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RESUMEN

Introduccion: Echovirus 9 es un enterovirus humano de alta prevalencia que
ocasiona graves enfermedades sistémicas como la meningitis aséptica y en menor
medida mortalidad infantil. No existe tratamiento antiviral o vacunacidn para este
virus, como ocurre con la mayoria de los enterovirus. Las algas del género
Sargassum constituyen una fuente promisoria de compuestos con actividad
antiviral, lo cual motiva la busqueda de nuevos farmacos contra estos virus.
Objetivo: evaluar la actividad antiviral in vitro de un extracto hidroalcohdlico del
alga parda Sargassum fluitans frente a Echovirus 9.

Métodos: se realizé la determinacion cualitativa de los tipos de metabolitos
secundarios (tamizaje fitoquimico) presentes en el extracto segln la técnica de
Rondina y Coussio, 1969. Se evalud la citotoxicidad del extracto en la linea celular
Vero mediante el método del MTT y se calculd la CCso mediante analisis de regresion
lineal. El calculo de la actividad antiviral (CEso) se realizd mediante la inhibicion del
efecto citopatico en células Vero. Se determiné el indice selectivo

(IS)= CCso/ECso

Resultados: el tamizaje fitoquimico mostrd la presencia de quinonas,
proantocianidinas, catequinas, triterpenos polares, taninos hidrolizables, azlcares
reductores, azlcares no reductores y proteinas. El extracto no fue citotoxico a las
concentraciones evaluadas e inhibié de forma potente la replicacion de Echovirus 9
en la linea celular empleada con un elevado IS (95,05).

Conclusiones: el extracto hidroalcohdlico de S. fluitans posee actividad antiviral in
vitro frente a Echovirus 9. Este es el primer informe de actividad antiviral de esta

especie frente a enterovirus.
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ABSTRACT

Introduction: Echovirus 9 (E9) is a highly prevalent human enterovirus causing
severe systemic diseases such as aseptic meningitis and to a lesser degree child
mortality as well. No antiviral treatment or vaccine is available for this virus, as is
the case with most enteroviruses. Algae from the genus Sargassum are a promising
source of compounds with antiviral activity, a fact that has stimulated the search for
new drugs against these viruses.

Objective: evaluate the in vitro antiviral activity of a hydroalcoholic extract from
the brown alga Sargassum fluitans against Echovirus 9.

Methods: qualitative determination was made of the types of secondary
metabolites (phytochemical screening) present in the extract, using the Rondina
and Coussio technique, 1969. Evaluation of the cytotoxicity of the extract in the
Vero cell line was performed by the MTT method, and CCso was estimated by linear
regression analysis. Estimation of antiviral activity (CEso) was conducted by
inhibition of the cytophatic effect in Vero cells. Determination was made of the
selective index (SI)= CCso/CEso.

Results: phytochemical screening revealed the presence of quinones,
proanthocyanidins, catechins, polar triterpenes, hydrolyzable tannins, reducing
sugars, non-reducing sugars and proteins. The extract was not cytotoxic at the
concentrations evaluated, and strongly inhibited Echovirus 9 replication in the study
cell line with a high SI (95.05).

Conclusions: the hydroalcoholic extract of S. fluitans has in vitro antiviral activity
against Echovirus 9. This is the first report of antiviral activity of this species against
enteroviruses.

Keywords: Sargassum fluitans; antiviral; enterovirus; Echovirus 9.

INTRODUCCION

Los enterovirus (EV) incluyen mas de 200 tipos de virus antigénicamente diferentes
que infectan vertebrados.! Los EV humanos infectan el tracto gastrointestinal o
respiratorio; producen infecciones en el sistema nervioso central, pancreas, corazon
y se relacionan con la aparicién de diabetes mellitus.? Echovirus 9 (E9) es el agente
causal mas comun de meningitis aséptica en recién nacidos y nifios pequefios; en
adultos y nifios mayores es causa importante de endocarditis y miocarditis.? Se
carece de antivirales contra los EV y solo el grupo de los poliovirus cuenta con un
tratamiento profilactico.* Esto ha motivado la busqueda de compuestos capaces de
inhibir la replicacidon de estos virus. Los productos naturales constituyen una

alternativa en la busqueda de antivirales dado que son menos téxicos que los
productos sintéticos y poseen multiples principios activos con mecanismos de accion
particulares.® Las algas pardas son fuentes de compuestos activos con propiedades
antivirales.®

El objetivo trabajo es evaluar la actividad antiviral in vitro de un extracto

hidroalcohdlico del alga parda Sargassum fluitans frente a E9.
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METODOS
EXTRACTO DEL ALGA

El extracto hidroalcohdlico del alga S. fluitans fue gentilmente brindado por la
doctora Olga Valdés del Instituto de Ciencias del Mar. Este se concentré mediante
rotoevaporacién al vacio a 50 °C durante 2 h hasta la formacion de sirope.
Posteriormente se congeld en nitrogeno liquido y se liofilizoé en liofilizadora
Christhalpha 1-2 a -20 °C en bulbos de 5 mL. El material liofilizado se conservo a
temperatura ambiente y se protegio de la luz hasta su posterior uso.

TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE S. FLUITANS

La determinacion cualitativa de los tipos de metabolitos secundarios se realizd a
partir de la técnica de Rondina y Coussio.” Los metabolitos evaluados en la fraccion
soluble en etanol son grupos aminos, taninos, fenoles, triterpenos-esteroides,
guinonas, alcaloides, cardendlidos, flavonoides, proantocianidinas, catequinas,
azucares reductores, saponinas y grupos aminos. En la fraccion insoluble en etanol
se evaluaron azlcares no reductores y grupos aminos.

VIRUS Y LINEA CELULAR

Se utilizé la cepa de referencia Hill de E9, proveniente del Instituto Nacional de
Control de Estudios Bioldgicos de Rusia perteneciente al cepario del Laboratorio de
Enterovirus del Departamento de Virologia del Instituto de Medicina Tropical "Pedro
Kouri" (IPK). Se empled la linea continua normal de rifién de mono verde africano
adulto (Vero, ATCC® CCL- 81™), crecida en medio 199 de base Earle (Gibco™)
suplementado con suero de bovino fetal inactivado (SBFI) (SIGMA®) al 5 %. Esta
pertenece al banco de células del Laboratorio de cultivos celulares del
Departamento de Aseguramiento Cientifico-Técnico del IPK. Se determind el titulo
viral segun el protocolo de titulacion del Manual de Laboratorio de Polio,
Organizacién Mundial de la Salud.8

ENSAYO DE CITOXICIDAD

Se prepararon soluciones madres (5 mg/mL™!) del material liofilizado en el medio de
cultivo de la linea celular empleada. Estas se filtraron a través de filtros de celulosa
con didametro de poro de 0,2 um (Minisart® Sartorius). Se utilizaron placas de 96
pocillos con monocapas celulares completamente confluentes. Se retiré el medio de
crecimiento a las placas y se afiadieron 100 pL del extracto a concentraciones
crecientes. Se utilizaron 6 pocillos para cada tratamiento, mientras que a los
controles de células se les adicioné 100 uL de medio de cultivo. Las placas
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se incubaron a 37 °C en atmédsfera con 5 % de COz durante 48 h. El ensayo se
realizé por duplicado. La toxicidad celular del extracto se evalué mediante el
método del MTT a partir de la determinacién de la viabilidad celular.® El porcentaje
de viabilidad asociado a cada concentracién del extracto se calculé dividiendo el
valor medio de absorbancia de los cultivos tratados entre el valor medio de
absorbancia de los controles celulares, los cuales se consideraron como el 100 %
de viabilidad celular. La citotoxicidad del producto se expresé como la
concentracion de este que provoca reduccion de la viabilidad celular en el 50 % de
las repeticiones empleadas (CCso). Esta se determind mediante regresion lineal a
partir de la ecuacion de la linea de tendencia de la curva dosis-respuesta obtenida
al graficar concentracién del extracto contra por ciento de viabilidad. Para ello se
utilizoé el programa Statistica 6.0 y se considerd un valor de R2 mayor que 0,85.10

ENSAYOS DE EVALUACION PRIMARIA DE ACTIVIDAD ANTIVIRAL

Para evaluar la actividad del extracto frente a E9 se utilizé la metodologia
propuesta por Alvarez y otros.!! En el ensayo se utilizaron concentraciones
subtdxicas del extracto. Se emplearon 100 DICCso del virus. Se utilizaron 6 pocillos
para cada tratamiento (incluidos controles de virus y de células) y se realizé el
experimento por duplicado.

Para cada concentracion del extracto se determind el porcentaje de pocillos con
efecto citopatico (ECP) y se obtuvo el valor de concentracién que inhibe la
multiplicacion viral en el 50 % de los pocillos (CEso) mediante regresion lineal a
partir de la ecuacion de la linea de tendencia de la curva dosis-respuesta, obtenida
con el programa Statistica 6.0, para un valor de coeficiente de regresion (R?)
mayor que 0,859.° Se calculé el valor del indice selectivo (IS), teniendo en cuenta
la relacidn de la concentracion citotoxica media y la concentracién efectiva media
(IS= CCso/CEso), se considerd IS a partir de 10 como criterio de actividad
antiviral.?

RESULTADOS
TAMIZAJE FITOQUIMICO DEL EXTRACTO HIDROALCOHOLICO DE S. FLUITANS

Los resultados obtenidos en el tamizaje fitoquimico del extracto hidroalcohdlico de
S. fluitans se muestran en la tabla. Los tipos de metabolitos identificados en la
fraccion soluble en etanol fueron: quinonas, triterpenos de mayor polaridad,
proantocianidinas y/o catequinas, taninos hidrolizables y azUcares reductores; estos
dos ultimos en mayor abundancia. Mientras que en la fraccién insoluble en etanol
se detectd un contenido abundante de grupos aminos asociados a la presencia de
proteinas y azucares no reductores o polisacaridos de alto peso molecular.
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Tabla. Metabolitos identificados mediante tamizaje fitoquimico
en el extracto hidroalcohdélico de S. fluitans

Metabolitos ensayados Zr:ﬁfbi?en if\rsaoﬁfjiglr;
Taninos hidrolizables (+++) ‘

Quinonas (+)
Proantocianidina/catequina (++)

Triterpenos mas polares (+)

Azucares reductores (+++)

Grupos aminos () (+++)
Azucares no reductores () '(+++)

(-) no detectable; (+) escaso; (++) moderado; (+++) abundante.

DETERMINACION DE LA CITOTOXICIDAD DEL EXTRACTO

La evaluacién de la citotoxicidad del extracto hidroalcohdlico de S. fluitans en las
células Vero mostré un comportamiento dependiente de la dosis (Fig. 1). El
extracto no mostro toxicidad a las concentraciones evaluadas (5 000, 4 500, 4 000,
3 500, 3 000, 2 500, 2 000, 1 500, 1 000 pg.mL™) y la exposicidn de las células a
este no provocd cambios en su morfologia. El analisis de regresién lineal mostré un
valor de concentracién citotoxica media (CCso) igual a 4315,945 + 168,100 pug.mL?,
con RZ de 0,91.
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Fig. 1. Comportamiento de la viabilidad de células Vero frente a
concentraciones orecientes del extracto hidroalcohdlico de &, fluitans
determinada mediante el método del MTT, Cada punto representa la
media de dos experimentos v su desviaddn estandar.

ENSAYOS DE EVALUACION PRIMARIA DE ACTIVIDAD ANTIVIRAL

El ensayo antiviral mostro que el extracto hidroalcohdlico de S. fluitans inhibe la
multiplicacion de E9 en una manera dependiente de la dosis (Fig. 2). Se observa un
incremento de la actividad protectora con concentraciones crecientes del extracto
ante la multiplicacién del virus, alcanzando hasta un 0 % de ECP a concentraciones
mayores de 120 pyg.mLt. El analisis de regresién lineal mostré un valor de CEso
igual a 45,404 + 0,18 pg.mL!, con R? de 0,96.
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Fig. 2. Efecto del extraco hidroalcohdlico de S fuitans sobre |a
aparicdn de ECP en células infectadas con E9. Cada punto representa
la media de dos experimentos y su desviacidn estandar.,

El calculo del indice selectivo (IS) mostré un valor de 95,05, como se resume a
continuacion:

CCso (ug = mL?) CEso (ug = mL1) IS (CCso/ CEso)
4315,94 + 168,10 45,404 + 0,18 95,05
DISCUSION

Uno de los primeros pasos hacia la evaluacion del potencial terapéutico de plantas
medicinales lo constituye la preparacion de los extractos crudos y su
caracterizacion fitoquimica.!3 Los tipos de metabolitos identificados en este trabajo
coinciden con los encontrados por otros autores para otras especies del género
Sargassum, tales como carbohidratos, aminoacidos y taninos.!* Otros
investigadores han identificado terpenos, fenoles y flavonoides con propiedades
citotoxicas,!> asi como alcaloides, esteroles, cumarinas (antronas y antraquinonas)
y saponinas.'®>'® Ademas, se ha informado la presencia de fucosterol, acido
linoleico, lipidos y proteinas.!”

La primera etapa en la evaluacién de un producto como candidato antiviral consiste
en la determinacidn de sus efectos nocivos sobre las células. Estos ensayos se
realizan empleando las mismas células donde sera ensayado su efecto antiviral.
Estas son sometidas al producto durante intervalos de tiempo similares, de modo
que se pueda discriminar entre la inhibicién de la multiplicacién viral por accién del
producto o por los dafios que este pueda causarle a las células.!® La citotoxicidad
de algunas especies del género Sargassum ha sido evaluada en diferentes lineas
celulares tales como Vero, lo que ha mostrado valores de CCso comprendidos en el
rango desde 100 pg - mL* hasta 10 000 pg - mL1.1%20 [ a evaluacién de la actividad
antiviral de estas algas ha estado dirigida principalmente contra los herpesvirus y el
virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Los mecanismos de accion propuestos
son la inhibicién de la adhesion y la internalizacion del virus a la célula asi como de
la replicacion del genoma viral y la sintesis proteica.?! Las moléculas responsables
de esta actividad incluyen polifenoles (ej. taninos, flavonoides, lignanos,
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proantocianidinas, quininas), glicdsidos, tiofenos, policetonas, alcaloides (ej.
cafeina, colchicina, furanoquinolinas), terpenoides (ej. monoterpenos, diterpenos,
triterpenos, sesquiterpenos), polisacaridos, proteinas y péptidos.??

De acuerdo con lo anterior puede sugerirse que los tipos de metabolitos
encontrados en este trabajo en el extracto hidroalcohdlico de Sargassum fluitans
estan relacionados con la actividad antiviral mostrada. Se ha informado actividad
antiviral contra los EV de flavonoides y taninos.?3-2> Esta se ha asociado, para otros
virus, a la presencia en las algas del género Sargassum de polisacaridos sulfatados
tales como los carragenanos, alginatos, fucoidanos, laminaranos y naviculanos. La
identificacidon en este trabajo de una gran proporcion de azlcares no reductores en
el extracto hidroalcohdlico de S. fluitans apoya la actividad antiviral mostrada. Estas
moléculas son capaces de inhibir los procesos de adhesién e internalizacién del
virus a la célula asi como la replicacion del genoma viral y la sintesis proteica.?!
Metabolitos como las antraquinonas, triterpenos, derivados de las catequinas y
polisacaridos han mostrado actividad contra el VIH, herpes simple y
citomegalovirus.?® Las plastoquinonas presentes en el alga Sargassum
micracanthum son capaces de inhibir la replicacion de citomegalovirus y del virus
del sarampidn.?’ Estos metabolitos fueron identificados también en este trabajo en
el tamizaje fitoquimico.

Para que un producto sea considerado in vitro un antiviral, debe poseer un IS= 10,7
mientras que aquellos con un IS= 2 deben considerarse posibles candidatos
terapéuticos.?® Varios autores manifiestan que este Ultimo valor es suficiente para
asegurar la presencia de actividad antiviral.!3® En este trabajo se obtuvo un valor
de IS= 95,05, lo cual representa una potente actividad antiviral del extracto
hidroalcohdlico de S. fluitans frente a E9. En un estudio de evaluacién antiviral in
vitro del extracto acuoso de la planta Phyllanthus orbicularis frente a E9 informa un
IS de 9,9.3! La actividad antiviral del extracto hidroalcohdlico de S. fluitans frente a
E9 se relaciona con la presencia de tipos de metabolitos previamente informados
por poseer dicha propiedad bioldgica tales como: taninos, quinonas,
proantocianidinas y/o catequinas, azlcares reductores y polisacaridos de alto peso
molecular. Este constituye el primer informe de actividad antiviral del alga S.
fluitans frente a un enterovirus.
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