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1. INTRODUCCION

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

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

El NDV (Newcastle Disease Virus) es causante de la Enfermedad de Newcastle
(ENC), esta enfermedad es una de las patologias mas temidas por los productores
avicolas, debido a la alta morbilidad y mortalidad que ocasiona, generando, en
consecuencia, cuantiosas pérdidas econdmicas y menor disponibilidad de una de las

proteinas de origen animal con alto valor nutritivo y de fécil adquisicion.

El NDV es un virus RNA envuelto perteneciente a la familia paramixoviridae
(patotipos: velogénico viserotrdpico, velogénico neurotropico, mesogénico, lentogénico
y entérico asintomatico) (Beard y Hanson, 1984). Cuando se presenta la enfermedad
causada por las cepas virulentas (patotipos: velogénico viserotrépico, velogénico
neurotropico, mesogénico), tienen que ser reportadas obligatoriamente a la Oficina
Interacional de Epizootias (OIE) (Alexander et al., 2000).

La Unica manera de erradicar la ENC de las aves de corral comerciales, hasta hoy, es
destruyendo rapidamente todas las parvada infectadas e imponiendo una cuarentena
estricta y programas de vacunacion que contemplan varias aplicaciones durante la vida
del ave; pero, cuando se presentan fallas en los programas de vacunacién, en los
métodos de aplicacion o el manejo de las vacunas, se han observado brotes serios de la
enfermedad tanto en pollos de engorda como ponedoras comerciales y reproductoras,
significando que el virus patdgeno estd presente en el ambiente avicola (Alexander,
2000).

Los virus son paréasitos intracelulares obligados que dependen de las vias
bioquimicas y metabolicas de las células que infectan, es dificil alcanzar una actividad

antiviral sin afectar el metabolismo normal de la célula infectada, causando también



efectos toxicos en éstas. La industria avicola no maneja ningiin compuesto terapéutico o
profilactico debido a que no existen antivirales de baja toxicidad para las enfermedades

virales aviares.

Desde hace 30 afios las algas marinas han sido reconocidas como fuentes potenciales
de sustancias con propiedades farmacoldgicas. Se ha encontrado que algunos
polisacaridos sulfatados de algas marinas poseen interesantes propiedades biologicas

como actividad anticoagulante, antitumoral y antiviral (Chapman y Chapman 1980).

El fucoidan es un polisacarido sulfatado complejo extraido de la pared celular de
muchas algas pardas, y se ha demostrado que tiene actividad antiviral “in vitro” sobre
virus envueltos DNA o RNA incluyendo herpes simple (HSV) y citomegalovirus
(CMV) (Baba et al., 1988), HIV (Lynch et al., 1994), fiebre porcina africana (ASFV)
(Garcia-Villalon y Gil-Fernandez, 1991), HTLV-1 (Romanos et al., 2002) y virus
respiratorio sincicial (RSV) miembro de la familia Paramyxoviridae ( Malhotra et al.,
2003). También se demostr6 actividad antiviral “in vivo” contra el virus de la mancha
blanca, previniendo la infeccién en camarones (Takahashi et al., 1998; Cruz et al.,
2007).

En investigaciones recientes nuestro grupo (Morales, 2008) demostrd que el
fucoidan extraido del alga café Cladosiphon okamuranus inhibié al virus DCV

(Distemper canino) a concentraciones no toxicas.

El empleo del fucoidan como preventivo y /o como terapia combinada con otras
sustancias de uso clinico en la industria avicola seria una alternativa potencial para la
prevencion y control de esta enfermedad, ademas, podria ser una practica mas

econdmica.

A través de este proyecto se evaluo el efecto antiviral del fucoidan de C. okamuranus
sobre el virus de Newcastle (cepa LaSota) perteneciente a la familia Paramyxoviridae

en modelos “in vitro” e “in ovo”.



2. HIPOTESIS

El polisacarido sulfatado “fucoidan” extraido del alga café Cladosiphon okamuranus
presentara actividad antiviral contra el virus Newcastle (Cepa LaSota) en cultivo de

células VERO y embrion de pollo, sin efecto citotoxico.



3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo general

Determinar el grado de efecto antiviral del polisacarido sulfatado fucoidan del
Cladosiphon okamuranus “in ovo” en embrion de pollo e “in vitro” en cultivo celular,

frente al virus de la Enfermedad de Newcastle (NDV cepa LaSota).



3.2. Objetivos particulares

e Evaluar la citotoxicidad del fucoidan extraido de Cladosiphon okamuranus ”in
vitro” en cultivo primario de fibroblastos de embrion de pollo e “in ovo” en

embriones de pollo de 9 dias.

e Evaluar la actividad antiviral del fucoidan contra NDV (Cepa LaSota) “in ovo”

y la etapa del ciclo viral en donde ejerce esta actividad.

e Evaluar la actividad del fucoidan “in vitro” sobre el efecto citopatico del virus

(formacion de sincicios).

e Evaluar la actividad del fucoidan “in vitro” sobre la biosintesis de proteinas

virales.



4. ANTECEDENTES

4.1. Agentes Antivirales

Los virus utilizan la maquinaria celular para la replicacion y sintesis de sus &cidos
nucleicos y la transcripcion de la informacion genética. Por eso, cualquier inhibidor de
la replicacion viral puede también afectar a la célula, ser citotdxico y causar su muerte
(Dewhurst, 2004).

El desarrollo de la biologia molecular ha permitido conocer las distintas etapas de la
multiplicacién de los &cidos nucleicos y expresion de las proteinas de los virus,
permitiendo identificar enzimas unicas en la duplicacién viral y de esta manera
distinguir claramente entre funciones del virus y de la célula hospedera (Barreto et al.,
1998). Como ejemplos se mencionan la timidina-quinasa del virus herpes simple y la
transcriptasa reversa del virus de inmunodeficiencia humana (Elion et al., 1977). Estos
pasos pueden constituir puntos criticos o blancos donde actlen sustancias quimicas de
origen natural o disefiadas especialmente mediante técnicas sofisticadas que entorpecen,
e incluso detienen la duplicacion viral (Barreto et al, 1998).

Otros puntos criticos para inhibir la replicacion viral son los primeros pasos de
interaccion de un virus con la célula hospedera; es primordial la identificacion de
nuevas drogas que actlen a nivel de la entrada del virus, inhibiendo la interaccion de las
glicoproteinas virales con receptores celulares, la fusion del virus con la membrana

celular, o bien el desnudamiento del mismo en el interior de ésta (Altmeyer, 2004).

4.1.1. Antivirales y su Mecanismo de Accion

Los antivirales son aquellos compuestos capaces de inhibir una o varias etapas del
ciclo viral dentro de la célula huésped (Perez y Ramos, 1990). Para comprender el
mecanismo de accion de los farmacos antivirales, es necesario conocer el ciclo vital

completo de un virus tipico, que puede ser desglosado en 5 pasos o etapas: (figura 1)

1. Adhesion.



2. Penetracion.
3. Duplicacion del genoma viral.
4. Morfogeénesis o ensamblaje

5. Liberacion
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Figura 1. Pasos del ciclo vital de un virus que pueden ser blanco de accién para las drogas
antivirales (Barreto et al., 1998).

PASO 1. INHIBICION DE LA ADHESION

La inhibicién de las primeras etapas de la replicacién viral puede lograrse mediante
sustancias que imiten al receptor viral o compitan por el receptor celular (White y
Fenner, 1994). Por ejemplo: los sialoligosacaridos que imitan al receptor de la
hemaglutinina viral de Influenza A, bloqueando la adsorcion de los viriones a la célula
huésped.

Otro ejemplo son los polisacaridos sulfatados como el sulfato de dextran que inhibe

la unién del HIV a su receptor celular, la proteina CD4 (Dalgleish et al., 1984).

PASO 2. INHIBICION DE LA PENETRACION
La amantadina inhibe al virus de la influenza A en este paso. Sus efectos antivirales

se ejecutan por interaccion con la proteina de matriz viral M2; ésta forma canales
ionicos por donde los protones atraviesan la envoltura del virus para liberar la
nucleocapside viral, bloqueando esta transferencia de protones mediadas por M2 se
inhibe asi la pérdida de revestimiento viral (Davies et al., 1964).



Otros compuestos como el arildone, actian exclusivamente en la pérdida del
revestimiento, inhibiendo selectivamente la multiplicacién de algunos enterovirus,

rinovirus y herpesvirus “in vitro” (Goldsmith y Whitley, 1992).

PASO 3. INHIBICION DE LA DUPLICACION DEL GENOMA VIRAL
La mayoria de las drogas antivirales efectivas que actdan en este nivel son analogas

de los nucledsidos requeridos para la sintesis de nuevos DNA y RNA virales (Schaeffer
etal., 1978).

El aciclovir es un anadlogo de guanosina aciclico, inhibe la DNA polimerasa y la
replicacion del DNA viral, y causa una terminacion prematura de la cadena de DNA
viral (Gnam et al., 1983).

El trifosfato de zidovudina inhibe la transcriptasa reversa del HIV, asi como el
crecimiento de la cadena del DNA viral. Debido a que es activado por enzimas de las
células hospederas, produce también efectos indeseados en las células no infectadas,
(Richman, 1992).

La ribavirina es un potente inhibidor competitivo de la enzima deshidrogenasa
esencial para la sintesis de trifosfato de guanosina (Eriksson et al., 1977). Su mayor
efecto antiviral es la inhibicién en la terminacion del RNA mensajero viral, asi
disminuye la produccion de proteinas virales (Hall et al., 1985).

Recientemente se ha descubierto una nueva clase de anédlogos de nucledsidos con
estructura de pirimidina biciclica (BCNA) con actividad selectiva contra el virus
varicela zoster (VVZ) (Balzarini y McGuigan, 2002).

Los interferones (IFN) son una familia de glucoproteinas producidas por el huésped,
como parte de su defensa natural contra las infecciones. Son citoquinas con propiedades
complejas de tipo inmunomoduladores, antineoplasicas y antivirales. Su actividad
antiviral es de forma indirecta, primero por unién a receptores celulares y luego, al
inducir la produccién de enzimas intercelulares. Esto interrumpe la multiplicacion viral

por el bloqueo total de la sintesis de proteinas (Goldstein y Lazzlo, 1988).

PASOS 4 Y 5. INHIBICION DE LA MORFOGENESIS Y LA LIBERACION
Los inhibidores de proteasa (IP) evitan que el HIV inhiba la actividad de corte de la

proteina de la proteasa del virus; como resultado, no pueden madurar las proteinas del



HIV recién generadas, no se forman correctamente los virus nuevos y se puede controlar

la infeccion (Mandell et al., 1999).

La terapia antiviral ha entrado en una época de progreso con la posibilidad actual de
tratar varias enfermedades virales. Sin embargo, todavia no existen tratamientos de baja
toxicidad, para la mayor parte de las enfermedades de interés medico o veterinario
producidas por virus. Por eso lo ideal seria buscar compuestos que tengan elevada
eficacia antiviral, capaces de distinguir las funciones de la célula hospedera con las
funciones virales especificas, para que tengan una minima toxicidad para las células
infectadas (Bean, 1992; Barreto et al., 1998).

4.1.2. Agentes antivirales de origen natural

La mayoria de los fArmacos que se utilizan tienen su origen en la naturaleza, siendo
las plantas terrestres la principal fuente de estos compuestos. Sin embargo, el 70% de
nuestro planeta este cubierto por los océanos; los organismos marinos con su gran
diversidad y abundancia son fuentes potenciales de nuevos farmacos (Freile, 2001). En
las ultimas décadas, la quimica de los productos naturales de origen marino, en especial
de algas, ha sido objeto de intensas investigaciones que han permitido descubrir nuevas
sustancias con propiedades farmacoldgicas muy importantes (De Lara-lsassi et al.,
2005; Charzeddine y Farifias, 2001).

4.1.2.1 Algas Marinas.

El termino alga se aplica a los organismos de naturaleza vegetal, ya sean de
agua dulce o agua salada, que no desarrollan flores como lo hacen las plantas
vasculares terrestres y acuaticas. La mayoria de las algas son capaces de elaborar
sustancias organicas a partir del didéxido de carbono (CO;) y de sustancias inorganicas
disueltas en el agua. Las sales y otras sustancias nutritivas pueden ingresar por
cualquier punto de su cuerpo (Raven et al., 2001).

Las algas marinas bentonicas, son ampliamente distribuidas en el océano y son
econdémicamente importantes como alimento, fertilizante, fuente de agar y de yodo
(Schaeffer y Krylov, 2000). Las algas marinas pertenecen a cuatro divisiones. Estas se

diferencian principalmente por el tipo de pigmento predominante (tabla 1).



Algas azules Algas rojas Algas Pardas
Acrosiphonales Oscillatoria Ahnfeldtiales Chordariales
Corallinae
Chlorococcales Calothix Bangiales Desmarestiales
crustacea
Cladophorales Choococcus Ceramiales Dictyosiphonales
turgidus
Prasinovolvocales | Microcoleus Corallinales Dictyotales
tenerrimus
Siphonales Cryptonemiales | Durvilleales
Ulotrichales Gigartinales Ectocarpales
Ulvales Gracilariales Sporochnale
Nemalionales
Rhodymeniales

Tabla 1. Tipos de Algas marinas

Investigaciones quimicas han demostrado que estos organismos producen una amplia
variedad de metabolitos secundarios bioldgicamente activos, con estructuras
moleculares Unicas, no encontradas en otros organismos, capaces de inhibir ciertas

bacterias, virus y hongos (Carlucci et al., 1997).

4.1.2.1.1 Algas Pardas. Las algas pardas (clase Phaeophycophyta) producen
diferentes polisacaridos: los alginatos, los laminaranes y los fucoidanes (Ponce et al.,
2003). Estos compuestos evitan la desecacion y ademas tienen un papel similar al de la
celulosa en las plantas, confiriendo a las algas una estructura mas flexible que les
permite soportar las fuerzas y movimientos a los que se encuentran sometidas por la
accion de las corrientes de agua (Lapasin y Pricl, 1995).

Reportes recientes muestran que los polisacaridos aislados de las algas pardas
poseen significativas actividades antinflamatoria, antitrombdtica y antiviral. A los
fucoidanes que contienen cantidades variables de L-fucosa se les atribuye la mayor
actividad biolégica (Duarte et al., 2001)

10



4.1.2.1.2 Cladosiphon okamuranus. Es un alga parda que crece entre la Isla de
Amami-ohshima y la Isla Okinawa en Japon (Tohma, 1988). El fucoidan de esta alga
esta compuesto de L-fucosa, D-xilosa, &cido urdnico y acido sulfurico en una
proporcion molar de 3.9:0.1:1.0:1.0 (Tako et al., 2000). Mientras que segun Nagaoka
et al. (1999), el fucoidan de dicha alga contiene fucosa, &cido glucoroénico y sulfatos en
una proporcion molar de 6.1: 1.0: 2.9.

4.1.2.2 Polisacaridos Sulfatados.

Numerosos estudios indican que los polianiones sulfatados, principalmente la
heparina, el dextran sulfato, la lambda y kappa carragenan xilogalactanos, xilomananos
y el fucoidan, poseen potente actividad terapéutica contra enfermedades virales, asi

como otras propiedades anticoagulante y antitumoral (Chapman y Chapman, 1980).

4.1.2.2.1 Actividad Antiviral. El mecanismo de accion antiviral de los
polisacaridos sulfatados es principalmente inhibiendo la entrada de virus envueltos,
como Herpesvirus (HSV), dentro de la célula hospedera, por competencia por lo
receptores de la superficie celular (Luscher-Mattli, 2000; Schaeffer y Krylov, 2000;
Witwrouw et al., 1997). Hay un nimero de receptores, incluyendo el receptor heparin
sulfato, expresados en varios tipos de células, los cuales proveen los puntos de entrada
para el virus Herpes. La actividad antiviral, en parte, es debida a la similitud de los
polianiones sulfatados a las moléculas heparin sulfato de los mamiferos (Campadelli-
Fiume et al., 2000).

Como regla general, la actividad antiviral de los polisacaridos sulfatados incrementa
con el peso molecular (10-100 kDa) y el grado de sulfatacion (Witvrouw et al., 1997).
Las propiedades antivirales aumentan con la cantidad de sulfato por unidad de
disacarido (Carlucci et al., 1997). Esto se debe a que estos grupos sulfatos proporcionan
la carga negativa permitiendo mejor efecto antiviral (Mastromarino et al., 1997).

El polisacéarido sulfatado derivado de Spirulina platensis (calciospirulan, Ca-Sp)
presento actividad contra el virus herpes simple tipo 1 (HSV-1) y el HIV. Se comprobé
que el reemplazo del ion Ca*? en la molécula del Ca-Sp por los cationes sodio y potasio,
mantenian la actividad viral, al contrario de los metales trivalentes, que la redujeron. Asi
mismo la depolimerizacién del complejo con sodio disminuyd dicha actividad (Lee et
al., 2004).
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Las fracciones de Undaria también provocaron una estimulacion inmune “in vitro” e
“in vivo”, y esto hace que incremente su actividad antiviral. Se observo que ingiriendo
GFS se incremento el indice de curacion de los pacientes con infecciones activas del
virus Herpes, y los pacientes en estado latente llegaron a ser asintomaticos. Las
moléculas sulfatadas se encontraron en plasma después de la ingestion oral, estas
macromoléculas pasan a través del intestino hacia el plasma y hacia la linfa por el
sistema linfoide del intestino, donde pueden actuar sobre el sistema inmunolégico
(Cooper et al., 2002).

Los polisacaridos sulfatados, dextran sulfato y heparina fueron potentes inhibitorios
de HIV-1 evaluados en células MT-4. La concentracion efectiva al 50% (CEsp) fue de
9.1ug/ml para dextrdn sulfato y de 7.0pg/ml para heparina, encontrando la
concentracion citotdxica al 50% (CCsp) a una concentracion de 625ug/ml de cada
compuesto. (Baba et al., 1988).

Xilogalactanos y xilomananos de Nothogenia fastigiata mostraron actividad antiviral
sobre diferentes cepas de HSV, a pesar de su bajo contenido de sulfato y una simple

ramificacion de xilosa (Kolender et al., 1997).

4.1.2.3 Fucoidan.
4.1.2.3.1 Estructura y Composicion. El fucoidan es un polisacérido sulfatado
complejo extraido de la pared celular de muchas algas pardas; tiene una funcion en la
organizacion de la pared celular del alga; probablemente puede estar involucrado en la
unién cruzada de alginato y celulosa, y también se le asocia en la morfogénesis de las
algas (Berteau y Mulloy, 2003).

Los fucoidanes también llamados fucoidines, fucanes o sulfatos de fucan (McNeely,
1959), son polisacaridos sulfatados lineales o con ramificaciones muy cortas; son de
peso molecular disperso y dependiendo de la cantidad de L-fucosa presente en la
molécula pueden clasificarse como Homofucanos, constituidos por mas del 95% de L-
fucosa o Heterofucanos, que ademéas de L-fucosa, pueden contener D-xilosa, D-
galactosa y acido D-glucurénico (Duarte et al., 2001). A los fucoidanes se les han
atribuido varias actividades bioldgicas, como la antiviral y antiproliferativa; en esta
ultima se ha observado que logra un efecto reversible (Riou et al., 1996).

El fucoidan del alga parda Cladosiphon okamuranus presenta una estructura basada
en un esqueleto de L-fucosa. La degradacion Smith mostré un esqueleto lineal de
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enlace 1—3 alfa-fucopiranosa con una sustitucion sulfato en las posiciones 4, y una
porcién de residuos de fucosa O-acetilada; el andlisis de metilacion y el espectro de
resonancia magnética nuclear indicaron que el residuo del &cido alfa-glucuronico esta
enlazado a las posiciones 2 de los residuos de fucosa, donde no se presentd sustitucion
por un grupo sulfato; estos resultados indicaron que la estructura del fucoidan es: -
[(—3Fuc-4(+/-0S0O3-)alphal-)5—3[GlcA alphal—2]Fuc alphal-]n-; donde la mitad
de cada residuo de fucosa esta sulfatada, y un O-acetil éster se encuentra en todos los
residuos de fucosa 6 (Patankar, 1993; Berteau y Mulloy, 2003) (figura 2).

a-L-Fucp

|

}

2

—3)- a-L-Fucp-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-a-L-Fucp-(1—3)-a-L-Fucp-(1—
4 4 4
1 S0; S03
a-L-Fucp

Figura 2. A: Alga Parda Cladosiphon Okamuranus B. Fucoidan extraido de C. okamuranus C.
Estructura quimica del fucoidan (Patankar, 1993).

4.1.2.3.2 Actividad Antiviral. El fucoidan fue probado contra varios virus envueltos
de DNA y de RNA, como HSV, HCMV, VSV y HIV, y demostrd ser un inhibidor
potente y selectivo de estos virus, no importando su tipo de acido nucleico (Baba et al.,
1988; Ponce et al., 2003).
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Mecanismo de Accion
Inhibicion de la Adsorcion

Compitiendo por los receptores: inhibe la interaccion del receptor viral de RSV
(proteina G) a la L-selectina y annexin Il (Malhotra et al., 2003). Compite con heparan
sulfato (superficie celular) para unirse a los virus de la diarrea viral bovina (Igbal et al.,
2000). Inhibe la unién del virus HIV al receptor CD4: El fucoidan inhibié HIV por su
afinidad hacia la célula blanco y no por el receptor gp120 del virus, ya que se enlazo a
los linfocitos que expresaban CD4 e inhibid la union de los anticuerpos monoclonales a
los dominios de CD4 (Lynch et al., 1994).

El fucoidan de Sargassum polycystum inhibe la adsorcion del virus de la mancha
blanca (WSSV) a las células del camardn, gracias al grado de sulfatacion del fucoidan
(7.7%) previniendo la infeccion (Chotigeat et al., 2004). Ademas el fucoidan tiene
efecto inmunoestimulante el cual incrementa la actividad fagocitica en los camarones
(Sakai, 1999).

Un estudio reveld la inhibicion de la replicacion de ASFV (virus de la fiebre porcina
africana) sélo cuando el fucoidan (MW 8000) estaba presente durante la adsorcién del

virus (Garcia-Villalon y Gil-Fernandez, 1991).

Inhibicion de la fusion

El fucoidan sulfatado proveniente de Laminaria abyssalis, inhibié la formacion del
sincicio producido por HTLV-1 en células HelLa, cuando el fucoidan fue agregado en
las primeras dos horas después de la infeccion (Romanos et al., 2002).

El fucoidan puede bloquear la formacion de células gigantes (sincicios) entre células
infectadas con HIV-1 y células sin infectar CD4 positivas, ya que la formacion de

sincicios depende de la interaccion de gp120 con CD4 (Nakashima et al., 1987).

Inhibicion de la biosintesis del virus

El fucoidan sulfato Hor-1, extraido de Sargassum horneri mediante un proceso
simple de extraccién con agua caliente, constituido por a-L-fucosa con sodio, sulfato y
un poco de acido urénico, resulté ser un potente inhibidor de la replicacion de HSV-1,
obteniendo un indice de selectividad (IS) de 7100 cuando se agregd inmediatamente
después de la infeccion (Preeprame et al., 2001).

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

que fue afiadido después de la infeccion (Schaeffer y Krylov, 2001).

4.1.2.3.2.1 Dosis efectivas “in vitro”. Estudios en céelulas demostraron que el
fucoidan es un potente y selectivo inhibidor de la replicacion de varios virus envueltos a
dosis por debajo de las dosis citotdxicas, lo que asegura un indice de selectividad (o
indice terapéutico) alto.

Se encontraron concentraciones efectivas al 50% (CEsp) de 2.5, 2.6, 1.5 y 15 pg/mi
del fucoidan sobre la replicacion viral de HSV-1, HSV-2, HCMV e influenza A
respectivamente, cuando el fucoidan fue agregado en el mismo tiempo de la infeccion
viral. Cuando se agregd el fucoidan en el medio después de la infeccion viral, la
actividad antiviral fue menor (14, 5.1, 16 y 55 pg/ml respectivamente). Mientras que la
concentracion citotoxica al 50% (CCsg) del fucoidan fue mayor de 2000 pg/ml en las
lineas celulares: VERO (rifion de mono verde africano), HEL (eritroleucemia humana) y
MDCK (epitelio intestinal de perro) (Lee et al., 2004).

El fucoiddn a una concentracion de 15ug/mL inhibi6 la infeccion de RSV

(paramyxoviridae) en cultivo celular Hep2 uniéndose al receptor L-selectina de la célula

hospedera (Malhotra et al., 2003). A una concentracion de 0.2ug/mL de fucoidan se
encontrd inhibicion de los arenavirus (Baba et al., 1988; Andrei y Clerq, 1990).

Se evalud “in vitro” el efecto inhibitorio del fucoidan en la replicacién de ASFV
(virus de la fiebre porcina africana). Basado en el rango de CCso (3000ug/ml) y de la
ICs0 (300ug/ml), el fucoidan presenté un indice de selectividad de 10 (Garcia y Gil,
1991).

Se estudio el efecto antiviral del fucano extraido de Laminaria abyssalis en cultivo
de células HelLa con el virus linfotréfico T humano -1 (HTLV-1) a una concentracién de
100 pg/ml del fucano se obtuvo una inhibicién de casi 100% de la formacion del
sincicios. Y a una concentracion de 25 ug/mL se obtuvo una inhibicion de casi 95%
(Romanos et al., 2002).

4.1.2.3.2.2 Dosis Efectivas “in vivo”. En camarones (Penaeus japonicus) la
eficacia de la administracion oral de fucoidan, extraido del alga café Cladosiphon
okamuranus, a concentraciones de 60 y 100 mg de fucoidan semipuro/ kg de camaron

por dia, en el control del sindrome de mancha blanca (WSS), “in vivo” por inmersion
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con el virus, presentando un 77% de supervivencia con un 100% de mortalidad en el
control (Takahashi et al., 1998).

4.1.2.3.3 Otras Propiedades Bioactivas. Los fucoidanes son moduladores de la
coagulacién, ya que son analogos de la heparina, con la gran ventaja de que al ser de origen
vegetal no existe el riesgo de contaminacion de virus animales o priones (Mufioz-Ochoa et
al., 2005).

El fucoidan de F. vesiculosus presenta una actividad anticoagulante y antitrombdtica
por inhibicion de la trombina interactuando con el cofactor Il de la heparina y en menor
grado con la anti-trombina I1l (Mourao y Pereira, 1999).

El fucoidan extraido de Ascophyllum nodosum previene la trombosis arterial y
mejoro la circulaciéon en modelos animales (Colliec-Jouaultl, 2003). El fucoidan
extraido de Ascophyllum nodosum presenta actividad antitumoral en ensayos "in vivo"
en modelo murino sin efecto citotoxico (Riou et al., 1996). El fucoidan es un agente
antiangiogénico al suprimir la neovascularizacion inducida por las células de Sarcoma
180, e inhibir la accion de VEGF 165 (Koyanagi et al., 2003).

Shibata et al. (2000) demostraron que el fucoiddn de Cladosiphon okamuranus
bloque6 la adhesion de Helicobacter pylori a una linea celular gastrica humana.

El fucoidan tiene efecto antimalaria “in vitro”, inhibiendo la invasion de
Plasmodium falciparum a los eritrocitos. (Clark et al., 1997) Toxoplasma gondii
también es afectado por el fucoidan, en este caso bajas concentraciones pueden
incrementar la infeccion y altas concentraciones tiene efecto inhibitorio en cultivo de
fibroblastos (Ortega-Barria y Boothoyd, 1999).

4.1.2.4 Recursos Algales de México
En el Pacifico mexicano, frente a las costas de Baja California, se distribuye un
gran namero de especies de macroalgas de valor comercial: El alga parda Macrocystis
pyrifera, y las algas rojas Gelidium robustum y Chondracanthus canaliculatus y en el
golfo de California se tiene la pesqueria reciente de la especie Gracilariopsis longissima
(tabla 2); cabe mencionar que todas las especies mencionadas se destinan como
materias primas para la produccién de ficocoloides (alginatos, agar y carragenanos)
(Pacheco et al., 2000).
La investigacion sobre las propiedades de las algas en México es apenas incipiente, a
pesar de ser un pais con una amplia zona costera. Se ha investigado la actividad

antibidtica de 6 macroalgas marinas colectadas en la costa de Yucatan: de las cuales los
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actividad contra bacterias Gram + (Freile, 2001).

extractos lipidicos y etandlicos de dos especies del genero Caulerpa, han mostrado tener

Especie Uso Destino Produccién
Algas Pardas
Macrocystis Alginatos y Harina Exportacion y 80,000 ton frescas
] para alimento en
pyrifera Maricultivo consumo
Egregia sp No aprovechado No estimado
Eisenia sp No aprovechado No estimado
Sargassum sp No aprovechado No estimado
Algas Rojas
Gelidium Produccién de Uso local 1500 ton.
Robustum agar
Secas
Chondracanthus Produccién de Exportacion 1500 ton.
canaliculatus carrageninas
L Secas
(Gigartina)
Chondracantus Produccién de 325 ton.
pectinatus carrageninas
Secas
no
aprovechado
Eucheuma Produccién de 65 ton.
uncinatum carrageninas
Secas
no
aprovechado
Gracilariopsis Produccién de Exportacion 5000 ton.
lemaneiformis agar Secas
Gracilaria Produccién de agar No estimado
pacifica

Tabla 2. Especies Algales presentes en Baja California y sus usos.

4.2. Control de Enfermedades en la Industria Avicola
4.2.1 Produccion Avicola

La avicultura es la rama de la ganaderia nacional que se encuentra en un nivel
tecnoldgico desarrollado y favorable, ya que esta actividad ha incorporado los mas

recientes avances en genética y alimentacion en los ultimos 50 afios. Los productos
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avicolas como la carne de pollo y el huevo, representan una fuente de proteina de origen
animal de excelente calidad nutricional y barata. Ademas la industria avicola en México
es una fuente importante para la generacion de méas de 950 mil empleos, tanto directos

como indirectos, principalmente en el medio rural (UNA, 2005).

La avicultura mexicana en 2005, aporto el 0.76% en el PIB total, el 16.57% en el PIB
agropecuario y el 44.17% en el PIB pecuario. En el 2005 se produjeron cerca de 2.5
millones de toneladas de carne de pollo, muy por encima de los demas céarnicos, la
produccién de huevo fue de 2.3 millones de toneladas y la de pavo 13,840 toneladas. El
sector avicola mexicano participa con el 63.2% de la produccién pecuaria; 33% aporta
la produccién de pollo, 30.1% la produccién de huevo y 0.20% la produccion de pavo.
De 1994 al 2005 el consumo de insumos agricolas ha crecido a un ritmo anual de 3.9%
y cabe destacar que la avicultura es la principal industria transformadora de proteina
vegetal en proteina animal. Para el presente afio la avicultura generard 1, 072,000
empleos, de los cuales 178,000 son directos y 892,000 indirectos.

México cuenta con una parvada de mas de 130 millones de gallinas ponedoras, 243
millones de pollos al ciclo y 865 mil pavos por ciclo. La produccion de pollo en
Meéxico, durante el periodo de 1994 a 2005 ha aumentado a un ritmo de crecimiento
anual del 5.5%. EI 90% de la produccion de carne de pollo en México durante 2005, se
concentrd en 10 estados, localizados principalmente en el centro del pais (figura 3). En
México el consumo per-cépita de pollo ha aumentado de 19.9 kg en 2000 a 24.2kg
durante 2005, lo que representa un incremento del 21.6% (SENASICA, 2005).
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T m11%s OVERACRUZ D
HAGUASCALIENTES 8%a
04 *~a H10% HPUEBLA 7%
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W 5 %o @ SIMAL OA 5%
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Figura 3. Principales estados de México productores de pollo (SENASICA, 2005).
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La produccién de huevo durante la ultima década crecié a un ritmo anual de 4.1%. El
97% de la produccion de huevo en Mexico durante 2005, se produjo en 7 Estados,
localizados cerca de los centros de consumo, Puebla, Jalisco, Sonora y la Regidn
Lagunera; quienes siguen siendo las principales zonas productoras desde hace varios
afios (figura 4). México es el principal consumidor de huevo fresco en el mundo. El
90% de la produccion de carne de pavo en México se localiza en los estados de Sonora
(40%), Chihuahua (35%) y Yucatan (20%) y en otros estados tan solo el 5%. La
produccidn de pavo en la actualidad es de 13,840 toneladas anuales, con una tasa media
de crecimiento anual de 1994-2005 del 6.4% (SENASICA, 2005).

@ JALISCO 46%
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6%

&%
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20%
Figura 4. Principales estados productores de huevo (SENASICA, 2005).

4.2.2 Virus Envueltos de Importancia Aviar

4.2.2.1 Influenza Aviar (Orthomixovirus).

La mayoria de las infecciones con el virus de la Influenza Aviar (con los
subtipos H1 a H16) son subclinicos o producen una moderada enfermedad, mientras que
pocos aislamientos de los subtipos H5 y H7 inducen una enfermedad altamente severa y
fatal denominada Influenza Aviar de alta patogenicidad, que histéricamente fue
denominada Peste Aviar. El virus de la Influenza Aviar pertenece a la Familia:
Orthomyxoviridae, género: Influenza virus A. Este es un virus envuelto RNA de cadena
simple, de sentido negativo, cuyo genoma esta compuesto por 8 genes segmentados que
codifican para 10 proteinas. Dentro de estas proteinas codificadas, dos glicoproteinas

son utilizadas para el estudio epidemioldgico del virus: La Hemoaglutinina y la
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Neuraminidasa. Estan reportados 16 subtipos de hemoaglutininas (H1 a H16) y 9
neuraminidasas (N1 a N9) (Menno y Tran, 2006).

Los primeros casos de Influenza Aviar en humanos se dieron originalmente en las
regiones de Asia en 1997, donde se identificd un Virus de Influenza Aviar subtipo
H5N1 de alta patogenicidad para las aves (Suérez y Schultz-Cherry, 2000; Swayne y
King, 2003)

La vacunacion es obligatoria en estados en fase de control,
obligatoria en erradicacion o granja libre. Aunque existe mucho riesgo en vacunar a
animales enfermos en periodo de incubacion, por lo tanto el sacrificio de las aves
infectadas sigue siendo la recomendacion cuando se detecta la enfermedad (NOM 44-
Z00-1995).

4.2.2.2 Laringotraqueitis (Herpesvirus).

La laringotraqueitis es una enfermedad aguda en pollos; se caracteriza por
signos de depresion respiratoria, bogueo y expectoracidn sanguinolenta. Es causada por
el LTV (virus de la laringotraqueitis infecciosa aviar), un virus envuelto DNA de doble
cadena y pertenece a la familia herpesviridae. Esta enfermedad provoca perdidas en la
produccién de huevo y alta mortalidad. Aunque las actuales vacunas (con virus vivos
modificados) ofrecen un buen nivel de proteccion, las cepas viricas empleadas pueden
también provocar infecciones latentes, asi como la aparicion de la enfermedad (Bagust
et al., 2000).

4.2.2.3 Enfermedad de Newcastle.

La enfermedad de Newcastle continda siendo una de las enfermedades
aviares mas importantes. Es una de las patologias mas temidas por los productores
avicolas, debido a la alta morbilidad y mortalidad que ocasiona, generando, en
consecuencia, cuantiosas pérdidas econdmicas y menor disponibilidad de una de las
proteinas de origen animal con alto valor nutritivo y de facil adquisicion. La enfermedad
es capaz de afectar a pollos, pavos, aves silvestres en cautiverio y, ocasionalmente, a los
humanos (Farsang et al., 2003). Es causada por el NDV (virus de la enfermedad de

Newcastle), un virus envuelto, RNA no segmentado de cadena sencilla (Paramyxovirus
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aviar serotipo-1 APMV-1) de la familia Paramyxoviridae, genero Avulavirus y orden

Mononegavirale (Alexander, 2000).

4.2.2.3.1 Caracteristicas del Virus. EI genoma consta de 15,186 nucle6tidos
(Peeters et al., 1999) y codifica 6 proteinas estructurales: proteina de la nucleocapside
(NP), fosfoproteina (P), proteina de la matriz (M), proteina F, hemaglutinina (HN), la
polimerasa (L) (figura 5) y dos proteinas adicionales V y W, las cuales se derivan del
gen P (Wilde et al., 1986). La envoltura del NDV presenta tres tipos de proteinas: las
glicoproteinas HN y F son de transmembrana con dominios activos en el exterior del
virion y la proteina M asociada a la parte interna de la membrana (Steward et al., 1993;
Alexander, 2000) (figura 5).
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Figura 5. Estructura del NDV

La glicoproteina HN de los paramixovirus es responsable de reconocer el receptor y
de la adhesién a las células blanco de la infecciébn. La HN es una proteina
multifuncional que presenta actividad hemaglutinante, neuraminidasa y promotora de

fusion de las membranas viral y celular (Ebata et al., 1991).

El analisis de la glicoproteina HN, purificada mediante centrifugacion diferencial en
gradientes de sacarosa y cromatografia de intercambio idnico, permitio determinar que
estd compuesta por 50.5, 13.3 y 13.6% de aminoacidos no polares, polares sin carga y
polares cargados. Su fraccién glicosidica esta constituida por manosa, galactosa, N-
acetilgalactosamina y N-acetilglucosamina en proporciones de 3:3:2:1 respectivamente,
asi como trazas de acido N-acetilneuraminico (Ray y Compans, 1990) lo que muestra,

que la proporcién y los constituyentes tipicos de una proteina N-glicosilada, coinciden
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con las predicciones de composicion peptidica y de N-glicosilacion basadas en la
secuencia genética. No obstante, la proporcién encontrada de N-acetilgalactosamina
sugiere que esta proteina también podria estar O-glicosilada (lorio et al., 1986).

En relacion a su actividad, la glicoproteina HN aglutina eritrocitos de una gran
variedad de especies animales, incluyendo cerdo, carnero, vaca, perro, conejo, raton,
rata, hamster, cobayo, pollo y humano tipo O (Hu et al., 1992). Esto se debe al
reconocimiento especifico de acidos sialicos expresados en las superficies de estos
eritrocitos. Al respecto, han demostrado, en ensayos de competencia con diversos
azucares, que la proteina HN posee mayor afinidad por residuos de é&cido N-
acetilneuraminico unidos por enlace glicosidico alfa 2-3 a galactosa (NeuAca2, 3Gal)
(McGinnes et al., 2002).

La proteina HN posee también actividad neuraminidasa o sialidasa que le permite
hidrolizar los residuos de acido sialico de los receptores celulares; es muy estable en un
rango de temperatura de 30-55 °C (Kemble et al., 1993).

La glicoproteina F es muy conservada. Esta proteina tiene un dominio altamente
hidrofobico que participa en la fusion de la membrana celular y la envoltura viral, lo que
permite que el virus se introduzca al citoplasma y que se difunda de célula a célula sin
exponerse al medio extracelular (Zhu et al., 2005). Esta caracteristica origina la
formacion de células gigantes multinucleadas (sincicios) apreciables en tejidos y en
cultivos celulares infectados por esta familia (paramixovirus) (Morrison y Porther,
1991; Panda et al., 2004).

La proteina F es sintetizada como un precursor inactivo llamado Fo, que por accion
de una proteasa celular del tipo de la tripsina da origen a dos polipéptidos (F1 y F2)
unidos por un enlace disulfuro que constituyen la proteina activa (White, 1990). El
procesamiento proteolitico expone un segmento altamente hidrofébico en el extremo N-
terminal de la subunidad F;, implicado directamente en el ataque inicial a la membrana

celular para dar lugar a la fusion (Panda et al., 2004; Zhu et al., 2005).

Se ha propuesto que la proteina F debe ser activada de alguna forma por la HN para
que el evento de fusidbn de membranas se desencadene. En estos eventos estan
relacionados dominios cercanos a la envoltura viral, donde se encuentran motivos de

unidn proteina-proteina, al parecer, durante la interaccion con los receptores celulares la
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HN sufre un cambio de conformacion que permite contactar un dominio de la proteina
F, que a su vez expone el péptido hidrofébico involucrado directamente en el ataque a la
membrana celular, para iniciar de esta forma la introduccion a la célula hospedera
(Gravel y Morrison, 2003). Esta interaccion F-HN es especifica de especie viral, ya que
se ha observado que la coexpresion en cultivos celulares de proteinas de otros

paramixovirus no producen fusion celular (Deng et al., 1995; Panda et al., 2004).

La proteina M se localiza en la parte interna de la envoltura viral, esta constituida por
369 aminodcidos, gran parte de los cuales son de carécter basico (Berg et al., 1991).
Debido a su carga neta positiva tiene gran afinidad por la NP, caracteristica importante
que le permite intervenir en el ensamble de la particula viral con un reducido gasto
energético, interactuando con las nucleocapsides en las zonas de la membrana celular
donde se encuentran ancladas las glicoproteinas virales (Sergel et al., 1993). La
proteina M es importante en el mantenimiento de la estructura del virion, ya que forma
una especie de puente entre la nucleocéapside y la envoltura viral, ademas, se ha
propuesto que juega un papel regulador de la trascripcion, probablemente por
obstaculizar la accién de la polimerasa sobre el genoma viral durante el ensamble de
viriones (Lamb y Kolakofsky, 1996; Shihmanter et al., 2005).

La nucleoproteina (NP) forma parte integral de la nucleocapside y rodea al RNA
gendémico en todo su contorno helicoidal. Su funcién es proporcionar una conformacion
adecuada a la cadena de RNA genomico durante su transcripcion y replicacion. La
unién de la NP al genoma es de una afinidad muy alta y no se separan durante la
replicacion ni la transcripcion, asi que, a diferencia de los virus de RNA positivo, el
genoma de los virus de RNA negativo nunca se encuentra desnudo (Kolakofsky et al.,
1998).

A la nucleocépside se asocian aproximadamente cincuenta complejos con actividad
de polimerasa que se encargan de la transcripcion y replicacion del genoma viral. Cada
complejo esta formado por tres unidades de la proteina P y una de la proteina L, aunque
también se puede presentar el mismo numero de complejos de proteina P sin la proteina
L. El gen P puede dar origen a cuatro productos: P, V, |1 y C. La proteina V, de 249
aminoéacidos, es codificada por una copia exacta del gen P, la adicion de dos guanidinas
no codificadas, entre las posiciones 586 a 591 de la secuencia gendmica, permite que el

marco de lectura se alargue para dar lugar a la expresion de la proteina P, de 404
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aminoacidos (Vagnozzi y Carrillo, 2006). EI marco de lectura que da origen a la
proteina I se forma de manera similar al de la proteina P, sélo que en lugar de afiadir dos
guanidinas se afiade una, lo que ocasiona que el marco de lectura termine antes que
cualquiera de los otros dos, originando un péptido de 174 aminoacidos. Por ultimo, la
proteina C (126 aminoacidos) se codifica en un marco de lectura mas pequefio
contenido dentro de los tres anteriores. De esta manera se puede observar que las
proteinas V, P e | poseen un dominio idéntico en el extremo amino de 168 amino&cidos
(Berg et al., 1991; Vagnozzi y Carrillo, 2006).

Datos experimentales muestran que las proteinas V y C de los paramixovirus estan
involucradas en la regulacién de la replicacién y la transcripcion viral y en la inhibicion
de las cascadas de activacion del interferdn en la célula hospedera como respuesta a la
infeccion. La proteina L es la mas voluminosa del virion y es el componente catalitico
de la RNA polimerasa (Svenda et al., 1997).

4.2.2.3.2 Ciclo Replicativo. La particula viral se adsorbe en la membrana de la
célula hospedera por medio de la proteina HN, que reconoce como receptor especifico
el oligosacérido NeuAca2, 3Gal. Un cambio conformacional de la HN activa la proteina
F, la cual lleva a cabo la fusion de las membranas celular y viral, provocando que el
RNA viral sea liberado en el citoplasma (Schneider-Schaulies, 2000). En este punto
comienza, por un lado, la sintesis de RNA antigenémico (cadena complementaria al
genoma), la cual da origen a genomas nuevos, y por otro lado, a la produccién de RNA
mensajero, que codifica para las proteinas virales (Panda et al., 2004). Los productos de
la traduccion se dirigen al sitio de ensamble, las proteinas NP, P y L son acopladas al
RNA recién sintetizado y la proteina M se ubica en la parte interna de la membrana
celular (Errington, 1996). Las glicoproteinas (HN y F), sintetizadas en reticulo
endoplasmico, son modificadas en aparato de Golgi Yy posteriormente insertadas en la
membrana citoplasmica, en contacto intimo con la proteina M. La afinidad de las
proteinas del genoma (NP, P y L) con la proteina de matriz y de ésta con las
glicoproteinas es determinante para el ensamble del virion, que es liberado de la célula

por exocitosis (Shihmanter et al., 2005) (figura 6)

24



T P g00
Adsorcidn i v, NP oc.o,.hl |
2T 08 2
P E

A 7
te- ba /4 Ensamble

r
§ nnnu

AL Traduccion \ \

CaBRALA

['ranscripcion \

o \
wigenion (=} .@a\ Replicacion %

Fusidn
célula-célula

i%_.

10

Fusitn de

Exporte de glicoproteinas
membranas

de membrana

Figura 6. Ciclo de NDV

Es caracteristico en los paramixovirus que ademas de la formacion de viriones, los
virus pueden infectar las células inmediatamente vecinas a través de la fusion
membranal célula-célula, debido a la expresion de las proteinas virales en la membrana
de la célula hospedera, lo cual le permite dispersarse sin necesidad de salir al medio
extracelular (Scheid y Choppin, 1974; Lamb, 1993; Zhu et al., 2005).

4.2.2.3.3. Signos Clinicos. En base a la patogénesis la virulencia y los signos
clinicos, la enfermedad se categoriza en diferentes patotipos: velogénico viserotropico,
velogénico neurotrépico, mesogénico, lentogénico y entérico asintomatico (Beard y
Hanson, 1984; Seal et al., 1995).

La ENC (enfermedad de Newcastle) es probablemente una de las enfermedades méas
infecciosas de las aves de corral en todo el mundo. ENC (patotipos velogeénico,
viserotrépico y neurotrépico) es tan virulenta que muchas aves mueren sin presentar
ningan sintoma clinico, y aves sin vacunar puede presentar un 100 por ciento de
mortalidad. La Enfermedad de Newcastle exdtica puede infectar y causar la muerte

incluso en aves de corral vacunadas (Alexander, 2001).

La ENC afecta los sistemas respiratorio, nervioso y digestivo. El periodo de
incubacion de la enfermedad oscila entre 2 y 15 dias. Un ave infectada puede mostrar

los siguientes sintomas: Respiratorios: estornudos, jadeos, secrecion nasal, estertores;
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Digestivos: diarrea liquida verdosa; Nerviosos: depresion, temblores musculares, alas
caidas, tuercen la cabeza y el cuello, dan vueltas en circulos, paralisis completa,
disminucion parcial a total de la produccion de huevos, produccién de huevos de
cascara delgada. Inflamacion de los tejidos alrededor de los ojos y en el cuello y muerte
subita (McFerran y McCracken, 1988; Alexander, 2000) (figura 7).

Figura 7 Ave con la Enfermedad de Newcastle

4.2.2.3.4 Modo de Propagacion de la Enfermedad de Newcastle (ENC). La
ENC se propaga a través del contacto directo entre aves sanas y de las secreciones
corporales de las aves infectadas. La enfermedad se transmite a través de los
excrementos y las secreciones de la nariz, boca, y ojos de las aves infectadas. La ENC
se propaga rapidamente entre las aves mantenidas en confinamiento, como los pollos

criados comercialmente (Villegas 1998; Alexander, 2001).

En las secreciones corporales de las aves se encuentran altas concentraciones del
virus Newcastle. Por lo tanto, la enfermedad se puede propagar facilmente por medios
mecanicos. ElI material portador de virus se puede recoger en zapatos y ropa y
transportar desde una parvada infectada a otra sana. La enfermedad se propaga
frecuentemente a travées de cuadrillas de vacunacion y recorte de pico, acarreadores de
estiércol, personal de entrega de alimento, compradores de aves de corral, propietarios y

empleados de las granjas avicolas (Alexander, 1997).

El virus Newcastle puede sobrevivir varias semanas en un entorno célido y himedo
sobre plumas de aves, estiércol y otros materiales. Puede sobrevivir indefinidamente en
material congelado. Sin embargo, el virus se destruye rapidamente por deshidratacion y

con los rayos ultravioletas de la luz solar (Gohmn et al., 2000).

Las aves de contrabando adoptadas como mascotas, especialmente los papagayos

amazonicos de América Latina, plantean un gran riesgo de introduccion de la Newcastle
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exotica en las parvadas de aves de corral de los Estados Unidos. Los papagayos
amazoénicos que son portadores de la enfermedad, pero que no muestran sintomas, son

capaces de propagar el virus ENC durante méas de 400 dias (Alexander, 2000).

4.2.2.3.5 Huéspedes. Los huéspedes pueden ser muchas especies de aves tanto
domesticas como salvajes. Los indices de mortalidad y de morbilidad varian segun las
especies y en funcion de la cepa viral. Las gallinas son las aves de corral mas
susceptibles, los patos y los gansos son las menos susceptibles (Linchuan y Hong,
1998). Puede existir un estado portador en las psitacinas y en algunas otras aves salvajes
(Kaleta y Baldauf, 1988).

4.2.2.3.6 Distribucidn geografica. En la siguiente figura se muestra el status de
NDV segun reportes de la OIE (2005-2006) (figura 8). En México el Gltimo reporte de
la enfermedad Newcastle fue en la Comarca Lagunera en el 2006.

QIED 2008

m Country boundaries
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it

Currentdisease event

Figura 8. Brotes de NDV a nivel Mundial

4.2.2.3.7 Vacunacion y sus Efectos Adversos. La enfermedad de Newcastle
(ENC) ha sido controlada por muchos afios con el uso de vacunas desarrolladas de virus
lentogenicos-neurotrépicos conocidos como cepa Hitchner B1 y cepa La Sota. A pesar
de su eficacia, estas presentan limitaciones. De cara a un desafio severo la clasica
vacuna Hitchner B1 no es capaz de conferir una adecuada proteccion en el campo,
particularmente en presencia de anticuerpos maternos. Ademas la cepa Hitchner Bl
confiere inmunidad de duracion limitada; de ahi que sea necesario efectuar

revacunaciones (Meulemans, 1988).
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Para superar estas limitaciones, se usan las cepas vacunales La Sota, que son mas
inmunogénicas. Sin embargo, la inmunizacion con estas vacunas puede causar severos
trastornos sistémicos que resulten en un incremento en la mortalidad y reduccion en el
rendimiento. Su desventaja principal estd en la reaccion post-vacunal que genera,
principalmente, cuando son aplicadas para inducir respuestas inmunes en aves de un dia
de edad (Villegas, 1998; Reynolds 'y Maraga, 2000).

La principal razon de este efecto, es que estas cepas vacunales atenuadas conservan
una patogenicidad residual y son capaces de diseminarse y persistir en el medio
ambiente. Por lo tanto, si estas cepas vacunales, especialmente La Sota, son
introducidas en granjas con aves de diferentes edades y estatus inmunoldgico, las aves
de corta edad pueden desarrollar problemas clinicos o subclinicos que inducen pérdidas

y requieren tratamiento sintomatico (Hemmatzadeh y Alinejad, 2003).

Otra desventaja de estas cepas vacunales, es el tropismo que tienen sobre el sistema
respiratorio, lo cual significa que el sitio principal de replicacion del virus ocurre en la
mucosa de la faringe, trdquea y bronquios primarios. Esta replicacion conduce a un
grado de lesion que va desde leve hasta severa dependiendo de factores ambientales
como temperatura, humedad, densidad, amoniaco, etc. Si por una mala préctica de
vacunacion, estas cepas son puestas en contacto con zonas del sistema respiratorio mas
profundas tales como bronquios secundarios, pulmén o sacos aéreos, entonces la

reaccion post-vacunal es de mayor gravedad (Alexander, 2000).

Por otra parte, microorganismos como micoplasma y E. coli aprovechan la situacion
para inducir lesiones en los tejidos y profundizan la complicacion respiratoria. No s6lo
las consecuencias sanitarias son dramaticas en términos de aumento de mortalidad y
signos clinicos, también retardan el crecimiento del ave y aumentan los costos por

medicaciones infructuosas (Fenner et al, 1992).

La vacunacion puede reducir la posibilidad de que las aves se infecten, pero una vez
que una parvada se encuentra infectada, puede enmascarar los sintomas de la
enfermedad. Vacunas vivas lentogénicas que contienen cepas de Newcastle tipo B1 o
La Sota, son usadas universalmente en aquellas zonas donde las vacunas vivas estan
autorizadas (Alexander, 2000; Hemmatzadeh y Alinejad, 2003).
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La Unica manera de erradicar la ENC de las aves de corral comerciales, hasta hoy, es
destruyendo rapidamente todas las parvada infectadas e imponiendo una cuarentena
estricta y programas de vacunacion (Alexander, 2000) (figura 9).

Figura 9. Destruccién de la parvada

4.2.3 Agentes Antivirales en la Industria Avicola

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

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

en el ambiente avicola (Alexander, 1997; Villegas, 2007).

Los productos antivirales existentes alin no son practicos para su uso en la industria
avicola. Ademéas que el uso repetido e inadecuado de éstos podria provocar un
incremento de la resistencia de los virus que provocan esta enfermedad y que mutan con

frecuencia (Villegas, 2007).

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

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

El extracto purificado de fucoidan fue obtenido por el grupo de la Dra. Elizabeth Cruz
Suérez del Programa de Maricultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL. Fue
extraido del alga parda Cladosiphon okamuranus procedente de la costa Isla de Okinawa,

Japon por la compafia Kadoya & Co (Lot A03012). Sus caracteristicas se describen en la

tabla 3.

5.1.1 Preparacion del stock

El extracto de fucoidan se resuspendié en medio D-MEM/F12 para tener un stock de
2500 pg/mL, se esterilizd con un filtro de 0.45 um. se conservé en congelacion hasta su

utilizacion. A partir del stock se hicieron diluciones en medio D-MEM/F12 para obtener las

concentraciones seleccionadas para cada ensayo.

Tabla 3. Caracteristicas del fucoidan. Proporcionado por la Dra. Elizabeth Cruz Suérez del Programa de
Maricultura de la Facultad de Ciencias Bioldgicas de la UANL, extraido de Cladosiphon okamuranus por Kadoya

& Co.

Caracteristicas

Especificaciones

Analisis

Método de medicion

Apariencia

Polvo café

Inspeccién visual

Olor y sabor

Olor a alga
ligeramente, Sin
otro olor ni sabor

Inspeccidn Fisica

Pérdida al
desecarse

Menos del 10%

Secado por calor

Contenido de
Fucoidan

Mas del 80%

Acido sulfdrico

Ph

5.0-6.0 (1.0% de
solucién

Electrodo en vidrio

Peso molecular

Més de 10000

HPLC

Bacteria
coliforme

Negativo

Filme simple/facil

Recuento de
aerébicos en
placa

Menos de 1000
cfu/g

Filme simple/facil

Moho y levadura

Menos de 300cfu/g

Filme simple/facil

Arsénico

Menos de 1ppm

Acido
dietildithiocarbémico/Ag

Metales Pesados

Menos de 10ppm

5.2. Evaluacién del Efecto Citotoxico de Fucoidan

5.2.1. “in ovo”

Sulfuro de Sodio

5.2.1.1 Determinacion de la Viabilidad de los Embriones.
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Los embriones de pollo utilizados se obtuvieron de “Productora de Pollo de
Engorda de Nuevo Ledn SA de CV.”; en el municipio de Salinas Victoria por medio del Dr.
Ignacio Mufioz; dichos embriones proceden de aves libres de enfermedades (Newcastle,
Influenza, Salmonella, etc.). Los embriones fueron incubados a 39 °C con humedad y con

movimiento regular, hasta tener 9 dias para su inoculacion (figura 10).

Figura 10. Embrion de pollo de 9 dias

5.2.1.2 Inoculacién de Fucoidan por Via Alantoidea.

Se utilizaron embriones de 9 dias. Se traslumind cada huevo embrollando en un
ovoscopio para determinar su viabilidad, se delimitd la cAmara de aire con lapiz y se marco, se
desinfectd y se perford el sitio de la inoculacion via alantoidea. (figura 11); se introdujo la
aguja aproximadamente 2 cm dejando el inoculo (1, 5, 10, 50, 100, 150, 200 y 250ug de
fucoidan en 0.2mL) en la cdmara alantoidea (3 embriones por dilucién). Se sell6 la perforacién

y se dejaron incubar los embriones por 48 h a 37 °C.

Figura 11. Sitio de inoculacidn via alantoidea

5.2.1.3 Analisis de los Embriones Inoculados con Fucoidan.
Después del periodo de incubacion (48h), se realiz6 un andlisis del tamafio y

aspecto de los embriones, posteriormente se realizd la necropsia y se tomaron muestras de
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higado para estudios histopatologicos los cuales fueron realizados por el Dr. Ricardo Fuentes

Pensamiento (Hospital Santa Engracia).

5.2.2. “in vitro”

5.2.2.1 Obtencion de Cultivo Primario de Fibroblastos de Embrion de Pollo
(CPFEP)

Se utilizaron 3 embriones de 9 dias, se trasluminaron a través de un ovoscopio
para determinar viabilidad, se sefial6 la camara de aire, se desinfectaron con etanol al 70% y en
condiciones de esterilidad (dentro de una campana de flujo laminar) se retir6 el casquete para
sacar al embridn con la ayuda de una pinza, se coloco en una caja de petri, se lavo 2 veces con
PBS 1% (ver apéndice). Se retir6 cabeza, patas, viseras y columna vertebral, el tejido restante
se transfirio a una jeringa de 5mL y fue filtrado a través de un embudo con gasa para
depositarlo a un matraz el cual contenia 20mL de EDTA-tripsina al 0.025% en PBS al 1%. Se
agitdo 3 min a velocidad media, sin hacer espuma, se dejo sedimentar, se decanto el
sobrenadante. Se agregd 15mL de EDTA-tripsina al 0.025% en PBS al 1%. De nuevo se agitd
ahora por 10 min y se dejé sedimentar, se tomé el sobrenadante para colocarlo en un tubo
(Falcon 50mL) que contenia 5mL de suero fetal bovino frio para detener la disgregacién. Esto
se realiz6 dos veces para obtener mayor cantidad de fibroblastos. Después, el tubo de 50 mL se
centrifugé a 1000 rpm durante 5 min, el sobrenadante se elimind y al paquete celular se le

agreg6 4 mL de D-MEM/F12 con SFB 10% y se resuspendid lentamente.

Para realizar el conteo celular: se tomaron 20 pL, se mezclaron con 20 pL de azul de tripan
y se observaron en la camara de Neubauer. Después se estandarizé a 1.5 x 10° células por mL y
se agregd 1 mL por botella de cultivo de 25 cm? (a 4 botellas), las cuales contenfan 4 mL de
medio D-MEM/F12 con suero fetal bovino (SFB) al 10%. Se les permitio propagarse a 37 °C y
5% de CO; hasta obtener una confluencia del 90%.

Después, se obtuvo cultivo secundario de fibroblastos de embrion de pollo (CSFEP)

disgregando las células de CPFEP con 2 mL de EDTA-tripsina atemperizada. Se obtuvieron 8
botellas y se dejaron propagar hasta que se observé una confluencia del 90% para los ensayos.
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5.2.2.2 Determinacion del Efecto de Fucoidan sobre la Viabilidad Celular por la
Técnica Colorimétrica Basada en la Reduccion de la Sal de Tetrazoilo (MTT).

El cultivo secundario de fibroblastos de embrién de pollo (CSFEP) se transfirio a
cajas de 96 pozos (6000 células por pozo), y se incub6 a 37 AC y 5% de CO; hasta obtener una
confluencia de 80-90%. Se elimin6 el medio de las placas y se agreg6 100 pl del fucoidan por
pozo a diferentes concentraciones: 10, 50, 100, 500, 1000, 1500, 2000 y 2500 pg/mL (tres
pozos para cada concentracion). Se dejaron 3 pozos para control sin fucoidan, el ensayo se
realizé por triplicado. Las placas fueron incubadas durante 48 h a 37AC y 5% de CO,

Se prepar6 0.025 g del reactivo MTT en 5 mL de PBS 1x, para obtener una
concentracion de 5 mg/mL de solucién de MTT; al término de la incubacion, se les elimind el
medio D-MEM/F12 a las placas con CSFEP tratadas con fucoidan., se agregé 22 pL de la
solucion de MTT a cada pozo y se incubd a 37AC hasta observar un cambio de color. Se
adicion6 100 ul de DMSO (dimetilsulfoxido) para solubilizar las sales de formazan a todos los
pozos, se incubd durante 8 min, posteriormente se tomé la medicion de absorbancia a 570 nm
en el lector de ELISA.

5.3 Efecto Antiviral

5.3.1 Propagacion del Virus NDV en Embrion de Pollo

Para la propagacion viral se utilizd una vacuna de NDV cepa LaSota (Agrovet), se
reconstituy6 como lo indico el fabricante, se inoculé 0.2mL del virus vacunal via alantoidea a 3
embriones de 9 dias previa observacién por el ovoscopio para certificar viabilidad y
localizacion de los embriones, se incubaron a 37°C por 72 h. Al término de este tiempo se
coseché el liquido alantoideo, se centrifug6 a 800rpm por 10min, se recolect6 el sobrenadante,

se secciond en alicuotas de ImL cada uno y se congel6 a -70 °C.

5.3.2 Titulacién del virus de Newcastle por Microhemoaglutinacion
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Se realizaron diluciones dobles seriadas de la suspension viral desde 1:10 hasta 1:2560.
En una placa de 96 pozos de fondo “V” se deposité 50 pL de PBS en cada pozo, se agregaron
50uL de cada dilucion viral en tres pozos, dejando 3 pozos para control positivo (vacuna NDV)
y 3 pozos para control negativo (medio). Posteriormente se agregaron 50 pL de la suspension al
0.5% de eritrocitos de humano tipo “O” a cada pozo (ver apéndice). El punto final de la
titulacion del virus estd en la dilucion més alta del antigeno que produzca 100% de
hemoaglutinacion, en esta dilucion se considera que existe una unidad hemoaglutinante (una

unidad hemoaglutinante es la minima cantidad de virus que puede aglutinar los globulos rojos).

5.3.3 Titulacion del NDV por DICTso

Se prepard cultivo secundario de fibroblastos de embrion de pollo en cajas de 96 pozos
(6000 células por pozo) y se incubaron a 37 °C y 5% de CO, hasta obtener una confluencia del
90%. Se realizaron diluciones en base 10 de NDV en D-MEM/F12 a partir de 1:10 hasta 1:10°.
Se elimind el medio de las placas y se agregaron 100 pL de las diluciones virales (6
repeticiones de cada dilucion). Se incubaron durante 48h a 37 °C y 5% de CO,. Se observo el
ECP en el microscopio invertido y se calculé el titulo mediante el método de Reed y Muench
(1938).

5.3.4 Evaluacion del Efecto Antiviral “in ovo”

5.3.4.1 Fucoidan Aplicado una Hora Antes de la Infeccion Viral (H -1).
Se inocularon los embriones via alantoidea con 0.1mL de fucoidén (2.5, 5, 10, 20,
40, 80, 160, 320, 640,1280 o 2560uL/mL), se agitaron cuidadosamente para mezclar, se
incubaron 1h, posteriormente se inoculd6 10,000 DICTso del virus en 0.1mL de medio D-
MEM/F12 a cada embridn, se agitaron cuidadosamente, se selld la perforacion y se dejaron
incubar a 37 °C con movimiento regular por 72 h. Se coseché el liquido alantoideo y se
realizaron pruebas de hemaglutinacion en placa, microhemoaglutinacion y RT-PCR.

5.3.4.2 Fucoidan Aplicado al Mismo Tiempo de la Infeccion Viral (H 0).

Se inocularon los embriones via alantoidea con 0.1mL de fucoidan (2.5, 5, 10, 20,
40, 80, 160, 320, 640,1280 y 2560uL/mL) se agitaron cuidadosamente para mezclar e
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inmediatamente después se inocularon con 10,000 DICTso del virus en 0.1mL de medio D-
MEM/F12, se agitaron cuidadosamente, se selld la perforacién y se incubaron a 37°C con
movimiento regular durante 72 h. Se cosecho el liquido alantoideo y se realizaron pruebas de

hemaglutinacion en placa y microhemoaglutinacion.

5.3.4.3 Fucoidan Aplicado una Hora Después de la Infeccion Viral (H 1).
Se inocularon los embriones via alantoidea con 10,000 DICT5o0 del virus en 0.1mL
de medio D-MEM/F12, se agitaron cuidadosamente para mezclar, se incubaron 1h y
posteriormente se inocularon con 0.1mL de fucoidan (2.5, 5, 10, 20, 40, 80, 160, 320, 640,1280
0 2560uL/mL) se agitaron cuidadosamente, se sellé la perforacién y se incubaron a 37°C con
movimiento regular durante 72 h. Se cosecho el liquido alantoideo y se realizaron pruebas de

hemaglutinacion en placa y microhemoaglutinacion.

Prueba de Hemaglutinacion en Placa:

Para verificar presencia del virus. Se utilizé una placa de vidrio desinfectada, se colocd
50uL del liquido alantoideo obtenido, se agregd 50uL de solucién de gloébulos rojos
(previamente lavados) al 5%, se mezclé por movimientos de rotacion durante 1-2 min. La

aglutinacion de los glébulos rojos indicé un resultado positivo a la prueba.

5.3.4.4 RT-PCR.

5.3.4.4.1 Extraccion de RNA a partir del Fluido Alantoideo. A 200 uL de liquido
alantoideo obtenido de cada uno de los embriones tratados se le agregd 1mL de trizol
(Probiotek) resuspendiendo con pipeteo y vortex, se incubé 5 min en el termoblock a 30 °C
para la separacion de fases, permitiendo la disociacién completa de los complejos de
nucleoproteinas. Posteriormente se le adicion6 0.2 mL de cloroformo al 99% y mezcl6 con
vortex por 15 segundos y luego se centrifugd a 14000 rpm por 20 min, donde se formaron 2
fases, la fase organica de color rojo (fenol: cloroformo) que contiene el DNA y proteinas
(inferior) y la fase acuosa que contiene el RNA. Se recuperd la fase acuosa y se le adicion6
500uL de isopropanol frio, después se centrifugd a 14000 rpm por 15 min a 4°C, se retir0 el

sobrenadante y el pellet se reconstituy6 con 1 mL de etanol al 75 % (para lavar el RNA) luego
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se centrifugo a 7,500 rpm por 5min a 4°C, se retird el sobrenadante, el pellet se dejé secar en el

termoblock a 60°C, y posteriormente se reconstituyé con 20 pL de agua DEPC.

5.3.4.4.2 Sintesis del DNAc. Después de extraer el RNA viral, se realizo la sintesis de
DNACc, utilizando la técnica de “Transcripcion reversa” (RT). En un tubo eppendorf se prepard
una mezcla con 2 pL del Buffer RT 10X, 0.8uL de dNTPs (100mM), 2uL de Random primer
(50pg),1uL de RT de MuLV (500U/uL), 4.2uL de agua DEPC y 10pL de RNA (dilucidn
1:10), dando un volumen final de 12uL, se colocaron las muestras en el termociclador por 10
min a 25 °C, y a 37 °C por 2 h Se cuantifico el DNAc en espectrofotometro y se ajustd a una

concentracion de 100ng/uL.

5.3.4.4.3 PCR. Se prepar6 una mezcla en un tubo eppendorf con lo siguiente: 2.5uL del
Buffer 10X sin Mg, 0.5uL de dNTPs (10mM), 0.6puL TagDNA Polimerasa (3U), 0.7uL MgCl 2
(ImM), 2uL Primer F de NDV (25pmol) y 2uL Primer R de NDV (25pmol) (tabla 4), 2uL de
DNACc (200ng) y se afor6 a 25uL con agua DEPC (por muestra) (tabla 5).

NDV-F 5080-5100nt 5’-TGG GAA GAT GCA | %GC =42
GCARTT TG -3’
NDVF-rev | 5396-5374nt 3’-RCC CAA GAG TTG | %GC =47
AGT CTG TGA-5’

Tabla 4. Oligonucledtidos utilizados para el PCR de NDV (fragmento amplificado de 5080 a 5396) (Farkas et
al., 2007).
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Componentes

Concentracién
Inicial

Concentracion
final

Volumen
por
reaccion (ul)

*Buffer 10X (500 mM 10X 1X 25
KCI 1000 mM Tris-

HCI)

*dNTPs 10mM 5mM 05
*TagDNA polimerasa 5Ul 3U 0.6
"MgCi2 imM 0.9mM 0.7
*Primer NDV-F 415.5pmol 25pmol 2
*Primer NDV-R 502pmol 25pmol 2
*cDNA 200ng/ul 2
*Agua DEPC 14.7
*Reaccion Total 25

Tabla 5. Concentraciones de los reactivos utilizados en el PCR para NDV

Las muestras se colocaron en un termociclador y se sometieron al programa de
amplificacion descrito para los oligonucle6tidos escogidos de NDV (Farkas et al., 2007) (tabla
6).

Los productos de amplificacion por RT-PCR (316pb) se identificaron en geles de agarosa al

0.8% tefiidos con bromuro de etidio y se fotodocumentaron.

Temperatura Tiempo

94°C 7 minutos
95°C 30 segundos
_40 58°C 30 segundos
Ciclos 72°C 60 segundos
72°C 7 minutos

Tabla 6. Condiciones de PCR para NDV

5.3.5 Ensayo Antiviral “in vitro”

5.3.5.1 Cultivo de Células VERO (rifion de mono verde africano).
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Las células VERO fueron cultivadas en botellas de 25 cm? con medio D-
MEM/F12 suplementado con SFB al 10% a 37°C, 5% de CO; y condiciones de humedad

controlada y fueron transferidas cuando alcanzaron un 90% de confluencia.

5.3.5.2 Inhibicidn de Sincicios por Fucoidan.

Se utilizaron placas de 12 pozos, en donde se propagaron células VERO (50,000
células en cada pozo) y al obtener 90% de confluencia, se les retir6 el medio D-MEM/F12, se
les agrego el fucoidan a diferentes concentraciones (1, 10, 100 o 1000ug /mL) en un volumen
de 500uL por cada pozo (tres pozos por dilucién), se dejaron 1 h de incubacion a 37°C, se
lavaron los pozos tres veces con medio 199 y luego se infectaron con virus Newcastle (500 6
1000 DICTs0), se dejé una 1 h de incubacion a 37°C, se realizaron lavados y se les agreg6
fucoidan a la misma concentracion inicial.

Cuando el control viral presentd el efecto citopatico caracteristico del virus
Newcastle (sincicios) a las 30h aproximadamente, se retird el medio de los pozos, se fijo con
metanol acetona y se tifié con hemocolorante rapido (Hycel). Se realiz6 el conteo de nucleos en
10 sincicios de cada pozo.

5.3.5.3 Disminucion de Proteinas Virales por Efecto del Fucoidan.

Se utilizaron placas de 12 pozos con una monocapa confluente de células VERO,
las cuales fueron infectadas con 1,000 DICTso del virus NDV en 500uL de medio D-MEM/F12
a 4°C, se dej6 adsorber una h a 4°C (ya que la adsorcion de los paramixovirus son
independientes de temperatura) dandole ligeros movimientos cada 15min. Al término de este
tiempo se le realizaron 3 lavados con medio 199 a temperatura ambiente (para retirar los virus
gue no se adsorbieron), se les agregd 500uL de medio D-MEM/F12 sin y con fucoidan a una
concentracion de 100ug/mL, se dejo incubar a 37°C con 5% de CO, yalas 0, 3,6 y 9 h post-

infeccion se realizd la extraccion de proteinas (2 pozos/tiempo).
5.3.5.3.1 Extracciéon de Proteinas. A los tiempos sefialados anteriormente se

removio el medio a las células VERO infectadas y tratadas con fucoidan, se realizaron lavados
con medio 199 y se adicioné PBS 1X+EDTA 1mM. Se desprendié la monocapa celular con la
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ayuda de un “scrapper”, lo obtenido se coloco en un tubo eppendorf, se centrifugd a 3000rpm
por 5 min a 4°C. Se elimind el sobrenadante, se resuspendi6 el paquete celular con 50uL de
buffer de extraccion (ver apéndice) y se incubaron en hielo por espacio de 30 min. Se
centrifugo a 3000rpm por 5 min a 4°C, el sobrenadante fue almacenado a -70°C. Se utilizé el

método Lowry para la cuantificacion de proteinas.

5.3.5.3.2 Western Blot. Para determinar los niveles de las proteinas virales

expresadas en las células VERO tratadas con fucoidan se realizaron ensayos de Western Blot.

5.3.5.3.2.1 Electroforesis en Gel de Poliacrilamida (SDS-PAGE). Se utilizé

50ug de proteina total, la cual se desnaturalizé en buffer de carga (ver apéndice) 5 min a 95°C.

Se armé el cassete para el gel de la electroforesis vertical. Primero se prepard el gel
separador al 10% (ver apéndice) y se coloco en el cassete sin producir burbujas, Se preparo el
gel concentrador al 5% (ver apéndice), se vacio hasta el limite del vidrio, colocando el peine.
Se colocé en la camara de corrimiento con su buffer de corrida 1X (ver apéndice). Se retird el
peine y se lavaron los pocillos con buffer de corrida para eliminar la acrilamida no
polimerizada. Se depositaron las muestras en los pocillos y se llevé a cabo la electroforesis 2 h
a 80 Volts.

5.3.5.3.2.2 Transferencia a membrana de nitrocelulosa. Para la transferencia de
las proteinas se utiliz6 un bastidor GIBCO. La membrana de nitrocelulosa se equilibré con
buffer de transferencia 1X (ver apéndice) durante 10 min. También se colocaron en el buffer 2
piezas de papel filtro y 4 esponjas. Se cortd el gel separador del gel concentrador y se colocd
sobre el papel filtro humedecido, despegandolo del vidrio. Sobre el set de transferencia se
colocaron 2 esponjas, el papel filtro y el gel. Sobre el gel se coloco la membrana equilibrada
formando un “sdndwich”. Sobre la membrana se coloco papel filtro, se eliminaron las burbujas
y posteriormente se colocaron las esponjas himedas. La secuencia de transferencia, en
direccion del polo negativo al positivo quedo “esponjas- papel filtro- gel de poliacrilamida-
membrana de nitrocelulosa- papel filtro- esponjas”. (figural2). El “sandwich” se colocd en

buffer de transferencia y se corrio en la cdmara de transferencia a 25 Volts por 2 h.
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TRANSFERENCIA ELECTROFORETICA DESDE GEL DE
POLIACRILAMIDA A MEMBRANAS

gel
= J e esponja

———————————— membrana
plastico poroso

Figura 12. Representacion grafica de la transferencia de proteinas

5.3.5.3.2.3 Inmunodeteccion. La membrana de nitrocelulosa se coloco en solucion de
bloqueo (ver apéndice) durante 1 h a 4°C. Posteriormente se realizaron tres lavados con TBS
tween al 0.5% (ver apéndice) por 10 min a temperatura ambiente. Se dejé incubar toda la noche
a 4 °C con el anticuerpo anti-NDV (IASA) a una dilucion 1:500. Se realizaron tres lavados con
TBS tween al 0.5% por 10 min a temperatura ambiente. Se colocé el anticuerpo secundario
anti-chicken (Biomeda), a una dilucion 1:10,000 y se dejo incubar por 2 h a temperatura
ambiente. Se realizaron tres lavados con TBS tween al 0.5% por 10 min. Se escurrié la
membrana, se agregé solucion NBT-BCIP (Amresco) y se mantuvo en agitacion en obscuridad

hasta que aparecieron las bandas, la reaccion se detuvo con agua destilada.

5.4. Analisis estadistico.

Los datos se analizaron con el programa SPSS 10 para Windows, la significancia de las diferencias de respuesta entre
los tiempos de aplicacion y dosis de fucoidan, se determinaron por medio de un analisis de varianza (ANOVA) y una

prueba Duncan en base a un valor de P<0.01.
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6. RESULTADOS

6.2. Evaluacion del efecto citotoxico del fucoidan

6.2.1 Efecto citotéxico “in ovo” en embrion de pollo
Para determinar si el fucoidan produce efecto citotoxico, se realizo un ensayo “in ovo” en el
cual a embriones de 9 dias se les inoculd fucoidan a diferentes concentraciones (2, 10, 20, 100,
200, 300, 400 y 500 ug) por via alantoidea; a las 48 h se realizd la necropsia, no se observé
ninguna diferencia en el tamafio y aspecto fisico (hemorragias, atrofia, irritacion, etc.)

comparandolo con los embriones control no expuestos al fucoidan. (figura 13).

Control 1 2 3 4 5 6 7 8

Figura 13. Comparacion de tamafio y aspecto de los embriones tratados con fucoidan con el grupo control
no tratados. Grupo 1 al 8: embriones tratados con 2, 10, 20, 100, 200, 300, 400 y 500ug de fucoidan
respectivamente.

En cuanto al estudio histopatoldgico de los higados de embriones tratados con fucoidan, nos

revel6 un incremento de lipidos asociado a toxicidad en base a dosis respuesta: a partir de la
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concentracion de 200 pg se observo una esteatosis de 15-28%, la mayor concentracion utilizada
(500pg) de fucoidan presento una esteatosis de 27-56% (figura 14).

7] R i - g e

Figura 14. Cortes histoldgicos de higados de embriones de pollo sometidos al fucoidan por 48h. A) Control
no tratado. B) 20ug de fucoidan, se observan hepatocitos normales. C) 200 ug de fucoidan, se observa esteatosis
hepatica leve (15-28%). D) 500 ug de fucoid&n presenta esteatosis hepatica moderada (27-56%). Cuando se
utilizaron concentraciones de fucoiddn menores de 20ug, no se observd ningin cambio (fotos no mostradas)
(Hematoxilina-eosina, 20x).

6.2.2. Efecto citotdxico “in vitro” en cultivo secundario de fibroblastos de  embrion de
pollo.

Para determinar la citotoxicidad de fucoidan “in vitro” se eligi6 como modelo
experimental el cultivo de fibroblastos de embrion de pollo (CSFEP), ya que existen
antecedentes de que el virus NDV se adapta e infecta satisfactoriamente, siendo un excelente
hospedero para su replicacién produciendo una clara evidencia de efecto citopatico (Fenner et
al., 1974).

Se realizaron 3 ensayos con tres repeticiones, las células CSFEP crecidas a confluencia en

placas de 96 pozos se sometieron a diferentes concentraciones de fucoidan durante 48 h, y
posteriormente la viabilidad celular se determind mediante la técnica de MTT como se describe
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en material y métodos. Los porcentajes de viabilidad se muestran en la figura 15, donde se
observa un incremento en la proliferacion celular cuando se utilizaron bajas concentraciones (1
y 5ug), asi mismo el fucoidan presentd un minimo efecto citotoxico a 50ug; obteniendo la

CCsxp a una concentracion > 100ug de fucoidan.

140
120
100

80
60
40
20

0

% Viabilidad celular

0 1 5 10 50 100 150 200 250
Fucoidan (ng)

Figura 15. Efecto del fucoidan sobre la viabilidad de fibroblastos de embrién de pollo en cultivo. Los cultivos
fueron sometidos a diferentes concentraciones del fucoidan de C. okamuranus, la grafica muestra las desviaciones
estandar correspondientes a n=18. * Porcentaje de viabilidad basado en el control.

6.3. Efecto Antiviral
6.3.1. Obtencion del Titulo del virus de Newcastle por Microhemoaglutinacion
Se realiz6 una microhemoaglutinacion del abasto de NDV obtenido a partir del liquido
alantoideo de embriones infectados con NDV vacunal cepa LaSota (Agrovet). Se realizaron
diluciones seriadas al doble a partir de 100 pL del liquido alantoideo obteniendo un titulo de

640 UHA/100p.L.

6.3.2. Obtencion del titulo del virus Newcastle por dosis infectiva en cultivo de tejidos
al 50% (DICTso)

Para conocer la DICTsy del abasto viral obtenido en embriones de pollo, se infectaron
celulas VERO con 100ul de diluciones seriadas del abasto viral; a las 48 h se observo la
presencia/ausencia del efecto citopatico en las células cultivadas en placas de 96 pozos como se
describe en material y métodos. La tabla 7 muestra el porcentaje de los pozos infectados por
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cada dilucion (102 a 10°); mediante el método de Reed and Muench se calculd el titulo del
abasto de NDV en 10°* DICTso/mL.

NUMEROS ACUMULADOS %

D @) POZO 0
INFECT NO INFECT TOTAL %
(A) (8) (A+B)

102 6 0 22 0 22 100%
102 6 0 16 0 16 100%
10+ 6 0 10 0 10 100%
10 3 3 4 3 7 57%
10 1 5 1 8 9 11.11%
107 0 6 0 14 14 0%
10 0 6 0 14 14 0%
10 0 6 0 14 14 0%

Tabla 7. Titulacién del abasto de NDV en cultivo celular VERO. Se muestra el porcentaje de los pozos
infectados por cada dilucién (10 a 10®) del abasto de NDV.
6.3.3. Evaluacion del efecto antiviral “in ovo”
6.3.3.1. Inhibicién de la adsorcién viral por bloqueo de receptores celulares (Hora -1)

“in ovo”

Los embriones fueron inoculados con fucoidan a diferentes concentraciones, una hora
después fueron infectados con 10,000 DICTsy de NDV. A las 48h se cosechd el liquido
alantoideo y se realiz6 una prueba cualitativa de hemaglutinacion en placa, resultando todos
positivos por lo que se realiz6 una prueba cuantitativa de microhemoaglutinacion (HA), como
se describe en materiales y métodos. Los embriones a los que se les aplico el fucoidan una hora
antes de la infeccién viral mostraron porcentajes de infectividad menores en todas las dosis
utilizadas (figura 16), la dosis donde se obtuvo la minima infectividad comparada con el
control (10.5%) fue de 1ug de fucoidan. En la tabla 8A se muestra la disminucion de titulos
virales en los embriones tratados con fucoidan a diferentes dosis, en comparacién con el control

sin fucoidan.

El método estadistico Duncan muestra que en los ensayos donde se aplicé fucoidan, antes de

la infeccidén viral, a concentraciones de 0.25 a 16 pg/embrién dieron como resultado
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porcentajes de infectividad bajos (mismo grupo de homogeneidad a), significativamente méas
bajos que con dosis de 32 a 256 pg/embrién (mismo grupo de homogeneidad b).

6.3.3.2. Inhibicion de la adsorcion por bloqueo de receptores virales y/o celulares por
competencia (Hora 0) “in ovo”.

Los embriones fueron inoculados con fucoiddn, a diferentes dosis e infectados
inmediatamente despues con 10,000 DICTsy de NDV. A las 48h se cosechd el liquido
alantoideo y se realizd una prueba cualitativa de hemaglutinacion en placa, resultando todos
positivos por lo que se realizd una prueba cuantitativa de microhemoaglutinacién (HA), como
se describe en materiales y métodos. Los embriones inoculados con el fucoidan al mismo
tiempo de la infeccion viral mostraron porcentajes de infectividad menores en todas las dosis
utilizadas (figura 16); las dosis del fucoidan con las que se obtuvo una minima infectividad
(26.4%) fueron de 0.5 y 1pg. En la tabla 8B se observa la disminucion de titulos virales en los

embriones tratados con el fucoidan a diferentes dosis, en comparacion con el control viral.

El método estadistico Duncan muestra que las dosis 0.25, 0.5, 1, 2, 4ug, se encuentran en el
grupo de homogeneidad (a), las dosis 4, 8, 16, 32, 64, 128, y 256ug comparten el grupo mas
alto (c) y las dosis de 2 a 128pug, estan en un grupo intermedio (b); por lo que solo difieren
significativamente las dosis de 0.25 a 1ug (a) de la dosis 2569 (C).

6.3.3.3. Inhibicion de eventos post-adsorcion de la infeccion viral (Hora 1) “in ovo”

Los embriones fueron infectados con 10,000 DICTso de NDV y una hora después inoculados
con fucoidan a diferentes dosis, se les extrajo liquido alantoideo para realizarles una prueba
cualitativa de hemaglutinacion en placa, resultando todos positivos por lo que se les realiz6 una
prueba cuantitativa de microhemaglutinacion. (HA), como se describe en materiales y métodos
Los embriones en este ensayo mostraron porcentajes de infectividad menores al control en
todas las dosis utilizadas excepto la de 256ug (figura 16), las dosis donde se obtuvo una
minima infectividad (33.3%) fueron de 0.5 y 1ug del fucoidan. En la tabla 8C se observa, la
disminucion de titulos virales en los embriones tratados a diferentes dosis de fucoidan, en

comparacion con el control viral.
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El método estadistico Duncan nos indica que las dosis 0.5 y 1 pg/embridn presentaron el
menor porcentaje de infectividad (a), seguidos de las dosis 0.25 y 4ug (b), y la dosis mas alta

(256.0) dio el mayor porcentaje de infectividad (c).

120 = Fucoidan antes|
de la infeccion
viral

100  §
/ —=— Fucoidan al
| / mismo tiempo
80 ; )
de la infeccion
r viral

e}
3
3 60 / = Fucoidan
g T despues de la
< D<—- > infeccion viral
[ 40 g
o
X

20 \\_f

0 T T T T T T T T T T T

\@ qu.v @ N v ™ N Y ,;& oo
&
80

Fucoidan (ug)

Figura 16. Inhibicion de la infectividad de NDV “in ovo” por efecto del fucoidan. Porcentajes de infectividad
de NDV “in ovo” a tres tiempos diferentes de aplicacién del fucoidan. Desviacién estandar de n=9
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Dosis
del fucoidan

(ng/embrion)

0.25

0.5

16

32

64

128

256

Unidades Hemaglutinantes y porcentajes de infectividad

" in ovo"
Hora-1 Hora 0 Hora 1
fucoidan fucoidan al fucoidan
antes de la mismo después de la
A infeccion B tiempo C infeccion
% Desv. % Desv. % Desv.
UHA  Infectividad Std UHA | Infectividad | Std UHA | Infectividad Std
d d d
640 100 0 640 100 0 640 100 0
a a b
111.1 174 9.1 195.6 306 155 320 50 0
a a a
91.1 14.29 8.7 168.9 26.4 14.6 2133 333 125
a a a
71.1 105 3 168.9 264 9.8 2133 333 125
a ab ab
71.1 11.17 2.6 231.1 36.1 13.2 266.7 4L7 125
a abc b
80 12.56 5.3 266.7 4L7 125 320 50 0
a bc ab
111.1 17.39 7.5 302.2 47.2 8.3 266.7 4L7 125
a bc ab
106.7 16.67 6.3 302.2 41.2 8.3 266.7 4L7 125
b bc ab
248.9 38.89 13.2 320 50 21.7 266.7 417 12.5
b bc ab
248.9 38.89 13.2 320 50 21.7 266.7 417 12.5
b bc C
320 50 30.6 320 50 21.7 533.3 83.3 25
b c d
302.2 41.22 23.2 | 355.6 55.6 27.3 640 100 0

Tabla 8. Ensayos de inhibicion del NDV con fucoidan, mostrando el promedio de UHA, el porcentaje de
infectividad y desviacién estandar correspondientes a n=9. Las probabilidades de ANOVA entre las dosis del
fucoidan (0.25-256pug/embridn) fueron altamente significativas a los tres tiempos (P<0.001 para A, By C).

a Grupo de homogeneidad perteneciente a valores mas bajos (Duncan, a=0.05)

b Grupo de homogeneidad perteneciente a valores intermedios (Duncan, ¢=0.05)

¢ Grupo de homogeneidad perteneciente a valores altos para (Duncan, 0=0.05)
d Grupo de homogeneidad perteneciente a valores iguales al control sin tratamiento (Duncan, 0=0.05)
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6.3.3.4. Evaluacion de la inhibicion de biosintesis viral por PCR

Se realizaron extracciones de RNA a partir del liquido alantoideo de embriones tratados con
fucoidan una hora antes de la infeccién viral (Hora -1); se sintetiz6 y cuantifico el DNAc y se
realizaron amplificaciones por PCR (con “primers” F de NDV) como se describe en materiales

y métodos, observando una inhibicion en los niveles de RNA viral a dosis de 4 y 16ug (figura
17).

400pb

300pb 316pb

Figura 17. RT-PCR para NDV en el liquido alantoideo de embriones tratados con fucoidan, una hora
previa a la infeccién con el virus. El carril 1 es el control, del 2 al 9 corresponden a 0.25, 0.5, 1, 2, 4, 16, 32 y
64pg del fucoidan respectivamente.

6.3.4. “In vitro”

6.3.4.1. Inhibicién de la fusion celular

El NDV, al igual que otros paramixovirus tienen la caracteristica de introducirse al
citoplasma para difundirse de célula a célula sin exponerse al medio extracelular (participando
la glicoproteina F) originando la formacion de células gigantes multinucleadas Ilamadas
sincicios, apreciables en tejidos y en cultivos celulares (Morrison y Porther, 1991). Por esto
decidimos analizar si el fucoidan era capaz de inhibir esta fusion de membranas.

Células VERO confluentes se trataron con fucoidan en diferentes dosis, se infectaron con
500 6 1000 DICTs, de NDV y posteriormente se retir6 el virus y se volvié a agregar fucoidan a
la misma dosis, permanecieron en incubacion a 37 °C. Cuando el control viral presentd el

efecto citopatico caracteristico del virus Newcastle (sincicios) a las 30h aproximadamente, se
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retir6 el medio de los pozos, se tifid con hemocolorantes rpidos como se describié en material
y métodos y se contaron los ndcleos contenidos en 10 sincicios. Los sincicios formados en las
células infectadas con NDV vy tratadas con 0.1 y 1ug de fucoidan eran visiblemente mas
pequefios (contenian menos nucleos) en comparacion con las células infectadas con NDV sin
recibir tratamiento (figura 18). EI nimero de ndcleos incluidos en los sincicios: disminuyo
66.09% cuando se aplico 1 pg del fucoidan, 52.76% cuando se aplic6 0.1 pg y a dosis de 10 y
100pg mostré un 100% de inhibicién (figura 19 y tabla 9).

Figura 18. Efecto del fucoidan en los sincicios formados por NDV. A) Sincicio producido por NDV en células
VERO B) Sincicio producido por NDV en células VERO tratadas con 0.1ug de fucoidan. C) Sincicio producido
por NDV en células VERO tratadas con 1ug de fucoidan.

120
100
80

B 500DICT
0 1000DICT

60

40
20

% de nucleos por sincicio

Control 0.1ug 1lug 10ug 100ug
viral

Concentracién de fucoidan

Figura 19. Relacion dosis-respuesta del efecto del fucoidan sobre los sincicios formados por NDV:
disminucion en el nimero de nacleos por sincicio producidos por NDV en células VERO. EI nimero de ndcleos
contenidos en cada sincicio se expresé en porcentaje del nimero promedio de nicleos por sincicio observado en el
control viral sin fucoidan.
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Tiempo
de }
aplicacion Concentracion
NDV fucoidan de fucoidan (ug)
0 0.1 1.0 10.0 100.0
Hora -1 Promedio 37.7 14.03 7.96 0 0
500
DICT50% Desv. Std. 1.4107 0.4163 0.1528 0 0
% Inhibicion 0 62.79 78.89 100 100
Promedio 39.97 15.27 9.76 0 0
1000
DICT50% | Hora-1 Desv. Std. 0.4509 1.1547 0.9074 0 0
% Inhibicién 0 61.79 75.58 100 100

Tabla 9. Disminucién de nucleos por sincicio producidos por NDV en células VERO tratadas con fucoidan.
Mostrando el promedio de 10 sincicios, su desviacion estandar correspondiente a n=18 repeticiones y el porcentaje
de inhibicion.

6.3.4.2. Comparacion entre eficacia y toxicidad del fucoidan

Al comparar dosis efectivas y dosis que producian toxicidad “in vitro” se observéd que las
dosis del fucoidan que produjeron un 100% de inhibicién del ECP (sincicios) de NDV eran
inocuas para las células, incluso a dosis de 1 y 10ug del fucoidan se estimul6 la proliferacion
celular (figura 20). Por lo tanto se demuestra que las dosis efectivas contra NDV no son

citotoxicas para las células.

O Citotoxicidad
| |0 % Inhibicion

10ug 100pg 15049

200ug

250ug

Concentracion fucoidan

Figura 20. Comparacion entre la eficacia y toxicidad del fucoidan. Se muestran los porcentajes de la inhibicion
del ECP producido por NDV (sincicios), en comparacion con la citotoxicidad, a diferentes dosis del compuesto.
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6.3.4.3. Evaluacion de la inhibicién de la biosintesis viral por Western Blot

Para evaluar el efecto del fucoidan en la biosintesis de proteinas de NDV, se realizo el
analisis en células VERO, infectadas con 1,000 DICTs, de NDV, no tratadas y tratadas con
10ug de fucoidan y llevadas a inmunodeteccion a las 3, 6 y 9h post-adsorcién del virus, con

anticuerpos policlonales contra NDV.

La figura 21 demuestra una disminucion evidente en la banda que corresponde a la proteina
M de NDV vy la ausencia de las bandas que corresponden a las proteinas HN y F, a las 9 h

post-infeccion en las células tratadas con fucoidan.

Control 3h 6h 9h
( A \ A N - Y ' A I
HN oy
F —
NP/ P iy
= \
+ - + - + -

Figura 21. Analisis de la inhibicién de proteinas de NDV por fucoidan a diferentes tiempos del ciclo viral.
Monocapas confluentes de células VERO fueron infectadas con 100 DICTs, de NDV, en forma simultanea se
trataron con 10ug de fucoidan y sus proteinas fueron extraidas a las 3, 6 y 9 post-infeccién. El extracto proteico

fue desnaturalizado y sometido a un ensayo de western blot. (+) con tratamiento, (-) sin tratamiento.
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7. DISCUSION

Conociendo las grandes pérdidas que ocasiona la Enfermedad de Newcastle y las reacciones
post-vacunales severas producidas por un mal manejo en la industria avicola, es urgente contar
con un antiviral preventivo, que sea eficaz, economico, de facil empleo y sin efectos adversos.
En nuestro estudio, los resultados encontrados demostraron que el fucoidan extraido del alga
parda Cladosiphon okamuranus cumple con las caracteristicas de eficacia y ausencia de efectos

adversos, quedan por definir sus condiciones de empleo.
EFECTO ANTIVIRAL “IN OVO”

Una parte muy importante de esta investigacion se realizé en el modelo “in ov0”, porque el
embrion aviar, especialmente el embrion de pollo, es fuente de tejido vivo valioso y
ampliamente utilizado para el aislamiento inicial y pasaje subsecuente de muchos virus, para
abasto viral, titulacion y para la produccion de vacunas. Los embriones de pollo han sido
usados desde los trabajos de Rous y Murphy en 1911, debido a su disponibilidad, economia,
tamafo conveniente, relativa libertad de infecciones latentes y contaminacion externa, asi como
falta de produccidn de anticuerpos contra el inoculo viral. La ruta de inoculacion utilizada fue
la cavidad alantoidea ya que el virus de Newcastle crece bien en el ectodermo alantoideo y se
puede obtener grandes cantidades de liquido alantoideo, el cual es facilmente purificado y

cuantificado por hemoaglutinacion (Cox, 1952).

En los ensayos antivirales “in ovo” obtuvimos un 73.6% de reduccion de la infectividad del
virus Newcastle con 0.5ug de fucoidan/ embrion, cuando éste se inoculé al mismo tiempo que
la infeccidn viral (HO) y el efecto fue mayor (85.7%) cuando se administré una hora antes de la
infeccion con el virus (H-1). Los resultados obtenidos en los 2 tiempos de administracion del
fucoidan (H-1 y HO) “in ovo”, nos sugieren que el fucoidan impide la adsorcion y penetracion
del virus NDV a las células. Olofsson y Bergstrom (2005) mencionan que los polisacaridos con
carga negativa inhiben la adsorcion de los virus a la membrana celular al interferir con la union
electrostatica entre la membrana celular y la envoltura viral; el fucoidan de C. okamuranus
utilizado en esta investigacion probablemente utiliza este mecanismo de inhibicion ya que se

encuentra cargado negativamente al tener 1 residuo sulfato en cada molécula (Nagaoka et al.,
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1999). Estos hallazgos son comparables con los resultados de Serkedjieva (2004) donde se
analizo extractos de alga roja Ceramium rubrum contra Influenza A utilizando este mismo
modelo (“in ov0”) encontrando reduccion de la infectividad en las primeras etapas de la
infeccion viral y a dosis no toxicas para el embrion. Otros investigadores han evaluado
exitosamente el efecto antiviral de otros compuestos de origen natural a través de la reduccion
de la infectividad en embriones de pollo como en el caso de Pefia (2007) que evalud el efecto
antiviral de un extracto de Punica granatum frente el virus Influenza tipo A (CEsp =
125ug/mL).

Por otro lado al aplicar el fucoidan una hora después de la infeccion viral se obtuvo 66.7%
de inhibicion a una dosis de 0.5ug; esta actividad inhibitoria del fucoidan se presenté sin causar
efecto tdxico al embrién. Estos resultados nos sugieren que este compuesto también tiene
actividad antiviral en etapas posteriores a la penetracion del virus nuestros resultados coinciden
con varios trabajos realizados en modelos “in vitro”: con los resultados de Hoshino et al.
(1998) donde encontraron la inhibicion en etapas posteriores a la adsorcion de HSV,
citomegalovirus y HIV, al aplicar fucoidan extraido de Sargassum horneri post-adsorcion;
concuerdan también con los resultados obtenidos en el trabajo realizado por Schaeffer y Krylov
(2000), con fucoidan extraido de F. vesiculosus en el cual demostraron una inhibicion de la
infeccion de HIV tanto en etapas iniciales (la unién y la penetracién a las células) como en
etapas posteriores a la penetracion del virus; asi como también con los resultados encontrados
por Preeprame et al. (2001) donde demuestran que el fucoidan extraido de Sargassum horneri
inhibe la replicacion de HSV-1 al ser afiadido posterior a la infeccion viral.

La deteccion del genoma viral mediante RT-PCR en los ensayos realizados a la hora -1,
donde se observo inhibicion del RNA viral con las dosis 4 y 16pg de fucoidan nos permitieron
apoyar los resultados de inhibicion de unidades hemaglutinantes (UHA), con la ventaja que
éste método nos permite detectar directamente el genoma viral a diferencia de la
hemaglutinacion la cual cuantifica no solo los viriones sino también particulas virales inactivas.
Sin embargo, estos solo son estudios preliminares y se requiere realizar PCR tiempo real para

poder cuantificar la carga viral en cada uno de los tratamientos.
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“EFECTO ANTIVIRAL IN VITRO”
En cuanto al modelo “in vitro” (CSFEP y células VERO) utilizado en el estudio nos
permitio constatar el efecto inhibitorio de la replicacion viral, de acuerdo a dos ensayos

realizados:
Inhibicién de la fusion celular

El fucoidan bloque6 el mecanismo de fusion célula-célula en la infeccion por NDV, con la
consecuente disminucion del tamafio de los sincicios y reduccién en el numero de nucleos
contenidos en los mismos (disminuy6 66.09% a dosis de 1 pg del fucoidan y a dosis de 10ug
mostré un 100% de inhibicién). La proteina F del virus se sintetiza como un precursor FO, y
después es cortada en subunidades F1 y F2 por enzimas de la célula hospedera; este corte y la
exposicion del segmento hidrofobico (en el extremo N-terminal de F1 es necesario para la
activacion de la fusion y determinante en la infectividad y patogenicidad del virus Newcastle.
El precursor FO tiene una region rica en amino&cidos basicos cerca del sitio de corte y autores
como Fujita et al. (2007) sugieren que la heparina se une a esta region. El fucoidan

probablemente también se una a esta region evitando que se desencadene la fusion celular.

Nuestros resultados fueron muy similares a los de Romanos et al. (2002) donde se estudid
un efecto antiviral del fucoidan extraido de Laminaria abyssalis, en cultivo de células HelLa
infectadas con el virus linfotréfico T humano -1 (HTLV-1); a una concentracion de 100 ug/ml
del fucoidan se obtuvo una inhibicion de casi 100% de la formacién de sincicios y a una
concentracion de 25 pg/ml se obtuvo una inhibicion de casi 95%. También Nakashima et al.
(1987) encontraron que el fucoidan pudo bloguear la formacién de células gigantes entre
células infectadas con HIV-1 y células sin infectar CD4 positivas; este efecto anti-HIV fue
debido a la interaccion del polisacarido con el “loop” de V3 de gpl20 vy la unién del

polisacarido en el dominio N-terminal de gp41.

Inhibicion de proteinas virales

Al llevar a cabo el andlisis por western blot de la expresion de proteinas de NDV en células
VERO infectadas en presencia y ausencia de fucoidan, demostramos a las 9 h post-infeccién
una disminucién evidente en las bandas que corresponden a las proteinas M, HN y F del virus.
Esto concuerda con los resultados de Morales (2008) en celulas VERO infectadas con

Distemper canino y tratadas con fucoidan de C. okamuranus donde observaron a los tiempos 3,
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6 y 9 h post-infeccion una disminucion de las proteinas de nucleocapside comparadas con el
control sin tratamiento. Estos estudios reafirman que el mecanismo antiviral del fucoidan no
solo actla en etapas tempranas del ciclo viral (adsorcion y penetracién) sino que también

modifica y/o degrada las proteinas virales.

EFECTO CITOTOXICO “IN OVO”

Con respecto al efecto citotoxico, nuestros resultados muestran que el fucoidan analizado en
el modelo “in 0v0” no produjo ningun efecto tdxico para el embrion a dosis efectivas
antivirales (0.5 a 128ug/embrion); a partir de la dosis 500ug/embrion (2500ug/mL) se encontrd
esteatosis hepatica moderada (27-56%), este deposito de lipidos se ha presentado en casos de
toxicidad producida a dosis efectivas antivirales de estaduvina para el tratamiento de HIV
(Lenzo et al., 1997; Lai et al.,2004) y de otras sustancias como el alcohol (Sierra y Torres,
2004). En nuestro estudio, no hubo muerte embrionaria en ninguna de las dosis utilizadas, a
diferencia de los estudios de Pefia (2007) que evalué el efecto antiviral de un extracto de
Punica granatum frente el virus Influenza tipo A, en el cual encontr6 que a dosis de
2500pg/mL habia un 40% de muerte embrionaria, aungue coincidimos en que la dosis efectiva

que obtuvieron (CEsp =125ug/mL) fue mucho menor con respecto a la dosis citotoxica.

EFECTO CITOTOXICO “IN VITRO”

En el modelo “in vitro” el fucoidan no produjo efecto citotoxico a dosis efectivas, sino al
contrario se encontré un aumento en el crecimiento celular. Este mismo efecto lo observaron
con otros polisacéridos sulfatados los estudios de Flint et al. en 1994, donde el dextran sulfato
y polisulfato pentosan tenian efecto estimulante en la proliferacién de los cultivos primarios de

células epiteliales intestinales.

En otros estudios, Garcia y Gil (1991) evaluaron el efecto inhibitorio “in vitro” del fucoidan
(SIGMA) en la replicacion de ASFV (virus de la fiebre porcina africana) en células VERO,
encontrando un efecto citotdxico del fucoidan a concentraciones muy altas con una CCsy de
3000pg/ml, mas alta a la encontrada en este estudio (CCsy 1500ug/ml) en cultivo primario de
fibroblastos de embridn de pollo, a la de nuestro grupo en células VERO de CCsy >2000ug/ml
(Morales (2008)) y a la encontrada por Lee et al. (2004) donde la CCs del fucoidan fue de
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2000 pg/ml en las lineas celulares: VERO (rifion de mono verde africano), HEL
(eritroleucemia humana) y MDCK (epitelio intestinal de perro).

Al comparar la eficacia del fucoidan como antiviral con otros antivirales comerciales como
la ribavirina nuestro grupo de trabajo reportd que la ribavirina posee alta toxicidad a bajas
concentraciones (CCsp 88.9ug/mL) en células VERO y un porcentaje de inhibicion viral apenas
de 47% a una dosis de 10ug/mL contra el virus de Distemper canino, otro miembro de la
familia paramixovirus (Morales, 2008); en cambio nuestro compuesto mostrd un efecto
inhibitorio mayor al 50% contra Newcastle a dosis muy bajas (0.1 pg/mL) y un efecto toxico
para las células CSFEP (CCsy de + 1400ug/mL), mientras que en células VERO, Morales
(2008); reportd una CCsy <2000, esto lo hace un candidato potencial para ser utilizado como

antiviral.

En el caso de amantadina, se ha reportado efecto inhibitorio solo a dosis altas (arriba de
100pg/mL no alcanzable via oral) en otros paramixovirus como virus respiratorio sincicial y
parainfluenza (Couch y Six, 1985). La amantadina no se utiliza como profilacticos ya que
produce resistencia viral a dosis tan bajas como <1 pg/mL presentando mutaciones puntuales
en el gen codificador de la proteina M2 (Influenza). En cambio los polisacaridos sulfatados
como el fucoidan podrian ser utilizados como preventivos, ya que reportes de Esté et al. (1994)
en pases seriales de células MT-4 infectadas con HIV-1, aumentando la concentracion de
polisacaridos sulfatados en cada pase de 1 a 5000ug/mL., demuestran que estos tienen poca

habilidad de producir mutantes virales resistentes.

La situacion es que realmente no existe ningun antiviral que se utilice en la industria avicola,
ya gue es mas costeable eliminar las parvadas enfermas a tener gastos extras de manejo para la
medicacion. Ademas a partir de marzo del 2006, la OIE, FDA, FAO y la OMS han prohibido
el uso de antivirales tales como el oseltamivir, amantadina y rimantadina en pollos, patos y
pavos a fin de preservar la eficiencia de estos medicamentos para el tratamiento de las

infecciones de influenza en los seres humanos y no producir cepas resistentes.

En el contexto en el que cada dia de ganancia de peso es critico para cubrir la demanda del

mercado y para mantener la produccion de pollo de engorda como una actividad econdmica
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viable, es de importancia primordial el mantenimiento de la salud de las aves. La mortalidad
que resulta por Newcastle y otras complicaciones respiratorias es muy costosa para la industria
avicola, produciendo pérdidas a nivel mundial de miles de millones de dolares (Kleven, 1997),
aun cuando se lleve acabo programas de vacunacion, ya que una vacunacion inadecuada de
Newcastle puede costarle a la compafiia tanto como el desafio de campo, aunado al innecesario
aumento de los costos por la medicacion a causa de los microorganismos oportunistas y por el
sacrificio de parvadas completas (Dhawale, 2005).

Es por eso, de suma importancia contar con un programa integrado de manejo preventivo
donde se pueda incluir la administracion de este antiviral sobre todo en periodos donde el ave
se exponga al estrés.

Por lo tanto, con nuestra investigacion podemos concluir que el fucoidan extraido de C.
okamuranus analizado “in ovo” e “in vitro” es un buen inhibidor de la replicacion de NDV al
inhibir la adsorcion, penetracion, eventos post-adsorcion y la formacion de sincicios
administrado a dosis no toxicas para el embrion o para las células; se requiere realizar pruebas
“in vivo” de este compuesto para establecer dosis y vias de administracion y su

farmacocinética.
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8. CONCLUSIONES

El fucoidan extraido de Cladosiphon okamuranus produce efecto toxico a dosis muy altas (100
veces mayores a la dosis antiviral) en los modelos estudiados “in vitro” (CCsp= >1000png/mL) e
“in ovo” (hepatotoxicidad moderada a 2500ug/mL).

El fucoidan pudo inhibir NDV a dosis minimas (1pg), bloqueando receptores celulares y/o
virales.

El fucoidan inhibio los eventos post-adsorcion en la infeccion viral a dosis de 1ug.

El fucoidan inhibio la fusion celular (sincicios) en células infectadas con NDV (CEzp=0.1ug).
El fucoidan disminuy6d la concentracion de proteinas virales M, HN y F a las 9 hrs post-
infeccion comparadas con el control.

Por todo esto consideramos que: el fucoidan extraido de Cladosiphon okamuranus es un agente
antiviral eficaz contra NDV, inhibiendo eventos tempranos de la replicacion viral, sin causar

dano a la célula.
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APENDICE

. PBS 1X
8 gNaCl
0.2 gKCI
1.44 g Na;HPO4
0.24 g KH,PO,4
Aforar a 1litro con agua destilada y ajustar el pH a 7.4

. Solucioén de eritrocitos 0.5%

Centrifugar sangre O+ con PBS 1X, eliminar el sobrenadante y repetir hasta que el
sobrenadante esté cristalino.

0.5 mL eritrocitos

99.5 mL PBS 1X

. Buffer de extraccion de proteinas 1X
0.1 mL Triton X-100 100%

0.5mL Tris-HCI1 M pH 7.5

0.3mL NaCI5M

Aforar a 10 ml con agua destilada

Buffer de Desnaturalizacién o buffer de carga

1.25 mL Tris-HCI 0.5M pH 6.8

2.5 mL Glicerol

2 mL SDS 10 %

0.2 mL Azul de Bromofenol

3.55 mL Agua destilada

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

Preparacion del Gel (10 ml)

Gel 4% 5% 6% 7% 8% 9% 10% 12% 14%
H,0 61 57 54 51 47 44 41 34 27
AB30% (ml) 13 17 20 23 27 30 33 40 47
*Buffer (ml) 25 25 25 25 25 25 25 25 25
SDS10% (ml ) 01 01 01 01 01 01 01 01 0.1
PSA10% (ul) 100 100 100 100 100 100 100 100 100
TEMED(u) 10 10 10 10 10 10 10 10 10

*(10%) Gel Separador- Tris-HCI pH 8.8 1.5M
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10.

11.

12.

13.

14.

*(5%) Gel Concentrador- Tris-HCI pH 6.8 0.5M

Acrilamida/Bisacrilamida

87.6 g de Acrilamida

2.4 g de Bisacrilamida

Aforar a 300 mL con agua destilada.

SDS 10%
10 g de SDS
Aforar a 100 mL con agua destilada.

Persulfato de amonio (PSA) 10%
100mg PSA
Aforar a 1 mL con agua destilada.

Tris-HCI 1.5 M pH 8.8
27.23¢g de Tris base
Ajustar a pH 8.8 con HCl y aforar a 150 mL con agua destilada

Tris HCI 0.5 M pH 6.8
6 gr Tris base
Ajustar a pH 6.8 con HCI y aforar a 100 mL con agua destilada.

Buffer de Corrida 10X

30.3gr Tris Base

144gr Glicina

10gr SDS

Aforar a 1 litro con agua destilada

Buffer de Transferencia 10X
144 g Glicina

30 g Tris Base

Aforar a 1 litro con agua destilada

Buffer de Transferencia 1X
100 mL Stock 10 X

200 mL de metanol

700 mL de agua destilada

Solucion de Bloqueo
19 ml de TBS 5X
1 ml de Tween 20
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1 gr de leche carnation Nestle Non Fat Dry Milk

15. TBS 10X
31.5 gr de Tris HCI
80gr NaCl
Ajustar a pH 7.6 y aforar a 1 Litro con agua destilada

16. TBS Tween al 0.5%
100 mL de TBS 10X
5 mL de Tween 20
Aforar a un Litro con agua destilada
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