70 NGOV ATONGHA
Ly

.v‘ 75%3 ‘—-'
: 201

ivescsZ®  UNIVERSIDAD NACIONAL AUTONOMA DE
\ ': MEXICO

FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES
CUAUTITLAN

EVALUACION DE LAS PROPIEDADES
ANTIVIRALES DE EXTRACTOS DE ALGA
MARINA CONTRA EL VIRUS DEL DENGUE 2

TESIS

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE:

QUIMICO FARMACEUTICO BIOLOGO

PRESENTA:

MOISES MONZON GUALITO

ASESOR: M. EN C. SOCORRO SANDRA MARTINEZ ROBLES
CO-ASESORES: DRA. MARIA ESTHER RAMIREZ MORENO
DR. JUAN SANTIAGO SALAS BENITO

CUAUTITLAN IZCALLI, ESTADO DE MEXICO, 2014




e e

Universidad Nacional - J ~  Biblioteca Central
Auténoma de México -

Direccion General de Bibliotecas de la UNAM
Swmie 1 Bpg L IR

UNAM - Direccion General de Bibliotecas
Tesis Digitales
Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADQOS ©
PROHIBIDA SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta protegido por la Ley Federal
del Derecho de Autor (LFDA) de los Estados Unidos Mexicanos (México).

El uso de imagenes, fragmentos de videos, y demas material que sea
objeto de proteccion de los derechos de autor, serd exclusivamente para
fines educativos e informativos y debera citar la fuente donde la obtuvo
mencionando el autor o autores. Cualquier uso distinto como el lucro,
reproduccion, edicion o modificacion, sera perseguido y sancionado por el
respectivo titular de los Derechos de Autor.



FACULTAD DE ESTUDIOS SUPERIORES (:UAUTITLAN
UNIDAD DE ADMINISTRACION ESCOLAR
DEPARTAMENTO DE EXAMENES PROFESIONALES

ASUNTO: VOTOAPROBATORIO
FERINES YA T

M. en C. JORGE ALFREDO CUELLAR ORDAZ. "'== :
DIRECTOR DE LA FES CUAUTITLAN it
PRESENTE el ¥

ATN: MLEN AL ISMAEL Ill-:l{N‘f;:&'wa\:].-\l'lil('ll1'
3 o et Bl 8 P
Jele del Departametto'tle Exiiicnes
l'rur'v.-&iun:!_les thida FES Cusutithan,
Con base en e Reglamentc General de Examenes, y la Direccidn de la Facultad, nos permitimos a
comunicar a usted que revisamos el. Trabajo de Tesis

Evaluacion de las propiedades antivirales de extractos de alga marina contra el virus del Dengue 2

(Jue presenta el pasante. Moisés Monzon Gualito
Con numero de cusnta: 304092129 para obtener el Titulo de: Quimico Farmacéutico Bidlogo

Considerando que dicho trabajo redne los requisitos necesarios para ser disculido en el EXAMEN PROFESIONAL
correspondiente, olorgamos nuestro VOTO APROBATORIO.

ATENTAMENTE
“POR M| RAZA HABLARA EL ESPIRITU"
Cuautitlan lzcall, Mex. a 04 de abnl de 2014

PROFESORES QUE INTEGRAN EL JURADO

NOMBRE » FIRMA
- ) C;
PRESIDENTE OFH. Rosalba Bonilla Sanchez L--!r{t AT LLA
= — — ——
VOCAL Dra. Susana Elisa Mendoza Elvir _-.4:,- e Vet _|'_F,Jf_!_.-'_'l_ﬁ_-,_:‘-‘
)

SECRETARIO M. en C. Socorro Sandra Martinez Robles
ler. SUPLENTE M. en C. Ma. Guadalupe Avilés Robles -

2do. SUPLENTE Dr. Salvador Fonseca Coronado

NOTA; los sinodales suplentes estdn obligados a presentarse el dia y hora del Examen Profesional (art. 127),

HMI fiac



A mis padres, Juanita y Moisés, porgque gracias a su amor incondicional,
confianza, comprension y apoyo, he culminado esta etapa de mi vida académica,
gue es para mi la mejor de las herencias. Este trabajo simboliza mis esfuerzos y
logros que también son suyos.

Con todo mi amor.



AGRADECIMIENTOS

A la Dra. Esther Ramirez y al Dr. Juan Salas, que bajo su direccion me brindaron
de sus conocimientos, de su confianza, apoyo y sobretodo paciencia durante el
desarrollo de este trabajo.

A la Bi6loga Mariana Salas por su valiosa colaboracion y paciencia en el
entrenamiento de cultivo celular y a todos los compaferos que laboran en el
Laboratorio de Biomedicina Molecular 2 y 3, que también estuvieron presentes
durante mi estancia en la Escuela Nacional de Medicina y Homeopatia del Instituto
Politécnico Nacional.

Al Dr. lvan Murillo Alvarez, que proporcioné el material organico sin el cual no
hubiese sido posible la realizacion de este trabajo y a sus alumnos Alejandro
Marin Alvarez y Stephanie Castro Silva, ademas del Dr. Gustavo Hernandez por
proporcionar el material bibliografico que fue de valiosa ayuda, quienes todos ellos
forman parte del Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas — IPN.

Al investigador Alejandro M.S. Mayer, por facilitarme parte de su investigacion
para que pudiera complementar algunos aspectos de este trabajo.

A mis hermanos, Rafael y Gabriela, porque gracias a sus consejos y experiencias,
me ayudaron a superar algunas crisis existenciales y momentos de pesadumbre.
Gracias por su amor incondicional y cuidar siempre de su hermano pequefio.

A mis amigas Oscar, Guillermo, Martin, David y Gabriel, por toda la fiestota pero
también por sus consejos, y también a mi amigas Anel, Mdnica, Xiomara y Elena
por aguantarme en mis peores momentos. Por ahi dicen que los amigos son la
familia que uno escoge, gracias por todo queridos hermanos y hermanas.

A Anel Garcia Laguna, por ayudarme a equilibrar una parte de mi que me hacia
falta, por reescribir la historia de un Gato Mallado, por tu carifio y por tus palabras
de aliento en algunos dias funestos.

A Elena Serrano Zaragoza, por soportarme durante tanto tiempo y no haber huido
en el intento. Las palabras no son suficientes para expresarte el afecto que te
tengo. En verdad, gracias por todo.



A Tigre, Bruno, Beto, Jimmy, Ixtapaluco, Tofio, Checador, Mariana, Rulo, Maricela,
Carito Hutch y a harta banda de la (de)Generacion 35 de Q.F.B. que me hace falta

mencionar, pero que también fueron personas importantes en esta etapa de mi
vida.

También a algunos profesores de la carrera, gracias por su entrega y paciencia.

Y por ultimo, pero no menos importantes, a mis sinodales que se tomaron tiempo
de hacer las observaciones necesarias para mejorar este trabajo.



APOYOS RECIBIDOS

Esta tesis fue realizada en el laboratorio de Biomedicina Molecular 2 y 3 de la
Secciéon de Estudios de Posgrado e Investigacion de la Escuela Nacional de
Medicina y Homeopatia —IPN, bajo la direccién de la Dra. Maria Esther Ramirez
Moreno y del Dr. Juan Salas Benito

Este trabajo fue realizado gracias al apoyo del Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia (CONACyYT) con numero de proyecto 130710 y de la Secretaria de
Investigacion y Posgrado - IPN con el proyecto nimero 20130688, y a través de la
Secretaria de Investigacion y Posgrado, de Instituto Politécnico Nacional, con el
proyecto niumero 20130754.



"Si he logrado ver mas lejos, ha sido porque he subido a hombros de gigantes".
-Isaac Newton



TABLA DE CONTENIDO

INDICE DE FIGURAS ..ottt e e e e e e e e e e aaaeees i
ABREVIATUR AS et e e et e et e e e e e e e e e ees i
RESUMEN oo e e e e e e et e et e e e e et e e e v
1. INTRODUGCCION ..eiiiiiiciii et e et e e et e et e e et e e et e e et e e eaanaeees 1
0 D 1T T U PP 1
Y o1 (o | PRSP 1
IO T I = 1 1S3 0 1] o o P 3
1.4 PAOGENESIS ....eeeiiieeeiiiiiiiiie et e e e e e ettt e e e e e e s e ettt e e e e e e e s e nnbr e e eeaeaeeeaans 4
1.5 Manifestaciones ClNICAS ..........coovvviiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee et 8
I G T V1 P 11
1.7 Proteinas VIFAIES .........uuuiiiiieeiiieieie e e e et e e e e e e e e aaann s 12
IR S O o (o IR 1 | P 14
I I = 1= 101 =T o1 o P 16
I O I 7= 1o U o = Yo o o P 19
1.11 ACCIONES A€ CONION .. .uuuiiieeeiieiiiiiee et e e e e e e e e e e e e s 20
1.12 EPIidemiolOgial ......cooviiiiiiiiiiiiieee e 21
1.13 El alga marina de género CodiUm ...........ooeuuiuuiiiiiieeeieieiiiiie e e e e 22
1.14 Actividad antiviral de algas del género Codium..............ccceeerieeeeereeeiinnnnnnn. 23
1.15 El alga marina de género MacrOCYSLS .........uuueiiieeeeiieeeiiiiie e e e ee e 24
1.16 Actividad antiviral de algas del género MacrocCystis..........cccoeeeeeevveevnvnnnnnnn. 25
2. JUSTIFICACION .o 26
3. HIPOTESIS ettt 27
4. OBJIETIVO GENERAL ...oootiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee ettt eeeeeeeeeeeeees 27
4.1 OBJETIVOS PARTICULARES........uuiiiiiiiiiiiiii e 27
5. DISENO EXPERIMENTAL ...cviiiiieieciecee ettt 28
6. MATERIALES Y METODOS ... 29
6.1 Codium ampliveSICUlatUM ............uiiiiii e 29
6.1.1 Recoleccidon del material biolOgICO.........cccovviiiiiiiiiicieeeeiee e, 29
6.1.2 Obtencion de extractoS OrganiCOS .........ccceevvvvuiiiiieeeeeeeeiiiiea e e e e e e e eeeeanns 29
6.1.3 Fraccionamiento y aislamiento de compuestos ..........cccccccceeeeeeeeeeeeennn, 29

6.2 MaCrOCYSHS PYIIFEIA ...uuiii i e 31
6.2.1 Recoleccidon del material biolOgICO...........covviviiiiiiiieieiiee e, 31
6.2.2 Obtencion de extractos, fraccionamiento y caracterizacion.................. 32

6.3 Linea Celular HUH-7 .. .one e 33



6.4 Propagacion de lalinea celular...........oocuuviiiiiiiiiiiiiie e 33

LG T 1 1 SRR 34
6.6 PreparacCion de eXIrACtOS ..........ccuiiie i 34
6.6.1 Compuestos del alga parda Codium amplivesiculatum ........................ 35
6.6.2 Compuestos del alga parda Macrocystis pyrifera ...........cccccoeeeeeeeenennnn. 35
6.7 Ensayos de CitotOXICIAAd. ...........cevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeee e 35
6.8 Determinacion del numero de células para sembrado en placa.................. 36
6.9 ENSAYOS ...ttt 36
6.9.1 Codium ampliveSiCulatum ... 36
6.9.2 MaCrOCYSLIS PYITEIA ....ccii i 38
6.10 Infeccidn de la linea celular HUH-7 con DENV-2...........ccovvvvvveviiiiiiieeeeenee. 38
6.11 Determinacion semicuantitativa de la infeccion por la técnica de
[ P2 U] - P 39
6.12 Evaluacion del efecto antiviral de extractos de Codium
AMPIVESICUIATUM ...ttt 39
6.13 Evaluacion del efecto antiviral de extractos de Macrocystis
)Y LL=] = PP PPPPPPPPPP 40
6.14 ANAlISIS €StAadiSTICO ....ciieeeiiieeeiiiie e 40
7. RESULTADOS ..ottt et e e e et e e et e et eeaa e ees 41

7.1 Determinacion del numero de células para los ensayos de citotoxicidad....41
7.2 Ensayos de citotoxicidad de los extractos sobre células de mamifero

HUH-7 et e e e e e s et e e e e e e e e s e s bbb eeeeaaeeeaans 42
7.2.1 Codium ampliveSiCUlatUm ...........uuuuiiiiiie i e e e 42
7.2.2 MACIOCYSHS PYIEIA . .uuuuii i e e e it e e e e e e e eeaane 44
7.3 Ensayos para la deteccion de la particula NS1...........oovveiiiiiiivnieeeiiinn. 45
7.3.1 Infeccion del DENV-2 en células HUH-7 ............cccooi, 46
7.4 Actividad antiviral de fracciones de Codium amplivesiculatum ................... 47
7.5 Actividad antiviral de fracciones de Macrocystis pyrifera ..........cccccevvvvvnnnnnn. 48
8. DISCUSION ...ttt ettt e e e e e e s s et e e e e e e e e s e snsbbaneeeaaeeeeaaans 49
9. CONCLUSIONES ....coo ettt ettt e st e e e e e e e e s e ereaaeeeeaans 54
10. PERSPECTIVAS .ottt e e e e e e e s e eeeaees 55
11. REFERENCIAS ..ottt s e e e e e e e s st eeeeens 56
12, ANEXOS oottt e e et a e e e e e a e araaas 63

Anexo 1 Método de titulacion de DENV-2.........ccooooiiiiiiiiieeeeeee, 63

Anexo 2 Calculos para determinar la Multiplicidad de Infeccion (MOI) ............. 64



INDICE DE FIGURAS

Figura 1. Aedes aegypti (der.) y Aedes albopictus (izq.), principales especies de

mosquito transmisores del virus del dengue ... 2
Figura 2. Distribucion del virus del dengue a nivel mundial ..........ccccccoooiiiiiiinenn.n. 3
Figura 3. Eventos de infeccion mediados por antiCUErpos ...........ccceeeeviiiivvvneeeeenn. 5
Figura 4. Respuesta y funcion de anticuerpos a los blancos proteicos del virus del
JENQUE ..ttt ettt ettt 6
Figura 5. Interaccion del virus sobre la membrana celular .............ccoceeeiiiiiieennne. 8
Figura 6. Material gendmico del virus del dengue ..o 12
Figura 7. Ciclo de maduracion del virus del dengue...........ccccvvveeiiiiiiieciiiciinneens 15
Figura 8. Incidencia y serotipos aislados de casos de dengue por entidad
=10 (= = 10 AVZ= W= T AV 1= o o 22
Figura 9. Diagrama de fraccionamiento de Codium amplivesiculatum ................ 31
Figura 10. Diagrama de fraccionamiento de Macrocystis pyrifera ....................... 32

Figura 11. Determinacion del numero de células 6ptimo para el cultivo en placa

Figura 12. Evaluacion del efecto citotéxico del compuesto CC13 sobre la linea
CelUIAr HUH-7 et 42

Figura 13. Evaluacion del efecto citotoxico de la fraccion CC20 de C. amp. sobre
l[alinea celular HUH-7 ..., 43

Figura 14. Evaluacion del efecto citotoxico de la fraccion F1A del alga Macrocystis
pyrifera sobre la linea celular HUH-7 ..o 44

Figura 15. Evaluacion del efecto citotoxico de la fraccion F2A del alga M. pyr.
sobre lalinea celular HUH-7 ..........ooooiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeeeee e 45

Figura 16. Grupo control para los ensayos de evaluacion del efecto antiviral de los
EXtractos de Alga MAINEA .......uiiie e e e e e e e e e e 46

Figura 17. Evaluacion del efecto antiviral de dos fracciones de C.
amplivesiculatum en células HuH-7 infectadas con DENV-2 ..............ccoevvvvivnnnnnn. 47

Figura 18. Determinacion del efecto antiviral de M. pyrifera en células HuH-7
infectadas CON DENV-2 ... 48



ABREVIATURAS

°C grados Celsius

A angstrom

ug microgramos

pL microlitro

Ae. Aedes

AcMo Anticuerpos monoclonales

ADE Potenciacion Dependiente de Anticuerpos, del inglés Antibody-
Dependent Enhancement

BHK del inglés, Baby Hamster Kidney

C. amp. Codium amplivesiculatum

CD Cumulo de diferenciacion, del inglés Cluster of Differentiation

CICIMAR  Centro Interdisciplinario de Ciencias Marinas

cm centimetros

DC-SIGN  del ingles, Dendritic Cell-Specific Intercellular adhesion molecule-3-
Grabbing Non-integrin

DENV Virus del Dengue

DMSO Dimetilsulfoxido

DNA Acido desoxirribonucleico, del inglés Deoxyribonucleic Acid

ELISA Ensayo inmunoenzimatico, del inglés Enzyme-Linked Immuno
Sorbent Assay

Fc Fraccion cristalizable de los anticuerpos

FD Fiebre por dengue

FHD Fiebre hemorragica por dengue

g gramos

h hora

h.p.i. horas post-infeccion

HCT-15 Linea celular tumoral de cancer de colon

IFN Interferén

lgG, IgM Inmunoglobulina G e Inmunoglobulina M

IL-# Interleucina - #

IPN Instituto Politécnico Nacional

Kg Kilogramo

L Litro

LAV Virus vivo atenuado, del inglés Live Attenuated Virus

LDH Lactato deshidrogenasa

M Molar

m metros

M. pyr. Macrocystis pyrifera



MCF-7
MCP-1

mg
mL
MOI

nm
PBS
PIV
RNA
SFB
SSD
TNF
VLP
VSV
WHO

Linea celular tumoral de cancer de mama

Proteina Quimioatrayente de Monocitos 1, del inglés Monocytes
Chemoattractant Protein 1

miligramos

mililitro

Multiplicidad de Infeccidn, del inglés Multiplicity Of Infection
Normal

nandémetros

Buffer Fosfato Salino, del inglés Phosphate Buffered Saline
Virus Inactivado Purificado, del inglés Purified Inactivated Virus
Acido ribonucleico, del inglés Ribonucleic Acid

Suero Fetal Bovino

Sindrome de Shock por Dengue

Factor de Necrosis Tumoral, del inglés Tumor Necrosis Factor
Particulas similares a virus, del inglés Virus-Like Particles
Virus de la estomatitis vesicular

World Health Organization



RESUMEN

En el presente trabajo se evalud la actividad citotoxica y antiviral de extractos de
algas marinas (Codium amplivesiculatum y Macrocystis pyrifera), las cuales fueron
recolectadas en las costas de Baja California Sur, México. Para la evaluacion
citotoxica y los posteriores ensayos virucidas se utilizé la linea celular HuH-7
derivada de hepatoma humano y el virus utilizado fue el serotipo 2 del Virus del
Dengue.

Tomando en cuenta que dicho virus representa un problema actual de salud
publica y el desarrollo de una vacuna contra el mismo aun se encuentra en fases
de desarrollo, es necesario explorar alternativas naturales para combatir los
padecimientos que el virus provoca. Estudios han demostrado la actividad
biologica de distintos géneros de algas con resultados significativos en modelos
celulares in vitro, sin embargo, aun no se esclarecen los mecanismos moleculares
gue se llevan a cabo a este nivel, debido principalmente por la heterogeneidad de

los compuestos presentes en las algas.

Por otro lado, los extractos de las dos algas marinas Codium amplivesiculatum y
Macrocystis pyrifera, muestran actividad a diferentes concentraciones contra el
virus del Dengue 2, disminuyendo los titulos de la proteina NS1, la cual es una de
los principales indicadores en sangre circulante de infecciébn por dengue en los

primeros dias de infeccion.



1. INTRODUCCION
1.1 Dengue

El dengue es una enfermedad infecciosa de causa viral que ha reemergido en las
Gltimas décadas con una distribucion geografica expandida que ha incrementado
la actividad epidémica, el desarrollo de hiperendemicidad (la co-circulacion de
multiples serotipos) y la emergencia del dengue hemorragico en nuevas regiones
geogréficas (Mercado, 2003), siendo esta enfermedad una de las mas importantes
transmitidas por artropodos en términos de morbilidad, constituye un reto para la
salud publica ya que aun no se dispone de una vacuna y las medidas de control
del vector solo tienen un caracter reactivo. Aunque las tasas de mortalidad del
dengue son relativamente bajas comparadas con otras enfermedades infecciosas
como la malaria, el dengue se extiende y afecta cada vez mas a sistemas de salud

con bajos recursos (Sanchez et al, 2008).

La infeccion por dengue es transmitida a los humanos por mosquitos del género
Aedes (que previamente recibieron el virus de personas infectadas en la fase de
viremia), siendo la principal especie Aedes aegypti en términos de contagio
(Mojica, 1999).

1.2 Vector

Existen varias especies de mosquitos en el mundo que han sido asociados a la
transmision de los virus del dengue y todas ellas pertenecen al subgénero Aedes
(Stegomyia). Especialmente importantes son Aedes aegypti (Linneo, 1762) y
Aedes albopictus (Skuse, 1894), sin embargo, el primero es el principal

responsable de la transmision en el mundo (Ibafiez y Gomez, 1995).



Figura 1. Aedes aegypti (der.) y Aedes albopictus (izq.), principales especies de
mosquito transmisoras del virus del dengue.

La especie Aedes aegypti probablemente es originaria de Etiopia. En el continente
africano existen tres formas. Una es la forma tipica, otra Ae. aegypti
gueenslandensis y Ae. aegypti formosus; este ultimo es un mosquito selvatico de
color mas oscuro y talla pequefia. Unicamente Ae. aegypti se encuentra en el
continente americano y muy probablemente las formas inmaduras fueron
introducidas en los barriles de agua de los barcos durante las primeras
exploraciones y colonizaciones europeas; les tomé décadas adecuarse y
dispersarse por el Caribe y establecerse en el continente, lograndolo debido a que

el transito maritimo se intensifico en esta region desde entonces (Thirion, 2010).

De esta forma, se le considera cosmotropical, presente en las regiones del globo
entre las isotermas de 20°C, y mas recientemente con distribucion circuntropical y
subtropical, dentro de los limites de la isoterma de verano de 10°C con ciertas
expansiones a regiones mas frias en las épocas del afio mas calurosas. En
términos generales se le ha encontrado en areas geograficas con una temperatura

media anual mayor a los 16.9°C (lbafiez y Gomez, 1995).
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Figura 2. Distribucién del virus del dengue a nivel mundial. En verde se muestran los
paises con ausencia completa hasta paises en color rojo, donde hay presencia completa
del virus (Bhatt et al, 2013).

1.3 Transmision

El mosquito es predominantemente urbano, aunque se encuentra también en
zonas rurales y suburbanas. Se cria en recipientes artificiales y naturales dentro o
en los alrededores de las viviendas humanas, como son barriles, cisternas,
floreros, llantas, recipientes diversos, agujeros en arboles o entre las hojas de
plantas. Los huevos son depositados en areas humedas, sombreadas y sobre
todo en agua limpia. La precipitacion pluvial mantiene los cuerpos de agua
adecuados para su crianza, pero en épocas de sequia 0 en areas con escasa
precipitacion; el patron humano de acumular agua para el consumo favorece el
establecimiento, proliferacién y continuidad generacional de la especie. La hembra
succiona la sangre del hombre y también de animales domésticos (Fonseca,
2000).

Aedes aegypti adquiere la infeccion al picar a un individuo enfermo desde antes de

la aparicion de la fiebre y durante la etapa febril. Existe un periodo minimo de 6 a 8

T




dias necesario para que el mosquito reproduzca al virus en su tubo digestivo y se
vuelva infectante y capaz de transmitir la infeccion y funcionar como vector el resto
de su vida. Existen multiples factores que influyen en la capacidad del vector para
transmitir la infeccion y estan en estrecha relacién con la preferencia por un
huésped humano, los habitos de picadura, la susceptibilidad del vector y del
hospedero, la densidad vectorial, su longevidad y las variables del microambiente:
temperatura, clima, lluvias, humedad y vegetacion. La interaccidén de todas estas
variables determinan la probabilidad y la intensidad de la transmision (Fonseca,
2000).

1.4 Patogénesis

Potenciacion dependiente de anticuerpos y otros eventos mediados por

anticuerpos

Durante infecciones secundarias con un serotipo heterotipico del DENV, extensa
evidencia de estudios tanto in vitro como in vivo sugieren fuertemente que niveles
pre-existentes, subneutralizantes y no protectivos de anticuerpos contra el dengue
potencian la replicacion viral en células que llevan receptores Fc, especialmente
en monocitos y macréfagos. Han sido implicados anticuerpos 1gG asi como
potenciacion via IgM y receptores C3 del complemento. EI aumento de la
replicacion del DENV en estas células blanco son probablemente responsables
por los altos niveles de viremia en las etapas tempranas de la enfermedad que
han sido correlacionadas con la incidencia de FHD. Ademas de la potenciacion
dependiente de anticuerpos (ADE), también han sido implicados anticuerpos de
reaccion cruzada dirigidos contra la proteina no estructural NS1 del DENV, que
causan dafio a células endoteliales. Estudios in vitro indican que la produccion de
citocinas y quimiocinas en células endoteliales, incluyendo interleucina-6 (IL-6), IL-
8 y MCP-1, se incrementaron después de tratarlas con anticuerpos anti-NS1
sugiriendo la posibilidad de una patogénesis autoinmune en FHD/SSD basado en
un ‘mimetismo molecular’. Ademas, los anticuerpos tienen una reaccion cruzada

potencial con el plasmindgeno (debido a una similitud en la glicoproteina de



envoltura del dengue y una familia de factores de la coagulacién) lo que podria
jugar un rol en la etiologia de la hemorragia en FHD/SSD (Pang et al, 2007).
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Figura 3. Eventos de infeccién mediados por anticuerpos. La presencia de la proteasa
furina en compartimentos endociticos aumenta la posibilidad de que la proteina prM sobre
viriones parcialmente maduros e inmaduros puedan ser procesados durante la entrada,
contribuyendo al incremento de la infectividad aumentando la concentracion de

anticuerpos (Pierson y Diamond, 2012).
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Activacion de las células T

Hay fuerte evidencia de la activacion de células T in vivo durante la infeccion por
DENYV, y tal activacion de células T CD4+ y CD8+ es mayor en pacientes con FHD
gue en aquellos con fiebre leve del dengue. Siguiendo la ADE de la replicacion
viral en monocitos y macrofagos, los antigenos virales son presentados en
conjunto con moléculas antigénicas de linfocito humano sobre las superficies de
dichas células. Esto es entonces seguido por la activacion de las células T de
memoria CD4+ y CD8+, sensibilizadas durante un infeccion previa, dando lugar a
la proliferacion y liberacion de citocinas proinflamatorias como el interferon gamma
(IFNy) y el factor de necrosis tumoral alfa (TNFa). Estas citocinas pueden actuar
directamente sobre células del endotelio vascular resultando en una filtracion

plasmatica (Pang et al, 2007).
Cascadas de citocinas

Actualmente se cree que, seguido de una activacion masiva de células T de
memoria, una cascada de citocinas dirigidas a células del endotelio vascular son
principalmente responsables del evento patologico critico de crear un efecto de
“tamizado” llevando a una filtracion de proteinas y fluidos. Altas concentraciones
de dichas citocinas, liberadas principalmente por células T, monocitos/macréfagos
y células endoteliales han demostrado su existencia en el suero de pacientes con
FHD/SSD y, ademas del IFNy y TNFa, también se encuentran elevadas la IL-2, IL-
6, IL1-B e IL-8. También es bien sabido que las citocinas pueden inducir el
incremento y produccion de otras citocinas. Las citocinas también suelen tener
efectos sinérgicos, por ejemplo, TNFa, IFNy e IL-1 juntas pueden inducir un mayor
incremento en la permeabilidad comparado a cuando cada citocina esta actuando
por separado. Ademas, IFNy es también capaz de sobrerregular la expresion de
receptor del Fcy sobre monocitos y macréfagos, facilitando entonces la replicacion
viral. La respuesta de citocinas esta clara y estrechamente vinculada a la
activacion de células T y similarmente, generalmente es aceptado que la

secuencia ADE - replicacion viral - activacion de células T - liberacion de citocinas



Nno es un proceso estrictamente lineal sino una compleja interaccion de eventos
patoldgicos que se refuerzan a si mismos que en Ultima instancia se manifiesta en
FHD/SSD, incremento en la permeabilidad vascular y falla circulatoria (Pang et al,
2007).
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Figura 5. Interaccion del virus sobre la membrana celular. Los mecanismos de
interaccion con factores celulares sobre la superficie de células blanco dependen de los
arreglos de la proteina E en viriones maduros, inmaduros y parcialmente maduros
(Pierson y Diamond, 2012).

1.5 Manifestaciones clinicas

La infeccion por dengue tiene un amplio espectro clinico que incluye
manifestaciones clinicas tanto severas como no severas. Después del periodo de
incubacion, la enfermedad comienza abruptamente y es seguida por las siguientes

tres fases: febril, critica y de recuperacion (WHO, 2009).



Fase febril o Fiebre por Dengue (FD)

Los pacientes tipicamente desarrollan fiebre alta repentinamente. Esta fase aguda
febril usualmente dura de 2-7 dias y es a menudo acompafiada por enrojecimiento
facial, eritema de la piel, dolor corporal generalizado, mialgia, artralgia y dolor de
cabeza. Algunos pacientes pueden presentar dolor de garganta, inflamacion de
faringe y conjuntiva. Anorexia, nausea y vomitos son comunes. Manifestaciones
hemorragicas leves como petequias y sangrado de las membranas mucosas (por
ejemplo, nariz y encias) se pueden presentar. El higado a menudo tiende a
agrandarse y volverse sensible después de unos dias de fiebre. La anormalidad
mas temprana en los conteos sanguineos es una disminucion progresiva en el
conteo total de células blancas (WHO, 2009).

Fase critica o Fiebre Hemorragica por Dengue (FHD)

Cuando la temperatura desciende a 37.5 — 38°C 0 menos y permanece por debajo
de este nivel, usualmente en los dias 3-7 de la enfermedad, puede ocurrir un
incremento en la permeabilidad capilar en paralelo con un incremento en los
niveles de hematocrito. Esto marca el principio de la fase critica. El periodo de una
filtracion plasmatica clinicamente significativa usualmente dura 24-48 horas. Una
leucopenia progresiva seguida de una rapida disminucion en el conteo plaquetario
usualmente precede a la filtracion plasmatica. El grado de aumento por encima de
la linea base del hematocrito a menudo refleja la severidad de la filtracion
plasmatica. ElI shock ocurre cuando un volumen critico de plasma se pierde a
través de la filtracion. La temperatura corporal puede ser subnormal cuando el
shock ocurre; con un shock prolongado, la consecuente hipoperfusion de los
organos resulta en un progresivo deterioro de los mismos, acidosis metabdlica y
coagulacion intravascular diseminada, que a su vez conduce a una hemorragia
severa provocando la disminucion del hematocrito y finalmente a un shock grave.
En lugar de la leucopenia que suele presentarse durante esta fase de la infeccion,
el conteo total de células blancas puede incrementar en pacientes con sangrado

grave. Ademas, se puede desarrollar un deterioro grave de 6rganos como hepatitis



grave, encefalitis o miocarditis y/o sangrado grave sin una obvia filtracion
plasmatica o shock (WHO, 2009).

Fase de recuperacion

Si el paciente sobrevive las 24-48 horas de la fase critica, una reabsorcion gradual
de fluido en el compartimiento extravascular se lleva a cabo en las siguientes 48-
72 horas. El hematocrito se estabiliza y puede ser bajo debido al efecto de dilucion
de reabsorciéon de fluidos. El conteo de células blancas usualmente comienza a
aumentar pronto después de la fiebre pero la recuperacion del conteo plaquetario
es tipicamente después que el conteo de células blancas. La dificultad respiratoria
debida a una efusion pleural masiva y ascitis pueden ocurrir en cualquier momento
si se administraron fluidos intravenosos de manera excesiva. Durante las fases
criticas y/o de recuperacion, la terapia excesiva de fluidos esta asociada con

edema pulmonar o falla cardiaca congestiva (WHO, 2009).
Dengue severo o Sindrome de Shock por Dengue (SSD)

El dengue severo debe ser considerado si el paciente proviene de un area en
riesgo por dengue presentando fiebre de 2-7 dias mas cualquiera de las siguientes

caracteristicas:

e Existe evidencia de pérdida plasmatica, tal como:
- Hematocrito alto o elevacion progresiva.
- Efusion pleural o ascitis.
- Circulacién comprometida o shock (taquicardia, extremidades humedas
y frias, tiempo de llenado capilar mayor a 3 segundos, pulso débil o
indetectable, presién del pulso reducida o, en shock tardio, presion
sanguinea inregistrable).
e Sangrado significativo.
¢ Nivel de conciencia alterado (letargo o inquietud, coma, convulsiones).
e Afectacién gastrointestinal severa (vomito persistente, dolor abdominal

intenso o creciente, ictericia).



e Deterioro de 6rganos severo (falla hepatica aguda, falla renal aguda,
encefalopatia o0 encefalitis, u otras manifestaciones inusuales,

cardiomiopatia) y otras manifestaciones inusuales (WHO, 2009).
1.6 Virus

Existen cuatro serotipos del virus del dengue; Sabin y Schlesinger en 1945 fueron
quienes aislaron las primeras cepas —Nueva Guinea y Hawaii- que posteriormente
de denominaron DENV-1 y DENV-2. En 1957-1960 Hammon y sus colaboradores
aislaron en las Filipinas los otros dos serotipos: DENV-3 y DENV-4. El DENV
presenta una forma esférica con un radio aproximado de 250A. Los cuatro
serotipos de DENV (DENV-1 a -4), género Flavivirus (familia Flaviviridae), cuyo
genoma consiste en una cadena simple de RNA de sentido positivo de
aproximadamente 10,200 bases de longitud, rodeada por una nucleocapside y una
envoltura lipidica que contiene las proteinas de la envoltura y la membrana. La
proteina de la capside o proteina C que junto con el RNA forma la nucleocapside,
la cual es un complejo infeccioso. La proteina de membrana o M, que se sintetiza
como un precursor llamado pre-M (prM) y la proteina E o de envoltura que
presenta las principales funciones biolégicas del viribn como son: neutralizacion,
tropismo celular, neurovirulencia, epitopes de tipo, grupo, familia y union al
receptor entre otros; y siete proteinas no estructurales (NS1, NS2a, NS2b, NS3,
NS4a, NS4b Y NS5) (Barreto dos Santos et al, 2002; Galarza, 2006; Encalada,
2008; Talarico, 2008).
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Figura 6. Material gendmico del virus del dengue. (A). Esquema de la organizacion del
genoma del virus del dengue. (B). Esquema de la poliproteina sintetizada que muestra la
organizacion de las proteinas estructurales (C, prM y E) y las no estructurales (NS1,
NS2a, NS2b, NS3, NS4a, NS4b y NS5). (Velandia y Castellanos, 2011).

1.7 Proteinas virales
Proteinas estructurales
Proteina C

La proteina de la capside, también conocida como proteina core o de cubierta,
posee aminoacidos de caracter basico que se asocian y unen fuertemente al RNA
gendmico recién sintetizado; de esta manera, se forma el complejo riboproteico o
nucleocépside que protege al RNA de la degradacion y promueve la organizacion
del RNA en el interior de la particula viral en formacién. Ademas, la proteina de la
capside anclada en el reticulo endoplasmico interactia con las proteinas
precursora de membrana (prM) y de envoltura, para favorecer y completar el

ensamblaje de las particulas virales (Velandia y Castellanos, 2011).

Proteina precursora de membrana (prM) y proteina de membrana (M)

La proteina precursora de membrana (prM) esta presente en los viriones
inmaduros y junto con la proteina M participa fundamentalmente en el proceso de
maduracion de la particula viral. La proteina tiene dos dominios transmembranales
y un exodominio y podria estar involucrado en la muerte celular y el dafio tisular

sufrido durante la infeccidn (Velandia y Castellanos, 2011).



Proteina de envoltura E

La proteina de envoltura posee tres dominios denominados |, II, lll y se distribuye
sobre la superficie del virus, y son determinantes para las interacciones entre el
virus y los receptores de las células vulnerables. Por otra parte, la glicoproteina E
es el principal inmundgeno del virus, por lo tanto estimula la respuesta inmune del
individuo e induce la produccién de anticuerpos neutralizadores (Velandia y
Castellanos, 2011).

La importancia funcional de la proteina E radica en que es la Unica proteina viral
qgue interactia con las moléculas receptoras de la membrana plasmatica de las
células wvulnerables que favorecen las endocitosis del virus (Velandia y
Castellanos, 2011).

Proteinas no estructurales (NS)

La proteina NS1 puede estimular el sistema inmunitario. Se ha demostrado que
las Ig contra la proteina NS1 puede estimular la lisis mediada por el complemento
y dependiente de anticuerpos, tanto en células infectadas como no infectadas.
Este ultimo fendmeno podria explicar, los dafios funcionales del endotelio, que
conducen al sangrado y a la extravasacion plasmatica (Velandia y Castellanos,
2011).

La proteina NS2 promueve el ensamblaje y la replicacion viral. Al parecer, la NS2a
coordina el RNA gendmico producido en cada ciclo de replicacion y se utiliza como
nueva plantilla para generar las formas replicativas. Por su parte, la proteina NS2b
posee una regiéon hidrofébica que ancla a la membrana del reticulo endoplasmico
el complejo NS2b/NS3 y luego, por un procesamiento proteolitico, un pequefio
dominio hidrofilico de NS2b recién liberado interactiia con el dominio proteasa de

la proteina NS3 para actuar como cofactor de esta (Velandia y Castellanos, 2011).

La proteina NS3 es la encargada de generar el ambiente lipidico apropiado
alrededor del reticulo endoplasmico, al reclutar enzimas celulares de la via de

sintesis de lipidos (Fatty Acid Synthase), lo cual garantiza el inicio del ensamblaje.



La otra funcién de la proteina NS3 es actuar como helicasa (NS3Hel), enrollando
las estructuras secundarias que se forman en el extremo 3’ de RNA viral, para
favorecer la union de la polimerasa NS5 sobre el RNA y dar inicio a la replicacion
(Velandia y Castellanos, 2011).

Por ultimo, la proteina NS5 es la mas conservada entre todos los flavivirus, actia
como la Unica polimerasa durante la replicacion y transcripcidn virales. Aunque
estos procesos suceden exclusivamente en el citoplasma de la célula infectada, se
ha identificado una sefiales de localizacion nuclear en la proteina NS5 que facilita
su importacion al ndcleo; sin embargo, la razon y la funcion de la NS5 no se

conocen (Velandia y Castellanos, 2011).
1.8 Ciclo viral

Esta generalmente aceptado que para una infeccion productiva la entrada viral de
los flavivirus se produciria a través de endocitosis mediada por receptor sobre todo
de los miembros del linaje fagociticos mononucleares (monocitos, macrofagos y
células dendriticas) que son in vivo blancos primarios de DENV considerando que
los receptores propuestos implicados en la entrada incluyen: heparan sulfato, Hps
70 (del inglés, Heat shock protein 70) y Hps 90, GRP78 (del inglés Glucose-
Regulated Protein), CD14 y las DC-SIGN o CD209 (Talarico, 2008; Perez, 2010).

La adsorcion del virus a la célula comienza con la union de la glicoproteina E de la
envoltura viral con un receptor de la membrana plasmatica celular, seguida de la
entrada de la particula viral que conduce al desnudamiento y liberacion del
genoma viral en el citoplasma. EI genoma viral es una molécula de RNA de
polaridad positiva que posee en su extremo 5’ una guanina metilada o “cap” y una
secuencia que la une al ribosoma (IRES, del inglés “Internal Ribosome Entry
Site”). Alli, el genoma es inmediatamente traducido a una Unica poliproteina, que
es procesada por proteasas virales y celulares para producir simultaneamente
todas las proteinas virales: las tres proteinas estructurales (C, prM y E) y siete
proteinas no estructurales (NS), que cumplen diversas funciones en el ciclo. La

RNA polimerasa RNA dependiente viral (NS5) asociada a otras proteinas NS,



replica el RNA gendmico produciendo una molécula complementaria de RNA de
polaridad positiva. Las réplicas de genoma viral son encapsidadas por la proteina
C vy luego, las nucleocipsides adquieren su envoltura por brotacion a partir de la
membrana del reticulo endoplasmico hacia el espacio luminal. A partir de alli, las
particulas virales son transportadas por el sistema exocitico secretorio hacia la
superficie en tanto que las glicoproteinas virales adquieren su forma madura por
procesamiento de los residuos hidrocarbonados en el sistema de Golgi y
finalmente, los viriones son liberados al medio extracelular por fusion de la

vesicula de transporte con la membrana plasmética (Damonte, 2006).
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1.9 Tratamiento

Para una enfermedad que es compleja en sus manifestaciones, la gestion es
relativamente simple, economica y muy efectiva para salvar vidas siempre vy
cuando se establezca una intervencion correcta y oportuna. La clave es una
identificacion y entendimiento oportuno de los problemas clinicos durante las
diferentes fases de la enfermedad, dando lugar a un buen enfoque del caso y
resultados clinicos (WHO, 2009).

El tratamiento solo consiste en terapias de apoyo para reducir las consecuencias
de la fiebre, deshidratacién, hipotension y hemorragias en el paciente, algunos lo

han llamado “fisioldgico intensivo” (Talarico, 2008; Ocazionez, 2010).

Durante la fase febril temprana, a menudo no es posible predecir clinicamente
cuando se agrave la enfermedad en un paciente con dengue. Varias formas de
manifestaciones graves pueden desarrollarse como un avance en la enfermedad a
través de la fase critica, pero signos de advertencia pueden ser buenos
indicadores de un alto riesgo de desarrollar dengue severo. Luego entonces, los
pacientes deberian tener evaluaciones ambulatorias del progreso de la
enfermedad con una revisién cuidadosa de manifestaciones de dengue severo

(WHO, 2009), las cuales se han mencionado con anterioridad.

El desarrollo de una quimioterapia para las infecciones por DENV requiere del
conocimiento del ciclo de multiplicacion viral, asi como de las caracteristicas
estructurales y funcionales de las proteinas del virus, con el fin de dilucidar
blancos potenciales para bloguear la infeccion y, de esta forma, obtener
informacion para el disefio racional de compuestos antivirales. Diversos puntos, a
lo largo del ciclo de multiplicacion viral, estan siendo objetos de estudio como
potenciales blanco antivirales (Talarico, 2008). A continuacibn se mencionan

algunos:



Inhibidores de la sintesis de RNA

Uno de los compuestos mas estudiados ha sido la rivavirina, un analogo de
guanosina de amplio espectro antiviral in vitro contra diferentes virus con genoma
de RNA. En forma reciente, se ha demostrado que la rivavirina actia como
mutageno en el RNA, forzando a los virus RNA a una acumulacion letal de
mutaciones llamada catastrofe de errores. Sin embargo, el efecto inhibitorio de la
rivavirina contra DENV es muy débil y poco selectivo debido a su accién
citostética. (Damonte, 2006).

Inhibidores de la entrada

El bloqueo de la entrada del virus a la célula es una estrategia antiviral interesante
ya que representa una barrera para impedir la iniciacion de la infeccion. Aqui el
blanco de ataque es la glicoproteina E en su interaccion con componentes de la
membrana celular que permiten la unidén e internalizacion del virus. A partir de
hallazgo del heparan sulfato de los proteoglicanos celulares como receptor para el
DENV en ciertos tipos de células, se ha demostrado la eficacia anti DENV in vitro
de sustancias polianionicas de estructura diversa, como heparina, suramin,
polioxometalatos, carragenanos y galactanos extraidos de algas marinas. El modo
de accion de los polisulfatos es por inhibicion tanto de la adsorcion del virus como
su posterior internalizacion. La capacidad inhibitoria de este tipo de compuestos
esta relacionada con el grado y tipo de distribucion de las cargas negativas y su
peso molecular elevado, lo que puede representar una seria desventaja para su

uso clinico en forma sistémica (Damonte, 2006).

Inhibidores de la alfa-glucosidasa

La glicoproteina E también es un blanco antiviral, junto con la proteina prM, por su
funcionalidad en las etapas finales del ciclo de multiplicacién. ElI ensamblaje y
posterior liberacion de las particulas virales requiere la asociacion de E con prM en
las membranas del reticulo antes de la brotacion de los viriones, para lo cual debe

haber un correcto procesamiento post-traduccional y plegamiento de ambas



proteinas. Los inhibidores de la alfa-glucosidasa celular castanospermina y
deoxinojirimicina impiden la remocion de las glucosas terminales de los N-glicanos
de E y prM, las proteinas no adquieren un plegamiento normal y se bloquea la
morfogénesis de los viriones, resultando en una infeccidén no productiva (Damonte,
2006).

Inhibicién de la expresién génica

La informacion disponible sobre la secuencia y organizaciébn de los genomas
virales ha permitido encarar una estrategia antiviral dirigida directamente a
bloguear la expresion del genoma, utlizando pequefios oligonucledtidos
antisentido, es decir, una cadena simple de DNA de 15-20 nucleétidos
complementaria a una secuencia determinada de RNA genomico de DENV. Asi se
forma un duplex RNA-DNA que impide la expresion génica. Las principales
dificultades en el uso de oligonucledtidos como agentes terapéuticos son su
entrada a la célula y su estabilidad frente a la accion degradativa de la nucleasas
(Damonte, 2006).

Por otro lado, compuestos obtenidos de plantas o hierbas de la medicina
tradicional han sido reportadas por tener actividad antiviral y una amplia variedad
de fitoquimicos activos han sido identificados. Hay evidencia que muestra que los
aceites esenciales de varias especies de plantas pueden inactivar directamente el
virus (Ocazionez, 2010). Los polisacaridos sulfatados constituyen una clase de
macromoléculas biolégicas con estructuras diversas que presentan variadas
propiedades fisicoquimicas, las cuales son la base de sus aplicaciones en el
campo de la medicina y la farmacologia. Dentro de las fuentes naturales donde se
pueden aislar los polisacaridos sulfatados se encuentran las algas marinas,
plantas superiores, invertebrados marinos y cianobacterias. Diversos factores
estructurales influyen sobre la actividad antiviral de los polisulfatos, entre ellos el
peso molecular, el grado de sulfatacion, la distribucion de los grupos sulfato en la

molécula y la forma de la cadena hidrocarbonada (Talarico, 2008).



1.10 Vacunacién

En los ultimos 40 afos, diferentes enfoques se han utilizado por laboratorios
académicos e industriales para desarrollar vacunas contra el dengue. Estas
incluyen virus vivos atenuados (LAV, por sus siglas en inglés), vectores de virus
recombinantes que expresan antigenos de la envoltura del dengue (E), virus
purificados inactivados (PIV), vacunas de subunidades recombinantes, particulas
similares al virus (VLPs), y vacunas de DNA. (Guy et al, 2010; Schmitz et al, 2011;
Lang, 2012)

Las vacunas vivas han demostrado producir una respuesta celular inmune fuerte,
amplia y de larga duracion, pero estan asociadas con una alta tasa de eventos
adversos, y no pueden ser usadas en algunos grupos de alto riesgo como
personas inmunocomprometidas. Las vacunas inactivadas han reducido el
potencial de reactogenicidad, pero tienden a disminuir la habilidad para inducir
una respuesta inmune amplia y duradera (Lang, 2012).

Varias vacunas contra el dengue estan en distintas etapas de evaluacion. El
entusiasmo inicial acerca de las vacunas tetravalentes para el dengue LAV,
desarrolladas con técnicas empiricas clasicas de atenuacion por pases celulares
en serie, se vio afectado por la dificultad para lograr un balance apropiado entre la
inmunogenicidad y reactogenicidad. Las cepas de la vacuna fueron genética y
fenotipicamente inestables, y causaron sindromes similares al dengue (fiebre,
leucopenia y rash) en altas proporciones de participantes en los primeros ensayos
clinicos. Una segunda generacion de vacunas contra el dengue fue desarrollada
para superar estos problemas. A principios del 2000, Acambios (ahora Sanofi
Pasteur) disefio una segunda generacion de vacunas contra flavivirus, usando una
innovadora tecnologia de DNA recombinante para producir cuatro vacunas vivas y
atenuadas de virus basadas en la cepa de la vacuna 17D de la fiebre amarilla, una

por cada serotipo de dengue (Lang, 2012).

Cada virus recombinante (CYD1, CYD2, CYD3 y CYD4) se construyé removiendo

los genes que codifican la premembrana (prM) y proteinas de envoltura (E) del



virus 17D de la fiebre amarilla e insertando los genes correspondientes de un virus
del dengue (Guy et al, 2011). Usando esta tecnologia, Sanofi Pasteur ha
desarrollado preclinica, clinica e industrialmente una vacuna tetravalente contra el
dengue, combinando las cuatro vacunas de virus CYD en una sola. Este candidato
de vacuna contra el dengue es la primera en marcar un hito en estudios clinicos

fase Ill, sin embargo aun continua en fase experimental (Lang, 2012).
1.11 Acciones de control

Desde el punto de vista de prevencién y control del dengue, la mayoria de las
acciones se enfocan hacia el control del vector, con las siguientes medidas: a) la
eliminacion de criaderos desechables (latas, botellas, llantas viejas, cubetas, etc.);
b) el control fisico (lavado, cepillado y cambio de agua, en depdésitos) o bien,
control quimico —con larvicidas- en depositos no desechables (floreros, cisternas,
tambos, tinacos, etc.); c) la eliminacion del mosquito adulto con insecticidas; y d)
evitar el contacto del huésped con el vector (uso de repelentes, mosquiteros en

puertas y ventanas, etc.) (Montesano y Ruiz, 1995).

De acuerdo a los factores de riesgo sefialados (poblacidn, vector, ambientales,
individuales, virus, entre otros) las estrategias, procedimientos y actividades de
vigilancia epidemiologica se enfocan principalmente hacia la vigilancia de la
enfermedad en sus diversas formas, del virus y del vector, en el contexto

poblacional y ambiental (Montesano y Ruiz, 1995).

Conseguir la participacion efectiva de la poblacion es uno de los grandes
problemas en el control de las enfermedades transmitidas por vectores, y esta
cuestion se torna vital para la eficacia de las medidas de control en el caso
especifico del dengue. La participacion comunitaria en un proceso social inherente
a los grupos humanos que comparten necesidades, que participan en la
identificacion de las mismas y en la implementacion y evaluacidn de estrategias

para solucionarlas (Toledo et al, 2006).



Ha sido practica tradicional informar al publico sobre la enfermedad y el vector, sin
embargo, comunmente no se explora el conocimiento previo de las personas
acerca del tema. Ademas informar no se traduce necesariamente en un cambio de
conducta (Toledo et al, 2006).

1.12 Epidemiologia

El patron de transmisién de dengue se presentaba con incrementos bianuales, sin
embargo, con la introduccion del DENV-3 en el afio 1995 dicho patron se comenzé
a modificar a grado tal que a partir del 2003 se observa una tendencia
francamente ascendente de casos con acortamiento de la periodicidad de baja
transmision observada en afios anteriores (CONAVE, 2012).

El actual comportamiento del dengue puede explicarse en gran parte por la
circulacion de los cuatro serotipos de dengue y el acortamiento en sus tiempos de
alternancia, ya que cada uno de ellos circula de manera predominante por
periodos de 4 a 5 afos, al término de los cuales inicia, de acuerdo a la
susceptibilidad de la poblacion, casi de manera simultanea la circulacion de otro
serotipo (CONAVE, 2012).

Mediante dicho patrén de transmisioén, la poblacion susceptible, los movimientos
poblacionales, asi como de los indices vectoriales, ha sido posible alertar, desde

afos atras, a las entidades con riesgo de brotes de dengue (CONAVE, 2012).

Hasta la semana 10 del presente afio (10 de Marzo de 2014), la Secretaria de
Salud reportd un decremento del 20% de los casos confirmados, al comparar el
comportamiento de los casos con lo ocurrido a la misma fecha de corte del 2013,

sin incremento significativo en casos probables (Secretaria de Salud, 2014).
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Figura 8. Incidencia y serotipos aislados de casos de dengue por entidad federativa
en México, hasta Marzo de 2014.
(http://www.epidemiologia.salud.gob.mx/informes/2014/informes_2014.html)

En afios anteriores se identifico la circulacion del DENV-2 en 12 estados del centro
y sur del pais. De acuerdo a la temporalidad (mayor incidencia en temporada de
lluvias) y los patrones de dispersion observados en afios previos, es factible
predecir incrementos de casos en la regidén sur y centro y gradualmente en los
estados del norte (CONAVE, 2012).

1.13 El alga marina del género Codium

Codium es un género de algas cenociticas, su condicibn multinucleada y la

ausencia de paredes celulares le han conferido, en algunos casos, el ser
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considerado el organismo mas grande formado de una sola célula. Su tamafio
puede ser de unos pocos milimetros hasta 15m. En México, C. amplivesiculatum
habitante de la costa Pacifica de Baja California, llega a alcanzar los 10m de
longitud. Por lo general estos organismos se fijan al fondo rocoso de las playas de
todos los mares del mundo, a excepcion de las latitudes polares; sin embargo,
también pueden encontrarse adheridos a raices de manglares, sobre conchas,
cascos de barcos u otros objetos. Ocupan de la franja mesomareal hasta
profundidades de 200m (Pedroche et al, 2002).

El género Codium cuenta mundialmente con cerca de 120 especies, de las cuales
aproximadamente la mitad son distintivas mientras que el resto conforma
agrupamientos o complejos de intrincada variacion morfolégica. El pacifico de
México es una de las cuatro areas geograficas de mayor diversidad en numero de
especies de este género, las otras tres son: la porcion sur de Australia, Japon y
Africa del sur (Pedroche et al, 2002).

Codium amplivesiculatum es una especie tipica de lugares con aguas tranquilas y
fondos arenosos, los cuales llegan a incluir lagunas costeras y manglares. Parece
existir una relacion entre la tranquilidad de las aguas que habita y la longitud de
los talos y el grado de ramificacion que exhiben. Se puede localizar de la Bahia
San Quintin, Baja California a Mismaloya, Jalisco, incluyendo el Golfo de
California; la Isla Guadalupe y Rocas Alijos, en Baja California y Baja California

Sur, respectivamente (Pedroche et al, 2002).
1.14 Actividad antiviral de algas del género Codium

La variedad de compuestos quimicos aislados a partir del género Codium
muestran un potencial de aplicacibn en el area biomédica, el cual se ve
aumentado si se considera la posibilidad de ser modificados estructuralmente para
incrementar su actividad biolégica. Los compuestos aislados de Codium son del
tipo esteroidal, glucésidos esteroidales, acilglucosidos, polisacaridos sulfatados,
carotenoides, benzaldehido, derivados furfurales y esteres de fitol, con diferentes

actividades a nivel membrana celular. Los glucésidos obtenidos de Codium tienen



diversas actividades biologicas, como antibacteriana, antiviral, antitumoral y
citotoxica, asi como el clerosterol que por su estructura quimica pudiera evaluarse

en otro tipo de bioensayo (Marin, 2013).

Existen diferentes especies del género Codium, entre las cuales podemos
mencionar a C. adhaerens, C. fragile, C. latum, C. decorticatum y C. spongiosum
las cuales han sido estudiadas como fuentes de agentes antivirales derivados de
galactanos y polisacéaridos sulfatados, contra el virus del herpes simplex (HSV-1)
(Soares et al, 2011; Thanh et al, 2011), del herpes simplex tipo 2 (HSV-2) (Ohta et
al, 2009), el virus de la papa X (PVX) (Pardee et al, 2004), entre otros. El
mecanismo de accién de los polisacéaridos sulfatados son debido a la formacion de
complejos que bloguean la interaccion virus-células, por lo que se hacen
correlaciones entre los parametros de la estructura minima, iénica e hidrofébica y

la correspondiente actividad antiviral (Marin, 2013).
1.15 El alga marina del género Macrocystis

Macrocystis pyrifera constituye el alga marina conocida comunmente como
Sargazo gigante, que a veces alcanza una longitud de 50 metros o mas. En
México, se localiza en las areas rocosas a lo largo de la cosa oeste de la
peninsula de Baja California desde la frontera con Estados Unidos de América
hasta Punta San Pablo en Baja California Sur. Se puede presentar desde las
areas entre mareas hasta profundidades mayores de 20 metros en aguas
cercanas a las islas con aguas muy claras que permite la penetracion de la luz. La
maxima profundidad a la que esta alga se ha encontrado es a 40 metros, pero

generalmente se distribuye entre los 8-20 metros (Hernandez Carmona, 1988).

M. pyrifera se utiliza fundamentalmente para la industria de alginatos, aunque en
ciertos paises se utiliza como complemento de forrajes y fertilizantes en forma de
harina de algas. Los alginatos son utilizados ampliamente en la industria
alimenticia en postres, geles, mezclas con leche, productos lacteos y productos
enlatados. Otras de las aplicaciones industriales de los productos de alginatos es

en revestimiento de papel, varillas para soldar e impresiones textiles; también se



encuentran usos importantes en los productos farmacéuticos, por ejemplo en
tabletas, formulas antidcidas y compuestos; en la elaboracion de cosméticos y
para impresiones dentales (Herndndez Carmona, 1988).

1.16 Actividad antiviral de algas del género Macrocystis

En estudios se han reportado algunos fraccionamientos y caracterizaciones
guimicas que presentaron actividad citotoxica, antitumoral, inmunoldgica,
antimicrobiana y antiviral de M. pyrifera. La actividad antiviral de algunas de estas
fracciones se determinaron por ensayos de inhibicion del efecto citopatico con el
virus de la estomatitis vesicular, en un cultivo de monocapa de células amniéticas
(células Wish) (Mayer et al, 1986). Estudios posteriores mostraron que M. pyrifera
tuvo mayor actividad con dializados de extractos crudos que contienen fucosa,
subunidad fundamental de los fucoidanos. Estos experimentos sugieren que el
fucoidano es la molécula activa responsable de la actividad inhibitoria. Otros
polisacaridos sulfatados han mostrado la capacidad de inhibir otros virus DNA y
RNA, tan efectivamente como el fucoidano, sin embargo no ha sido esclarecido su
mecanismo de accion. Se sugiere que pueden interferir en la absorcién y
penetracion del virus a la célula o interacciona con la particula viral para formar
complejos, disminuyendo la tasa de unién a la membrana celular (Mayer et al,
1987).



2. JUSTIFICACION

Actualmente, la investigacion de productos naturales como parte de una
terapéutica contra distintos tipos de padecimientos ha despertado un interés
renovado debido a que los tratamientos alopéticos tradicionales en ocasiones no
son efectivos o llegan a perder su efectividad. Se ha documentado la eficacia de
distintas plantas de origen marino actuando de manera profilactica asi como de
manera directa contra el agente patdgeno, ya sea inhibiendo sitios de union en
membrana celular o bien, frenando su multiplicacion a través de la formacion de
complejos moleculares en algun punto durante el ciclo de vida del agente, sin

embargo, estos mecanismos de accion aun no estan completamente esclarecidos.

Siendo el virus del dengue un problema actual de salud publica, se busca de
manera continua el tratamiento eficaz contra el mismo puesto que aun no hay una
vacuna que pueda proteger al paciente y el tratamiento médico solo se basa en

proporcionar soporte vital al paciente durante la infeccion.

La investigacion de alternativas terapéuticas también es fundamental, por lo que
en este trabajo nos enfocamos al estudio del potencial antiviral de algas marinas

contra el virus del dengue,



3. HIPOTESIS

Las fracciones de los extractos de las algas Codium amplivesiculatum vy
Macrocystis pyrifera tendran actividad antiviral in vitro sobre el virus del Dengue 2
en células infectadas.

4. OBJETIVO GENERAL

e Evaluar el efecto antiviral de los extractos de alga marina Codium
amplivesiculatum y Macrocystis pyrifera, en una linea celular infectada con
DENV-2

4.1 OBJETIVOS PARTICULARES

e Determinar el efecto citotdxico de los extractos de algas marinas en células

de hepatoma humano HuH-7 a diferentes concentraciones.

e Determinar la concentracion no citotoxica de los extractos para evaluarla

posteriormente en los ensayos antivirales

e Evaluar y comparar la actividad antiviral de los extractos marinos a
diferentes concentraciones sobre el cultivo celular infectado con virus del

dengue 2



5. DISENO EXPERIMENTAL

Recoleccion de algas marinas
(B.C.S., México)

¢

Proceso de secado y fraccionamiento

(CICIMAR-IPN)
Codium Macrocystis
amplivesiculatum pyrifera
CC13, CC20 F1A, F2A

Y

Evaluacion de citotoxicidad

{

Eleccion de concentracion no
téxica de ambas algas

|

Ensayos in vitro de actividad
antiviral en células infectadas con
virus del dengue 2

l

Eleccion de concentracion con
actividad antiviral




6. MATERIALES Y METODOS
6.1 Codium amplivesiculatum
6.1.1 Recoleccion del material bioldgico

El material biolégico se recolectd en la zona de Bahia Magdalena, Baja California
Sur (Verano de 2006). Se etiquetd y se conservo en hielo para su traslado al
Laboratorio de Quimica de Algas Marinas del CICIMAR-IPN. Posteriormente el
material se secO a temperatura ambiente y se conservé a -20°C hasta su
procesamiento quimico y bioldgico.

El alga marina del genero Codium recolectada, fue identificada como: C.

amplivesiculatum.
6.1.2 Obtencion de extractos organicos

El espécimen recolectado y deshidratado (1.764 Kg) se macerd durante una
semana en etanol destilado a temperatura ambiente (22-35°C) con 3.5L, 1.5L, 1Ly
3L x 3 veces. La disolucion resultante se filtré y el disolvente se evaporo a presion
reducida en rota evaporador Yamato a 40°C, obteniendo el extracto etandlico, el
cual fue sometido a extraccion liquido-liquido con diclorometano (CH2Cl,) y agua
destilada, en proporcion 1:1, colocados en un embudo de separacion (50mL x 8
veces), posteriormente la fase organica fue concentrada a presion reducida
(Marin, 2013).

6.1.3 Fraccionamiento y aislamiento de compuestos

El fraccionamiento del extracto se realizO mediante cromatografia en columna,
utilizando como eluyentes mezclas de disolventes de polaridad creciente,
comenzando con n-hexano, diclorometano, etanol y agua, en las proporciones
correspondientes para el alga y las cantidades de muestra procesadas. De
acuerdo con un andlisis cromatografico en capa fina (CCF), los eluatos se
agruparon en fracciones de polaridad creciente. Las fracciones con el compuesto

a separar, fue sometida a sucesivas separaciones en cromatografia en columna



(CC) son silica gel de 60 A, 230-400 de malla marca Whatman International®, de
dimensiones de acuerdo a la cantidad de la fraccién organica para esta especie,
hasta la obtencion del compuesto puro (Marin, 2013).

Se fraccionaron 7.5¢g de extracto organico en columna cromatogréfica de silica gel
en las condiciones mencionadas anteriormente, con dimensiones de 50.0 x 2.0cm,
en una proporcion de muestra adsorbente 1:20, estabilizada y eluida con 1L de
mezclahexano:diclorometano (Hxn:CH2Cl,) 1:1, seguida con la misma cantidad de
eluyentes de CHxClz; CH2Cl2:EtOH (97:3), (97:7), (9:1); CH2CIl2:EtOH:H20 (7:3:1),
(6:3:1), (6:4:1); EtOH 100% y agua destilada 100%. Se colectaron 450 eluatos de
aproximadamente 15mL cada uno en tubos de ensayo y el patron de
fraccionamiento se determind por medio de cromatografia de capa fina (CCF), con

fase estacionaria de silica gel de 60A, K6F marca Whatman International ®.

Se obtuvieron 16 fracciones, de las cuales se purificaron los compuestos del 1 al
5. Se utilizaron columnas cromatografias con silica gel de 60A 230-400 de malla

fase normal para las fracciones CC2F2, CC2F3, CC2F4 Y CC2F13 y con silica gel
de 60A de fase reversa C-18, las fracciones CCF2F10y la CC2F12 (Marin, 2013).

La fraccion CC2F2, se procesoO en la columna CC12, de la cual la fraccion F3
(CC12F3), correspondio al compuesto 1. La fraccion CC2F4, se procesoO en la
columna CC13, obteniéndose la fraccion F2 de esta columna correspondiente al
compuesto 2(a). EI mismo compuesto 2(a”) (CC15F3), se obtuvo de la fraccion
CC2F4, después de fraccionar sucesivamente la F2 de CC11, F2 de CC14,
correspondiendo a la F3 de CC15. ElI compuesto 3 correspondié a la fraccion
2F2CCF10, con origen en el fraccionamiento de CC2F10, como resultado del
fraccionamiento de dos columnas sucesivas: la F2 de CC3F2 y la F2 de F2CF10.
El compuesto 4 se obtuvo de la F2 de la fraccion F12-F2, originada del
fraccionamiento de CC2F12 y procesando las columnas CC4F2 y F12-F2. El
compuesto 5(a) se derivo de la fraccion F5 de la columna cromatografica CC20, la
derivo a su vez, de las columnas CC2F13 y CC16F5 (Marin, 2013).



Codium amplivesiculatum. 06-012-40
1,764 g de alga seca, 82.64 g de extracto
etanolico disueltos en DM:EtOH (1:1)

Columna cromatografica 60 A 230-400 malla (1:20) Vols.
175 mL. Estab. Hxn:DM (1:1),4 V c¢/u. DM 100%; DM:EtOH
(97:3), (93:7) y (9:1); DM:EtOH:H20 (7:3:1), (6:3:1) y (6:4:1).

CC2F2 CC2F3 CC2F4 CC2F10 CC2F12 CC2F13
01721g 0.1706 g 0.9767 g 0.1834 g 0.4032 g 11704 g
CC12F3 CC13F2 CC11F2 CC3F2 CC4F2 gg;g“
84mg 10.9 mg 0.560 9 314 mg 0.116 g .673 ¢
((compuesTO 1] | [COMPUESTO 2(a)]
CC14F2 2F2CF10 F2F12-F2 CC20F5
0.112g 17.2mg 122 mg 64.1 mg

(compuesto 3]  (CCOMPUESTO 4] | [COMPUESTO 5(a) )

CC15F3
85.7 mg

COMPUESTO 2(a’)

Figura 9. Diagrama de fraccionamiento de Codium amplivesiculatum (Marin, 2013).

Las fracciones que utilizamos en el presente trabajo fueron etiquetadas de manera
siguiente: Compuesto 2(a), CC13/F2 y Compuesto 5(a), CC20/F5, denominados a

partir de ahora unicamente como CC13 y CC20, respectivamente.
6.2 Macrocystis pyrifera
6.2.1 Recolecciéon del material bioldgico

El alga café Macrocystis pyrifera fue recolectada por el equipo de Quimica de
algas marinas del CICIMAR en agosto de 2006 en Punta Eugenia, Baja California
Sur, México. El alga fue removida del sustrato rocoso en la zona intermareal a 1
metro de profundidad. Todo el material algal fue puesto a secar al sol por 3 dias;

se transporté al laboratorio donde las muestras fueron limpiadas de toda materia
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extrafia y se almacenaron en refrigeracion en bolsas de plastico a -20°C (Castro,
2013).

6.2.2 Obtencién de extractos, fraccionamiento y caracterizacion

Se tomé 1 Kg de alga seca-molida y se extrajo con agua destilada a 55°C en
agitacion continua por 4 horas. El tejido fue removido por filtracion simple y el
filtrado se centrifugd para remover sedimentos hasta obtener soluciones claras. La
solucién clarificada se precipité con EtOH destilado y el solido se colocé en una
estufa eléctrica a 50°C; posteriormente el sélido se sometié a extraccion sélido-
liguido en DEAE-celulosa eluidas con agua destilada en solucién con NaCl a 0.5,
1 y 2M. se centrifugé y los precipitados obtenidos fueron secados en estufa
eléctrica a 50°C, etiguetados como 06-019-61 F1A, 06-019-61 F2A, 06-019-61
F3A, 06-019-61 F4A y se almacenaron en refrigeracion a -20°C hasta el momento
de su utilizacion (Castro, 2013).

Extraccion de 1kg de

M. pyrifera
Tejido algal Fraccion 55°C
acuosa Bafio maria
751 Agua destilada 135 L
06-019-61 A

7049 .
1.5 L agua destilada
500 g celulosa
F. solido-liquido

l l Precipitacion EtOH
Y \J
06-019-61F1 A 06-019-61F2 A 06-019-61F3 A 06-019-61F4 A
2352¢g 8.33 ¢ 65749 473¢g

Figura 10. Diagrama de fraccionamiento de Macrocystis pyrifera (Castro, 2013).
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Las fracciones usadas en el presente trabajo fueron 06-019-61 F1A y 06-019-61
F2A, que para fines practicos se mencionardn de ahora en adelante como F1A y
F2A.

6.3 Linea celular HuH-7

HuH-7 es una linea celular derivada de células de carcinoma hepético humano,
que fueron originalmente tomadas de un tumor hepatico de un hombre japonés de
57 afios en 1982. La linea fue establecida por Nakabayshi, H. y Sato, J.
(Disponible en: http://huh7.com/)

Para el mantenimiento de la linea celular HuH-7 se utilizé6 medio Advanced DMEM
(GIBCO) suplementado con 5% de SFB (suero fetal bovino), L-glutamina [2mM],
penicilina 'y estreptomicina como antibiotico (100UlI/mL y 100ug/mL,
respectivamente) y fungizona como antimicético (0.125ug/mL) y fueron crecidas a
37°C en incubadora humeda con una saturacion de CO: al 5%, cuidando de
realizar de 2 a 3 pases por semana, revisando la confluencia de las mismas cada

vez.
6.4 Propagacion de la linea celular

Partiendo de una caja con una monocapa de células en crecimiento y confluencia
activa, bajo condiciones asépticas dentro de una cabina de seguridad biolégica
Clase Il tipo A, se procedi6 a eliminar el medio de cultivo por aspiracion, se lavo la
monocapa con PBS y nuevamente se elimind por aspiracion; posteriormente se
agrego tripsina (2-5mL) a la monocapa esperando aproximadamente 1 minuto
observandose el desprendimiento de la monocapa, momento en el cual se agrego
medio de cultivo para inactivar la tripsina. Posteriormente se traspasaron a un tubo
falcon de 5mL, y se procedio a realizar un conteo para verificar la viabilidad y
determinar el volumen de suspensidon celular necesaria para sembrarlas en los

pozos de la placa para cultivo.



El conteo se realizé transfiiendo 0.1mL de la suspension celular a un tubo
eppendorf de 1.5mL de capacidad y se agregd 0.9mL de azul de Tripan al 0.1%.
Se lleno la camara de Neubauer en ambos pozos, contando al microscopio las
células viables y las no viables (azules), en los 4 cuadrantes de las esquinas y en
el del centro, en ambos pozos de la cAmara. Se considero el siguiente factor:

Celulas B # de celulas contadas

= 10,000 x 10
mlL # de cuadros contados A .

Considerando que 10,000 es el factor de conversién de la cadmara (tomando en
cuenta la dilucion 1/10 del azul de tripan) y 10 es volumen final de la suspension.

Después del sembrado de las células en placa, el volumen remanente de la

suspension celular se utilizo para realizar un nuevo pase celular.
6.5 Virus

Se trabajo con el serotipo 2 del virus del Dengue (DENV 2), cepa New Guinea C,
amablemente donado por el Instituto de Diagndstico y Referencia Epidemioldgicos
(INDRE), el cual fue propagado por inoculacién de cerebro de raton lactante de
acuerdo a la técnica reportada por Gould (Gould, 1981) y titulado por la técnica de
placa litica en células BHK-21 de acuerdo al protocolo reportado por Alvarez
(Alvarez, 2005); el virus del dengue se considera nivel 2, de acuerdo a los criterios
de clasificacion del CDC (Center for Disease Control and Prevention) de los
niveles de bioseguridad (BSL, por sus siglas en inglés), por lo que todos los
experimentos se realizaron dentro de una cabina de seguridad biologica Clase Il
tipo A. Asimismo, se tomaron todas las precauciones y medidas necesarias de

proteccion personal.
6.6 Preparacion de extractos

Los extractos de alga marina fueron obtenidos en el Laboratorio de Quimica de
Algas Marinas del CICIMAR-IPN. Para su extraccion se uso el método

cromatografia en columna que ya se ha descrito anteriormente. Cada extracto fue



remitido al Laboratorio de Biomedicina Molecular Il de la Escuela Nacional de
Medicina y Homeopatia del Instituto Politécnico Nacional. A continuacion se
describe como se dispusieron los extractos para su uso.

6.6.1 Compuestos del alga parda Codium amplivesiculatum

Se prepararon stocks a una concentracion de 10mg/mL, pesando 0.8mg de cada
compuesto (CC13/F2 y CC20/F5) y se disolvieron en 80uL de DMSO a cada uno,
siendo este volumen final el utilizado a lo largo de los experimentos, los cuales se

almacenaron a -70°C.
6.6.2 Compuestos del alga parda Macrocystis pyrifera

Para la fraccion F1A se disolvieron 2.6mg del compuesto en 2600uL de PBS
estéril para obtener una concentracion final de 1mg/mL, y el volumen final, se

distribuyo en alicuotas de la siguiente manera: 4 de 500uL y 12 de 50uL.

Para la fraccion F2A se disolvieron 1.5mg en 1500uL de PBS para obtener una
concentracion final de 1mg/mL, y el volumen final fue repartido en alicuotas

distribuidas de la siguiente manera: 2 de 500uL y 10 de 50uL.

Las alicuotas de ambas fracciones también se almacenaron a las condiciones

antes mencionadas, hasta su utilizacion.
6.7 Ensayos de citotoxicidad

Antes de evaluar el potencial antiviral de los extractos se determiné que las
concentraciones a utilizar no produjeran toxicidad en la linea celular que se

infectara con el virus. Los ensayos de toxicidad se hicieron de la siguiente manera.

Se utilizé el kit comercial CytoTox96® (Promega), el cual se basa en la medicion
cuantitativa de lactato deshidrogenasa (LDH), una enzima citosolica que es
liberada durante la lisis celular. La LDH liberada en el sobrenadante del cultivo
celular es medida con un ensayo enzimatico, que resulta en la conversién de una

sal de tetrazolio (INT) en un producto formazan rojo. En el ensayo se incluyeron



controles como células lisadas con Tritdn X-100 y células tratadas exclusivamente
con el medio de cultivo; ademds pozos sin células donde sélo se adiciono el medio

de cultivo y los reactivos del kit.

La cantidad de color formada es proporcional al nimero de células lisadas y esto

se cuantificd en un espectrofotémetro a 490nm.
6.8 Determinacion del numero de células para sembrado en placa

Con la finalidad de establecer el numero Optimo de células a utilizar en los
ensayos, se sembraron células HuH-7 en una placa para de 96 pozos de fondo
plano para cultivo (Costar 3599) a razén de 2.5x10°% y 5x102 células por pozo con
100uL de medio de cultivo por pozo. Se incubaron 24 horas a 37°C en incubadora
hameda con 5% de saturacion de CO:z y entonces se eliminé el medio de cultivo
por aspiracion y se agregd nuevo (100ulL/pozo). Posteriormente se agregaron
10uL/pozo de buffer de lisis 10X del kit Cytotox96 (Promega) y, se incubd durante
45 minutos en las mismas condiciones indicadas anteriormente. Despues, la placa
se centrifugd a 250g por 4 minutos a temperatura ambiente en la centrifuga
Eppendorf 5430 R con el rotor para multiplacas A-2-MTP. Se tomaron 50uL de
sobrenadante y se traspasaron a una placa de ELISA (Bioster 1187). Luego se
agregaron 50ulL/pozo del Substrate Mix del kit de Cytotox 96 previamente
descongelado y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente, protegido de la luz.
Pasado el tiempo, se agregaron 50ulL/pozo de la Stop Solution del kit de Cytotox

96, se leyo la multiplaca en el lector para ELISA marca Biotek a 490nm.
6.9 Ensayos
6.9.1 Codium amplivesiculatum

Una vez determinado el numero 6ptimo de células a utilizar, se procedié a hacer el
ensayo. Se sembraron las células HuH-7 en una placa de 96 pozos de fondo plano

para cultivo (Costar 3599) a razén de 5x1032 células/pozo en 100uL de medio de



cultivo por pozo y se incubaron 24 horas a 37°C en incubadora hiumeda con 5% de
saturacion de COo.

Los compuestos CC13 y CC20 (del alga Codium) fueron preparados de la
siguiente manera: a partir de un stock de 10mg/mL se tomaron 0.5, 2.5, 5y 7.5uL
gue se llevaron a un volumen total de 500 uL usando medio de cultivo. De estas
soluciones se tomaron alicuotas de 100uL para obtener una concentracion final de

1,5, 10y 15ug/pozo respectivamente.

Antes de agregar los extractos a las células, se retir6 el medio de cultivo por
aspiracion. Se adicionaron 100uL/pozo de los compuestos a las diferentes
concentraciones y por cuadruplicado. Se utiliz6 como control positivo células con
medio de cultivo y buffer de lisis (10uL/pozo); como control negativo, células sin
tratamiento, solo con medio de cultivo (100uL/pozo) ambos controles por
triplicado. Ademas se incluyeron las correcciones de absorbancia de fondo para el
ensayo, las cuales consistieron en adicionar medio de cultivo s6lo (100uL/pozo) y
medio de cultivo sin células pero con solucion de lisis (100uL + 10ul/pozo,
respectivamente), ambos por triplicado. La placa con los tratamientos se incubdé

por 48 horas a 37°C en las condiciones reportadas previamente.

Después se centrifugd la placa a 250 gravedades por 4 minutos a temperatura
ambiente en la centrifuga Eppendorf 5430R con el rotor para multiplacas A-2-MTP.
Se tomaron 50uL de cada sobrenadante y se traspasaron a una placa de ELISA
(Bioster 1187) manteniendo el mismo esquema de posiciones de la placa Costar
3599 con los tratamientos; después, se siguio el procedimiento de acuerdo a las
indicaciones del fabricante del kit de Cytotox 96: se afiadieron 50ulL/pozo del
Substrate Mix y se incubd 30 minutos a temperatura ambiente protegido de la luz.
Posteriormente, se agrego la Stop Solution (50uL/pozo). Por ultimo se leyé la
placa, en el lector de ELISA (marca Biotek) a 490nm. Este ensayo se repitié dos

veces.



6.9.2 Macrocystis pyrifera

Para la evaluacion de la citotoxicidad de Macrocystis se llevé a cabo el mismo
procedimiento que para Codium amplivesiculatum, desde el sembrado de células
en placas, hasta la utilizacion del kit Cytotox96, de manera que solo se hara
mencion de la disposicién de los compuestos.

Los compuestos F1A y F2A (del alga Macrocystis) fueron preparados de la
siguiente manera: a partir de un stock de 1mg/mL se tomaron 5, 25y 50uL que se
llevaron a un volumen total de 500uL, de cada soluciéon se tomaron 100ul para

obtener una concentracion final por pozo de 1, 5y 10 ug respectivamente.

La lectura de la placa también se llevo a cabo de igual manera que el extracto

anterior.
6.10 Infeccidén de la linea celular HuH-7 con DENV-2

En una placa para cultivo celular de 96 pocillos de fondo plano, previamente
sembrada con células HuH-7, se retiro el medio de cultivo por aspiracion y se lavo
con 100uL de medio de cultivo fresco. Se adicioné a cada pozo 50uL del virus
previamente diluido con PBS+SFB 0.5% a una dilucion de 1:100, 1:500 y 1:1000.
Como control negativo de infeccion se adicion6 a un pozo 50uL de PBS+SFB
0.5%. Después se dejé proceder la infeccion por 1 hora a 37°C en agitacion.
Pasado el tiempo, se lavaron los pozos 5 veces con 100uL de PBS+SFB 0.5% y
se agregaron 100uL de medio de cultivo fresco a cada pozo. La infeccion se dejo

proceder por 48 horas a 37°C a una atmosfera de 5% de CO..

La Multiplicidad de Infeccién (MOI, por sus siglas en inglés) correspondiente a las
diluciones 1:100, 1:500 y 1:1000 son 1, 0.5y 0.1 respectivamente (Ver Anexo 1).



6.11 Determinacion semicuantitativa de la infeccion por la técnica de Platelia

Se utilizé el kit comercial Platelia Dengue NS1 AG (Biorad ®), el cual se basa en la
cuantificacion de la proteina NS1 viral. EI procedimiento se realiz6 de acuerdo a
las indicaciones del fabricante: las placas de 96 pozos estan sensibilizadas con
anticuerpos monoclonales (AcMo) anti-NS1. En cada pozo se afadieron
50uL/pozo de solucién diluyente (PBS-Tween 20-SFB), 50ulL/pozo de los
sobrenadantes de los cultivos previamente infectados con el virus y los respectivos
controles, ademas de 100ulL/pozo del conjugado diluido 1:50 (AcMo antiNS1-
peroxidasa); la placa se incubd durante 90 minutos a 37°C. Después se lavo 6
veces con 300ul/pozo de solucion de lavado (Tris NaCl, 1% Tween 20) utilizando
una pipeta Pasteur estéril cada vez y se adicionaron 160uL de solucion de
revelado (acido citrico, acetato sodico, 0.015% H>0. y 4% DMSO + 0.025% de
3,3',5,5-tetrametilbenzidina); se incubo durante 30 minutos a temperatura
ambiente protegido de la luz y finalmente se adicionaron 100uL/pozo de solucion
de paro (H2SOs4, 1N). El ensayo se leyd por triplicado en un lector ELISA

ThermoScientific con dos filtros: 450/620nm.

La densidad oOptica obtenida es proporcional a la cantidad de antigeno NS1

presente en la muestra.

6.12 Evaluacion del efecto antiviral de extractos de Codium

amplivesiculatum.

Se sembraron células HuH-7 de acuerdo a las especificaciones anteriormente
descritas. Posteriormente, a partir de un stock de DENV-2 1:10, se prepararon tres
diluciones progresivas (1:100, 1:500 y 1:1000, MOl = 1, 05 y 0.1,
respectivamente) las cuales se mezclaron con dos concentraciones de cada uno
de los extractos del alga Codium (concentracion final de 10 y 15ug/mL); se incluyo
un control con DMSO, y se usé como diluyente PBS con SFB al 0.5%, en un
volumen final de 500uL. La mezcla de virus con los extractos se incubo a 37°C

durante 1 h.



Se retird el medio de cultivo de la placa por aspiracion y se agregaron las mezclas
(virus-extractos) a razon de 100uL/pozo y se dej6 proceder la infeccién durante 1
hora a 37°C en agitacién. Pasado el tiempo, se lavaron los pozos 5 veces con
100uL/pozo de PBS-SFB 0.5% y después se agregaron 100uL/pozo de medio de
cultivo fresco; la infeccibn de dej6 proceder por 48 horas a 37°C con una
saturacion de CO: al 5%.

Después del tiempo de incubacién, se recuperaron los sobrenadantes de las
células HuH-7 infectadas y se analizaron mediante el kit Platelia Dengue NS1 AG
(Biorad®) de acuerdo al procedimiento descrito con anterioridad.

6.13 Evaluacion del efecto antiviral en extractos de Macrocystis pyrifera

El método de evaluacion es similar al de Codium, desde el sembrado de células
en placa, hasta la evaluacion de los sobrenadantes. La Unica diferencia son las

concentraciones usadas:

A partir de un stock de DENV-2 1:10, se prepararon dos diluciones progresivas
(1:100 y 1:500, MOI = 1 y 0.5, respectivamente) las cuales se probaron con dos
concentraciones de cada uno de los extractos del alga Macrocystis (concentracion
final de 1 y 5ug/mL), se incluyé un control con DMSO, y se usé como diluyente
PBS con SFB al 0.5%, en un volumen final de 500uL. La mezcla de virus con los

extractos se incub6 a 37°C durante 1 h.

6.14 Analisis estadistico

A los datos obtenidos en las pruebas, tanto de citotoxicidad como virucidas, se les
aplico el método estadistico no paramétrico Kruskal-Wallis que compara las
medias de 3 0 mas grupos, incluido en el programa GraphPad Prism para

Windows, version 5.01.



7. RESULTADOS
7.1 Determinacion del numero de células para los ensayos de citotoxicidad.

Para determinar el nimero adecuado de células HuH-7 a utilizar en los ensayos
de citotoxicidad y los subsecuentes, se probaron dos cantidades de células para
sembrar en placas de 96 pozos: 2.5x10% y 5x10° células por pozo. Después de
24h de incubacion se establecié que la concentracion de y 5x10° células por pozo
era la mas adecuada ya que la confluencia de los pozos era alcanzada en un
menor tiempo, en comparacion a los pozos sembrados con 2.5x102 células (Figura
11).
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Figura 11. Determinacion del namero de células 6ptimo para el cultivo en placa. El
kit CytoTox 96® mide indirectamente la actividad de LDH presente en el citoplasma de
células intactas. La cuantificacion celular puede llevarse a cabo solo si las células son
lisadas para liberar la LDH presente en las células. Luego entonces, el numero de células
presentes sera directamente proporcional a los valores de absorbancia, que representan
la actividad de la LDH.



7.2 Ensayos de citotoxicidad de los extractos sobre células de mamifero
HuH-7

Antes de evaluar las propiedades antivirales de los extractos, se determinaron las
concentraciones que en primer término no fueran tdoxicas para células de
mamifero. Para esto se probaron concentraciones crecientes de los diferentes
extractos. Para estos ensayos se utilizaron células tratadas con DMSO como
control negativo, ya que este se us6é como diluyente para las fracciones de los
extractos y no mostré citotoxicidad; el control positivo son células tratadas con
Solucién de lisis, proporcionada en el kit comercial. A continuacion se muestran

los resultados de cada uno de ellos.

7.2.1 Codium amplivesiculatum
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Figura 12. Evaluacion del efecto citotoxico del compuesto CC13 sobre la linea
celular HuH-7. Se muestra la actividad de LDH a diferentes concentraciones de extracto
de Codium amplivesiculatum (C. amp.) observandose diferencias significativas respecto al
control positivo. (Abs = 490nm).
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Para el extracto CC13 del alga C. amplivesiculatum se determiné que las
concentraciones de trabajo para los ensayos antivirales fueron 10 y 15ug/mL, ya
gue estas mostraron un efecto citotoxico aceptable. Se determiné que las primeras
concentraciones (1 y 5ug/mL), a pesar de su baja citotoxicidad, no eran necesarias
para los ensayos posteriores (Figura 12).
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Figura 13. Evaluacion del efecto citotéxico de la fraccion CC20 de C. amp. sobre la
linea celular HuH-7. La actividad del extracto no mostré una disminucién aparente de la
poblacidn celular ya que respecto al control positivo, no hubo deteccion significativa de la
enzima LDH en las lecturas. (Abs = 490nm).

De manera similar al extracto CC13 de C. amp., el extracto CC20 de la misma
alga, se determindé que las concentraciones de 10 y 15ug/mL fueron las mas
adecuadas ya que la viabilidad celular se mantuvo, demostrandose en la escasa

deteccion de la enzima LDH, en comparacion con el control positivo (Figura 13).



7.2.2 Macrocystis pyrifera
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Figura 14. Evaluacion del efecto citotoxico de la fraccién F1A del alga Macrocystis
pyrifera (M. pyr.) sobre la linea celular HuH-7. Donde las concentraciones de 1ug/mL y
5ug/mL no muestran actividad significativa respecto al control positivo. (Abs = 490nm).

Con respecto a la actividad citotoxica de las fracciones de Macrocystis pyrifera
(F1A y F2A) se encontro que a concentraciones de 1 y 5ug/mL ninguno de las
dos concentraciones produjo toxicidad aparente sobre la poblacién celular, sin
embargo, a una concentracion de 10ug/mL ambas fracciones mostraron una
toxicidad significativa ya que las lecturas de la actividad de la enzima LDH
aumentaron respecto a las dos primeras concentraciones (Figura 14 y 15). Con
estos resultados se decidié que las concentraciones de 1 y 5ug, eran las mas

adecuadas para estudiar el potencial antiviral de las fracciones de M. pyrifera.
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Figura 15. Evaluacién del efecto de la fraccion F2A del alga M. pyr sobre la linea
celular HuH-7. Donde de igual manera que la fraccidbn anterior, las primeras dos
concentraciones presentan un grado de citotoxicidad aceptable. (Abs = 490nm).

7.3 Ensayos para la deteccion de la particula NS1

Posteriormente, definidas las concentraciones no citotoxicas de las fracciones de
las algas marinas, se procedié a cuantificar la presencia de la glicoproteina no
estructural 1 (NS1) la cual es sintetizada durante la etapa replicativa del virus del
dengue. La determinacion se hizo por ELISA tipo sAndwich como una estrategia
para detectar en forma indirecta el grado de multiplicacién del virus del dengue y
se defini6 que la diluciéon 1:100, con una MOI aproximada de 1, fue el control
positivo mas adecuado para comparar la accion de los diferentes extractos a las

diferentes concentraciones, puesto que la deteccién de la proteina NS1 a la



diluciébn mencionada, presentd valores significativamente mas elevados que a las
diluciones 1:500 (MOI=0.5) y 1:1000 (MOI=0.1), 48 h.p.i. (Figura 16).

7.3.1 Infecciéon del DENV-2 en células HuH-7.
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Figura 16. Grupo control para los ensayos posteriores de evaluacion del efecto
antiviral de los extractos de alga marina. Se observa la deteccion de la proteina viral
NS1 producida 48 h.p.i. La MOI para las diluciones 1:100, 1:500 y 1:1000 son 1, 0.5y 0.1,
respectivamente.

Se decidio utilizar como control positivo las células infectadas a una MOI = 1 ya
gue los titulos de NS1 fueron mas significativos y el potencial efecto antiviral de los
extractos podria ser mas evidente. Se usé como control negativo células no
infectadas con DENV-2.



7.4 Actividad antiviral de fracciones de Codium amplivesiculatum
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Figura 17. Evaluacién del efecto antiviral de dos fracciones de C. amp. en células
HuH-7 infectadas con DENV-2. Se observa una disminucién aparente respecto al control
positivo, en las lecturas de la proteina NS1 en los compuestos CC13 y CC20 a una

concentracion de 15ug/mL, con una MOI = 1, 48 h.p.i.

Para el caso de C. amplivesiculatum, los resultados mostraron que las fracciones
CC13 y CC20 a una concentracion de 15ug/mL produjeron una disminucion
significativa en los titulos virales, con respecto al control positivo 48 h.p.i. (Figura

17).
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7.5 Actividad antiviral de fracciones de Macrocystis pyrifera

0.6- *k%k
| b < 0.0001 @ Control
F1A
g @ F2A
S 0.4
s I I
o]
<
= 0.2
Z
0.0" T T
N\
({éo o}&\/ q\é\\, q\&\, q\&\/
® Y oY Y N
[ ]

Figura 18. Determinacion del efecto antiviral de M. pyr. en células HuH-7 infectadas
con DENV-2. Se utilizaron dos concentraciones de las fracciones F1A y F2A; en
comparacion con el control positivo, se observa una diminucién significativa en la
deteccidén de la particula NS1 a una concentraciéon de 5ug/mL, a una MOI = 1, 48 h.p.i.

Con respecto al potencial antiviral de las fracciones de M. pyrifera, los ensayos
demostraron que las fracciones F1A y F2A a una concentracién de 5ug/ml tuvieron
efecto en la disminucién de las lecturas de la proteina viral NS1 del virus, 48 h.p.i.
(Figura 18).



8. DISCUSION

El uso de productos naturales para tratar distintos padecimientos de salud se ha
vuelto recurrente en la actualidad. La investigacion de la actividad biolégica de
productos de origen marino, en especial de algas marinas, ha sido frecuente en
los ultimos afios, ya que se ha observado in vitro que algunos de sus principios
activos, han demostrado buena respuesta antiviral a concentraciones que no

comprometen la viabilidad de cultivos celulares.

En la actualidad, la creciente resistencia bacteriana y viral ante los distintos
tratamientos farmacoldgicos comienza a ser una grave problemética porque el
namero de microorganismos que presentan diversos mecanismos de defensa
aumenta cada vez mas. Los compuestos sintéticos desarrollados son cada vez
mas ineficaces debido al uso indiscriminado en la practica médica, por lo tanto, el
desarrollo de nuevos agentes antivirales y la posible combinacién de éstos con

productos naturales es fundamental para el tratamiento de la enfermedad.

Sin embargo, la dificultad que presenta el estudio de la actividad biolégica de los
metabolitos presentes en dichos productos, son la diversidad y complejidad de
algunas de sus moléculas activas, es decir su heterogeneidad (Mandal et al,
2007); y por otro lado, establecer la relacion entre la estructura y la actividad de

estas moléculas sobre sistemas in vitro.

El uso de cultivos celulares abre la posibilidad de estudiar el comportamiento de
determinadas sustancias metabdlicas, observar el efecto de ciertos farmacos y
moléculas innovadoras antes de ser aplicados a sistemas in vivo. En una revision
bibliografica hecha por Talarico y colaboradores (2005), menciona que el DENV
puede infectar diversos tipos celulares, sin embargo, algunas de ellas no son
representativas de los verdaderos blancos tisulares en una infeccion natural, y
consecuentemente, no son totalmente apropiados para estudios antivirales, sin
embargo, en el presente trabajo se eligié la linea celular HuH-7, debido a su
propagacion relativamente sencilla ademas de que permite una rapida y positiva

replicacion del virus, de manera que estas células derivadas de hepatoma



facilitaron el estudio in vitro con el DENV-2 a distintos valores de MOI (Figura 16),

para determinar el efecto potencial antiviral de extractos de origen marino.

Antes de evaluar el potencial antiviral de cualquier producto natural se debe
determinar su citotoxicidad, pues un compuesto con una posible aplicacion
terapéutica debe tener poco o ningun efecto en el metabolismo celular y, en otro
plano, no ser téxico al hospedero. Se han desarrollado varios modelos para
evaluar la citotoxicidad del producto; en una revisibn hecha por Pérez y
colaboradores (2012), mencionan que uno de los mejores métodos para evaluar
dicho efecto es a través de ensayos colorimétricos, y el ensayo del MTT (Bromuro
de 3(4,5 dimetil-2-tiazoil)-2,5-difeniltetrazélico) es el mas comun, donde se
determina la capacidad de la células para reducir dicho compuesto, determinando
la capacidad celular a través de la medicion indirecta de la integridad mitocondrial
y su actividad funcional. Sin embargo, la eleccion de un método para evaluar el
efecto citotoxico debe ser en funcion de algunas caracteristicas como son la
sensibilidad de deteccidn, la estabilidad de los reactivos, la disponibilidad de
instrumentos de lectura, costo y reproducibilidad del método, por lo que el kit
comercial Cytotox 96® fue de gran ayuda cumpliendo con estos parametros: alta
sensibilidad (en la deteccion de la enzima LDH), buena estabilidad de los reactivos
(a diferencia del MTT, que es fotosensible) y bajo costo, por lo que se consideré
gue este meétodo fue el mas adecuado para evaluar la citotoxicidad de los

extractos de alga marina utilizados en el presente trabajo.

Existen pocos trabajos disponibles donde evaltan la actividad citotoxica de
extractos de alga marina del genero Codium. Otha y colaboradores (2009)
evaluaron este efecto en células Vero y MDCK (células de epitelio de rifion canino
Madin-Darby), donde reportan baja toxicidad a una concentracion de los extractos
de hasta 4300ug/mL. Por otro lado, Marin (2013) evalu6 el mismo efecto citotdxico
frente a lineas celulares tumorales de cancer de prostata (PC-3), de cancer de
colon (HCT-15) y de cancer de mama (MCF-7). Sin embargo, cabe destacar que
ambos autores usaron un método completamente distinto al del presente trabajo

para evaluar dicho efecto, donde el primero usé un método de tincidon por



exclusion con azul de tripan y el segundo mediante un bioensayo de inhibicién de
crecimiento celular con sulfohordamina B. Marin (2013) reportd que los extractos
de C. amplivesiculatum producen niveles bajos de inhibicion celular con valores de
4.39% para las células MCF-7 y de 7.18% para las células HCT-15 a
concentraciones de 50ug/mL; considerando lo anterior, a pesar de la diferencia de
las metodologias de evaluacion de citotoxicidad, se confirma el escaso efecto
observado en la linea HuH-7 de ambos extractos del alga C. amplivesiculatum
(CC13 y CC20) a concentraciones inclusive mas bajas que las reportadas por
otros autores (10 y 15ug/mL) (Figura 12 y 13), los cuales posteriormente se
destinaron a evaluar su potencial antiviral, ya que cumplieron con las condiciones

mencionadas en el parrafo anterior.

Por otro lado, respecto a la actividad citotoxica del alga M. pyrifera, no hay
suficientes trabajos disponibles al respecto. Mayer y colaboradores (1987)
evaluaron extractos dializados de esta alga en dos lineas tumorales; en estos
ensayos utilizaron la linea celular P-388 (de leucemia linfocitica murina) y la linea
KB (células de carcinoma epidermoide de nasofaringe humana), donde a
concentraciones menores de 10ug/mL, mostraron una citotoxicidad aceptable en
ambas lineas celulares, lo cual concuerda con los resultados obtenidos en el
presente trabajo, donde las concentraciones de 1 y 5ug/mL mostraron un bajo
efecto toxico frente a células de hepatoma humano (Figura 14 y 15), por lo que
éstas concentraciones fueron seleccionadas para los posteriores ensayos

antivirales.

A pesar del creciente auge de investigacion de algas marinas, no existen
suficientes reportes de la bioactividad de las algas C. amplivesiculatum y M.
pyrifera, en especial acerca de la actividad de compuestos esteroidales y
derivados glicosidicos -entre otros- (principales macromoléculas de Codium sp.) y
fucanos (principal macromolécula de Macrocystis sp.). Cabe destacar que la
mayoria de las investigaciones publicadas acerca de la bioactividad tanto de una
como de otra alga, se enfocan principalmente a su actividad antimicrobiana y los

escasos reportes acerca de ensayos antivirales con extractos de éstas algas se



han enfocado principalmente a determinar su efecto sobre la inhibicién de algunos
virus envueltos como el virus de la inmunodeficiencia humana, citomegalovirus

humano y el virus herpes simplex, por mencionar algunos (Mandal et al, 2007).

De acuerdo a lo reportado por Marin (2013), el compuesto identificado del extracto
CC13 es clerosterol (un derivado de los esteroles) y el del extracto CC20 es un
diacilglucoglicérido, cuya estructura quimica es similar al grupo de los codiésidos;
del primero se evalub por primera vez su actividad antibacteriana (Marin et al,
2013) y del segundo compuesto, existen reportes de las diversas actividades
biolégicas que se han comprobado en diversos estudios: antitumoral,
antibacteriana y citotoxica, por mencionar algunos. Entonces, hay realmente muy
poca investigacion de estos compuestos en particular relacionada a la actividad
antiviral, por lo que este trabajo se enfocd precisamente a evaluar una nueva
actividad biologica de dichos compuestos del alga Codium amplivesiculatum.
Como se muestra en las Figura 17, las concentraciones de 10 y 15ug/mL de las
fracciones CC13 y CC20 disminuyeron los titulos de la proteina viral NS1, siendo
mas significativa a la concentracion de 15ug/mL, de la fraccion CC20
correspondiente al diacilglucoglicérido, lo que podria dar lugar a una investigacion
mas robusta acerca de su mecanismo de accion en otros posibles bioensayos, sin

ser menos importante el efecto del compuesto clerosterol (de la fraccion CC13).

Ya existen reportes acerca de la actividad biologica del alga C. amplivesiculatum,
entre ellos su actividad antiviral, donde se destaca la actividad de algunos de sus
metabolitos como galactanos y polisacaridos sulfatados, donde estos ultimos
tienen la capacidad de interferir con la union inicial del virus con la célula blanco, y

consecuentemente conduce al bloqueo de la entrada viral (Damonte et al, 2004).

El alga parda M. pyrifera contiene metabolitos entre los que destaca el alginato de
sodio, laminaran y fucoidano, y es precisamente este Ultimo grupo de
polisacaridos los que presentan una actividad antiviral. Las fracciones utilizadas en
este trabajo fueron caracterizadas por Castro (2013) y corresponden al grupo de

los polisacaridos sulfatados de acuerdo a los resultados que arrojaron la



resonancia magnética nuclear de proton, sin embargo no fue posible conocer su
estructura ni su peso molecular exacto. Estos datos hubiesen podido ser de gran
utilidad para compararlos con estudios efectuados por Mayer (1987) donde
muestran que el peso de las moléculas de fucoidano oscilan entre 10,000 y 50,000
Daltons. No se puede asegurar que los extractos utilizados en este trabajo
pertenezcan a este grupo, sin embargo, si se puede constatar su actividad. Los
experimentos realizados por Mayer (1987) muestran que el fraccionamiento de
fucoidano en 5 extractos, s6lo dos presentaron una actividad relevante sobre el
virus de la estomatitis vesical (VSV); estos resultados no pueden ser comparados
con los de Castro (2013) puesto que el método de extraccion fue completamente
diferente, pero cabe mencionar que de las 5 fracciones que Castro obtuvo,
también 2 de ellas presentaron actividad antiviral. Entonces, considerando que los
extractos F1A y F2A como fucoidanos, la actividad que presentan sobre el DENV-
2 puede ser analoga a los experimentos con VSV. Cabe destacar la actividad de
las fracciones F1A y F2A a una concentracion de 5ug/mL (Figura 18) donde los
titulos de la proteina viral NS1 disminuyeron notablemente respecto al control
positivo, lo cual también puede dar pie a estudios mas especificos para evaluar el

posible mecanismo de accion sobre el DENV-2.

Finalmente, se considera que todas las fracciones muestran un efecto antiviral
significativo notandose en la reduccién del titulo de la proteina NS1, en
comparacion con el control positivo, sin embargo, cabe destacar que el efecto mas
notable lo llevaron a cabo los extractos CC20 [15ug/mL], F1A [Sug/mL]y F2A [1y
5ug/mL], los cuales pueden ayudar a plantear nuevas hipétesis sobre el efecto
antiviral de los compuestos conocidos como clerosterol, diacilglucoglicérido y
fucoidanos, realizando nuevos bioensayos para ampliar la investigacion de las

algas C. amplivesiculatum y M. pyrifera.



9. CONCLUSIONES

La fracciones CC13 y CC20 del alga C. amplivesiculatum no fueron téxicas
para las células de hepatoma HuH-7 a las concentraciones de 10 y
15ug/mL.

Las fracciones F1A y F2A del alga M. pyrifera no fueron tdxicas para las

células de hepatoma HuH-7 a las concentracion de 1y 5ug/mL.

Las fracciones CC13 y CC20 a una concentracion de 15ug/mL produce una
reduccion significativa de la infeccion por DENV-2 en células de hepatoma
HuH-7 infectadas a una MOI=1, sin embargo, la segunda concentracion fue

de manera mas notable.

La fraccion F1A y F2A a una concentracion de 5ug/mL del alga M. pyrifera,
reduce significativamente las lecturas de NS1 de DENV-2 en células de

hepatoma HuH-7 infectadas con virus a una MOI=1.

Se demostré un efecto antiviral indirecto in vitro de los extractos de alga
marina sobre el DENV-2 a través de la disminucion de los titulos de la

proteina NS1.



10.PERSPECTIVAS

El estudio de metabolitos secundarios de productos naturales abre un panorama
terapéutico alternativo ya que dilucidando la estructura exacta de la molécula que
presenta cierta actividad, se podrian ampliar los estudios y dar lugar al
entendimiento de nuevos mecanismos celulares para combatir, ya sea de manera

profilactica o terapéutica, la infeccién por DENV-2.

Se sugiere profundizar el estudio del efecto virucida de los extractos para

determinar su mecanismo de accion.

Se recomienda realizar la técnica de titulacion viral conocida como Unidad
Formadora de Placas, con el fin de precisar la disminucion efectiva de la
replicacion viral, adaptando la linea celular HuH-7 a las condiciones necesarias

para llevar a cabo ésta técnica.

El presente trabajo puede dar pie a investigaciones mas robustas acerca la
actividad biol6gica de algas marinas, puesto que los metabolitos presentes en
ellas son exclusivos y su aplicacion a sistemas biolégicos seria una alternativa
interesante para desarrollo de terapias alternativas naturales, ya que después de

todo son la base fundamental de la terapia farmacologica moderna.
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12. ANEXOS

Anexo 1. Método de titulacién de DENV-2

Se utilizo el serotipo 2 del DENV, cepa New Guinea C donado por el INDRE, el
cual se inoculé en cerebro de ratones BALB/c lactantes, procesados segun el
protocolo indicado por Gould (Gould, 1991) y almacenados en alicuotas de -80°C.
Los titulos virales se determinaron por el ensayo de placas liticas en células BHK-
21 mediante el siguiente protocolo.

Se dispusieron 2.5X10°células/pozo en placas para cultivo de 24 pozos (Corning)
en un volumen de 0.5mL de medio de cultivo por pozo y se incubaron a 37°C en
incubadora humeda con 5% de saturacion de CO»,. Después, se prepararon
diluciones seriadas (sin diluir hasta 1:10,000) de los extractos de cerebro a titular
en solucion Hanks (Gibco) suplementado con SFB al 0.5% y se incubaron a 37°C
por 1h. Entonces se agregaron 50uL/pozo de cada dilucion viral y se incubd a
37°C por 4h y finalmente se agregdé 0.5mL/pozo de solucion de “overlay” (medio
minimo esencial suplementado con 7.5mL de SFB, 1% de carboximetilcelulosa de
viscosidad media y estreptomicina/penicilina). Las placas se incubaron a 37°C por
5 dias al final de los cuales se eliminé el medio de cultivo por aspiracion y las
monocapas se tifieron con solucién de naftol blue black (naftol blue black 0.1%,
acetato de sodio 0.165M y acido acético glacial 6%) durante 15 minutos a 37°C.

Finalmente se lavaron con agua, se dejaron secar y se contaron las placas.

El titulo final de DENV-2 fue de 7X105 UFP/mL.

Los datos de este protocolo no son mostrados a detalle puesto que fueron

realizados previos a los experimentos de este trabajo.



Anexo 2. Célculos para determinar la Multiplicidad de Infeccién (MOI)

La determinacién de la MOI se realizé para las diluciones de trabajo (1:100, 1:500
y 1:1000) de cada extracto (CC13, CC20, F1A Y F2A) de cada alga (Codium
amplivesiculatum y Macrocystis pyrifera). Tomando en cuenta los siguientes
factores:

UFP Vol DENV-2 Alicuota Stock Vol. Adicion Pozo

MOI = X X X X
1000 VF Stock VF Mezcla Pozo 5000 Cels

Para la dilucion de trabajo 1:100, la MOI es:

7x10° UFP 40zl 50uL 100L Pozo

MOl 00 = X X X X =1.4~1
' 1000xL 4004L 500xzL  Poze 5000 Cels
Para la dilucion de trabajo 1:1000, la MOl es:
7x10° UFP 40zl 5L 100xL Pozo
MOl 1000 = x x x x =0.14 ~ 0.1
' 1000xL 400.L 500xL Pozo 5000 Cels
Para la dilucion de trabajo 1:500, la MOI es:
7x10° UFP  40zL 10L 100 L Pozo
MOI ooy = “ “ “ =0.56~0.5

X x X X
I000xL 400xL 500x4L Pozo 5000 Cels

64



	Portada

	Tabla de Contenido
	Resumen
	1. Introducción
	2. Justificación

	3. Hipótesis   4. Objetivo General
	5. Diseño Experimental
	6. Materiales y Métodos
	7. Resultados
	8. Discusión
	9. Conclusiones
	10. Perspectivas
	11. Referencias
	12. Anexos

