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1. ABREVIATURAS

DMEN: Medio de cultivo celular. Por sus siglas en inglés Dulbecco’s Modified
Eagle Medium.

DMSO: Dimetilsulfoxido.

EDTA: Acido etilendiaminotetraacetico.

EPFVM: Extractos polifenolicos obtenidos a partir de vinazas de mezcal
F: Proteina de fusion

G: Proteina de union

HEp-2: Células de epitelio respiratorio humano provenientes de carcinoma de

laringe.

L: Proteina larga.

M: Proteina de matriz
MRNA: RNA mensajero.
N: Nucleoproteina.

P: Fosfoproteina

PBS: Buffer de sales de fosfato, por sus siglas en inglés: Phosphate Buffered

Saline.

RANTES: Quimiocinas tipo CC, atraen células por ejemplo células T, eosinofilos y

basdfilos que expresan el receptor CCR5.
RNA: Acido ribonucleico.

RSV: Virus sincitial respiratorio.

SFB: Suero Fetal Bovino

SH: Proteina pequefia hidrofobica.



TCID50: Dosis de infeccion en el cultivo de tejido en la mitad de la poblacion por

sus siglas en inglés: Tissue Culture Infective Dose.

UFP: Unidades formadoras de placa



2. RESUMEN INTRODUCCION.

En el presente trabajo se realiz0 una extraccion de compuestos polifendlicos a
partir de vinazas procedentes de la fermentacion de agave (vinazas de mezcal), la

cual se realiz6 mediante extraccibn con acetato de etilo. Se determind la



concentracion de fenoles totales expresados como equivalentes de acido galico

(Box, 1983), obteniéndose un valor de 433.1 mg de &cido galico/ L.

La concentracion final de polifenoles (dilucion 1:10000) a la cual se observo
un efecto en la union del virus a la célula fue a una concentracion de 0.04331 mg

de &cido galico/ L.

Por otro lado se evalud la potencial actividad anti-viral del extracto de las
vinazas mezcaleras in vitro a una concentracién no citotéxica del extracto para la
linea celular HEp-2 y se determin6 en qué punto del ciclo de infeccion de hRSV

tenia efecto.

En México la industria de vinos y licores es una de las fuentes principales
generadoras de aguas residuales. El estado de Oaxaca produce el 85% del
mezcal a nivel nacional, pero al mismo tiempo produce grandes cantidades de
aguas residuales denominadas vinazas Robles-Gonzalez et al. (2012) reportaron
que las vinazas mezcaleras contenian una alta concentracion de fenoles entre
478-542 mg &cido galico/L los cuales ya se ha reportado que poseen propiedades
anti-inflamatorias, antibacterianas, antimicrobianas y antivirales. (Edziri et al.,
2011).

Los estudios in vitro, han demostrado las propiedades farmacoldgicas de
componentes de diversos tipos de plantas. Entre los componentes con actividad
antiviral estdn los flavonoides, taninos, derivados de &cido cafeico, &cido
clorogénico, &cido ferulico, terpenoides y saponinas, entre otros polifenoles. Esta
actividad antiviral ha sido probada en diferentes tipos de virus tales como: Herpes
humano tipo 1, Citomegalovirus humano, Virus de inmunodeficiencia humana
tipol, Virus de Pseudorabia porcino, Echovirus 11, Coxsackie B tipo 3,
Adenovirus, Reovirus aviar, Metapneumovirus aviar (1-6 virus) y Virus Sincitial

Respiratorio humano. (Edziri et al., 2011)

El virus sincitial respiratorio humano hRSV es conocido como el agente
etiolégico mas importante de enfermedades respiratorias agudas en nifos

menores de dos afios causando cuadros respiratorios desde leves hasta



enfermedades respiratorias graves. Ademas, constituye un factor de riesgo para

personas de la tercera edad. (Bawage, Tiwari, Pillai, Dennis, & Singh, 2013).

En México las infecciones respiratorias agudas son una de las primeras
causas de morbilidad en nifios menores de 5 afios, sin embargo no hay reportes
de los patrones de circulacion de los diferentes subgrupos virales de hRSV 'y
tampoco contamos con métodos de diagndstico rapido, especifico y costeables.
(Wong-Chew, 2010).

Se han realizado diversos intentos de vacunas y tratamientos desde su
descubrimiento en 1956, sin embargo hasta el momento no se cuenta con una
vacuna eficiente disponible en el mercado. Ademas los métodos profilacticos y

terapéuticos son muy limitados.

Los anticuerpos monoclonales humanizados Palivizumab, son el Unico
farmaco antiviral permitido por la FDA para profilaxis en nifios de alto riesgo,
mientras que la Ribavirina es utilizada para tratamiento de la infeccion; sin
embargo el uso de la Ribavirina es restringido por los diversos efectos colaterales
tales como: anemia macrocitica, alteraciones neuroldgicas y gastrointestinales,
irritacion conjuntival y erupciones cutaneas, y no se recomienda durante el
embarazo por su capacidad teratogénica. Debido a la gravedad de la enfermedad
y el uso limitado de los tratamientos se busca el uso alternativo de otros

tratamientos (Browne, 1979).

Actualmente, existen una serie de reportes que proponen como farmacos
alternos para el tratamiento de infecciones causadas por hRSV, el uso de
extractos de diversas plantas como potenciales candidatos a ser utilizados por sus

propiedades antivirales. (Edziri et al., 2011).

La disminucion del titulo viral por la potencial actividad antiviral se analizé
in vitro por dos tipos de metodologias ensayo en placa y TCIDso, para evaluar la

probable actividad antiviral en la infectividad de hRSV a una concentracion de



0.04331 mg de acido galico/ litro previamente definida por los ensayos de

inocuidad.

La probable actividad antiviral se prob6 en cada etapa del ciclo de infeccién de
hRSV: union, replicacion o salida del virus. Paralelamente se probd el efecto
antiviral del control interno (Ribavirina) en las diferentes fases del ciclo de

infeccion.

Los resultados obtenidos mostraron que el extracto de vinazas tiene
potencial actividad antiviral en la union del virus a la célula a una concentracion de
0.04331 mg de acido galico/ litro. Los datos obtenidos en el ensayo de unién con
el extracto mostraron un porcentaje de infectividad del 0.12%. Al comparar el
extracto vs la Ribavirina, esta Ultima mostro un porcentaje de infectividad de mas
del 80%, por lo que se sugiere que a nivel de la union el efecto antiviral del

extracto es mucho mayor.

Los resultados arrojados por estos experimentos mostraron que el extracto
de vinazas mezcaleras tiene un efecto antiviral durante la fase de union del virus a

la célula.

Lo siguiente etapa sera caracterizar los extractos polifenélicos obtenidos a
partir de vinazas mezcaleras que podrian ser utilizados para un tratamiento

alterno en la infeccion por hRSV, que sea costeable y efectivo.

3. ANTECEDENTES:



El virus sincitial respiratorio esta clasificado en el orden de los
Mononegavirales, pertenece a la familia Paramixoviridae, al género Pneumovirus,
(Bawage et al., 2013).

Dentro de los Pneumovirus se encuentra el virus sincitial respiratorio
humano, el virus sincitial respiratorio bovino y el virus de neumonia de raton. Los
virus de esta familia se agrupan junto con los de las familias Rhabdoviridae y

Filoviridae, en el mismo orden Mononegavirales.

El virus sincitial respiratorio humano (hRSV) es el agente etiolégico mas
frecuente de las infecciones respiratorias que causan bronquitis, bronquiolitis, y
complicaciones como la neumonia, afectando principalmente a la poblacion en
edad pediatrica y adultos mayores. Ademas es importante sefialar que en el caso
de pacientes con enfermedad pulmonar obstructiva crénica las infecciones
respiratorias de origen viral exacerban la sintomatologia. (Bawage et al.,
2013).Fue aislado por primera vez en 1956 de un chimpancé de laboratorio, que

presentaba cuadro clinico asociado al resfriado comun.

Es un virus envuelto, no segmentado, negativo, virus de genoma ARN
monocatenario lineal. EI genoma de hRSV es de ~ 15 kb tiene 10 genes que
codifican para 11 proteinas. Dentro de las cuales se incluyen dos proteinas no
estructurales NS1 y NS2 (interferén de tipo | inhibidores), las estructurales L (ARN
polimerasa), N (nucleoproteina), P (fosfoproteina cofactor para L), M (proteina de

matriz), M2.1 y M2.2 (necesario para transcripcion) SH (pequefia proteina

hidréfoba) G (glicoproteina), y F (proteina de fusion). (Fig. 1)
GENOMA RNA(-)

3 | N )

Figural: Diagrama del genoma hRSV. Orientacion 3'-5". Sentido negativo.

5:

Modificado del original (Bawage et al., 2013)

3.1 ESTRUCTURA



Es un virus envuelto (bicapa lipidica) de estructura pleomorfica, de 150-300 nm de

diametro. Ancladas a la envoltura se localizan las glicoproteinas virales (F, G y
SH), las cuales participan en la unién (G) y penetracion (F) del virus a la célula
hospedera; la funcion de la proteina SH aun no esta clara. Este virus tiene una
nucleocapside de simetria helicoidal de 12-15 nm de diametro. En el interior de la
nucleocépside se localiza el genoma viral que corresponde a una hebra sencilla
de ARN no segmentada, de polaridad negativa. Asociadas al ARN viral se
encuentran las proteinas virales N, P y L, que constituyen la nucleocapside. El
ARN viral codifica para 11 proteinas de las cuales: 9 son estructurales y 2 no
estructurales. La replicacion viral se lleva a cabo en el citoplasma. (Bawage et al.,
2013) (Fig. 2)

Nucleoproteina N

Proteina G

Polimerasa L

Proteina SH
Proteina F——

Figura 2: Estructura del hRSV. Modificada del original obtenido en (Bawage
et al., 2013).

3.2 PROTEINAS VIRALES:



1. NUCLEOPROTEINA (N):

Es la Unica proteina que conforma la nucleocapside. ElI complejo N-ARN es el
molde funcional para la transcriptasa y replicasa viral. Posee varias funciones en
la replicacion viral: Participa en la encapsulacion del ARN gendmico, se asocia con
las proteinas P-L durante la transcripcion y la replicacidén del viribn y se considera

que interactia con la proteina M durante el ensamblaje del virus.
2. FOSFOPROTEINA (P):

La proteina P es un cofactor de la ARN polimerasa viral. Es una proteina
altamente fosforilada en los residuos de serina. Forma parte del complejo de la
polimerasa. Su interaccion con la proteina N facilita que ésta se mantenga en su

forma soluble y disponible para el ensamblaje de la nucleocapside.
3. PROTEINA L (L):

Proteina a la cual se le atribuye la actividad de ARN polimerasa
dependiente de ARN. Es relativamente hidrofébica, con un gran contenido de los
aminoacidos leucina (Leu) e isoleucina (lle). Junto con las proteinas P y N forma
el complejo requerido para la actividad polimerasa (Complejo

Ribonucleoprotéico).
4. PROTEINA MATRIZ (M):

Proteina no glicosilada que se localiza en la cara interna de la envoltura
viral. Se acumula en la membrana plasmatica, interactta con la region
citoplasmica de la proteina F y otros factores durante la morfogénesis de la

particula viral, siendo esencial en su formacion.
5. PROTEINA M2:

Es relativamente hidrofilica. Se localiza con las proteinas N y P en los
cuerpos de inclusién citoplasmaticos presentes en las células infectadas por
hRSV.

El gen M2 tiene dos marcos de lectura ORF (Open Reading Frame por sus siglas

en inglés) que se solapan en 32 nucleétidos. El producto del primer marco de



lectura da lugar a la proteina M2-1 que es un anti terminador de la transcripcion y
es esencial para la viabilidad del virus, el segundo marco de lectura codifica para
la proteina M2-2 actia como un factor regulador implicado en el equilibrio entre la

replicacion y la transcripcion del ARN (Bermingham & Collins, 1999).
6. PROTEINA SH:

Es una proteina que se acumula en las células infectadas de multiples
formas (SHo), (SHt), (SHg) y (SHp). Su funcion aun es desconocida aunque se ha
podido comprobar que SH esta implicada en la apoptosis dependiente de TNFa

en las células infectadas.
7. PROTEINA DE FUSION (F):

Representa un factor critico en la infeccibn y en la patogenia de los

miembros que conforman la familia Paramyxoviridae.

Es una glicoproteina tipo I. Se sintetiza como un precursor inactivo Fo y
para tener actividad biol6gica, el precursor debe escindirse por la accion de una
proteasa celular formando subunidades F1 y F2 que permanecen unidas por
puentes disulfuro. Esta proteina tiene la funcion de inducir la fusion de la envoltura
viral con la membrana plasmatica de la célula hospedera y entre las células,
provocando la formacion de sincitios o células gigantes multinucleadas, los cuales
permiten la propagacion directa del virus (Krzyzaniak, Zumstein, Gerez, Picotti, &
Helenius, 2013).

8. GLICOPROTEINA (G):

Responsable de la unién del virus al receptor celular en las primeras etapas
del ciclo infectivo. La proteina G se produce en dos formas diferentes en la célula

infectada:
1) Como una proteina transmembrana de tipo 1l (Gm) que se incorpora en viriones.

2) Como una proteina soluble (Gs) que es secretada por la célula infectada



El precursor de polipéptido Gm de aproximadamente 300 residuos de
aminoacidos contiene un unico dominio hidréfobo que actia como una sefal

combinada y un dominio de anclaje transmembranal. (Collins et al., 2001).

Esta region hidréfoba dirige la cadena naciente a través de la membrana,
provocando el anclaje estable de la proteina en la bicapa lipidica.

La forma soluble (Gs) se sintetiza a partir de un segundo codon de
iniciacion que estd en fase con el primero, situado en el aa. 48, el cual se
encuentra dentro de la region hidrofébica. Las funciones biologicas de la
glicoproteina G soluble (Gs) en el ciclo de infeccién viral es desconocida, aunque
se ha visto que dicha proteina induce una fuerte respuesta Th2, lo que sugiere que
representa una estrategia por parte del virus para modular y evadir la respuesta
inmune dada por el hospedero (Karron et al., 1997).

El ectodominio de la glicoproteina Gm, presenta cuatro residuos de cisteina
(posiciones 173, 176, 182 y 186) que estan conservados en todas las cepas del
hRSV. Estudios mas recientes han demostrado que estos residuos de cisteina
representan un importante papel en la respuesta de los linfocitos T citotoxicos

hacia otros antigenos de este virus (Choi et al., 2012).

Diversos estudios han demostrado la homologia que existe entre este
dominio y el cuarto subdominio del receptor del factor de necrosis tumoral (TNFr).
Aunque el significado biol6gico de esta homologia se desconoce, se supone que
de algin modo module la actividad del TNF o de otro ligando de este receptor.
Esta glicoproteina contiene una secuencia similar a la quimocina CX3C, la cual es
capaz de unirse al receptor de fractalguina (CX3CR1) y afectar adversamente la
respuesta de las células T CX3CR1+ (Karron et al., 1997).

9. PROTEINAS NO ESTRUCTURALES NS1Y NS2

Se ha estudiado que estas proteinas estan implicadas en la evasion de la
respuesta inmune innata durante la infeccion por hRSV. Se ha reportado que
dichas proteinas estan implicadas en la disminucion de la expresion de
interferones tipo |, debido a que bloguean la activacién del factor 3 regulador del

IFN. Esto sugiere, que en un hospedero natural, el antagonismo de la respuesta



del IFN por estas proteinas incrementa el balance de Th2/Thl (Spann, Tran, Chi,
Rabin, & Collins, 2004)

3.3 CICLO REPLICATIVO:

La adhesién de hRSV a las células del hospedero se debe a la interaccion
de los dominios de unidn a heparina de la proteina G con glicosaminoglicanos de
la superficie celular. La proteina F puede unirse a la molécula de adhesion
intercelular-1 (ICAM-1) y el receptor de fractalcina CX3CR1 para G de hRSV.
(Choi et al., 2012).

Después de la fusidn celular y la penetracion mediada por la proteina F, las
proteinas P, N y L forman el complejo de la polimerasa, responsable de los
procesos de transcripcion y replicacion del genoma viral.

Durante la sintesis del mARN viral el complejo de la polimerasa reconoce al
promotor Unico e inicia la sintesis de los mensajeros monocistrénicos, esto con el
reconocimiento de las secuencias de inicio y paro de la transcripcion, la
polimerasa es susceptible a disociarse del templado y reiniciar la sintesis de
ARNmM lo implica que la concentracién de cada mensajero viral disminuye del

extremo 3" hacia el extremo 5" (Varga, 2009).

Para la replicacion de genoma viral, la proteina M2-2 cambia el modo
operacional del complejo de la polimerasa de la transcripcion a la replicacion. Se
inicia en el promotor del extremo 3’y la polimerasa prepara la sintesis del ARN
gendmico viral ignorando las sefales de inicio y de paro de la transcripcion de
cada uno de los genes, sintetizando un antigenoma de polaridad positiva que es
utilizado como templado para obtener el genoma de sentido negativo que se

incorporara a los viriones (Bermingham & Collins, 1999).

Las glicoproteinas en la membrana G, F, SH sufren modificaciones
postraduccionales en el complejo de Golgi para posteriormente dirigirse y anclarse
a las balsas lipidicas de la célula hospedera. La proteina M se encuentra en el
interior de las balsas lipidicas donde se lleva a cabo el proceso final de
ensamblaje al interactuar con las proteinas de la nucleocapside y posteriormente

llevar acabo la gemacién. (Figura 3).
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Figura 3: Representacion esquematica del ciclo de replicacion de hRSV.

Modificado del original (Bawage et al., 2013)
3.4 PATOGENESIS E INMUNIDAD

El virus se multiplica en el epitelio de las mucosas de la nariz y la garganta;
en los niflos y adultos mayores puede implicar la traquea, los bronquios,

bronquiolos y alvéolos.

El periodo de incubacién es de 4-5 dias. Los casos fatales suelen mostrar
extensa bronquiolitis y neumonia con areas dispersas de atelectasia y enfisema

resultantes de la obstruccion bronquial.

Sin lugar a duda las vias respiratorias de pacientes pediatricos, son mas
estrechas que las de los nifios mayores, y son obstruidas mas facilmente por la
inflamacion, edema y descamacion de células necréticas en el moco abundante.
Sin embargo, esto no explica por qué sélo una minoria de estos llega a desarrollar
bronquiolitis.



El dafio ocasionado por este virus se localiza en bronquios, bronquiolos y
alvéolos pulmonares. Este consiste en necrosis de células epiteliales, infiltrados
inflamatorios intersticiales de células mononucleares (lo que ocasiona
taponamiento de vias respiratorias pequefias con material que contiene moco),
células necrdéticas y fibrina. La obstruccion de vias aéreas pequefias a causa de
"tapones" de material necroético, da lugar a la instalacion de un cuadro respiratorio

agudo grave (Garofalo, Kolli, & Casola, 2012).

En 1966 una vacuna experimental de hRSV inactivado con formalina fue
probado en nifios, cuando los niflos inmunizados se encontraron con una epidemia
de hRSV, se observé que en realidad sufrieron significativamente mas dafio en
enfermedades respiratorias inferiores que los nifios no inmunizados.
Posteriormente, se demostré que aunque el virus inactivado con formalina indujo
una buena respuesta de anticuerpos, los anticuerpos no tienen buena actividad

neutralizante (Welliver, 2003).

Este hecho alarmante no sélo llevo al abandono de la vacuna inactivada
sino también a la especulacién sobre la base inmunolégica del episodio y su

posible relacién con bronquiolitis por hRSV.

La primera hipotesis fue que la IgG materna, presente sélo en los nifios
pequefios, puede reaccionar con el virus que se multiplicd en el pulmén para
producir una reaccion de hipersensibilidad del tipo Ill. Esta idea tuvo que ser
abandonada cuando una correlacion negativa fue demostrada entre el titulo de
anticuerpos maternos y la gravedad de la enfermedad inducida por el hRSV
(Varga, 2009).

Anti hRSV de tipo IgE, asi como histamina y leucotrienos han sido
reportados en las secreciones respiratorias de los lactantes con bronquiolitis por
hRSV.

La inmunidad adquirida como consecuencia de la infecciébn por hRSV es
notoriamente pobre. Por ejemplo, durante las epidemias anuales de invierno que
afectan a los hogares de, la mayoria de los nifios se vuelven a infectarse; la

gravedad de la enfermedad es general pero disminuye la segunda vez. Esta



inmunidad parcial se basa en el hecho de que la respuesta inmune de los

lactantes hacia las glicoproteinas F y G es muy débil.

Claramente, el anticuerpo maternal no protege a los recién nacidos mas alla
de las primeras 6 semanas 0 menos de vida, a pesar de que se transfiere

generalmente a niveles bastante altos.
3.5 RESPUESTA INMUNE INNATA:

Las células epiteliales infectadas por hRSV producen quimiocionas y
citocinas que afectan el balance entre la eliminacion del virus y la patogénesis de
la enfermedad, inclusive en diferentes estudios se ha indicado que la expresion de
citocinas y quimiocinas se correlaciona con la severidad de la enfermedad. Entre
las quimiocionas secretadas durante una infeccion por hRSV estan MIP-1a vy
RANTES. Durante la etapa aguda de la infeccidn, la secrecion de citocinas inicia la
respuesta inflamatoria local ya sea de manera directa o amplificando el evento
inflamatorio previamente iniciado por macréfagos activados, eosindfilos y

neutrofilos (Varga, 2009).

Los componentes celulares mas importantes en la respuesta inmune innata
contra hRSV son los macrofagos, neutrofilos, eosindfilos, y las células asesinas
naturales (NK por sus siglas en inglés Natural Killer). Estas células tienen
funciones importantes controlando la infeccidén, pero durante una respuesta no
balanceada pueden exacerbar la inflamacién y contribuir con la patogénesis de la
enfermedad. Los neutréfilos son las células predominanates en la bronquiolitis
causada por hRSV. Los macro6fagos y las células epiteliales son las primeras en
tener contacto con el hRSV en las vias respiratorias. En la infeccidn por este virus
se secretan citocinas pro-inflamatorias como IL-6, IL-1B, CXCL8, TNF-a, MIP-1a 'y
RANTES. En la primera fase de la infeccion por hRSV las células NK migran de la
sangre a los pulmones y son responsables en gran parte de la produccion de INF-
y (Becker, Quay, & Soukup, 1991).

El INF es una molécula que se induce en respuesta a una infeccion viral. A
su vez el interferon a/f induce sefales al interior del nucleo para establecer un

ambiente de alerta en células no infectadas. Hay dos tipos de sistemas de IFN. El



sistema tipo | es mediado por el IFN-a, el INF-B y el INF-y. Estas moléculas se
unen a sus receptores y a traves del sistema JAK.STAT estimulan la transcripcion
de genes que participan en la maduracion de las células dendriticas, proliferacion
de las células NK. Estas células eliminan y presentan antigenos a las células
linfociticas que establecen una memoria a largo plazo y se encargan de inducir

una respuesta inmune (Varga, 2009).

3.6 RESPUESTA INMUNE ADAPTATIVA:

En las vias respiratorias altas esta respuesta es mediada por IgA, sin
embargo una respuesta humoral mas duradera esta asociada con IgM e IgG. La
respuesta inmune contra hRSV esta mediada por anticuerpos maternos
circulantes de tipo IgG, los cuales protegen a los nifios menores de dos afios de
infecciones en el tracto respiratorio inferior, sugiriéndose que en los neonatos
afectados, los titulos de anticuerpo son menos a los requeridos para la proteccion,
sin embargo es a los dos meses de edad que se ve un mayor niumero de casos de
nifios hospitalizados. Las infecciones de hRSV son recurrentes a los largo de la
vida pues la inmunidad que induce es de corta duracion y los anticuerpos son de

baja afinidad debido a una pobre estimulacion de los TLRs (Varga, 2009).

El hRSV produce una respuesta tipo Th2, el inconveniente de este tipo de
respuesta es que el hospedero no produce una memoria inmunoldgica estable
como lo que se deriva de una respuesta Thl.En diversos estudios se ha
demostrado que la participacion de células CD4+, (Th2) y las citosinas que
producen son factores importantes en la patogénesis asociada a hRSV (Choi et
al., 2012).

Durante la infeccién por hRSV se estimula produccion de anticuerpos tipo
IgE especificos que causan la sensibilizacion de las células cebadas con el
eventual desarrollo de hiperreactividad y obstruccion de las vias respiratorias. La
respuesta tipo Th2 es una estrategia de infeccion de hRSV para evadir el sistema
inmune (Varga, 2009).



El sistema tipo Th2, es mediado por el INF-y que es secretado por las
células NK, estas se encuentran en gran proporcion en los pulmones los primeros
dias de infeccion. El interferdn vy influye principalmente en la diferenciacion y en la
proliferacion de las células T tipo CD4+ que producen principalmente

inmunoglobulinas del tipo 1gG e IgE. (Becker et al., 1991)

3.7 EPIDEMIOLOGIA:

El hRSV es generalmente la causa mas comun en Infecciones del Tracto
Respiratorio (ITR’s) en todo el mundo. La aparicion peridédica de estas epidemias
se relaciona en parte con los factores geograficos y climaticos, asi como las
variaciones estacionales con el comportamiento de la poblacion y la inmunidad

preexistente.

El hRSV es un importante patégeno respiratorio ya que es causante de
bronquiolitis y representa del 5-15% de las hospitalizaciones pediatricas. De hecho
la hospitalizacion por hRSV es mas alta durante el primer afio de vida,
especialmente en nifios menores de seis meses de edad, en los que las tasas de
hospitalizacion han sido estimadas recientemente 17 a 18.5 por cada 1000 nifios.
En un estudio prospectivo de casi 1.400 hospitalizaciones de adultos para ITR
durante cuatro periodos invernales consecutivos, hMPV y hRSV representaron el
8,0% y 10,5% de las enfermedades, respectivamente. La poblacion estudiada era
predominantemente de edad avanzada, con una media de edad de 75 afios. La
mortalidad por hRSV es particularmente alta en las personas mayores

Existen dos grupos de hRSV, el A y el B. La clasificacion del virus se hace con
base en la diversidad genética de la glicoproteina G. Estos dos grupos cocirculan
en la poblacion, en una misma epidemia, siendoel grupo A, el de
mayor prevalencia. Sin embargo, la severidad de la enfermedad no se asocia
comunmente con alguno de los tipos virales en particular. Las epidemias por este
virus se presentan anualmente, entre los meses de enero a marzo. La mayor parte
de la poblacion presenta infeccion del tracto respiratorio superior y solo del 15 al

50% de la poblacion puede presentar complicaciones severas que involucren al



tracto respiratorio inferior. La incidencia de hospitalizacion de acuerdo con un
estudio realizado a un total de 214 nifios sefala 15% para nifios menores de 4
afnos y 24% para menores de seis meses con enfermedad congénita cardiaca. La
alta tasa de mortalidad (4,500 muertes/afio), se presenta principalmente en
pacientes con problemas congénitos, displasia  broncopulmonar e
inmunocomprometidos. La infeccion por hRSV en adultos, es comun en
personas mayores de 60 afos; y en pacientes inmunocomprometidos llega a
presentarse en forma severa. La mortalidad asociada a neumonia en estos casos
puede ser de 80-90%.
El hRSV afecta mayormente a nifios entre 0 y 2 afios. La infeccién primaria por
este virus no induce inmunidad protectora por lo que a lo largo de la vida se

presentan infecciones recurrentes (Mohapatra & Boyapalle, 2008).
3.8 INFECCION:

La infeccion por hRSV se inicia en la nasofaringe, por lo general se controla a ese
nivel, no obstante en una gran parte de los infantes el virus pasa al tracto
respiratorio inferior e infecta a los bronquiolos y los alveolos donde se presenta
una respuesta inflamatoria asociado con la patologia y sintomatologia de la

enfermedad (Cormier, You, & Honnegowda, 2010).
3.9 SINTOMAS CLINICOS:

Clinicamente puede presentarse con fiebre alta, dolor de cabeza,
escalofrios, nduseas, vomitos, tos, fatiga, y otros sintomas, Es una causa lider de
la hospitalizacion de los lactantes y los nifios menores de 2 afios de edad, se

asocia con el desarrollo de bronquiolitis y neumonia.(Welliver, 2003)

A la edad de 1 afio, 60-70% de los nifios han sido infectadas por hRSV (2 -
3% de los cuales son hospitalizados), hRSV se estima que causa 33,8 millones
de casos de enfermedades respiratorias agudas en nifilos <5 afios de edad a nivel
mundial, lo que resulta en 2.8-4.3 millones de hospitalizaciones y 66 000 a 199
000 muertes en 2005. La mayoria de los pacientes pediatricos infectados
experimentan sintomas del tracto respiratorio superior, sin embargo del 20 -30%

desarrollara bronquiolitis aguda.



Los signos y sintomas de la enfermedad incluyen taquipnea, tos,
crepitaciones y sibilancias. Con frecuencia, la enfermedad estd asociada con
letargia, irritabilidad, y mala alimentacion.

3.10 DIAGNOSTICO:

Actualmente, las técnicas utilizadas para el diagnéstico de hRSV incluyen el
ensayo de ELISA, inmunofluorescencia directa, PCR, y PCR en tiempo real. El
diagnéstico y el tratamiento ha cambiado de manera significativa con el
advenimiento de técnicas avanzadas y el profundo conocimiento de la biologia de
hRSV, pero la ejecucion de estos desarrollos clinicos en la practica requiere de un

amplio estudio y tiempo (Bawage et al., 2013).
3.11TRATAMIENTO:

Hay opciones de tratamiento muy limitadas disponibles para el hRSV. Sin
embargo, hay muchos farmacos para los sintomas asociados con la infeccion por
hRSV.

El Palivizumab es un anticuerpo monoclonal producido por tecnologia de
ADN recombinante autorizada por la FDA utilizado para la prevencion de la
infeccion de hRSV en pacientes pediatricos de alto riesgo por prematuridad,
enfermedad cardiaca congénita o displasia broncopulmonar. Este anticuerpo
monoclonal dirigido contra la proteina F posee un alto grado de eficacia,
previniendo la hospitalizacion de nifios prematuros con enfermedad pulmonar

cronica. (Bawage et al., 2013)

La Ribavirina:(l-2-D-ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-carboxamida) (Figura 5).Es
un farmaco antiviral andlogo de nucledsido que actia a nivel de replicacion
aunque la evidencia de beneficio es escasa su uso se ha asociado con un
mejoramiento en la oxigenacion y una disminucién en la inflamacion asociada con
silbilancias y enfermedad severa. No obstante su uso actualmente es limitado
debido a que es costosa, a su potencial teratbgeno y a los resultados

contradictorios en el estudio de eficacia. (Browne, 1979)

La utilidad de la Ribavirina contra los virus no es so6lo debido a su actividad

antiviral, sino también debido a su capacidad para modular el sistema inmune. La



Ribavirina sugiere tener efectos inmuno-estimuladoras sobre las células

Th.(Bawage et al., 2013)

Los derivados de Ribavirina como viramidina, merimepodib, y otras
moléculas inhibidoras de IMPDH como micofenolato y mizoribina han demostrado
actividad antiviral contra el virus de la hepatitis C, y por lo tanto, no hay margen
para la investigacion de ellos como potenciales farmacos anti-RSV (Bawage et al.,
2013).
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3.12 ESTUDIO CON EXTRACTOS:

Basandonos en investigaciones etnobotanicas se considera que el mezcal

se produce en México por lo menos desde el afio 400 A.C. El agave o maguey es



una planta mexicana, hoy establecida en muchas otras partes del mundo. De ella

segun su tipo se pueden extraer fibras, aceites, aguamiel, pulque, mezcales.

El mezcal ha pasado de ser una bebida campesina, noble o mégica, a un
licor de moda en los locales méas prestigiosos del mundo siendo una bebida
alcoholica derivada del agave. La palabra viene de la unién de dos vocablos de
origen nahuatl: metl (maguey) e ixcalli (cocido o hervido). Fermentada y destilada,
el alma liquida de la planta es un puente a lo sagrado. Y para elaborarla hay
métodos ancestrales y conocimientos transmitida de generacion a generacion,
ocho estados del pais lo producen con derecho a denominacién de origen y uno
de los principales es Oaxaca.

Se han clasificado al menos 300 tipos de agave en su género. En México el
mezcal se obtiene de al menos una veintena de agaves, pero especialmente de
cinco: cinco: espadin (angustifolia), cenizo también llamado de cerro (weberi),
tébala, (potatorum) y pulquero, manso o de montafia (salmiana) (Figura 6).

El estado de Oaxaca se sostiene sobre todo del comercio y el turismo, pero
muy poco de la industria. En este sentido, la industria del mezcal es la mas
importante y dinamica por la cantidad de empleos y divisas que genera a través de

las exportaciones a algunos paises de América, Europa y Asia.

Actualmente la industria mezcalera ha tenido una amplia participacion
dentro de la economia del estado, ya que en el afio 2000 se exportaron 4 700 000
litros de mezcal, lo cual representé una derrama econdémica de 79 900 délares
(Ramales & Barragan, 2002), en el afilo 2006 se obtuvo una produccion
aproximada de 5.2 millones de litros, por lo que se estima que para el afio 2007,
los industriales obtengan recursos por el orden de los 300 millones de pesos
(Velasquez, 2007).

En Oaxaca, anualmente se producen cerca de 8 millones de litros de
mezcal, los cuales durante su procesamiento, en especifico en la destilacion
producen de 6 a 15 litros de vinazas por litro de alcohol. Las vinazas presentan
una composicion variada que depende de la materia prima empleada para la

fermentacién, asi como de otros aspectos del proceso de producciéon como: las



aguas de lavado para la limpieza de los fermentadores y destiladores y las aguas
de enfriamiento o aguas de condensacion (Duarte et al., 1997). Las vinazas se
caracterizan por tener: altas concentraciones de materia organica de
contaminantes expresada como demanda bioquimica de oxigeno (DBO) vy
demandas quimicas de oxigeno (DQO), que pueden tomar valores entre 35,000—
50,000 mgO2/L y 70,000-150,000 mg O2/L, respectivamente (Robles-Gonzalez et
al., 2012; Madején et al., 2001b; Nandy et al., 2002), pH acidos de 3.5 a 4.0,
presencia de compuestos fenodlicos 478-541 mg equivalentes de acido galico
(EAG) /L (Robles-Gonzalez et al., 2012;Sales et al., 1987; Capasso et al., 1992);
cenizas 1,550-2,000 mg/L, sélidos disueltos (el 50% de estos sélidos corresponde
a azucares reductores) (Sangave et al., 2007), compuestos no volatiles del caldo
de fermentacion, concentraciones altas de sales minerales (Robles-Gonzéalez et
al., 2012), alta conductividad electrolitica (250-300 dS m-1) y fuerte coloracién
marrdén oscuro por la presencia de melanoidinas (Pefia et al., 2003; Coca et al.,
2005).

Figura 6: Agave Espadin

3.13 VINAZAS



Existe un numero importante de pequefias y medianas industrias que
producen etanol a partir de la fermentacion de distintas materias primas (cafa,
uva, agave). Dichas industrias producen cantidades considerables de liquidos
residuales, o también denominados como vinazas. Las vinazas se definen como
los residuos liquidos remanentes en la etapa de la destilacion de los azucares
fermentados provenientes de melazas, cafia de azlcar, jugos de uva, agave, etc.
(Robles-Gonzélez et al., 2012). El proceso de elaboracion del mezcal se realiza en
cuatro etapas, coccion, molienda, hidrolisis, fermentacion y destilacion. En esta
Gltima etapa se obtiene como subproducto a las vinazas. La produccion de
vinazas en una destileria tradicional se encuentra entre 6-15 L de vinazas por litro
de etanol obtenido. Las caracteristicas de las vinazas varian considerablemente
de acuerdo a la materia prima empleada, la localizacion y el tipo de proceso de
fermentacidon adoptado (Robles-Gonzalez et al., 2012; Pant y Adholeya, 2006). En
la tabla 1 se muestran de manera general las principales caracteristicas de las

vinazas.

Tabla 1: Caracteristicas fisicoquimicas de las vinazas mezcaleras.

Parametro

Intervalo

DQO (mg O2/L)
BODs(mg Oz/L)

56,230-122,860
26,500-33,500

pH 3.6-3.8
Fenoles totales (mg EAG/L) 578-542
Fructosa (mg/L) 14.8-50.0
Conductividad (mS/cm) 2.6-4.2

Color (Absa7snm) 4.6-10.6

SSV (mg/L) 8200 £ 2970
Nitrogen Kjeldahl (mgNHs-N/L) 660-5,650
Solidos totales (mg/L) 26,830-94,713
Sulfatos (mg/L) 308-842
Fosfatos (mg/L) 290-1705

Robles-Gonzalez et al., 2012



Como se puede observar en la tabla 1, las vinazas mezcaleras presentan una
importante cantidad de fenoles expresadas como equivalentes de acido galico, a
los cuales se les han atribuido efectos benéficos frente al desarrollo de
enfermedades relacionadas con el estrés oxidativo (como algunos tipos de cancer,
enfermedades cardiovasculares, neurodegenerativas y arteroesclerosis. (Martinez
et al., 2002)

3.14 FENOLES:

El término fenol comprende aproximadamente 8000 compuestos
distribuidos en la naturaleza. Todos ellos poseen una estructura comuan: un anillo

aromatico que lleva al menos un sustituyente hidroxilo. (Figura 7)

Desde el punto de vista estructural, son un grupo muy diverso que
comprende desde moléculas sencillas como los acidos fendlicos hasta polimeros
complejos como los taninos y la lignina. En el grupo también se encuentran

pigmentos flavonoides.

OH

Figura 7: Fenol
3.15 EFECTO ANTIOXIDANTES DE LOS FENOLES:

Los fenoles son muy susceptibles a la oxidacion, por lo tanto tienen un
caracter marcadamente antioxidante, ya que experimentaran la oxidacion antes
gue otras especies susceptibles de ser oxidadas y en consecuencia las protegeran
frente a esos ataques oxidantes (p.ej., luz, radicales libres, quimicas, etc.). Por
otra parte, las estructuras fenolicas complejas tienen la capacidad de recuperar su
estado reducido mediante un equilibrio redox favorecido por las interacciones de

otros grupos funcionales de sus estructuras quimicas con distintos metabolitos



presentes en el medio. Con lo cual una vez oxidadas van a recuperar su hidroxilo
recuperando su capacidad antioxidante, evitando nuevamente la oxidacion de

otros elementos de interés del medio (p.ej., proteinas, nutrientes, azucares, etc.)
3.16 ACTIVIDAD BIOLOGICA DE LOS FENOLES:

Los polifenoles poseen acciones molusquicidas, antihelminticas,
antihepatotoxicas, antinflamatorias, antidiarreicas, antitlcera, antivirales,
antialérgicas y vasodilatadoras. Se ha verificado que inhiben la replicacion del
virus de la inmunodeficiencia Humana (HIV) y del virus simplex humano (HSV),
inhiben a las enzimas glucosil transferasas del Streptococcus mutans (caries
dental), inhiben la autoxidacion del ascorbato, también inhiben algunos efectos
citotoxicos, la promocion del crecimiento tumoral y la enzima xantina monoamina
oxidasa. La actividad antioxidante de los fenoles es el origen de funciones
biologicas tales como la antimutagénica, anticancerigena y antienvejecimiento
(Velioglu et al, 1998; Proestos et al, 2005).

Un aumento en la ingesta de antioxidantes fendlicos naturales se correlaciona con
una reduccion de las enfermedades coronarias: dietas ricas en compuestos
fendlicos se asocian con una mayor expectativa de vida. Estas propiedades
incluyen actividad anticancerigena, antiviral, antinflamatoria, efectos sobre la
fragilidad capilar, y habilidad para inhibir la agregacion plaquetaria. Estos
compuestos pueden moderar la peroxidacion de los lipidos involucrados en la
aterogénesis, trombosis y carcinogénesis. Otras de sus propiedades incluyen la
captura de radicales libres, inhibicibn de las enzimas hidroliticas y oxidativas
(fosfolipasa A2, cicloxigenasa, lipoxigenasa) y accion antinflamatoria (Siddhuraju
et al, 2003).



4. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA Y JUSTICACION:

El virus sincitial respiratorio humano es considerado a nivel mundial como el
principal agente causal de infecciones severas del tracto respiratorio inferior en
nifios hospitalizados y son la principal causa de morbilidad y mortalidad en
infantes menores de dos afos. Para este virus no existe una vacuna, y los
meétodos profilacticos son muy caros por lo que se buscan alternativas para el

tratamiento que sean costeables, eficaces y seguras.

En México, la elaboracion de mezcal es una de las industrias que genera
altos volumenes de residuos agroindustriales. El estado de Oaxaca produce cerca
del 60% del mezcal a nivel nacional, lo cual genera al aproximadamente 14
millones de litros de vinazas, que son desechados al ambiente produciendo
contaminacion de suelos y cuerpos de agua. Las vinazas contienen una cantidad
importante de compuestos fendlicos, los cuales ya se ha reportado que poseen
propiedades anti-inflamatorias, antibacterianas, antimicrobianas y antivirales. Es
por ello que resulta interesante estudiar los efectos del extractos polifendlicos
obtenidos a partir de vinazas de mezcal (EPFVM) en un modelo in vitro de
infeccion de hRSV.



5. OBJETIVOS:
OBJETIVO GENERAL:

e Determinar la actividad del extracto polifendlico obtenido a partir de vinazas

de mezcal en un modelo in_vitro de infeccion por hRSV.

OBJETIVOS PARTICULARES:

e Evaluar la inocuidad del extracto polifendlico obtenido a partir de vinazas de

mezcal, en la linea celular HEp-2
e Determinar en que etapa del ciclo de replicaciéon de hRSV se presenta la

potencial actividad antiviral.

e Comparar la actividad antiviral de la Ribavirina como un control interno en

el ciclo de infeccion.



6. METODOLOGIA.

6.1 OBTENCION DEL EXTRACTO POLIFENOLICO OBTENIDOS A PARTIR DE
VINAZAS DE MEZCAL (EPFVM):

El EPFVM, fue obtenido en laboratorio de Biotecnologia del Instituto de

Agroindustrias perteneciente a la Universidad Tecnoldgica de la Mixteca, Oaxaca

La muestra se acondiciond previamente mediante centrifugacion a 4500
rom Posteriormente se tomaron 20 mL de vinazas y se sometieron a extraccion
liquido-liquido por triplicado con 20 mL de acetato de etilo (v/v) a temperatura
ambiente. Se combinaron las tres fracciones organicas y se elimind el agua
presente en los extractos con Na2SOas anhidro. El acetato de etilo se evapord
empleando un rotavapor a 60 °C. Posteriormente, la muestra se resuspendié en
20 mL de una mezcla 60:40 de metanol-agua. La curva estandar se realiz6
empleando acido gdlico. Para el analisis, en tubos de ensaye de 10 mL se
adicionaron 50 puL de muestra (o estandar), 3mL de agua destilada y 250 pL de
reactivo de Folin Ciocalteau 1 M. Las muestras se dejaron reposar por 5 minutos a
temperatura ambiente y se agitaron por 15 segundos. Pasado el tiempo, se
adicionaron 750 pL de Na2COs al 20 %, se homogeneizaron y se dejaron reposar
por 40 minutos. Las muestras se leyeron a una absorbancia de 765 nm en un
espectrofotometro marca Hach modelo DR5000. El blanco se prepar6 mediante la
sustitucion de la muestra por agua desionizada. Los resultados fueron expresados
como equivalentes de acido galico/L.

Para posterior uso en los ensayos celulares se re-suspendié en PBS y se

filtr6 en una membrana de 0.22 um para asegurar su esterilizacion.



6.2 CELULAS Y VIRUS

Se utilizé la linea celular HEp-2 (ATCC CCL-23), células epiteliales de carcinoma
de laringe de origen humano. La cepa de hRSV corresponde a la cepa LONG del

subgrupo A.
6.3 PROPAGACION DE CELULAS

A una caja Petri con una monocapa confluente de células HEp-2 se le retira
el medio, se hicieron 3 lavados con PBS de 4 mL cada uno. En el dltimo lavado se
le retira el medio y se agregan 750 pl de EDTA y 150 pl de tripsina. Se incuba
durante 10 minutos en una camara con 5% de CO2 y 37°C. Transcurrido este
tiempo se detiene la reaccién con 3 ml de DMEM con 5% de SFB y se re
suspenden de tal forma que la suspensién celular sea homogénea. Se toman dos
mililitros se colocan en una caja Petri y se le agregan 8 ml de DMEM al 5% de
SFB.

6.4 PROPAGACION DEL VIRUS

En una placa de 24 pozos con una monocapa de células HEp-2 confluente se
retira el medio, y se realizaron 3 lavados de 4 ml de PBS. Se le adicionaron 50 pl
de hRSV LONG Subgrupo A y se deja incubar por 4 horas (tiempo en el que
alcanza su nivel maximo de absorcion) a 37°C con 5% de COz. Al termino de ese

tiempo se retira el inoculo y se afladen 500 ul de DMEM sin SFB.

Aproximadamente a las 72 horas post-infeccién se observa el efecto citopatico, se
retira el medio y se coloca en un tubo cénico de 15 ml se agrega MgSO4 a una

concentracion de 0.1 M. Se resguarda en el ultracongelador a -80°C.
6.5 RIBAVIRINA

Se utilizé Ribavirina como control interno de la marca comercial “Vilona” en

solucion pediatrica a una concentracion de 40 mg/ ml. Para los ensayos realizados



se evaluaron diferentes concentraciones de Ribavirina hasta obtener Ila

concentracion 6ptima de 200ug/mil.

6.6 PRUEBAS DE INOCUIDAD: DETERMINADO POR ENSAYOS DE
VIABILIDAD CELULAR

En una caja Petri confluente de células HEp2 se retira el medio y se hace un
lavado de 4ml con PBS, para desprender la monocapa de células se agregan
750 ul de EDTA y 150 pl de tripsina, se incubaron durante 10 minutos a 37°C , 5%
de CO:2 . Se resuspenden en 5 ml de DMEM al 5% de SFB y se colocan 200 pl de

células en una placa de 24 pozos agregando 1 ml de medio MEM al 5% de SFB.

Las diluciones del extracto se prepararon en otra placa de 24 pozos en la
cual en el primer carril se colocaron 300 pl del extracto crudo y 225 ul de DMEM
sin suero fetal bovino (SFB) en los demas carriles. Se toma una alicuota de 25 pL
del extracto de vinazas y se pasa al segundo carril y asi sucesivamente en
diluciones seriadas 1:10 dejando el ultimo como control de células normales

como se muestra en la Figura 8.

25 pL + 225 yuL de MEM sin SFB
n N N mn

QOO0O"
QOOO”
OOOO"
OOO0O*"
OOO0O"
CEEES

Extracto crudo control de células

Figura 8: Esquema de las diluciones seriadas utilizadas para el ensayo de

inocuidad.



Se le retira el medio a la placa con células y se le agrega la dilucion
correspondiente. Posteriormente se efectla una cinética de viabilidad celular a las
18, 24 y 36 horas en cada punto de esta se mide la viabilidad por exclusién de
azul de tripano. Se realizan tres lavados de PBS, se adicionan 150 uL de tripsina
se incuban por 10 minutos 37°C, 5% de CO:2 a cada pozo se le agrega 1 ml de
DMEM al 5% de SFB. Se toman 90 puL de cada pozo y se colocan en tubos
Eppendorf debidamente etiquetados y 10 pL de azul de tripano.

Se incuba 5 minutos cada tubo a 37°C y se procede a hacer un conteo de

células vivas en una cdmara de Neubauer para cada tubo.

; d

Figura 9. Representacion de la camara de Neubauer donde a,b,c,d son los

cuadrantes utilizadas para contar a las células vivas.

Ncels
= Xx(Fd)(Fc
= R(Fd)(Fo)
Ecuaciéon 1: Numero de células por ml donde X es el promedio de las células

100ul
90 ul

vivas contadas Fd es el factor de dilucion utilizado ( ) y Fc el factor de la

Camara (10000)



Ncel

x 100
N cel (Ohoras)

% de celulas vivas/ ml =

Ecuacion 2: Porcentaje de células vivas. Donde Ncel son las células vivas

contadas. N cel ( Ohoras) Numero de células control a las 0 horas.

6.7 ENSAYO EN PLACA

Para conocer el titulo de hRSV se realiz6 un ensayo de control de

infectividad.

Sembrando en una caja de 6 pozos células HEp-2 en 3 ml de medio de
crecimiento DMEM con 5% de SFB hasta que la caja este confluente (McKimm-
Breschkin, 2004).

En otra placa de seis pozos estéril realizar diluciones seriadas de la
siguiente manera: en el pozo uno adicionar 100 ul de hRSV LONG subgrupo A, en
los pozos 2 a 6 adicionar 450 pl de DMEN sin SFB y hacer diluciones seriadas

1:10 dejando el pozo 6 como control de células.

Retirar el sobrenadante de la caja con células confluentes, lavar los pozos
tres veces con 4 ml de PBS. Inocular con la dilucion correspondiente y se incuba
por un periodo de 4 horas. Al término de este tiempo se retira el inoculo y se
adicionan 3 ml de agarosa al 0.3% en DMEM sin SFB. Posteriormente se incuba la
placa a 37°C con 5% de CO:2durante 72 horas.

Para fijar las células se adiciona 2 ml de formaldehido al 1% se deja toda la
noche en agitacion a temperatura ambiente. Se retira la agarosa con el
formaldehido y se le agrega de 2 a 3 ml de rojo neutro al 0.05% para tefiir las

células. Se deja una hora con agitacion y al finalizar se lava con agua. Se cuentan



el numero de sincitios por pozo y se calcula el titulo viral a partir de la siguiente

ecuacion:

FP
—= (@MW)

U
ml
Ecuacion 3: Donde d es el factor de dilucion; N el niumero total de sincitios

contados en un pozo y V es el volumen inoculado en ml.

6.8 ENSAYO EN PLACA CON EL EXTRACTO POLIFENOLICO OBTENIDO A
PARTIR DE VINAZAS DE MEZCAL.:

Una vez obtenido el titulo viral se toma este resultado como el 100% de
infectividad y se procede a realizar el ensayo en placa con el EPFVM, para

determinar en qué punto del ciclo de replicacion de hRSV tiene actividad antiviral.

En una placa de 24 pozos con una monocapa de células confluentes se
infectaron con diluciones seriadas del virus de la siguiente manera: en una placa
de 24 pozos estéril se adicionan 300 pl de hRSV en el primer carril y 225 pul de
DMEM en los carriles 2 a 6. Se toma una alicuota de 25 ul de virus y se van
haciendo diluciones seriadas 1/10 en el resto de la placa dejando el ultimo carril

como control de células. Como se muestra en el Figura 10.



300 L DE hRSV gg[lmé_ DE

A\ /j‘ 26 pL+225 pl DMEN S/SFB +
"~ EXTRACTO DE VINAZA A UNA
DILUCION NO CITOTOXICA

Figura 10: Esquema de diluciones seriadas realizadas para el Ensayo en

placa

e Unidn: Se agreg6 el EPFVM, a una dilucién no citotdxica y deja incubar 2
horas a 4°C y dos horas a 37°C y 5% de CO..

e Replicacion: se agrega el EPFVM y se deja durante 4 horas a 37°C y 5% de
COa.

e Salida: Se inocula el virus durante 2 horas a 37°C y 5% de CO:
posteriormente se agrega el EPFVM incuba de nuevo 2 horas 37°C y 5%
de CO:2 en presencia del extracto.

6.9 ENSAYO EN PLACA CON RIBAVIRINA



Como control interno del experimento, una vez que realizamos el ensayo en
placa con el EPFVM, procedemos a corroborar con Ribavirina para comparar

su actividad en la unidn, replicacion y salida el virus.

La metodologia a seguir fue la misma que con el EPFVM, se adiciono la
Ribavirina a una concentracién de 200 pl/ ml:

e Unidn: Se agrega la Ribavirina y se deja incubar 2 horas a 4°C y dos horas
a 37°C y 5% de COs-.

e Replicacién: se agrega la Ribavirina y se deja durante 4 horas a 37°C y 5%
de COo..

e Salida: Se inocula el virus durante 2 horas a 37°C y 5% de CO:
posteriormente se agrega la Ribavirina y incuba de nuevo 2 horas 37°C y
5% de CO:2

6.10 TCIDso

Para conocer el titulo viral de hRSV se utilizé el método de TCIDso para
conocer el 100% de infectividad del virus. Este ensayo se realizé de la siguiente

manera:

En una caja Petri confluente de células HEp2 se retira el medio y se hace un
lavado de 4ml con PBS, para desprender la monocapa de células se agregan
750 ul de EDTA y 150 pl de tripsina, se incubaron durante 10 minutos a 37°C , 5%
de CO2 . Se resuspenden en 5 ml de Medio Minimo Esencial (MEM) al 5% de SFB
y se colocan 150 pl de células en una placa de 96 pozos.

La placa de 96 pozos con células confluentes se infecté con las diluciones
seriadas de la suspensién. Las diluciones se realizaron en otra placa de 96 pozos
de la siguiente manera: En el primer colocamos 100 pl de hRSV y en el resto de la
placa colocamos 70 pl de medio MEM sin SFB. Tomamos una alicuota de 35 pl
del primer pozo y la pasamos al segundo carril y asi sucesivamente en diluciones

seriadas 1:3 hasta el pozo 11, dejando el carril 12 como control de células.



Colocamos las diluciones en el pozo que corresponde a la placa con células
confluentes. Procedemos a incubar durante 4 horas a 37°C, 5% CO2. Después
retiramos el inoculo y colocamos medio fresco MEM sin SFB. Se incuba hasta
observar efecto citopatico y posteriormente se fijan las células con metanol
incubamos durante 10 minutos en agitacion, se retir6 el metanol y se adicionaron
100 pl de cristal violeta durante 10 minutos. Transcurrido ese tiempo se retira el
cristal violeta y se procede a observar al microscopio el numero de pozos con
efecto citopatico para calcular el titulo viral y el porcentaje de infectividad de

acuerdo a las siguientes ecuaciones:

1
TCIDsy = —A + [—5 (s - 5)]

Ecuacion 4 Donde: A: log;oUltima dilucion donde se presenta efecto
citopatico:

6 log,, del factor de dilucion; s: es el numero total de pozos que presentan
sincitios entre el numero de filas  utilizadas.

6.11 TCIDso CON EXTRACTOS PILIFENOLICOS OBTENIDOS A PARTIR DE
VINAZAS DE MEZCAL

Una vez obtenido el titulo viral se toma este resultado como el 100% de
infectividad y se procede a realizar el ensayo TCIDso con el EPFVM para

determinar en qué punto del ciclo de replicacion de hRSV tiene actividad antiviral.

e Unién: Se agregd el EPFVM a una diluciéon no citotoxica y deja incubar 2
horas a 4°C y dos horas a 37°C y 5% de COo..

e Replicacion: se agrega el EPFVM y se deja durante 4 horas a 37°C y 5% de
COo..



e Salida: Se inocula el virus durante 2 horas a 37°C y 5% de CO:
posteriormente se agrega el EPFVM y se incuba de nuevo 2 horas 37°C y

5% de CO:2 en presencia del extracto.

Para calcular el porcentaje de infectividad de los ensayos de union, replicacion
y salida tomamos el resultado del titulo viral de hRSV como el 100% de
infectividad y calculamos el por ciento de infectividad con base a la siguiente

ecuacion:

. o TCIDsy RSV + extracto vinaza
% de infectividad = T CIDo RSV x 100
50

Ecuacion 5: Donde TCID50 + EPFVM: titulo viral calculado en presencia del

extracto de vinazas mezcaleras. TCID50 hRSV: Titulo viral calculado de hRSV

6.12 TCIDso CON RIBAVIRINA:

Como control interno del experimento, una vez que realizamos el ensayo
TCIDso con el EPFVM, procedemos a confirmar con Ribavirina para comparar

su actividad en la unién, replicacion y salida el virus.

La metodologia a seguir fue la misma que con el EPFVM, se adiciono la

Ribavirina a una concentracion de 200 pl/ ml:

e Unidn: Se agrega la Ribavirina y se deja incubar 2 horas a 4°C y dos horas
a 37°Cy 5% de COz.

¢ Replicacién: se agrega la Ribavirina y se deja durante 4 horas a 37°C y 5%
de COa2.

e Salida: Se inocula el virus durante 2 horas a 37°C y 5% de CO:
posteriormente se agrega la Ribavirina y se incuba de nuevo 2 horas 37°C
y 5% de COs2.



6.13 ANALISIS ESTADISTICO:

Para determinar si habia diferencia significativa entre los grupos, el analisis

estadistico que se incluyd una prueba de ANOVA en el programa Excel 2013.



7. RESULTADOS Y DISCUSION:

7.1Ensayo de inocuidad:

Los resultados arrojados en el ensayo de inocuidad mostraron que el
porcentaje de células viables aumenta con el incremento de la dilucion del
EPFVM.

Se realizé una cinética de inocuidad en el tiempo (18, 24 y 36 horas), los
datos obtenidos mostraron que el extracto crudo como en la primera dilucion
(1:10) hay una disminucién de viabilidad considerable a las 36 horas. Por lo que
utilizamos la dilucion 1:10 000 que corresponde a una concentracion de 0.04331
mg de &acido galico/ L, concentracion a la cual las células presentaron una
viabilidad del 85%. (Grafica 1).

% DE VIABILIDAD
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0 EXTRACTO
CONTROL 1/10000 1/1000 1/100 1/10. CRUDO
mDIA CERO 100 97 98 91.6 95 96
18 HORAS 99 82 94 89 92.8 71
m 24 HORAS 96 81 77 83 62 61.5
W36 HORAS 101.2 85 53.2 65 51 54.8

Gréaficol. Ensayo de inocuidad. Cinética de viabilidad a las 18, 24 y 36 horas.

La viabilidad celular se determino6 por exclusion de azul tripano



Para evaluar el efecto antiviral del extracto de vinazas mezcaleras fue
necesario propagar y titular la cepa de referencia de hRSV (cepa Long subgrupo
A). El titulo viral se determiné por: Ensayo en placa y TCIDso.

El titulo viral determinado por Ensayo en placa y TCIDso se realizd por
triplicado y correspondié a una concentracion de 4.5 x 10* el primero y 3.83 x 10°
para el segundo. La suspension viral con este titulo se utilizé para realizar los

ensayos de actividad antiviral.

Los ensayos de actividad antiviral se determinaron por disminucion del titulo
viral medido por TCIDso y ensayo en placa expresado en funcion al porcentaje de
infectividad. El efecto se determiné en tres fases del ciclo de replicacion: UNION,
REPICACION Y SALIDA

El porcentaje de infectividad se calcul6 tomando como control de
infectividad los ensayos de titulo viral siendo este nuestro 100% de infectividad y
posteriormente comparando este con los ensayos de unién, replicacion y salida
del hRSV.

7.2 ENSAYO EN PLACA:

Al analizar los resultados obtenidos en el ensayo en placa del control del virus con
el EPFVM a una concentracion de 0.04331 mg equivalentes de &cido galico/L se
obtuvo que el porcentaje de infectividad en la fase de wunién fue de 0.81%
(Figura 1) lo que representa una diferencia estadistica de p= 2.34 x 107°,
respecto al control de infectividad de hRSV. En tanto que los ensayos de
replicacion y salida no presentan una diferencia estadistica significativa entre ellos
presentando una disminucién de infectividad de 15.08% y 19.5% respectivamente
(Tabla 3, Gréfica 2).



Tabla 3: Resultados del ensayo en placa de hRSV con el EPFVM.

CONTROL UNION REPLICACION SALIDA
1 480 3.60 65 97
2 420 4.40 71 87
3 470 3.10 68 85
Promedio 456.66 3.7 68 89.6
% de infectividad | 100 0.8 14.44 20.4
% de infectividad 100 0.97 15.7 19.3
% de infectividad | 100 0.68 15.11 18.8
Promedio 100 0.81 15.08 19.50
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Grafico 2: Resultados del Ensayo en placa del EPFVM.




Figura 11: Formacién de sincitios en el ensayo en placa del Virus mas el
EPFVM.

A) Control del Virus; B) Unidn; C) Replicacion; D) Salida

Al analizar la formacion de sincitios en tres diferentes condiciones se observa
gue en el ensayo de union disminuyen significativamente su tamafio comparado

con el ensayo de Replicacion y Salida.
7.3 TCIDso

Al comparar los resultados del porcentaje de infectividad del EPFVM a una
concentracion de 0.04331 mg equivalentes de &cido galico/L con el control del
virus por ensayo TCIDso se observa que el porcentaje en la fase de unién es de
0.12% presenta una diferencia estadistica de 9.25 x 1071° con respecto al control
de infectividad, en tanto que los ensayos de replicacién y salida no presentan
diferencia estadistica entre ellos y presentando una disminucion en el porcentaje
de infectividad de 6.80% y 8.40% respectivamente (Tabla 4, Gréfica 3).

Tabla 4: Resultados del TCIDso del EPFVM.



CONTROL UNION REPLICACION SALIDA

1 4100 6.50 290 340
2 3600 3.50 260 270
3 3800 4.20 240 360
Promedio 3833.33 4.8 263.33 323.33
% de infectividad 100 0.16 7.57 9
% de infectividad 100 0.10 6.80 7
% de infectividad 100 0.11 6.20 9.30
Promedio 100 0.12 6.80 8.40
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Gréafico 3: Resultados de TCIDso con el EPFVM.




Figura 12: Formacion de sincitios en el Ensayo TCIDso de hRSV mas el
EPFVM.

A) Control del virus; B) Unidn; C) Replicacion; D) Salida

Al analizar la formacién de sincitios en tres diferentes condiciones (Figura 12)
se observa que en el ensayo de union disminuyen significativamente su tamafo
comparado con el ensayo de Replicacion y Salida confirmando los resultados

obtenidos en el Ensayo en Placa.
7.4 RIBAVIRINA: ENSAYO EN PLACA

La Ribavirina se utiliz6 como control interno a una concentracion de 200
pug/ml en ya que es reconocido por su efecto antiviral en el hRSV. Se probé en
tres diferentes condiciones: union, replicacion y salida. Se observo que a nivel de
replicacion disminuye 58.8% su actividad comparando con el control de hRSV y
presenta una diferencia estadistica de 1.60 x 10~> (Figura 3). Tanto en los
ensayos de union y salida disminuyeron su porcentaje de infectividad con respecto
al control del virus sin presentar diferencia significativa entre ellos (Tabla 5,
Gréfica 4).

Tabla 5. Resultados de la Ribavirina en Ensayo en placa.

CONTROL UNION REPLICACION SALIDA
1 4.8 3.71 2.75 3.76
2 4.2 3.53 2.53 3.59
3 4.7 3.66 2.66 3.83
Promedio 4.5 2.96 2.64 3.72
% de infectividad | 100 82.4 61.11 83.5
% de infectividad | 100 78.4 56.22 79.7




% de infectividad 100 81.3 59.1 85.1
Promedio 100 80.7 58.8 82.7
Mediciones x 10%
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Gréfica 4: Resultados de la Ribavirina en el Ensayo en Placa.

Figura 13: Formacion de sincitios en el Ensayo en placa del virus mas la

Ribavirina

A) Control del virus; B) Union; C) Replicacién; D) Salida

7.5 TCIDso




Al comparar el porcentaje de infectividad obtenido con el control del virus
hRSV con los ensayos corridos del virus més la Ribavirina se observé que la
Ribavirina disminuye su infectividad al 61.7% lo cual es congruente con el ensayo
en placa en el que observamos una disminucion significativa en el porcentaje de
infectividad a nivel de la replicacion. En tanto que los ensayos de union y salida
presentaron un porcentaje de infectividad de 100.5% y 86.1% respectivamente sin
presentar diferencia estadistica significativa entre ellos(Tabla 6, Gréfica 5).

Tabla 6: Resultados de la Ribavirina en el ensayo TCIDs

CONTROL UNION REPLICACION SALIDA

2 3.60 4.20 2.10 3.30
3 3.80 3.40 2.60 2.90
Promedio 3.83 3.83 2.36 3.3

% de infectividad | 100 101.8 62.6 96.6
% de infectividad | 100 109.6 54.8 86.1
% de infectividad | 100 88.77 67.8 75.7
Promedio 100 100.05 61.7 86.1

Mediciones 10°
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Grafico 5: Resultados de Ribavirina en el Ensayo TCIDso.

Figura 14: Formacion de sincitios en el ensayo TCID50 del virus mas la

Ribavirina.
A) Control de hRSV; B) Unién; C) Replicacion; D) Salida

Se observa que la Ribavirina tiene un efecto a nivel de la replicacién ya que
en ambos ensayos: TCIDso y en el Ensayo en placa disminuye significativamente
su porcentaje de infectividad y al comparar los datos obtenidos con el EPFVM

notamos que el porcentaje de infectividad es mucho menor.

En el caso de EPFVM se observo que tiene efecto a nivel de la unién, esto
se puede deber a que algin componente del extracto puede estar presentando
actividad antiviral y puede ser atribuida a la gran cantidad de polifenoles que
contiene, por lo que es necesario caracterizar cada uno de los compuestos
fendlicos y asi determinar cual de estos es el responsable de interferir con la union

del virus a la célula.






8. CONCLUSIONES:

1. Los ensayos de inocuidad demostraron que el extracto obtenido a partir
de vinazas de mezcal es inocuo a una diluciébn 1:10000 lo que
corresponde a una concentracion de 0.04331 mg de equivalentes de

acido galico/ L a un tiempo no mayor a 36 horas.

2. Al realizar ensayos en tres diferentes condiciones del hRSV con el
extracto de vinaza de mezcal a una concentracion constante de 0.04331
mg de acido galico/L: union, replicacion y salida se observo un efecto
antiviral a nivel de la uniébn ya que su porcentaje de infectividad
disminuyo significativamente (0.81% en el ensayo en placa y 0.12% en
TCID50) en comparacion con los ensayos de replicacion ( 15.08% en el
Ensayo en placa y 6.80% en TCID50) y salida (19.50% en el ensayo en
placa y 8.40% en el TCID50). Esta actividad antiviral puede ser atribuida
a la gran cantidad de polifenoles que tiene el extracto.

3. Si comparamos la actividad antiviral del extracto con el de la Ribavirina
observamos que es potencialmente mayor la disminucién del porcentaje
de infectividad (80.7% en el ensayo en placa y 100.5% en TCIDso) lo que
nos permite concluir que este extracto fendlico puede coadyuvar al
efecto farmacolégico ademas de tener una actividad antioxidante
comparado con la Ribavirina y asi tener una fuente natural como

alternativa al tratamiento.



9. PERSPECTIVAS:

Para la continuidad de este trabajo es necesario determinar cuales son los
polifenoles que contiene el extracto de vinazas de mezcal, por lo que es
necesario implementar métodos analiticos que puedan esclarecer a que se
debe esta actividad antiviral y si es posible y sustentable un método de
separacion de estos fenoles para asi poder plantear un posible mecanismo
de accion.

Una vez caracterizados determinar cual de estos polifenoles es el que
presenta o presentan actividad farmacoldgica, y cual de ellos es el que
interviene en la union del virus a la célula.

Es importante probar los extractos con muestras clinicas para evaluar las
potenciales propiedades antivirales del extracto sobre virus que estan en
circulacion en la poblacion y si es factible su aplicaciéon funcional en
enfermedades infecciosas respiratorias causadas por agentes virales en la
poblacion susceptible.
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