benmansour A, Bourgougnon N. 2005. Putative
antiviral activity in hemolymph from adult pacific oysters, Crassostrea gigas.

Antiviral Res. 66: 147-152.

78



46

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

. Lee T-G, Maruyama S. 1998. Isolation of HIV-1 protease-inhibiting peptides from
thermolysin hydrolysate of oyster proteins. Biochem Biophysc Res Comm. 253:
604-608.

Bachére E, Hervio D, Mialhe E, Grizel H. 1990. Evidence of neutralizing activity
against T3 coliphage in oyster Crassostrea gigas hemolymph. Dev Comp Immunol.
14:261-268.

Defer D, Bourgougnon N, Fleury Y. 2009. Screening for antibacterial and antiviral

activities in three bivalve and two gastropod marine molluscs. Aquaculture. 293: 1-

Mena JA, Ramirez TO, Palomares LA. 2003. Titration of non-occluded baculovirus
using a cell viability assay. Biotechniques. 34: 260-264.

Bradford MM. 1976. A rapid and sensitive method for the quantitation of
microgram quantities for proteins utilizing the principle of protein-dye binding.
Anal Biochem; 72: 248-254.

Mahy BWJ. 1991. Virology a practical approach. IRL Press. 264 pp.

Meslin F-X, Kaplan MM, Koprowski H.1996. Laboratory techniques in rabies. 4a Ed.
World Health Organization. Geneva. 493 pp.

Segel IH. 1976. Biochemical calculations. 22 Ed. John Wiley and Sons. New York.
400 pp.

Arafa S, Sadok S, El Abed A. 2006. Variation in nitrogenous compounds and gonad
index in fed and starved sea urchins (Paracentrotus lividus) during live storage.

Aquaculture. 257: 525-533.

79



55. Laille M, Gerald F, Debitus C. 1998. In vitro antiviral activity on dengue virus of
marine natural products. CMLS Cell Mol Life Sci. 54: 167-170.

56. Bulet P, Stocklin R, Menin L. 2004. Anti-microbial peptides: from invertebrates to

vertebrates. Immunol Rev. 198: 169-184.

80



ANEXO

81



82



83



84



85



86



	Portada 
	Índice 
	Resumen
	Introducción
	Antecedentes
	Planteamiento del Problema   Justificación
	Hipótesis   Objetivos
	Material y Métodos
	Resultados
	Discusión
	Conclusión
	Literatura Citada
	Anexo 

