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RESUMEN

Introduccién: los virus influenza constituyen importantes patdgenos de humanos
que anualmente causan alrededor de 500 000 muertes a nivel mundial. La
emergencia de variantes virales resistentes a los farmacos antiinfluenza
disponibles, motiva la busqueda de nuevos antivirales. Los extractos obtenidos a
partir de algas pueden ser empleados con esta finalidad, teniendo en cuenta la
diversidad de metabolitos secundarios descritos en estos organismos.

Objetivo: evaluar la actividad antiviral in vitro de un extracto acuoso del alga roja
Tricleocarpa fragilis frente a virus influenza A(HIN1) y A(H3N2).

Métodos: se determind el valor de concentracion citotoxica media (CCso)
empleando el ensayo de reduccién de MTT en células MDCK . El calculo de la
concentracion inhibitoria media (CIso) se realiz6 mediante un ensayo de
hemaglutinacién y de inhibicién del efecto citopatico (ECP) en células MDCK. El
indice selectivo (IS) se calculé a partir de la relacién IS= CC so/Clso.

Resultados: el extracto acuoso de T. fragilis no resultd téoxico en las células MDCK,
en el rango de concentraciones evaluadas. El alga inhibio la replicacién in vitro de
virus influenza A(H1N1), A(H3N2) con valores de IS> 11,4 y 106, respectivamente.
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Conclusiones: el extracto acuoso de T. fragilis posee actividad antiviral frente a
virus influenza A y puede ser empleado en el desarrollo de farmacos antiinfluenza
novedosos. Este trabajo constituye el primer informe sobre la actividad antiviral de
esta especie de alga.

Palabras clave: virus influenza, antiviral, Tricleocarpa fragilis, algas.

ABSTRACT

Introduction: influenza viruses are major human pathogens that cause over 500
000 deaths every year. The emergence of viral variants resistant to approved
antiviral drugs has prompted the search for new anti-influenza compounds. Alga
could be used as a source for the development of new anti-influenza drugs, taking
into account the diversity of secondary metabolites previously described in these
organisms.

Objective: to evaluate the in vitro antiviral activity of aqueous extract of the red
seaweed Tricleocarpa fragilis against influenza A virus.

Methods: the mean citotoxicity (CCso) concentration of the extract was determined
by using the MTT reduction assay in MDCK cells. The mean inhibitory concentration
(ClIso) was estimated by means of viral protein (hemagglutinin) test and a
cytopathic effect inhibition test in MDCK cells. The Selective index was calculated
from (SI)= CCso/ICso.

Results: T. fragilis was not toxic at the concentrations evaluated in MDCK cells.
The aqueous extract inhibited in vitro influenza A(H1IN1) and A(H3N2) virus
replication with SI values > 11.4 and 106; respectively.

Conclusions: aqueous extract of T. fragilis showed in vitro anti-influenza activity
and can be employed as a source for new antiviral drugs. This paper was the first
report for the antiviral activity of T. fragilis.

Key words: influenza virus, antiviral, Tricleocarpa fragilis, seaweeds.

INTRODUCCION

Los virus influenza A (Orthomyxoviridae) constituyen importantes patdgenos
humanos que causan epidemias estacionales y pandemias. La terapia antiviral
resulta una importante estrategia de tratamiento de las infecciones provocadas por
estos virus. Hasta el momento han sido aprobados para su uso dos grupos de
farmacos, los inhibidores de la proteina M2 (adamantanos) y de la neuraminidasa
(NA). Sin embargo, el empleo de estos farmacos estd amenazado por el aumento
en la circulacién de virus influenza A resistentes a ambos grupos de farmacos.!?
Esta situacion resalta la necesidad de desarrollar nuevos compuestos, que
adicionalmente, actlen sobre otras dianas virales.

Las algas son una alternativa para la obtencién de nuevos farmacos antiinfluenza,
teniendo en cuenta la diversidad de metabolitos secundarios con estructuras
novedosas descritos en estos organismos. Las condiciones ambientales en las que
se desarrollan, las convierten en una fuente muy atractiva para la bisqueda de
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moléculas de interés farmacoldgico.?® Entre los miembros del Phyllum Rhodophyta
(macroalgas rojas) han sido descritos una gran variedad de compuestos con
actividad antiinflamatoria, neuroprotectora, antihelmintica, antioxidante,
antitumoral y antibacteriana.* Adicionalmente los miembros de este Phyllum
exhiben actividad antiviral frente a varios virus patégenos de humanos. Metabolitos
aislados de varias especies de algas rojas mostraron actividad frente a HHV1 y
HHV2,56 VIH” y DENV-2, DENV-3 y DENV-4.8 Varios autores describieron la
actividad antiinfluenza de miembros de Rhodophyta. Un extracto acuoso del alga
roja Ceramium rubrum (Huds) inhibe la replicacién de los virus influenza A in vitro
e in ovo.? La fraccidon polisacaridica del alga roja Gracilaria lemaneiformis posee
actividad frente a una cepa de virus influenza A(H1N1) estacional.'® Recientemente,
varios trabajos informaron que k-carragenanos e iotas carragenanos identificados a
partir de miembros de Rhodophyta poseen una elevada actividad inhibitoria frente a
virus influenza A.11.12

Este trabajo tiene el objetivo de evaluar la actividad antiviral in vitro de un extracto
acuoso del alga roja Tricleocarpa fragilis frente a virus influenza A(H1IN1) y
A(H3N2). T. fragilis (Linnaeus) Huisman & Townsend, 1993 (Rhodophyta) es una
especie ampliamente distribuida en la plataforma insular. Hasta el momento, los
estudios de caracterizacion quimica de T. fragilis son escasos. Por otra parte, no
existen informes previos relacionados con actividad bioldgica y farmacoldgica de la
especie en Cuba. La evaluacién in vitro de actividad antiviral de T. fragilis podria
conducir a la obtencion de nuevos candidatos para el desarrollo de farmacos activos
frente a virus influenza.

METODOS
CEPAS VIRALES

Para la evaluacion de la actividad antiviral se emplearon las cepas
A/HABANA/190/2006 de virus influenza A(H1N1); obtenida a partir del banco de
muestras clinicas del Laboratorio Nacional de Referencia de Virus Influenza del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri”, La Habana, Cuba y la cepa patrén
A/PANAMA/2007/1999 de virus influenza A (H3N2), donada por el Centro
Colaborador para la Influenza de la OMS en Londres.

EXTRACTO DE ALGAS

El muestreo de T. fragilis se realiz6 en la Playa de Baracoa, Artemisa (23°02'84"N-
82034'34"W), de la costa norte Occidental de Cuba, en mayo de 2009. Se procedio
a la identificaciéon taxondmica de la especie por el doctor Arsenio Areces Mallea,
investigador del Instituto de Oceanologia segun Littler y Littler'* y a su
homologacion con la especie depositada en la coleccidon Vaucher del Acuario
Nacional de Cuba, con el nimero IdO 345. El extracto acuoso se prepard a partir de
la maceracion en buffer fosfato 0,1 M, pH 7,2 siguiendo el procedimiento descrito
por Shiomi, Kamiya y Shimizu.'* Previo a la extraccion, las muestras fueron molidas
y homogeneizadas, y los extractos se prepararon, en proporcion 1:10 (alga:buffer).
Los extractos fueron mantenidos a 10 °C, con agitacion periddica, filtrados,
centrifugados a 10 000 x g, concentrados al vacio por evaporacion rotatoria a 50 °C
y secados por liofilizacién con N liquido.

Para la realizacidn de los ensayos el extracto se disolvié en Medio MEMgane a una
concentracion final de 5 000 pg.mL™.
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MEDIOS DE CULTIVO Y LINEA CELULAR

- Medio de crecimiento: medio MEMgane (medio esencial minimo suplementado con
glutamina y aminoacidos no esenciales) (Gibco™, EUA) y suero fetal bovino
inactivado (SFBI) al 10 % (SIGMA®, EUA).

- Medio de inoculacion: medio MEMgane (Gibco™, EUA) suplementado con Tripsina
(Himedia®, Espaina) a 2 ug.mL! y penicilina-estreptomicina (Invitrogen®, EUA) a 5
unid/mL. Los ensayos de citotoxicidad y de evaluacion de actividad se realizaron en
la linea celular MDCK (ATCC-CCL34). Se emplearon los subcultivos del 18-30.

ENSAYO DE CITOTOXICIDAD

Para la determinacion de la citotoxicidad del extracto en las células MDCK, se
empled el ensayo de reduccion del bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil-
2H-tetrazolio (MTT) (SIGMA, EUA), a una concentracion final de 500 ug.mL1.15 El
rango de concentraciones del extracto de T. fragilis evaluado fue de 1 000-5 000
HMg.mL*. Los cristales de formazan se resuspendieron empleando 100 pL de dimetil-
sulféxido anhidro (Panreac®, India) por pocillo. La lectura de los resultados se
realizd a una absorbancia de 560 nm, con filtro de referencia de 620 nm,
empleando un espectrofotometro lector de placas multipozos (MRX Revelation,
Dynex Technologies, EUA) con el programa integrado Dynex Revelation 4.02. El
porcentaje de viabilidad celular asociado a cada concentracion del extracto se
calculo dividiendo el valor medio de la absorbancia de los cultivos tratados con
dicha concentracion entre el valor medio de absorbancia de los controles de células
(sin tratar), los cuales se consideraron el 100 % de viabilidad celular. Se determiné
el valor de la CCso empleando dos réplicas del ensayo y mediante regresion lineal a
partir de la ecuacién de la linea de tendencia de la curva dosis-respuesta, obtenida
al graficar (concentracidn del extracto-porcentaje de viabilidad celular).

EVALUACION DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL IN VITRO

- Ensayo de inhibicién del ECP: para la evaluacién primaria de la actividad antiviral
se empled inicialmente el método de lectura de ECP,'%1” con modificaciones. Se
adicionaron 100 pL del extracto disuelto en medio de inoculacién a placas de

96 pocillos sembradas con monocapa confluente, cubriendo un rango de
concentraciones 3 000 pg.mL1-25 uyg.mL! y exceptuando la columna
correspondiente al control de virus. Posteriormente, se incubd la placa durante 1 h,
a 37 °C, en atmodsfera con 5 % de CO2 (Binder®, EUA). Pasado este tiempo, se
adicionaron 20 pL de virus con 100TCIDso/mL a cada pocillo, exceptuando la
columna correspondiente al control de células. Las placas se incubaron a 37 °C, en
atmosfera con 5 % de COz (Binder®, EUA) y se observaron diariamente durante

72 h. Para cada concentracion del extracto se determiné el porcentaje de pocillos
con ECP. Se calculo el valor de CIso mediante regresion lineal a partir de la ecuacion
de la linea de tendencia de la curva dosis-respuesta. Cada ensayo se realizd por
duplicado.

- Ensayo de hemaglutinacion: este ensayo se realizd siguiendo el procedimiento
propuesto en el Manual para el diagnéstico de laboratorio y la vigilancia virolégica
de influenza.!® Se utilizaron eritrocitos de gallo (0,5 %) provenientes del vivario del
Instituto de Medicina Tropical “Pedro Kouri™ diluidos en solucién salina tamponada
con fosfato (0,01 M; pH= 7).
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INDICE SELECTIVO

El indice selectivo se determind a partir de la relacion IS= CCso/Clso. Se empled el
valor de CIso del ensayo de inhibicion de ECP, teniendo en cuenta el resultado del
analisis comparativo realizado con respecto al valor obtenido en el ensayo de
hemaglutinacion.

PROCESAMIENTO ESTADISTICO

Se empled la prueba de Shapiro Wilk para comprobar la normalidad de los datos de
absorbancia a 560 nm obtenidos en el ensayo de citotoxicidad. La dependencia
lineal entre el porcentaje de viabilidad celular, del ECP y de positividad a
hemaglutinacién frente a las dosis del extracto, se comprobé mediante un andlisis
de varianza (ANOVA). Se realiz6 analisis de regresién lineal para determinacion de
los valores de CCsoy Clso. Los valores de Clso determinados por ECP y por
hemaglutinacién para cada cepa, fueron comparados mediante analisis de
significacion estadistica de pendientes, a partir de las curvas de regresion,
empleando el paquete del Programa StatGraphics Plus 2.1. Los graficos se
construyeron utilizando el paquete Microsoft Office Excel® 2007.

RESULTADOS

CITOTOXICIDAD DEL EXTRACTO ACUQSO DE Tricleocarpa fragilis

La visualizacidn al microscopio éptico no evidencié cambios morfofisioldgicos
considerables en las células MDCK para las concentraciones del extracto empleadas
en el ensayo. La figura 1 muestra el comportamiento de la relacién dosis del
extracto-porcentaje de viabilidad celular. El extracto acuoso de T. fragilis no resultd
toxico en el rango de concentraciones evaluado.

% de viabilidad celular promedio
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Cada punto representa la media de dos experimentos.

Fig. 1. YYariacidn de la viabilidad de las células MODCE frente a con-
centraciones crecientes (0-5 000 pog/mL™!) de T fragilis evaluada
mediante ensayo de MTT,
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ACTIVIDAD ANTIVIRAL DEL EXTRACTO DE T. fragilis FRENTE A VIRUS INFLUENZA
A(H1N1) Y A(H3N2)

El analisis de los resultados obtenidos en los ensayos primarios de actividad
antiviral mostré que el extracto acuoso de T. fragilis inhibe la multiplicacién de los
dos subtipos de virus influenza A evaluados en este estudio. En la figura 2 se
presentan los resultados del ensayo frente a la cepa A/HABANA/190/2006 A(H1N1),
empleando el método de lectura por ECP (a) y hemaglutinacién (b). La evaluacion
de actividad mediante ensayo de inhibicién de ECP evidencid una relacion lineal
entre las variables dosis-% de ECP promedio, segin el ANOVA, con un coeficiente
de correlacion (R?) de 0,933. La determinacion del valor de Clso empleando la
ecuacion de la recta mostrd un valor de 437,6 + 13,4 yg.mL. La curva construida
a partir de la relacién dosis-% de hemaglutinacion, muestra un comportamiento
semejante al de la lectura a partir del ECP. El analisis comparativo de ambas curvas
de regresion, demostrd que el valor de ClIso calculado en este caso (472,4 + 4,4
Hg.mL1), no posee diferencias estadisticamente significativas con respecto al valor
calculado por disminucién de ECP (p< 0,005). En este trabajo, todos los calculos de
IS se realizaron empleando el valor obtenido para el caso de la lectura por % de
ECP. El calculo del IS para la evaluacion de actividad antiviral del extracto acuoso T.
fragilis frente a influenza A (H1N1) mostré un valor de IS>11,4.

La evaluacion frente al aislamiento A/PANAMA/2007/1999 (H3N2) mostro, para
ambos tipos de marcadores, elevados niveles de actividad antiviral. Como se
observa en la figura 3, las curvas construidas a partir de los valores de dosis-% ECP
promedio (a), y dosis-% de hemaglutinacién (b), muestran un comportamiento
lineal para el intervalo de concentraciones evaluadas, obteniéndose valores de
coeficiente de correlacion (R?) de 0,969 y 0,986, respectivamente.

La determinacion de Clso empleando la ecuacién de las rectas resultantes en ambos
casos mostroé valores de Clso= 47,1 = 1,7 ug.mL™* para la determinacion por ECP y
de CIso= 54,2 + 1,2 pg.mL! para la lectura por hemaglutinacién. En este subtipo,
igualmente, no se encontraron diferencias estadisticamente significativas entre
ambos valores (p> 0,005). El calculo del indice selectivo teniendo en cuenta los
resultados obtenidos en el ensayo de citotoxicidad mostré un valor de IS> 106. En
la tabla se resumen los resultados de la evaluacion primaria de actividad antiviral
para cada uno de los extractos de algas frente a las tres cepas de virus influenza.
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Fig. 2. Actividad inhibitoria del extracto de T, fragilis sobre el virus

influenza & (H1M1) teniendo en cuenta la reduccion del porcentaje
de ECP (a) ¥ de hemaglutinacian (b, para cada dosis evaluada,
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Fig. 3. Actividad del extracto de T. fragilis frente a virus influenza
A (H3M2) teniendo en cuenta el porcentaje de ECP (a) v de hema-
glutinacidn (b)), para cada dosis evaluada.

Tabla. Evaluacidn primaria de actividad antiviral del extracto acuoso de T. fragilis
frente a virus influenza A(H1IN1) v A{H3NZ2)

Extracto Cepa CCsg (pg.mL1) Clsg (Mg.mL 1) IS
_ A/HABANA/190/2008 (HIN1) 437,86 £ 13,4 =11,4
T. fragifis . — . =5 000
AJPANAMA/2007/1999 (H3INZ) 47,1+ 1,7 =106
DISCUSION

T. fragilis es una Rhodophyta ampliamente distribuida en la plataforma insular de

Cuba. Teniendo en cuenta los antecedentes de obtencion de compuestos de interés
farmacologicos en miembros de este Phyllum, en este trabajo se evalué la actividad
inhibitoria de esta especie sobre la replicacion in vitro de virus influenza A (H1N1) y
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A H3N2). El extracto acuoso exhibié valores de CCso superiores a 5 000 ug.mL* en
las células MDCK, resultado que concuerda con lo informado previamente para
varios extractos de algas en esta linea celular. Un extracto del alga roja Ceramium
rubrum (Huds) evidencié una CCso= 6 800 pg.mL*.° La determinacién de CCso del
extracto acuoso de Aphanotece sacrum en células MDCK evidencié valores de 7 000
Mg.mL 1.1° La ausencia de citotoxicidad del extracto acuoso de T. fragilis en el
rango de concentraciones evaluado constituye un resultado muy interesante con
vistas al desarrollo de nuevos farmacos antiinfluenza empleando esta alga como
fuente de obtencién.

Los valores de IS del extracto obtenidos frente a cada subtipo viral son indicativos
de actividad inhibitoria para un extracto natural, segun el criterio establecido por
Vanden Berghe?° (IS> 10). En la actualidad la terapia antiviral frente a virus
influenza se basa en el empleo de los inhibidores de la proteina viral M2
(amantadina y rimantadina) y de la neuraminidasa (zanamivir y oseltamivir). Los
inhibidores de la proteina M2 (canal i6nico) impiden el flujo de protones al interior
de la particula viral y bloquean su desemsamblaje.

El cultivo de células la Clso de este grupo de fadrmacos (adamantanos) se encuentra
entre 0,1-0,4 ug.mL-1.2* Debido a los elevados niveles de circulacién de cepas
estacionales de virus influenza A(H1IN1) y A(H3N2)! que poseen los marcadores de
resistencia a los adamantanos, el uso de este grupo de farmacos ha sido
practicamente suprimido en los esquemas de terapia antiviral. Los inhibidores de la
neuraminidasa exhiben valores de Clso en el rango de 0,92 a 4,19 nM,?2 en
dependencia del subtipo viral empleado. Los valores de ClIso obtenidos en este
trabajo son superiores a los de ambos grupos de farmacos. Este comportamiento se
fundamenta al hecho de que en nuestro trabajo la evaluacion se realizé empleando
el extracto acuoso de T. fragilis y no metabolitos purificados a partir del alga. El
fraccionamiento del extracto, la evaluacion de las fracciones y la posterior
purificacion de los compuestos activos, podria conducir a la reduccién en varios
ordenes de los valores de Clso determinados y al aumento de su efectividad.

Los niveles de actividad inhibitoria del extracto de T. fragilis son superiores a los
informados para un extracto del alga roja Ceramium rubrum frente a virus
influenza, el cual evidencié valores de IS= 9,5-68,3.° Nuestros valores son
semejantes a los informados para un extracto de Geranium sanguineum L. (IS=
7,3-160).%23 Por otra parte, varios trabajos informan sobre la actividad antiinfluenza
de compuestos aislados a partir de macroalgas.!!*?2 En todos los casos los valores
de CIso son inferiores a los determinados en el presente trabajo. Estas diferencias
se deben igualmente a que, en estos trabajos, la evaluacion se realizé empleando
metabolitos purificados.

El valor de IS> 106 determinado para la cepa de virus A(H3N2) constituye un
importante hallazgo teniendo en cuenta los elevados niveles de circulacion de cepas
de este subtipo que poseen las mutaciones que confieren de resistencia a los
adamantanos. Estudios recientes muestran niveles de circulacion de virus
resistentes superiores al 94 % en varias regiones del planeta, incluyendo a Cuba.?*
El extracto de T. fragilis podria ser empleado como candidato para la identificacion
y obtencién de compuestos activos frente al subtipo A (H3N2), como alternativa al
empleo de los adamantanos.

La ausencia de estudios de caracterizacidén quimica de especies pertenecientes al
género Tricleocarpa dificulta el entendimiento sobre el tipo de metabolitos que
podrian estar involucrados en la actividad anti-influenza descrita en este trabajo.
Sin embargo, se conoce que las especies pertenecientes al Phyllum Rhodophyta
poseen elevados niveles de polisacaridos sulfatados y que este grupo de
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compuestos estan asociados a la actividad antiviral de estas macroalgas frente a
virus envueltos. El mecanismo de accidn parece incluir la interaccion directa entre
las cargas negativas de estos metabolitos y los dominios cargados positivamente de
las glicoproteinas virales.?> Varios autores informaron sobre la actividad anti-
influenza de polisacaridos sulfatados como iotas-carragenanos!! y k-
carragenanos,!? identificados en especies de algas rojas.

En este trabajo se evidenciaron diferencias entre los valores de IS obtenidos para
cada subtipo viral, A(HIN1)- IS> 11,4 y A(H3N2)> 106. Estas diferencias pueden
ser resultado de variaciones en la afinidad de interaccion de los polisacaridos
sulfatados del alga con las glicoproteinas de superficie (H1, H3 y N1, N2) de los
subtipos virales. La actividad inhibitoria del extracto podria involucrar mecanismos
e interacciones especificas, que definen diferencias en los niveles de actividad,
incluso entre subtipos. Carragenanos y galactanos aislados de las algas rojas
Gymnogongrus griffithsiae y Cryptonemia crenulata, poseen actividad frente a
DENV-2, pero baja o ninguna actividad frente a los restantes serotipos de virus
dengue.?® Polisacaridos aislados a partir del alga Cladosiphon okamuranus poseen
actividad frente a DENV-2 pero no frente a los restantes serotipos de virus
dengue.?’ En este caso la existencia del residuo R232 en la proteina de envoltura
de DENV-2 constituye un determinante en el mecanismo de acciéon de los
compuestos. Los sulfatos de galactanos aislados del alga roja Gymnogongrus
torulosus poseen actividad inhibitoria frente a HHV-2, sin embargo, no inhiben la
replicacion de HHV-1.28

Teniendo en cuenta estos resultados podria sugerirse que la actividad anti-influenza
observada en los ensayos primarios con T. fragilis, involucra interacciones de
elevada afinidad con segmentos de las glicoproteinas H3 y N2, y de baja afinidad
con H1 y N1. Un elemento adicional que sostiene esta hipotesis es la ausencia de
actividad sobre virus influenza tipo B (no se muestra), en los que las proteinas de
superficie poseen mayores diferencias en su secuencia primaria, sus caracteristicas
antigénicas y conformacionales con respecto a los virus del tipo A.

Este trabajo constituye el primer informe de actividad antiviral del alga roja T.
fragilis frente a virus influenza A(H1IN1) y A(H3N2). Teniendo en cuenta los
elevados niveles de circulacién a nivel global de cepas de influenza A resistentes a
los antivirales aprobados para su uso, el hallazgo de actividad inhibitoria de este
extracto constituye un resultado de interés en la estrategia de obtencién de nuevos
farmacos anti-influenza.
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