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ACP: acción citopatogénica
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ATCC: American Type Culture Collection

BSA: seroalbúmina bovina

C: cistocárpica

CC: control célular

CCso:concentración citotóxica 50%

C150:concentración inhibitoria 50%

CMV: citomegalovirus

cpm: cuenta por minuto

CV: control viral

DE: desvio estándar

DLso: dosis letal 50%

DNA: ácido desoxirribonucleico

DO: densidad óptica

DS: dextrán sulfato

FDA: Food and Drug Administration

GFAP: proteína gliofibrilar ácida

h: hora

HIV: virus de la inmunodeficiencia humana

HSV: virus herpes simplex

Ig: inmunoglobulina

IS: índice de selectividad

IV: indice de virulencia

kD: kiloDalton

m: multiplicidad de infección

MEM: medio mínimo esencial Eagle

min: minutos

MM: medio de mantenimiento

mRNA: RNA mensajero

MTT: (3-4,5-dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil bromuro de tetrazolio

nm: nanometro



p.i: postinfección

PBS: solución salina de fosfalos

PCA: ácido perclórico

PM: peso molecular

PMSF: fenil-metíl-sulfonil-fluoruro

RNA: ácido ribonucleico

RR: resistencia relativa

RSV: virus sincicial respiratorio

SDS: dodecil sulfato de sodio

T: tetraspóricas

TK': deficiente en timidina quinasa

TK: timidina quinasa

TT: tiempo de trombina

UFP: unidades formadoras de placas

VSV: virus estomtitis vesicular

VZV: virus varicella-zoster



La evaluación de la actividad antiviral in vitro contra los virus herpes simplex (HSV) tipos

l y 2 de las diferentes clases de car-ragenanosobtenidos del alga roja patagónica Gigartina

skottsbergii y sus derivados cíclicos mostró la presencia de varios compuestos con

actividad antiherpética. Los estudios de modo de acción y propiedades antivirales se

realizaron con tres carragenanos con la mayor potencia antiviral, pertenecientes a cada uno

de los distintos tipos estructurales: lTl, X-carragenano, 1C¡, carragenano K/l, y ng,

carragenano pJv.

Los tres compuestos mostraron un amplio espectro de actividad antiherpética contra cepas

de referencia de HSV-l y HSV-2, mutantes TK' resistentes a aciclovir y aislamientos

clínicos, con un índice de selectividad superior a 1000. La acción antiherpética de estos

polisacáridos fue independiente de la célula huésped, la cepa de virus, la multiplicidad de

infección y el ensayo de actividad antiviral empleado. Asimismo, en las concentraciones

inhibitorias antivirales, los carragenanos carecieron de actividad anticoagulante.

Los estudios del mecanismo de acción de 1T¡, lC¡ y 1C; sobre la infección de células Vero

con HSV-l se llevaron a cabo analizando su efecto en las distintas etapas del ciclo de

multiplicación viral. Su principal blanco de acción fue la adsorción del virus a la célula,

interfiriendo con la unión del virión a los receptores primarios, que son los residuos

heparan sulfato de proteoglicanos presentes en la superficie celular. No fueron activos en

etapas posteriores del ciclo viral, y uno de los carragenanos, lTl, mostró además

propiedades virucidas produciendo inactivación del virión.

Para evaluar la capacidad de inducir resistencia antiviral y también caracterizar mejor el

blanco de ataque de los compuestos, se realizaron pasajes seriados de HSV-l en células

Vero en presencia de concentraciones crecientes de 1C; y 1T¡. Con lTl, no se indujo

resistencia, en tanto que las variantes virales seleccionadas con lC3 mostraron un muy bajo

nivel de resistencia, con valores de CIso 5-10 veces mayores que la cepa parental, y

adquirieron la capacidad de formar sincicios en células Vero. El fenotipo sincicial fue

independiente de la adquisición de resistencia parcial y se deberia a una alteración en la

glicoproteína gB.

Los tres carragenanos fueron también efectivos en inhibir la infección de HSV-l y HSV-2

en astrocitos murinos, importante característica dado el caracter neurotrópico de estos

virus. También mostraron efectos moduladores sobre la expresión de la proteína

gliofibrilar ácida de los astrocitos.



Se han realizado estudios in vivo con 1C; y lT¡ utilizando el modelo de infección vaginal

de ratones BALB/c con HSV-2, encontrándose protección superior al 90% en los animales

que recibieron por lo menos dos dosis por via vaginal del carragenano lTl.

El conjunto de estos resultados indican la trascendencia de los carragenanos naturales

estudiados como potenciales agentes antivirales, con promisorias posibilidades de

aplicación terapéutica en forma tópica.

Palabras claves: virus herpes simplex; carragenanos; actividad antiviral; actividad virucída;

productos naturales.



The evaluation of the antiviral activity in vitro against herpes simplex virus (HSV) types l

and 2 of different classes of carrageenans obtained fi'om the red patagonian seaweed

Gigartina skottsbergii and their cyclic derivatives, showed the presence of many

compounds with antiherpetic activity. The studies about the mode of action and the

antiviral properties were carried out with the three more active carrageenans, belonging to

each one of the different structual types: lTl, l-carrageenan, lCl, K/t carrageenan, and

1C3,p/v carrageenan.

The three compounds showed a broad spectrum of antiherpetic activity against the

reference strains of HSV-l and HSV-2, as well as acyclovir resistant TK' mutants and

clinical isolates, with a selectivity index greater than 1000. The antiherpetic activity of

these polysaccharides was independent of the host cell, the virus strain, the multiplicity of

infection and the antiviral assay. Furthermore, the carrageenans were devoid of

anticoagulant activity at the antiviral effective concentrations.

The studies of mode of action of lTl, lC¡ and 1C3on HSV-l infected Vero cells were

carried out analyzing their efl‘ecton the different stages of the virus replication cycle. Virus

adsorption to the host cell was the main target of carrageenans, which interfered with virus

bindíng to proteoglycan heparan sulphate residues present at the cell surface. No effect on

later stages of the viral cycle were detected, but the l-carrageenan lT¡ exerted virucidal

action leading to virion inactivation.

To evaluate the carrageenan ability to induce antiviral resistance and characterize the

target of the compounds, serial passages of HSV-l on Vero cells in the presence of

increasing concentrations of 1C; and lT¡ were done. 1T¡ did not induce viral resistance,

whereas 1C; selected viral variants with ICsovalues 5-10 fold higher than parental strain.

The HSV-l variants arising in the presence of lC3 acquired the ability to develop syncytia

in Vero cells. An alteration on glycoprotein gB could be responsible of the syncytia]

phenotype, which was not related to drug-resistance.

The three carrageenans were also effective inhibitors of HSV-l and HSV-2 infection of

murine astrocytes, a relevant finding given the neurotropic properties of these viruses.

They also showed modulatory effects on the expression of the gliofibrilar acid protein of

astrocytes.



The carrageenans lC3 and 1T¡ were evaluated for antiviral activity in vivo in a murine

model of vaginal infection with HSV-2. More than 90% of the BALB/c mice receiving at

least two doses of lTl were protected.

These results indicate the relevance of natural carrageenans isolated fiom Gigartina

skottbergii as potential antiviral agents, with promisíng perspectives of topical application.

Key words: herpes simplex virus; carrageenans; antiviral activity; virucidal activity;

natural products.
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Concepto de un antiviral ideal

Un perfecto antiviral sería un compuesto que rápidamente cure una enfermedad viral sin

producir efectos colaterales, pero hasta el momento esto es utópico, ya que la mayoria de

los agentes terapéuticos los producen, y además en muchas infecciones virales no se logra

alcanzar la eliminación total del virus, sino una disminución de la carga viral con la

consecuente mejoría del individuo infectado. Los efectos colaterales deben tenerse en

cuenta dentro del contexto de la enfermedad que se está tratando. Es aceptable tenerlos si

la enfermedad amenaza la vida o si el tratamiento provoca beneficios al paciente durante

un episodio agudo de la enfermedad suprimiendo la recurrencia, pero es inaceptable

tenerlos si la enfermedad es leve o autolimitante ( Darby, 1995).

Las caracteristicas a tener en cuenta para la elección de un compuesto para uso terapéutico

deberian ser: alta estabilidad, fácil fabricación, bajo costo, alta pureza, propiedades fisicas,

químicas y mecánicas para las fimciones propuestas, no producir mutagénesis,

teratogénesis, alteraciones electroliticas, reacciones tóxicas ó alergicas (Franz, 1989).

Progreso limitado en la Quimioterapia antiviral

El avance en la quimioterapia de enfermedades virales en las últimas décadas ha ocurrido

de manera lenta en relación con el progreso experimentado para el tratamiento de

infecciones bacterianas. Sólo un número limitado de agentes antivirales ha sido aprobado

para el uso clinico. Algunas de las causas asociadas con este escaso desarrollo serian:

l. Los virus son parásitos obligados intracelulares que usan algunos mecanismos de la

célula huésped infectada. Históricamente ha sido dificil la obtención de una sustancia

con una buena actividad antiviral que no afecte también el normal metabolismo de la

célula huesped por sus efectos tóxicos.

2. El diagnóstico temprano de las infecciones virales es crucial para una terapia antiviral

efectiva. Hasta que aparecen los sintomas, varios ciclos de multiplicación viral ya han

ocurrido y la replicación ha disminuido. Los diagnósticos clínicos para muchas

infecciones virales son imprecisos debido a la carencia de especificidad de muchos

síndromes virales. Como consecuencia, la terapia antiviral efectiva depende de las

medios de diagnóstico rápidos, sensibles, específicos y prácticos.



3. La mayoría de las infecciones de origen viral son relativamente benignas y

autolimitantes por lo tanto el índice de selectividad (es decir la relación de

citotoxicidad a capacidad antiviral de un compuesto) debe ser extremadamente elevado

para que un compuesto sea aceptado en la terapia.

4. En todo este contexto, la quimioterapia antiviral representa una investigación de alto

riesgo para la industria farmacéutica, por lo que su desarrollo está practicamente

restringido a aquellos agentes infecciosos que representan una prioridad clínica. Estas

pueden definirse como infecciones no controlables por medio de vacunas, que afectan a

un elevado número de personas, que pueden ser diagnosticadas rápidamente, son

relativamente severas y requieren un largo período de tratamiento. Dentro de estas

características se incluyen como principales problemas sanitarios las infecciones por el

virus de inmunodeficiencia humana, las infecciones herpéticas y las hepatitis de tipo B

y C.

Los Hermsvirus

Estructura viral

La familia Herpesviridae comprende tres grandes grupos ó subfamílias: Alfaherpesvirinae,

Betaherpesvirinae y Gammaherpesvirinae (Murphy, 1996), con ocho miembros que son

pátogenos para el hombre: los virus herpes simplex (HSV) tipos l y 2, el virus varicella­

zoster (VZV), el citomegalovirus humano (CMV), el virus de Epstein-Ban, y los

herpesvirus humanos 6, 7 y 8. La principal propiedad de todos ellos es su capacidad de

persistir en el huésped, estableciendo latencia, lo que hace que el gran problema sea la

reactivación o recurrencia.

Los virus de la familia Herpesviridae están constituidos por cuatro componentes

estructurales concéntricos: uno interior o core, una cápside icosaedrica que lo rodea, un

tegumento amorfo y finalmente una envoltura ( Figura l ).

El genoma está en el centro del core y tiene el aspecto de un ovillo de lana, con un DNA

doble cadena lineal de 125-229 Kpb con secuencias repetidas características del género,

asociado a proteínas centrales fibrilares.



INTRODUCCIÓN

La cápside es un icosaedro de 100 nm de diámetro, compuesta por 162 capsómeros

constituidos por subunidades proteícas huecas, 150 hexámeros en las caras y aristas y 12

pentámeros en los vértices.

Rodeando la cápside se localiza una capa de material globuloso conocida como tegumento,

formado por lipoproteínas, glicoproteínas, proteínas fosforiladas y proteínas con

actividades enzimáticas como ATPasas y proteinquinasas.

La cubierta más externa es una envoltura de 120-200 nm de diámetro, constituida por una

doble capa lipídica en la que se insertan diferentes y numerosas glicoproteínas, algunas

formando peplómeros, cuya función sería controlar el tropismo celular y las interacciones

célula-célula infectada, y participar de la respuesta inmune específica.

El vírión consta de más de 30 proteínas de las cuales un número pequeño está asociado con

el DNA en el core, 6 están presentes en la cápside, 10-20 en el tegmnento y 10 en la

envoltura.

Glicoproteínas

Envoltura

Tegumento

DNA

Cápside

Figura l: Partícula viral extracelular madura



INTRODUCCIÓN

Ciclo de replicación viral

El virión de HSV se une por medio de la envoltura viral a través de la glicoproteína C (gC)

al receptor heparan sulfato que forma parte de los proteoglicanos de la superficie celular

(Herold y col , 1994; Aguilar y 001,1999). La penetración o entrada al citoplasma requiere

de las glicoproteínas Virales gB, gD, gH y gL para que ocurra la fusión de la envoltura con

la membrana plasmática, independiente del pH. Las proteínas del tegumento son liberadas

en la célula y una de ellas produce la detención de la síntesis de proteínas celulares, y la

nucleocápside es transportada a través del citoesqueleto hacia los poros de la membrana

nuclear, el DNA Viralentra al núcleo y se circulariza ( Figura 2 ).
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Figura 2: Ciclo de replicación viral



La expresión de los genes virales está estrechamente regulada con tres clases de mRNA, a.

(genes tempranos inmediatos), B (genes tempranos) y y (genes tardíos), que son

transcriptos en forma secuencial por la RNA polimerasa II celular. Una de las proteínas

virales liberadas del tegumento se asocia con dos proteínas celulares para formar un

complejo multiproteico que reconoce especificamente una secuencia nucleotídica en la

región del promotor del DNA viral, gatillando, a través de la polimerasa celular, la

transcripción de los genes tempranos inmediatos. Los mRNAs a son transportados hacia el

citoplasma y traducidos a cinco proteinas a, que son reguladoras de la expresión de todos

los mRNAs posteriores. Una proteína a. se requiere para iniciar la transcripción de los

genes tempranos ó B. Las proteínas B son enzimas requeridas para aumentar el contenido

intracelular de nucleótidos (ejm: timidinoquinasa, ribonucleótido reduetasa) y otras

necesarias para la replicación del DNA viral (ejm: DNA polirnerasa, primasa-helicasa,

topoisomerasa, proteínas de unión a DNA simple y doble cadena). Se produce a

continuación la replicación del DNA y luego ciertas proteínas B inducen un nuevo cambio

en el programa de transcripción, originando los mRNAs y tardíos, que son traducidos a

proteinas y, la mayoría de las cuales son proteínas estructurales necesarias para la

morfogénesis del virion. Las proteínas de la cápside se ensamblan para formar cápsídes

vacías en el núcleo, en las que se introduce el DNA para producir las nucleocápsídes, las

que se asocian con porciones de la membrana nuclear enriquecidas en proteínas del

tegumento y glicoproteínas. Luego por brotación salen de la membrana nuclear los

viriones envueltos que son liberados por exocitosis. Las glicoproteínas especificas virales

se encuentran también en la membrana plasmática donde están involucradas en la fiisión

celular, pueden actuar como receptores Fc, y posibles blancos para la citólisis inmune.

Estas infecciones productivas son liticas como resultado de la inhibición de la síntesis de

macromoléculas celulares inducida por el virus, observándose redondeamiento y

desprendimiento de las células.



Reseña histórica y situación actual de la terapia antiherm'tica

La búsqueda de quimioterápicos contra las infecciones por herpesvirus se remonta a los

tempranos años 50 cuando la creciente necesidad por desarrollar compuestos antitumorales

hizo que se focalizara todo el esfuerzo hacia los análogos de nucleósidos. El razonamiento

fire simple, el desarrollo tumoral involucra un descontrolado crecimiento celular y la

división celular estaría precedida por una duplicación del DNA. Por lo tanto, los análogos

de nucleósidos serían potencialmente inhibidores de la progresión tumoral y por lo tanto

podría esperarse un bloqueo en la síntesis del DNA. En rigor, los propios nucleósidos no

son bloqueadores. La DNA polimerasa usa deoxinucleósidos trifosfatados que son

incorporados en el DNA naciente como monofosfatos y para interferir en este proceso los

análogos de nucleósidos deben ser primero activados por fosforilación. Estos mismos

argumentos pueden ser aplicados a la replicación del DNA viral. Asi es como surge el

primer compuesto antiherpético, la idoxiuridina ( 5-iodo-2'deoxiuridina, IDU) sintetizada

por Prusoff (1959), luego Kaufman (¡1962)demostró que tenía efectos curativos contra la

queratitis herpética en ratones y en humanos. En el mismo año fue aprobado en Estados

Unidos para terapia tópica. Dos años más tarde, la trifluridina (5-u'ifluoro-2'deoxitimidina,

TFF) fue incorporada al tratamiento de la queratitis herpética y en 1972 se aprobó también

para ese uso la vidarabina (arabinósido de adenina, Ara-A). Sin embargo, todos estos

análogos no podrían utilizarse en tratamientos sistémicos por su baja selectividad, pues

ejercerían su efecto tanto sobre la DNA polimerasa viral como celular. En retrospección,

podemos considerar que la quimioterapia antiviral llegó a la "mayoría de edad“ con la

llegada del aciclovir [9-(2 L" ¡efnvímetitg ' ] (ACV) en 1977 como el primer

agente antiviral verdaderamente específico. El compuesto actúa como un inhibidor de la

replicación de HSV, esencialmente al ser fosforilado por la timidina quinasa (TK) viral

para pasar a la forma ACV-monofosfato, que es el paso que confiere selectividad a esta

droga. La di- y tri-fosforilación es efectuada por enzimas celulares. El ACV-trifosfato

actúa como inhibidor y sustrato de la DNA polimerasa viral con mayor efectividad que

sobre la DNA polimerasa celular y por su estructura cíclica es un terminador de cadena El

ACV ha demostrado un excepcional perfil de seguridad y una buena tolerancia. El mayor

efecto adverso del ACV sería la alteración de la función renal cuando se lo aplica en altas

dosis.



Uno de los problemas cruciales de la actual terapia antiviral es el fenómeno de resistencia.

Es decir, la aparición de variantes virales resistentes por tratamiento prolongado con una

droga, lo que ocurre especialmente en el caso de las infecciones herpéticas en pacientes

inmunocomprometidos tratados con ACV ( Crumpacker, 1989; Cohen Stuart y col, 1998;

Balfour, 1999). Es por ello que se ha continuado en la búsqueda de compuestos más

eficaces que el ACV para uso alternativo, ensayando diferentes derivados del mismo. En la

actualidad hay tres derivados de ACV aprobados para uso clínico: ganciclovir (9-[(l,3­

dihidroxi-2-propoxi)-metil]guanina), famciclovir (diacetil-6-dioxi-penciclovir) y

valaciclovir (9-(4-acetoxi-3-acetoximetil-l-butil) guanina); el primero tiene su mayor

aplicación en el tratamiento para CMV, el segundo es efectivo contra infecciones de herpes

genital y herpes zoster mientras que valaciclovir actúa también en infecciones causadas

por herpes simplex y varicella-zoster, y en forma profiláctica contra CMV (Balfour y col,

1999). El penciclovir ( 9-(4-hidroxi-3-hidroximetil-l-butil) guanina) ha sido aprobado sólo

como una formulación tópica para el tratamiento de herpes labial, mientras que su

prodroga, famciclovir, fue desarrollada mejorando su adsorción oral. Tanto el ganciclovir,

como el cidofovir ((S)—l-(3-hidroxi-2-fosfonilmetoxipropil) citosina) y el foscarnet

(fosfonoformato, PFA) fireron autorizados para el tratamiento de retinitis por CMV en

pacientes con SIDA (De Clercq, 1996; Whitley y col, 1997; Cohen Stuart y col, 1998).

En la Tabla l se presentan las drogas actualmente aprobadas por la FDA ( Food and Drug

Administration, USA) para el tratamiento de las infecciones herpéticas y los efectos

colaterales descriptos. Considerando los rasgos adversos para la salud que ejercerian los

análogos de nucleósidos y también la necesidad de combatir las resistencias a las drogas,

llegaríamos a la conclusión que las futuras drogas antiherpéticas deberian teder a

expandirse en el área de los no-nucleósidos. Sin embargo, hasta la fecha ha sido escaso el

real progreso en su desarrollo. Una excepción es el foscarnet, análogo de pirofosfato e

inhibidor de la DNA polímerasa viral y que está aprobado para el tratamiento de las

infecciones con CMV, y HSV y VZV resistentes al ACV. Pero aunque este compuesto no

es un nucleósido comparte como blanco una enzima en común con los análogos de

nucleósidos, la DNA polímerasa, y se ha visto resistencia cruzada (Balfour,l999; Cohen

Stuart y col, 1998; Mertz, 1997; Crumpacker,]989).



Droga antiviral Aplicación Efectos colaterales

Idoxiuridina (l962)* Tópico HSV ­
Triflu ridina (1964) Tópico HSV ­
Vidarabina (1972) Tópico y sistémico HSV ­

(en desuso)
Aciclovir (1983) Tópico y sistémico HSV- Nefropatías reversibles,

VZV trastornos gastrointestinales,
encefalitis, flebitis, erup­
ción, cefaleas

Ganciclovir (1989) Sistémico CMV Supresión medular
(granulocitopenia), insufi­
ciencia renal,

Foscarnet (1991) HSV y VZV resistencia a Insuficiencia renal, hipocal­
aciclovir; CMV retinitis cemia, nauseas, vómitos

Cidofovir (1996) Sistemico CMV retinitis Nefrotoxicidad
Penciclovir (1996) Tópico HSV ­
Famciclovir (1997) Sístémico HSV-VZV Cefaleas, nauseas, vómitos
Valaciclovir (1997) Sistémico HSV-VZV, idem ACV

profilaxis contra CMV

Tabla l: Drogas aprobadas para el tratamiento de las infecciones herpéticas. '( ) Año de aprobación
por FDA de la droga.

Antivirales naturales

Ante la necesidad de encontrar nuevos antivirales los recursos naturales han sido y son una

fuente constante de búsqueda y evaluación de actividad biológica. Numerosos estudios

experimentales muestran actividades antimicrobianas de compuestos obtenidos de plantas

(Summerfield y col, 1997; Wigg y col, 1996; Montanha y col, 1995; Hayashi y col, 1994,

1993, 1992; Barnard y col, 1993; Amoros y col, 1992; Garcia y col, 1990,1995; Franz,

1989; Fukuchi y col, 1989; Renard-Nozaki y col, 1989).

Debemos tener en cuenta dos factores distinguibles entre los productos naturales y los

químicamente sintéticos, principalmente la diversidad molecular y la funcionabilidad

biológica. Es universalmente reconocida que la diversidad molecular de los compuestos

naturales excede las combinaciones empíricas, las cuales a pesar de los considerables

progresos están aún en un avance limitado.



En particular, un área rica en posibilidades dentro de los compuestos naturales con

probable acción antiviral está representada por los organismos marinos. A partir de los

años 80 el potencial oceánico se puso en evidencia con el hallazco de sustancias bioactivas

extraídas de plantas marinas y animales invertebrados (Scheuer, 1995, 1989; Beutler y col,

1993). La mayoría de los compuestos inicialmente descubiertos no fueron efectivos para

tratamientos de enfermedades, pero algunos mostraron importantes propiedades

bioquímicas que han influenciado en nuestro conocimiento. Así por ejemplo, durante este

período se encontraron moléculas marinas tales como manoalide y el ácido okadaico. El

manoalide es un terpenoide, aislado en Hawaii y California de la esponja Luflariella

variabilis; fiie la primera sustancia que inhibía selectivamente la fosfolipasa A; , enzima

involucrada en muchas enfermedades inflamatorias. El ácido okadaico, un poliéter cíclico

aislado de la esponja Halichondria okadai, es un inhibidor altamente selectivo de la

enzima serina/treonina fosfatasa, utilizado para probar procesos de fosforilación básica

(Kónig y col, 1995). Literalrnente, cientos de metabolitos bioactivos han sido

subsecuentemente descubiertos. Actualmente, tanto en Estados Unidos como en Japón,

existe un mayor interés y un amplio programa de investigación, sin embargo debido a

competencias y secretos en la industria farmacológica es habitualmente dificil enterarse de

la existencia de drogas nuevas promisorias y determinar cuántas de origen marino están

corrientemente en desarrollo (Fenical, 1997).

Polisacárídos sulfatados como antivirales

La actividad antiviral de los polisacáridos sulfatados ha sido reconocida hace muchos años.

Los polisacáridos son un grupo complejo de moléculas que se encuentran ampliamente

distribuidos en la naturaleza y son conocidos por sus amplias y variadas propiedades

fisicoquímicas, las cuales los hacen aptos para diferentes aplicaciones en el campo de la

medicina y farmacología. Han mostrado ser útiles por su actividad inmunomoduladora y

antitumoral, por su interferencia en el sistema de coagulación y en procesos inflamatorios,

en dermatología, en programas dietarios (disminuyen el colesterol y glucemia plasmática),

además de afectar el crecimiento viral (Wong y col, 1994; Franz y col, 1989; Baba y col,

1988). Entre las fiientes naturales donde los podemos hallar constituyendo la pared celular

se encuentran las algas, y de acuerdo al tipo, se han aislado distintos polisacáridos con



actividad antiviral. Ya en 1974, polisacáridos obtenidos de dos algas rojas, Crylosiphonia

woodii y Farlowia mollis, exhibieron actividad antiviral contra HSV-l y HSV-2, virus

vaccinia y VSV (Dieg y col, 1974; Richards y col, 1978). En años recientes un grupo de

investigadores, siguiendo la sugerencia de De Clercq (1986), demostraron que la heparina

y otros polisacáridos eran inhibidores selectivos de la replicación de HIV-l en cultivos

celulares (Hayashi y col, 1996; Sekine y col, 1995; Witvrouw y col, l994a).

Posteriormente, esta acción inhibitoria se probó contra un espectro amplio de virus

envueltos como CMV, virus influenza A, virus respiratorio sincicial ( Hashimoto y coL

1996; Witvrouw y col, l994a González y col, 1987 ) y contra algunos virus desnudos

como el virus de la encefalomiocarditis y virus de la hepatitis A (S. Girond y col, 1991),

tanto con genoma DNA como RNA. Del alga roja Schizymem'a pacifica se aisló un

carragenano inhibidor de la transcriptasa reversa (Nakashima y col, 1987), también se han

aislado galactanos sulfatados activos contra HIV, HSV, y otros virus envueltos a partir de

las algas rojas Schizymenia dubyi (Bourgougnon y col, 1993) y Aghardiella tenera

(Witvrouw y col, 1994b). A partir de algas pardas se han extraído principalmente fucanos

sulfatados con capacidad de inhibir al virus de la hepatitis B (Venkateswaran y col, 1989)

y al HIV (Beress y coL 1993).

Las algas rojas contienen grandes cantidades de polisacáridos en su pared celular, la

mayoría de los cuales son galactanos sulfatados (Cases y col, 1992). Estos galactanos están

generalmente constituidos por. unidades repetidas alternadamente de uniones 1,3 0t­

galactopiranosa y 1,4 B-D-galactopiranosa y difieren en el nivel y patrón de sulfatación, en

la sustitución de metoxil y/o grupos piruvatos y otros azúcares tales corno manosa, xilosa .

También difieren en el contenido de 3,6-anhidrogalactosa y la configuración de los

residuos de 1,3-a-galactopiranosa. Entre estos galactanos, se encuentran los carragenanos

que están ampliamente utilizados en la industria alimenticia y en biotecnología como

gelificante o espesante. Ellos comprenden un amplio grupo de estructuras y pueden ser

divididas en dos familias: la familia-tc,definida por la presencia de un grupo sulfato-C4 en

la unidad B-D, y formada por carragenanos-K/t y los carragenanos-p/v, y la familia-l,

caracterizada por un grupo sulfato-C2 y constituida por todas las variedades de estructuras­

). (Painter, 1983). En el laboratorio de Virología de la Facultad de Ciencias Exactas y

Naturales se inició en los últimos años un estudio en colaboración con el grupo dirigido

por el Dr A. Cerezo, del Departamento de Química Orgánica, a fin de estudiar la actividad



antiviral en distintos polisacáridos sulfatados extraídos de algas de las costas patagónicas.

Así se estudiaron xilomananos y xilogalactanos obtenidos a partir de Nothogeniafastigiata

(E.B.Damonte y col, 1994, 1996), galactanos extraídos de Pteroclodia capillacea

(C.A.Pujol y coL 1996), fucanos presentes en Lathesia difl'ormis ( Feldman y col, 1999).

Todos estos compuestos mostraron distinto grado de efectividad como inhibidores de la

multiplicación de herpesvirus en células Vero.

Dentro de este marco y ante la necesidad de encontrar compuestos con mejores

perspectivas terapéuticas, en este trabajo de tesis se presenta la caracterización de la

actividad antiherpética in vitro e in vivo de distintos tipos de carragenanos obtenidos a

partir del alga roja Gigartina skottsbergíi.





OBJETIVO GENERAL

o Obtención de nuevos compuestos de origen natural con propiedades antivirales

selectivas que representen una alternativa a las drogas actualmente en uso.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Evaluación de la citotoxicidad y actividad antiviral in vitro de los diferentes tipos

estructurales de carragenanos extraídos a partir del alga patagónica Gigartina

skottsbergii y de sus derivados.

o Caracter-¡ación de la actividad antiherpética y del modo de acción de los compuestos

con mayor efecto inhibidor seleccionados en la etapa anterior.

o Estudio de la capacidad de estos compuestos de inducir resistencia antiviral in-vitro.

o Determinación de la acción protectora in vivo en un modelo animal de infección

vaginal con HSV-2.





l. Extracción y fraccionamiento de los carragenanos

La extracción y el fraccionamiento de los carragenanos y la obtención de sus derivados

ciclados por tratamiento alcalino fueron realizados por el grupo de trabajo dirigido por el

Dr Alberto S. Cerezo, del Departamento de Química Orgánica (FCEN- UBA). A

continuación se describe brevemente el proceso realizado.

Las muestras de Gigartína skottsóergii se recolectaron en Bahía Camarones (Província de

Chubut, Argentina) y fueron clasificadas en el Instituto Patagónico Nacional (Puerto

Madryn, Chubut ). Los carragenanos fueron extraídos con agua a temperatura ambiente,

los residuos se eliminaron por centrifugación y el sobrenadante se diluyó en 3 volúmenes

de isopropanol. Los polisacáridos se disolvieron en agua (concentración final 0,25%) y

KC] finamente dividido fue agregado en pequeñas porciones con constante agitación

mecánica, incrementando la concentración en intervalos de 0,01-0,10 M cada vez. Despúes

de cada incorporación se continuó con la agitación por 16 h para asegurar el equilibrio del

sistema, el limite superior de KCl fue 2;OOM. Los precipitados y las soluciones residuales

se dializaron, concentraron y liofilizaron. Las fracciones lCl, 1C2y 1C},y 1T, 1T], sz y

1T7se obtuvieron de los estadios cistocárpicos (C) y tetraspóricos (T), respectivamente.

Las muestras (1,0-1,5 g ) de cada fracción se disolvieron en agua (500 ml ) y se les

incorporó NaBH4 (50 mg ) para reducir los grupos terminales de la cadena. Despúes de

24 h a temperatura ambiente se le agregó NaOH 3M (250 ml ) y mayor cantidad de

NaBH4. La solución se calentó a 80°C hasta obtener una cantidad constante de 3,6­

anhidrogalactosa. Luego la solución se enfrió a temperatura ambiente, se dializó, se

concentró y se liofilizó. El tratamiento alcalino de los carragenanos 1Cl_3produjo los

correspondientes derivados ciclados lClT, lCzT y 1C3T,mientras que el tratamiento de los

carragenanos 1T], 1T2 y 1T7 originó los derivados lTlTl, 1T2Tl y 1T7Tl,

respectivamente.

Como consecuencia de la autohidrólisis de las fracciones T-i (insolubles en 0,6-2,0 M KCl,

que incluyen 1T, 1T], 1T2y 1T.,) se obtuvieron siete oligosacáridos sulfatados cuyo grado

de polimerízación está comprendido entre 2 a 8, estas fi'acciones fiieron denominadas TAó,

TA7,TAa, TA”, TA”, 26H y 35H.
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2. Células

Las células Vero (riñón de mono verde africano Cercopithecus aethiops), HEp-2

(carcinoma epitelial de laringe humano) y CV-l (riñón de mono verde africano C.

aethiops) fueron crecidas en medio mínimo esencial Eagle (MEM) (GIBCO,USA)

suplementado con 5% de suero de ternera inactivado y 50 ug/ml de gentamicina. Para el

medio de mantenimiento (MM) la concentración de suero fue reducida a 1,5%.

Los cultivos de astrocitos se obtuvieron como cultivos primarios a partir de cerebro de

ratón. Ratones OFl (Iffa-Credo, Lyon, Francia) de 1-3 días de vida fueron decapitados y

sus cabe7as lavadas enteramente con alcohol etílico 96°. Se les abrió el cráneo y se

procedió a retirarles el cerebro lavándolos posteriormente con PBS. Luego los cerebros

fueron finamente cortados con tijeras y las células disgregadas por tripsinización durante

15 min a 37°C. Las células fiieron centrifugadas a 1000 x g, suspendidas en MEM 10%

suero fetal bovino, sembradas a una densidad de 105 células/ml e incubadas por una

semana a 37°C . Los cultivos se pasaron una vez, por tripsinización, y se incubaron a 37°C

durante 3-4 días antes de infectarlos.

La línea celular diploide PH (fibroblastos de prepucio humano) file provista por el

laboratorio de Virología del CEMIC dirigido por la Dra. Carballal. Se crecieron en MEM

con 10% de suero fetal bovino.

3. Virus

a. Cepas

Se utilizaron seis cepas de HSV-l y tres de HSV-2. HSV-l cepa F, HSV-2 cepa G y cepa

MS se obtuvieron de American Type Culture Collection y se usaron como cepas de

referencia. B2006 y Field fiieron cepas HSV-l TK' (deficientes en tirnidina-quinasa)

cedidas por el Prof. Dr. E. De Clercq (Instituto Rega, Bélgica). Las cepas de HSV-l 1213

LCR/94, 374 LCR/94 y 1180 BE/94, y la cepa 244 BE/94 (HSV-2) fiJeron aislamientos

clínicos obtenidos a partir de pacientes infectados provistos por el Instituto Nacional de

Microbiología Carlos Malbrán (Buenos Aires, Argentina). Los aislamientos clínicos se

sometieron sólo a dos pasajes en fibroblastos a partir de su aislamiento.
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También se utilizó citomegalovirus humano (CMV) cepa Davis.

b. Preparación de las suspensiones virales

Los stocks de HSV-l y HSV-2 fueron preparados y titulados por plaqueo directo sobre

células Vero. Se infectaron monocapas de células Vero con una multiplicidad de infección

( m) que osciló entre 0,1 y 0,01 UFP/célula. Se dejó adsorber por l h a 37 °C. Luego se

procedió a retirar el inóculo y se cubrieron las células con MM. Transcurridas 24 h y

observando un ataque del 90% de la monocapa por la acción citopática viral, se lisaron

las células mediante dos ciclos de congelamiento y descongelamiento. Se eliminaron los

restos celulares por centrifugación durante 15 min a 1000 g y se guardó el sobrenadante a

-70°C hasta su posterior uso. Los títulos virales obtenidos oscilaron entre 1 x 107y 1x 10a

UFP/ml.

El stock de CMV se preparó siguiendo igual procedimiento en células PH, pero recogiendo

las células infectadas a los 7-8 días p.i.

c. Marcación de viriones con radioisótopos y su purificación

Se infectaron monocapas de células Vero con HSV-l cepa F (m : 0,1 ). Luego de 1 h de

adsorción a 37 °C, se descartó el inóculo y se adicionó MM. Se incubó durante 3 h más a

37 °C. Luego se volcó el medio, se lavó 2 veces con PBS y se colocó MM conteniendo

1,5% de suero de ternera dialimdo y [ 35S] -L-metionina (10 uCi/ml ) (NEN, actividad

específica 1250 Ci/mmol ). Cuando se observó un 85% de la monocapa redondeada por el

efecto citopático viral, se procedió a retirar el medio y lavar las células con buffer TRIS

0,01 M, NaCl 50 mM, se resuspendieron las células en 1,3 ml del mismo buffer y se las

sometió a dos procesos de congelamiento y descongelamiento para liberar el virus

producido. Se eliminaron los restos celulares por centrifugación 15 min a 5000 rpm y el

sobrenadante se sembró en un colchón de sacarosa 30% en buffer TRIS 50 mM, NaCl

0,85%. Se ultracentrifugó 3 h a 40.000 rpm a 4°C en un rotor Beckman SW 55 Ti. El

sedimento se resuspendió en PBS con 1,5 mg/ml de seroalbúmina bovina (BSA ) por

sonicación.
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4. Ensayos de la citotoxicidad

a. Efecto sobre células confluentes

Recuento de células viables

Monocapas confluentes de células Vero se incubaron en presencia de distintas

concentraciones de los compuestos en MM durante 48 h a 37°C. Cada concentración se

ensayó por duplicado. Luego, se retiró el medio, las células se tripsinaron y se determinó el

número de celulas viables por el método de exclusión del azul Tripan. Como controles se

utilizaron células que recibieron idéntico tratamiento pero en ausencia de los compuestos.

La concentración citotóxica 50% (CCSo ) fue definida como la concentración del

compuesto capaz de reducir el número de células viables en un 50% respecto al control .

Método del MTT ([ 3-4,5-dimetiltiazol-2-yl ]-2,5-difenil bromuro de tetrazolio)

Células Vero crecidas en microplacas de 96 pocillos se incubaron con diferentes

concentraciones de los compuestos por triplicado por 48 h a 37 °C . Luego, sin retirar el

medio se incorporaron lO ul de MTT (concentración final : 5 mg/ml ) por pocillo y se dejó

actuar durante 2 h a 37°C. Luego se retiró el medio y se incorporaron 200 ul de etanol

96° en cada pocillo, se agitó vigorosamente para asegurar la solubilización total del

formazan (producto azul obtenido como consecuencia del clivaje del MTT por enzimas

mitocondriales ) y se mantuvo durante 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente se

midió la densidad óptica en cada pocillo con una longitud de referencia de 690 nm y de

prueba de 560 nm. A partir de los datos obtenidos se calculó la CC50 como se describió en

el item anterior.

Síntesis de proteínas celulares

Monocapas confluentes de células Vero se incubaron durante 48 h a 37 °C con MM

conteniendo distintas concentraciones de cada compuesto, por duplicado, utilizando como

control MM. Luego se retiró el medio, se lavó con PBS y se cubrió con 0,2 ml de MEM

sin metionina conteniendo l pCi /ml de [35 S ]-metionina (New England Nuclear, actividad

específica 1175 Ci/mmol) y 2 % de suero bovino dializado. Despúes de l h a 37 °C se

detuvo la incorporación agregando en cada vial l rnl de PBS frío. Se descartó el
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sobrenadante y se incorporó l ml de ácido perclórico 1,5 % que se dejó actuar por 15 min a

4 °C. Se realizaron 3 lavados con PBS fiío, lisándose finalmente las monocapas con 0,2 ml

de SDS 1% en OHNa 0,1 N y se midió la radioactividad en un contador de centelleo

líquido.

b. Efecto sobre la proliferación celular

Se sembraron células Vero en viales (4 x 104cel/ml ), luego de 3 h de incubación a 37 °C

para permitir la adhesión de las células a la superficie, se agregaron distintas

concentraciones de los compuestos al medio de crecimiento. Los cultivos se incubaron a

37°C durante 24, 48 y 72 h, procediéndose posteriormente a la tripsinización y conteo

celular para cada período, utilizando el método de exclusión del azul Tripan.

5. Determinación de actividad antiviral

a. Reducción en el número de placas

Se infectaron monocapas de células Vero crecidas en microplacas de 24 pocillos con 50

UFP/pocillo de HSV-l y HSV-2 en ausencia o presencia de distintas concentraciones de

los compuestos. Se ensayó cada dilución por duplicado. Luego de 1h de adsorción a 37°C,

se descartó el inóculo, y las células se cubrieron con MM conteniendo 0,7 % de

metilcelulosa. Luego de 2 días de incubación a 37 °C, se procedió a contar las placas

previa tinción con cristal violeta. La concentración inhibitoria 50% (C150) fue definida

como la concentración del compuesto requerida para reducir el número de placas en un

50%.

b. Inhibición del rendimiento viral

Se infectaron monocapas de células Vero, PH ó astocitos murinos con HSV-l ó HSV-2

(m : 0,1 ), en ausencia o presencia de distintas concentraciones de los compuestos. Luego

de l h de adsorción a 37°C, se retiró el inóculo y se cubrieron las monocapas con MM

incubándolas durante 24 h a 37°C . Luego los cultivos se sometieron a 2 ciclos de

26



congelación y descongelación para romper las células. Se eliminaron los restos celulares

por centrifugación durante 15 min a 1000 g y se tituló el virus del sobrenadante mediante

formación de placas en células Vero. Se calculó la C150 como la concentración del

compuesto que redujo al 50% el rendimiento de virus.

c. Inhibición del efecto citopático

Se infectaron monocapas de células PH con CMV. Luego de 1h de adsorción a 37°C, se

retiró el inóculo y se cubrió con MM incubándose 10 días a 37°C con observación diaria

del efecto citopático. La C150, concentración que redujo al 50% el efecto citopático, se

calculó según el método de Reed Müench.

6 . Determinación de la actividad virucida

Una suspensión de HSV-l cepa F conteniendo 4,2 x lO4 UFP se incubó durante 1,5 h a

37 °C en presencia de igual volumen de distintas concentraciones de los compuestos.

Como control se incubó en las mismas condiciones, la suspensión viral con igual volumen

de MM. Luego se realizaron diluciones de las distintas mezclas y se procedió a su

titulación por UFP en células Vero, tomando en cuenta que en las diluciones ensayadas

sobre las células los compuestos no ejercieran efecto antiviral. Se calculó para cada

compuesto el porcentaje de infectividad remanente respecto del control.

7. Acción de los compuestos por pretratamiento celular

Monocapas de células Vero crecidas en placas de 24 pocillos fiJeron tratadas con distintas

concentraciones de los carragenanos, luego de 2 h a 37°C, se retiró el medio, las células

fueron lavadas y se procedió a infectarlas con HSV-l cepa F, y a las 48 h se hizo el

recuento de placas.
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8. Influencia del tiempo de adición de los compuestos sobre la actividad antiviral

Se infectaron monocapas de células Vero con HSV-l cepa F (m: 0.1) y se agregaron los

carragenanos (20 uyml) simultáneamente (tiempo 0) o a distintos tiempos p.i.. Como

control se utilizó un cultivo sin droga. Se determinó para cada caso el rendimiento viral a

las 24 h p.i. por un ensayo de UFP.

9 . Acción de los compuestos sobre la adsorción

a . Adición de los compuestos durante o después de la adsorción en un ensayo de

plaqueo directo

Se infectaron células Vero con 50 UFP de HSV-l cepa F efectuando 4 tratamientos

distintos:

Tratamiento l: Se infectaron células en presencia de los compuestos y luego de l h de

adsorción a 4°C se retiró el inóculo, las células fueron lavadas con PBS y se las cubrió con

medio de plaqueo.

Tratamiento 2: Los compuestos estuvieron presentes en la adsorción y posteriormente en el

medio de plaqueo.

Tratamiento 3: Los compuestos estuvieron ausentes en la adsorción, fueron incorporados

posteriormente en el medio de plaqueo.

Tratamiento 4: Los compuestos estuvieron ausentes en la adsorción y en el medio de

plaqueo (control).

En todos los tratamientos los cultivos se incubaron 48 h a 37°C y posteriormente se

determinó el número de placas .

b . Efecto de los compuestos en la cinética de adsorción viral

Determinada por infectividad

Se infectaron células Vero con HSV-l cepa F (m : l) en ausencia o presencia de los

compuestos (20 ¡Lg/ml) y se incubaron durante 0, 15, 30, 45 y 60 min a 4°C. Luego se
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lavaron las células 3 veces con PBS fiío, lisándolas posteriormente por congelamiento y

descongelamiento (2 ciclos). Se centrifugó para eliminar restos celulares y en el

sobrenadante se determinó la cantidad de virus adsorbido a las células por UFP.

Determinada por la unión de viriones radiactivos

Células Vero fiieron pretratadas por l h con PBS conteniendo 1% de suero de temera,

0,1% de glucosa y 0,5 % de BSA para evitar uniones inespecíficas. Luego se infectaron

con 50 ul de ¡{sv-1 marcado con [3SS]-L-metionina(título viral : 6,5 x 10° UFP /ml, 5,3 x

106 cpm /ml ) en ausencia o presencia de los compuestos y se incubaron a 4°C durante 0

y 60 min. Posteriormente se retiró el inóculo y se lavaron las monocapas 3 veces con PBS

frío. Luego se agregaron 0,1 ml de OI-INa 0,1N, SDS l % y se lo dejó actuar durante 15

min, colocando posterior-mente l ml de líquido de centelleo y se contó la radioactívidad

unida a la célula en un contador de centelleo líquido.

10 . Efecto de los polisacáridos sobre la internalización viral

Se infectaron células Vero con HSV-l cepa F (m : l), realizándose la adsorción a 4 °C

durante lh. Luego se lavaron las células 3 veces con PBS fi'ío y se incubaron a 37°C en

presencia de 20ug/ml de los compuestos, o en ausencia de ellos como control. A distintos

tiempos post-adsorción se lavaron las células 2 veces con PBS frío, se incorporó 0,1 ml de

buffer citrato (ácido cítrico 40 mM, KCl lO mM, NaCl 135 mM, pH 3,0 ) se lo dejó actuar

l min permitiendo que el bajo pH inactive el virus unido pero que aún no ha penetrado. Se

realizaron 3 lavados con PBS, posteriormente se adicionó 0,1ml de tripsina y cuando se

observó que la totalidad de la monocapa estaba levantada se incorporó PMSF (fenil-metil­

sulfonil-fluoruro) 2mM en PBS conteniendo 3 % de BSA para bloquear la acción de la

tripsina. Se centrífugó 5 min a 800 rpm, se lavaron las células 2 veces con PBS

conteniendo 3% de BSA y luego se resuspendieron en MM. Se realizaron diluciones

seriadas al décimo de la suspensión celular y se inocularon sobre monocapas de células

Vero. Despúes de 2 h a 37°C se cubrió con medio de plaqueo y se revelaron las placas a

las 48 h de incubación.
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ll. Acción de los carragenanos sobre la síntesis de proteinas virales

Se infectaron células Vero con HSV-l (m: 10 ), luego de 1h de adsorción a 37°C se retiró

el inóculo y se agregó MM conteniendo 20 pg/ml de los compuestos. A distintos intervalos

p.i, las monocapas fueron lavadas y se agregó MM libre de metionina, conteniendo 10

pCi/ml de [35S]-metionina, se incubaron las células entre 24, 6-8 y 10-12 h p.i a 37°C.

Posteriormente las monocapas fueron despegadas con varilla de vidrio previa suspensión

con PBS y centrifugadas durante 5 min a 10.000 rpm, y las células fiieron lisadas con

TRIS-HCl 0,06M, pH 6,8, SDS 5%, glicerol 10%, B-mercaptoetanol 2% y azul de

bromofenol 0,05%.

Las células lisadas fueron sometidas a una electroforesis en gel 12% de poliacrilamida­

SDS. Los marcadores de peso molecular usados fueron de 97, 68, 43 y 25 KDa (Sigma

Chemical Co.,St. Louis,USA). Los geles se revelaron por fluorografia.

12. Medida de la expresión de GFAP, de tubulina y de proteínas virales en astrocitos

Monocapas de astrocitos, crecidas sobre cubreobjetos en microplacas de 24 pocillos, se

infectaron con HSV-l cepa F (rn: 0,1). Los compuestos se agregaron durante la adsorción

y con posterioridad, utilizando como controles células infectadas en ausencia de los

compuestos y células no infectadas. A las 24 h p.i. se lavaron las monocapas 3 veces con l

ml de PBS, y se procedió a fijar las células con metanol a -20°C por 10 min.

Posteriormente se lavaron nuevamente 3 veces con PBS y se incorporó 0,5 ml de una

solución l: 150 de IgG de cabra purificada por DEAE y se incubó 15 min a 37°C. Sin

retirar el medio se levantaron los cubreobjetos y se incubaron con IgG de conejo purificada

anti HSV-l ó Ig G de ratón anti-GFAP (SIGMA Chemical Co, USA) ó IgG de ratón anti­

tubulina (SIGMA Chemical Co, USA) en cámara húmeda durante 30 min a 37 °C. Se

lavaron las células 3 veces con PBS y se incubaron con IgG de cabra anti IgG de conejo ó

de ratón marcada con isotiocianato de fluoresceína (Sigma Chemical Co.). Se incubó 30

min a 37°C. Se lavó 2 veces con PBS y 2 veces con agua destilada. Se colocó 0,5 ml de

azul de Evans (l: 10.000 en agua), dejando el colorante de contraste por 3 min para luego

montar los preparados sobre glicerina tamponada conteniendo 2,5% de DABCO. Se hizo el
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recuento de células fluorescentes en 20 campos de cada preparado y los resultados se

expresaron como porcentaje de células fluorescentes en los cultivos tratados.

13 . Ensayo de la actividad anticoagulante

Se midió el tiempo de trombina (TT) para varias concentraciones de los polisacáridos

sulfatados utilizando plasma humano. Se mezclaron 170 pl de plasma humano con 30 ul

de la solución a probar, las mezclas se incubaron durante 2 min a 37 °C. Luego se agregó

trombina bovina (Sigma Chemical Co, 7,5 U/mL 100 ul ) y se registró el tiempo de

coagulación.

14. Selección de variantes de HSV-l en presencia de carragenano

Se realizaron pasajes sucesivos de HSV-l cepa F (rn: 0,1) en monocapas de células Vero

en presencia de concentraciones crecientes de 1C3 , presente durante y después de la

infección. Se comenzó con una concentración del compuesto dos veces mayor que su C150,

duplicándola hasta el pasaje 4, desde el pasaje 5 hasta el pasaje 18 la concentración se

mantuvo en 32 pg/ml, finalizando los últimos pasajes con 64 ¡tg/ml. Se incubaron las

células durante un período comprendido entre 24 a 72 h p.i, hasta que la monocapa

manifestaba una ACP entre 70 a 90%, procediendo a lisar las células con dos ciclos de

congelamiento y descongelamiento. Con el fin de eliminar los restos celulares, se centifugó

el lisado celular durante 15 min a 1000 rpm, conservando el sobrenadante a -70°C. Se

determinó el título y la C150de cada pasaje utilizando el método de reducción en el número

de placas. En forma similar se realizaron pasajes sucesivos de HSV-l en presencia de 1T¡.

Cepas resistentes al ACV se obtuvieron de igual manera que para 1C3 , utilizando una

concentración equivalente a la C150para los dos primeros pasajes, se la duplicó para el

pasaje 3 y 4, en el pasaje 5 se utilizó 0,1 ¡ig/ml y 1,0 ug/ml en el último.

Como control se realizaron pasajes sucesivos de HSV-l cepa F sin compuesto,

determinando para cada uno de ellos su título y su CIso por el método de reducción de

placas.

Para la obtención de clones a partir de los pasajes realizados, monocapas de células Vero

crecidas en placas de 6 pocillos se infectaron con el pasaje seleccionado. Después de 1h de
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adsorción, se retiró el ínóculo y se cubrió con agarosa 1,2% y MM en partes iguales,

incubando por 72 h a 37°C, luego se incorporó rojo neutro 2% mezclado en partes iguales

de agarosa 1,2% y IvflVI.Se cubrió la placa con papel metálico y se mantuvo a_37°C

durante 2 h, con la ayuda de un transiluminador se procedió a picar los clones aislados,

cada uno se diluyó en MM, se los sometió a una vigorosa agitación y a dos ciclos de

congelamiento y descongelamiento.

Para la amplificación de los clones se infectaron células Vero con cada clon seleccionado;

después de la adsorción lh a 37°C, se descartó el ínóculo y se cubrió con MM, incubando

entre 24-48 h a 37°C hasta desarrollo de ACP en 80% de la monocapa. Posteriormente se

procedió a realizar dos ciclos de congelamiento y descongelamiento, se retiraron los restos

celulares por centrifugación durante 15 min a 1000 rpm y el sobrenadante se conservó a ­

70°C. Se determinó el título de cada clon amplificado por el método de formación de

placas.

15. Tinción de Giemsa para observación del efecto citopático

Se infectaron monocapas confluentes de distintos tipos de lineas celulares crecidas sobre

cubreobjetos con l, lO y 100 UFP de variantes virales sinciciales y el stock original de

HSV-l cepa F. Luego de lh a 37 °C se retiró el ínóculo y se cubrió con MM. A las 24 y 48

h p.i. se tiñeron las monocapas con Giemsa, previa fijación con metanol.

16. Virulencia para ratón adulto y lactante

Se inocularon: a) ratones OFl entre 4 a 6 semanas de vida, por vía intraperitoneal con 0,1

ml de distintas diluciones de HSV-l; b) ratones lactantes OFl de 2-3 días de edad por vía

intracerebral, con 0,02 ml de distintas diluciones de virus. Los animales se estudiaron

durante 30 dias, registrándose morbilidad y mortalidad. La dosis letal 50 % (DLso) se

calculó utilizando el método de Reed y Muench. Paralelamente se infectaron monocapas

con células Vero para determinar el título de las cepas empleadas por UFP, y así calcular la

relación UFP/DLso.
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17. Modelo de infección vaginal

Se infectaron ratones hembras OFl y BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, por vía vaginal

con 0,05 ml de diluciones seriadas decimales correspondientes a las cepas G, MS y 244

BE/94 de HSV-2. Paralelamente se infectaron monocapas de células Vero para determinar

el título de las cepas empleadas. Cinco días antes de la inoculación, los animales fireron

inyectados subcutáneamente, con 0,020 ml de acetato de medroxiprogesterona (25mg/ml

en PBS) (Medrosterona, Gador, Argentina), este tratamiento mostró incrementar la

susceptibilidad de los ratones a la infección con HSV-2 (Zacharopoulos y col, 1997;

Maguire y col, 1998; Bourne y col, 1999). Durante 3 semanas luego de la inoculación se

siguió la evolución de la morbilidad y mortalidad de los animales inoculados.

Para el ensayo de la actividad antiviral de los carragenanos, cinco días después del

tratamiento con medroxiprogesterona, se administró por vía intravaginal 0,1 ml del

carragenano 1C3 ó 1T] (1% en PBS) en diferentes dosis ( 5 min pre-infección, 2h post­

infección y 24 h post-infección ). Se procedió a la inoculación intravaginal de 1,6 x 105

UFP de HSV-2 cepa MS en un volúmen de 0,05 ml. Los animales se examinaron durante

20 días clasificándolos como enfermos, si presentaban inflamación, lesiones o parálisis, y

registrando la mortalidad. Al tercer día p.i se realizaron lavados vaginales con lOOul de

PBS a todos los animales tratados y no tratados, las muestras se almacenaron a -70°C

hasta titularlas en células Vero por UFP.





I. Evaluación de las actividades biológicas de los carragenanos y sus

derivados

I. l. Características estructurales

Las diferentes fracciones de carragenanos aislados a partir de los estadios cistocárpico y

tetraspórico del alga Gigartina skottsbergii fueron clasificadas de acuerdo a sus

características estructurales como carragenanos K/l. (lCl y 1C2), carragenano u/v

parcialmente ciclado (1C3)y carragenanos l (1T, lTl, sz y 1T7) (Figura 3). Cuando estos

compuestos fueron sometidos a un tratamiento alcalino se obtuvieron los correspondientes

derivados ciclados (lClT, lCzT, lC3T, ITITl y ITZTl y 1T7Tl), por ciclización de las

unidades a-D-galactosa 6-sulfato y 2,6 disulfato a unidades 3,6 anhidro-D-galactosa y 3,6­

anhidro-D-galactosa-Z sulfato (Figura 3).

1 2

O__,.

Figura 3: Estructura química de los carragenanos aislados de G. skottsbergü.
(l) R: H, carragenano-K; R: SO; ', carragenano-t. En carragenanos K/l.naturales algunas de las unidades 3,6­
anhidro-a-D-galactosa y 3,6-anhidro-a-D-galactosa 2-sulfato están reemplazadas por unidades a-D­

galactosa 6- sulfato y a-D-galactosa 2,6-disulfato. (2) R: H, canagenanos-p; R: SO3' , carragenanos-v. Por

cíclación parcial de los carragenanos p/v algunas de las unidades de a-D-galactosa estan reemplazadas por 3,
6-anhidro-a-D-galactosa y 3, 6-anhidro-a-D-galactosa 2-sulfato. (3) Can-agenanos l. (4) Carragenanos
ciclados A.
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En la Tabla 2 se muestran las características analíticas de estos compuestos. El porcentaje

de sulfatación para estos carragenanos oscila entre 22 y 40%, estando definidos sus pesos

moleculares en un rango de 11.900 y 198.000.

Carragenano Tipo Relación molar Sulfato PM

Gal:3,6-An- (% S03Na) (kD)

Galzsulfato

lCl ¡(/1 l,00:0,64:l,32 33,1 75

1C2 ¡(/1 l,00:0,62:l,20 31,4 124

1C, parcialmente l,00:0,37:l,l4 33,6 198

cíclado p/v
lT 7L 1,00:0,06:l,77 38,5 n.d.

1Tl 7,, l,00:0,03:l,12 40,0 83

sz A l,00:0,03:l,20 39,2 121

1T7 7L l,00:0,38:0,89 22,5 16

lClT l,00:0,72:l,36 34,5 73

lCzT l,00:0,68:l,38 35,3 18

lCJT l,00:0,62:l,12 31,4 112

lTlTl l,00:0,88:l,72 35,9 66,6

szTl l,00:0,77:l,62 35,8 17,6

lT7Tl l,00:0,4l :0,95 26,8 l 1,9

Tabla 2: Análisis estructural de los carragenanos aislados de los estadios cistocárpicos y
tetraspóricos de Gigarrina skoflsbergii.

35



I. 2. Actividad antiviral y citotoxicidad

La actividad antiherpética fire determinada para todos los tipos de carragenanos por el

método de reducción en el número de placas contra HSV-l cepa F y HSV-2 cepa G,

utilizando como sustancias de referencia el dextran sulfato de peso molecular 8000

(DS8000) y 500000 (DSSOOOOO)y la heparina. Dentro de los carragenanos naturales, los

carragenanos-X lTl, sz y 1T7 y el carragenano-u/v 1C3 demostraron ser los más

potentes inhibidores de herpesvirus, con un valor de CISomenor que l ug/ml contra

ambos serotipos de HSV (Tabla 3). Estos compuestos fueron inhibidores más efectivos en

comparación con las sustancias de referencia (DSSOOO,DSSOOOOOy la heparina ). Los

carragenanos K/l. 1Cl y 1C2 fireron escasamente menos activos con una CISoentre 1,5 y

4,1 ug/ml.

En general, los derivados ciclados obtenidos por tratamiento alcalino mostraron una menor

actividad antiherpética con respecto a los compuestos naturales (Tabla 3). Esta

disminución fue considerable (3-115 veces ) para szTl, lClT, lCZT y 1C3T,sin embargo

la actividad se mantuvo en el mismo nivel para lTlTl y 1T7Tl.

Para evaluar la citotoxicidad de todos los compuestos se midió la viabilidad celular por

exclusión de azul Tripan luego de 48 h de incubación con distintas concentraciones de las

drogas. No se observaron efectos citotóxicos en ningún caso hasta concentraciones de 1000

¡Lg/ml,excepto para 1T2que mostró un valor de la CCS0de 650 ¡tg/ml (Tabla 3). A fin de

evaluar la verdadera efectividad antiviral de los compuestos, se calculó para cada uno el

indice de selectividad (IS) que es la relación CCso/CISO.Como puede observarse, el valor

del IS fue para todos los carragenanos naturales similar o superior al obtenido para las

sustancias de referencia, y aquellos compuestos muy activos (como 1C3, 1T], 1T7 y el

derivado ciclado lTlTI) mostraron IS >103para ambos serotipos de HSV.



Compuesto CCsomg/ ml) C150(pg/ml) IS

HSV-l HSV-2 HSV-l HSV-2

1Cl >1000 2,3 i 1,2 2,2 i 0,3 >435 >461

lC2 >1000 4,1 i 1,2 1,5 i 0,4 >244 >667

1C3 >1000 0,7 i 0,3 0,5 i 0,1 >1334 >1961

1T >1000 0,7 i 0,1 1,3 i 0,1 >1429 >770

1Tl >1000 0,7 i 0,1 0,4 i 0,1 >l334 >2500

1T2 650 0,7 i 0,2 0,8 i 0,2 928 793

1T7 >1000 0,9 i 0,2 0,6 i 0,1 >1136 >1562

lClT >1000 6,5 i 0,8 6,2 i 0,9 >153 >161

lCzT >1000 69,4 i- 9,9 50,1 i 14,4 >15 >20

ICJT >1000 64,4 i 18,6 57,2 i 10,2 >16 >17

lTlTl >1000 0,3 i 0,1 0,3 i 0,1 >3846 >3704

szTl >1000 2,2 i 0,3 27,4 i 10,6 >454 >36

1T7Tl >1000 0,5 i0,1 1,6i0,1 >2128 >617

DS8000 >1000 2,1 i 0,1 1,1 i 0,2 >472 >990

D8500000 >1000 1,2 i 0,1 0,9 i 0,2 >833 >1010

Heparina >1000 1,3 i 0,1 2,1 i 0,1 >735 >476

Tabla 3: Actividad antiviral y citotoxicidad de los carragenanos aislados de G. skonsbergü.
Los resultados son el promedio de dos experimentos :t DE.C1 : concentración requerida para reducir al 50 %

el número de placas. CCso : concentración requerida para reducir al 50 % el número de células viables. IS:

indice de selectividad, CCso/ C1so.

Por autohidrólisis de los carragenanos Á. se obtuvieron siete fracciones puras de

oligosacáridos sulfatados: TAG, TA7, TAS, TAlz, TAB, 26H y 35H las cuales no

demostraron tener actividad antiherpética (datos no mostrados), lo que indicaría que dicha

actividad sería dependiente del peso molecular.
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I. 3. Actividad anticoagulante

Muchos polisacáridos sulfatados (incluyendo heparina y dextran sulfato) se caracterizan

por sus notorias propiedades anticoagulantes. Por ello, se midió el tiempo de trombina

(TT) para determinar la actividad anticoagulante de los carragenanos y sus derivados

(Tabla 4).

Compuesto TT (seg)

concentración (ug/ml)
0,5 5 50 100 200

1Cl 15,7 i 0,7 16,1 i- 0,5 23,0 i 0,1 23,5 i- 0,1 30,9 i 0,2

lC2 14,4i 0,2 15,8i 0,1 23,4 i 0,6 26,0 i 0,1 32,0 i 0,2

1C3 16,1 i 0,6 16,3 i 0,6 25,9 i 1,3 30,5 i 0,6 37,5 i 0,7

lT 20,0 i 0,5 22,6 i 0,1 56,8 i 2,1 >180 >180

1Tl 20,2 i 0,7 33,7 i 2,2 >180 >180 n.d.

sz 22,4 i 1,3 33,4 i 0,7 >180 >180 n.d.

1T7 17,5 i 0,1 16,9i 0,1 21,9 i 0,6 25,8 i 0,2 28,8 i 0,7

lClT 15,2i 0,3 15,0i 0,1 20,5 i 0,7 20,1 i 1,9 19,0 i 0,1

lCzT 15,5 i- 0,8 15,4 i- 1,1 15,5 i 1,3 16,2 i 0,4 15,9 i 0,3

ICJT 15,4 i 0,6 16,3 :t 0,9 15,5 i 0,1 14,8 i 0,4 15,7 i 0,1

lTlTl 16,9i 0,1 17,7i 0,4 24,4 i 1,9 31,4 i 0,3 34,5 i 0,7

szTl 16,2i 0,7 16,5i 0,4 19,2i 0,6 20,6 i 0,8 23,0i 0,7

1T7Tl 16,1 i 0,1 20,0 i 0,7 43,4 i 3,2 56,9 i 1,4 >180

DS8000 18,3 i 0,3 24,0 i 2,1 30,1 i 1,1 46,7 i 0,9 >180

DS500000 35,6 i 1,3 >180 >180 n.d. n.d.

Heparina >180 >180 n.d. n.d. n.d.

Tabla 4: Actividad anticoagulante de los carragenanos aislados de G. skoflsbergü.
TT para la muestra control sin compuesto: 15,6 seg. Los resultados son el promedio de dos experimentos :1:
DE. n.d.: no deta'minado. TT: Tiempo de u-ombinaen plasma humano.
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El tratamiento del plasma con los carragenanos-ich, u/v y el carragenano 7L lT7 a

concentraciones cercanas de la CI50(0,5-5 ug/ml) no mostró cambios significativos con

respecto a los valores de TT (Tabla 4). A concentraciones 50-280 veces mayores que las

CI50contra HSV-l y HSV-2 el valor del TT solamente file duplicado. Como se puede ver

en la Tabla 4, los carragenanos lambda 1T, 1Tl y 1T2 mostraron un TT más prolongado

que los carragenanos antes mencionados. Sin embargo, debe notarse que 1T, 1Tl y sz

tuvieron una actividad anticoagulante marcadamente reducida comparada con la heparina

y el DSSOOOOO,ya que se requerían concentraciones 10-200 veces mayores para producir

el mismo efecto.

Los derivados ciclados de todo tipo de carragenano no mostraron alteraciones

significativas del TT, excepto para la fi'acción lTlTl donde se observó dos veces

incrementado su valor a una concentración de 100-200 ug/ml y para 1T7Tl que aumentó

significativamente el TT a partir de 50 ug/ml.

En conclusión, el muestreo de las actividades biológicas ensayadas en los carragenanos

naturales y sus derivados permitió detectar la presencia de compuestos de distinta

estructura, con una muy selectiva actividad antiviral contra HSV-l y HSV-Z, carentes de

significativas propiedades anticoagulantes. En base a los resultados obtenidos, se decidió

caracterizar las propiedades antivirales de los polisacáridos más activos dentro de cada tipo

estructural de carragenano. Para ello se eligió seguir trabajando con los compuestos 1T]

(7»),1C3(u/v)y1C¡(K/I)­



RESULTADOS

II. Caracterización de la actividad antiviral y citotóxica de los

carragenanos 1T], 1C3 y 1C1 frente a diferentes parámetros

experimentales

Para evaluar mejor el potencial citotóxico de estos compuestos se estudiaron sus efectos

sobre células Vero confluentes y en proliferación mediante distintas metodologías.

II. l. Efecto sobre células confluentes

a. Recuento de células viables

El recuento de células viables por exclusión con azul Tripan luego de tratar monocapas

confluentes de células Vero con diferentes concentraciones de los compuestos por 48 h

fue el método utilizado para el muestreo general (Tabla 3). Los datos obtenidos para 1C},

1C3 y 1Tl se ilustran en la Figura 4.

7,0x1051 1T1

. ¡ZZ 101

6,0x1o54 ; l a 103. l
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4.0x105— l

3,0x1o5 —

2,0x1o5 —
N°decélulasviables/cultivo

1,0)(105­

250 500 1000

Concentración (pg/ml)

Figura 4: Efecto de los carragenanos sobre la viabilidad de células Vero determinada por el método de
tinción con azul Tripan. Monocapas confluentes de células Vero se incubaron durante 48 h a 37°C con
distintas concentraciones de 1T], 1C3y 1C1.Luego, se retiró el medio, las células se tripsinaron, se tiñó con
azul Tripan y se realizó el conteo de células viables. Los resultados son el promedio de dos experimentos i
DE. CC: control de células sin compuesto.
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Puede observarse que no hay alteraciones significativas en el número de células viables

para concentraciones de 250-500 ug/ml de los carragenanos, en tanto que se observa una

pequeña reducción con 1000 ug/ml, siendo este efecto más notable con 1Tl (42% de

reducción respecto del control). Por lo tanto para los tres compuestos, la CC50determinada

por este método es >1000 ug/ml, como se había indicado antes.

b. Método del MTT

Sobre células sometidas al mismo tratamiento que en el experimento anterior se midió por

DO la producción de formazan, compuesto azul obtenido por clivaje del MTT con la

enzima mitocondrial succinato deshidrogenasa, siendo la cantidad producida de formazan

proporcional al número de células viables presentes (Denizot y Lang, 1986). Como se

observa en la Figura 5, por esta técnica no hubo disminución significativa en la DO hasta

la mayor concentración ensayada de cada compuesto, por lo que la CC50medida por esta

técnica es también >1000 ug/ml para los 3 tipos de carragenanos.

ll lll i 51::
'E; 5 ¡zzcc

0.3 ­

D.O
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Figura 5: Efecto de los carragenanos sobre la viabilidad celular determinada por el método del M’I'I‘.
Células Vero confluentes se trataron con distintas concentraciones de los compuestos por 48 h a 37°C.
Luego se hizo la reacción con MTT y se midió la densidad óptica. Los resultados son el promedio de dos
experimentos i DE.
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c. Síntesis de proteínas celulares

También se evaluó el efecto de estos carragenanos sobre el metabolismo celular, midiendo

el nivel de síntesis de proteínas celulares en monocapas confluentes luego de 48 h de

tratamiento con distintas concentraciones de cada compuesto. Como se observa en la

Figura 6 hasta una concentración de 250 ug/ml no se observaron variaciones importantes

en la síntesis de proteínas celulares, que se mantiene en todos los casos entre el 70-100%

respecto del control. En presencia de 500 ¡ig/ml, aun cuando no se afectaba

significativamente la viabilidad celular ( Figura 4 ), se comenzó a detectar una reducción

en la capacidad biosintética de la célula, efecto que es nuevamente más notorio con 1Tl

(39,6 % de síntesis respecto del control) en tanto que para 1C3 la actividad de síntesis

proteica se mantuvo en 75,6 % respecto del control.

100- E1T1
;_Ï E101

“Él ;l fi} laws
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Figura 6: Efecto de los carragenanos sobre la síntesis de proteínas celulares. Monocapas de células Vero
se incubaron 48 h con distintas concentraciones de cada compuesto. Luego se retiró el medio y se cubrió con
MEM sin metionina conteniendo 35S-metionina.Despúes de lh a 37°C se descartó el sobrenadante y se midió
la radioactividad incorporada. Los resultados son el promedio de dos experimentos :l:DE.

II. 2. Efecto sobre células en proliferación

Para medir el efecto de los carragenanos sobre la capacidad proliferativa de las células

Vero, se agregaron los compuestos a las 3 h de sembradas y a las 24, 48 y 72 h post­

siembra se midió el número de células viables por exclusión con azul Tripan.
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Figura 7: Efecto de los carragenanos sobre la proliferación celular. Se sembraron células Vero, luego de
3 h de incubación a 37°C se agregaron distintas concentraciones de lCl (A), 1C3 (B) y 1T¡ (C), y se
incubaron a 37°C durante 24, 48 y 72 h, procediéndose a la tripsinización y conteo de células viables para
cada período. Los resultados son el promedio de dos experimentos i DE. CC: Control de células.

Como puede observarse en las Figura 7, nuevamente 1Tl fiJe el compuesto que produjo

una mínima reducción en el número de células, en tanto que para 1C1y 1C3el número de

células luego de 72 h en presencia de los compuestos fue similar ó algo superior al control.

En la Tabla 5 se muestra, en forma comparativa, el número de células viables luego de

48h de tratamiento con 500 y 250 pg/ml de carragenanos sobre células en proliferación

(compuesto agregado a las 3h de sembradas) y células confluentes (compuesto agregado a
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las 24 h ). Se observa que en el sistema de células Vero confluentes la presencia de los

compuestos ejerce escasa influencia sobre la viabilidad celular, presentando 1Tl el mayor

efecto, con sólo un 14% de reducción en el número de células en presencia de 500 ¡ig/ml.

Para el sistema de células Vero en proliferación, la presencia de 1Tl amplía la diferencia

con el control, siendo leve el efecto ejercido por 1Cl y 1C3. Sin embargo, para una

concentración de 500 ¡Lg/ml(1000 veces superior a la CISo) 1Tl reduce el número de

células en crecimiento sólo en 30%, remarcando el elevado índice de selectividad de estos

compuestos.

Compuesto Células en proliferación Células confluentes

N° células % control N° células % control

(x 104) (x 104)

500 ¡tg/ml

lCl 43 :t 2,1 86 57 á: 3,5 93

1Tl 37 á: 7,0 74 52 d:2,1 86

1C3 42 :t 7,0 84 56 :t 12,0 92

250 ¡Lg/ml

lCl 53 :l:3,5 100 60 :I: 4,9 98

1Tl 42 d: 1,7 84 54 at 3,5 89

lC3 57 :l:7,0 100 62 :l:3,5 100

control 50 :t 1,4 61 :l:7,7

Tabla 5: Efecto de los carragenanos sobre el N° de células viables en cultivos confluentes y en
proliferación. Cultivos de células Vero se incubaron en presencia de 500 y 250 pg/ml de
canagenanos, agregados a las 3 h de sembradas las células (células m proliferación) ó a las 24 h post­
siembra (células confluentes). A las 48 h de agregado el compuesto, se hizo el recuento de células
viables por azul Tripan. Los resultados son el promedio de dos experimentos :l:DE.



II. 3. Espectrode actividadantiviral contra hemvirus

Para evaluar el espectro de la actividad contra HSV de los carragenanos se ensayaron

dos cepas de HSV-l TK' resistentes al aciclovir y varios aislamientos clínicos de HSV-l y

HSV-2, por el método de reducción de placas.

Como se ve en la Tabla 6 los valores de la CI50encontrados fiieron comparables en todos

los casos con los obtenidos para las cepas de referencia, indicando el amplio espectro de

actividad de estos compuestos frente a HSV.

También se ensayó otros virus de la familia Herpesviridae, el citomegalovirus humano

(CMV). Este virus que utiliza también como receptor los residuos heparan sulfato de

proteoglicanos fue sensible a los tres carragenanos, con valores de C150similares a los

obtenidos contra HSV-l y HSV-2 (Tabla 6).

Cepa Viral C15.(pg/ml)

lT¡ 1C¡ 1C;M
HSV-l r 0,75 :1:0,08 1,44 :1:0,14 0,75 :1:0,30

HSV-2 G 0,41 :l: 0,05 2,14 :1:0,28 0,51 :1:0,01

CMV Da“! 0,50 :1:0,05 3,50 :l:0,09 1,00 :1:0,12

Variantes resistentes a

Mi?
HSV-l TK- 32006 0,30 :t 0,04 2,88 i 0,11 0,97 d:0,18

HSV-l TK- Field 0,30 :1:0,01 5,60 :i:0,14 0,40 :1:0,13MSM
HSV-l 1213LCR/94 0,21 á: 0,06 1,40 i 0,28 0,22 :l:0,01

HSV-l 374 LCR/94 0,36 :1:0,09 1,20 :1:0,21 0,59 :1:0,02

HSV-l 1180BE/94 0,46 d: 0,19 1,90 :t 0,24 0,36 d: 0,08

HSV-2 244 1313/94 0,55 :1:0,21 2,40 i 0,49 2,24 :I:0,22

Tabla 6: Espectro de actividad antiherpétiea de los earragenanos. La C150se determinó por el método de
reducción de placas para HSV-1 y HSV-2, y por reducción del efecto citopático para CMV. Los resultados
son el promedio de dos experimentos :1:DE.
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II. 4. Actividad contra HSV en distintos tipos celulares

Para demostrar que el efecto inhibitorio de los carragenanos sobre los herpesvirus no se

limitaba al sistema de células Vero de riñón de mono, se probó la actividad antiviral sobre

dos tipos celulares de distinto origen, más relevantes a la infección herpética. Debido a la

capacidad de HSV-2 y, en menor medida, HSV-1 de producir infecciones genitales y a las

propiedades neurotrópicas de ambos serotipos, que pueden diseminarse al sistema nervioso

central tanto en las infecciones primarias como en las recurrentes, se eligieron células de

origen neural, astrocitos murinos, y fibroblastos derivados de prepucio humano, células

PH, para analizar la actividad antiviral de lCl, 1C3 y lTl, en forma comparativa con el

sistema de células Vero. Dadas las dificultades en desarrollar un ensayo de plaqueo directo

en los cultivos de astrocitos, se evaluó la actividad contra HSV-l y HSV-2 mediante un

ensayo de inhibición del rendimiento viral a las 24 h p.i. en los tres sistemas celulares.
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Figura 8: Curvas de respuesta a la dosis de la actividad antiviral de los carragenanos en células Vero.
Se infectaron células Vero con HSV-1 (A) y HSV-2 (B) en presencia de distintas concentraciones de los
compuestos y a las 24 h p.i. se determinaron los rendimientos virales por UFP en células Vero. Los
resultados son el promedio de dos experimentos i DE.
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Figura 9: Curvas de respuesta a la dosis de la actividad antiviral de los carragenanos en células PH. Se
infectaron células PH con HSV-l (A) y HSV-2 (B) en presencia de distintas concentraciones de los
compuestos y a las 24 h p.í. se determinaron los rendimientos virales por UFP en células Vero. Los
resultados son el promedio de dos experimentos i DE.
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Figura 10: Curvas de respuesta a la dosis de la actividad antiviral de los carragenanos en astrocitos
murinos. Cultivos de astrocitos se infectaron con HSV-l (A) y HSV-2 (B) en presencia de distintas
concentraciones de los compuestos y a las 24 h p.í. se determinaron los rendimientos virales por UFP en
células Vero. Los resultados son el promedio de dos experimentos i DE.

Como puede observarse en las figuras 8, 9 y 10, en los tres tipos celulares los

carragenanos mostraron una notoria acción inhibitoria en forma dependiente de la

concentración, tanto contra HSV-l como HSV-2. Asimismo los tres carragenanos no
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mostraron efectos citotóxicos sobre cultivos confluentes de células PH ni de astrocitos

cuando se ensayaron hasta una concentración máxima de 1000 ¡tg/ml.

A partir de las curvas de respuesta a la dosis se calcularon las CI50que se presentan en la

Tabla 7. Los reultados obtenidos demostraron que los carragenanos mantuvieron su

actividad inhibitoria independientemente del tipo de célula utilizada, registrándose

pequeñas variaciones en los valores de la C150,pero siempre dentro del mismo orden de

magnitud, con un rango de valores entre 0,3 y 3,3 pg/ml. Comparados con la sustancia

antiviral de referencia, DS8000, los carragenanos naturales fueron tan activos como este

polisacárido sulfatado en los tres tipos de células.

Compuesto CIso (pg/ml)

Vero PH Astrocitos

HSV-l HSV-2 HSV-l HSV-2 HSV-l HSV-2

lC¡ 3,2 :1:0,3 1,8 i 0,1 3,3 i 0,3 1,9 :t 0,2 1,3 :1:0,2 3,6 i 0,5

1C; 0,9 :t 0,3 0,3 :t 0,1 0,8 i 0,1 0,3 :t 0,02 1,9 :t 0,1 0,9 i: 0,2

lT¡ 0,4 :l:0,1 0,4 fi: 0,1 0,8 i 0,1 0,5 :1:0,01 1,3 :l:0,1 0,9 i 0,1

DSaooo 1,8 :l:0,l 1,1 :t 0,1 0,8 :t 0,1 0,3 11:0,03 1,7 21:0,2 2,3 10,5

Tabla 7: Actividad antiviral de los carragenanos en distintos tipos celulares. La C150se determinó por el
método de inhibición del rendimiento viral. Los resultados son el promedio de dos experimentos i DE.

La infección de astrocitos con HSV puede inducir alteraciones de las propiedades

astrocitarias in vitro que sean relevantes a la patogenia de la enfermedad neurológica. Estas

alteraciones pueden también ser afectadas por la presencia de los carragenanos. Es por ello

que se consideró interesante examinar la expresión de la proteína gliofibrilar ácida

(GFAP), ya que esta proteína está asociada a los filamentos intermedios de la glía y es un

marcador específico de la actividad astrocítica ampliamente utilizado.

Los astrocitos protoplásmicos y fibrosos se identificaron por inmunofluorescencia indirecta

con anticuerpos específicos anti-GFAP en cultivos sin infectar ( Figura 11A). Después de

24 h de infección, fue evidente el efecto citopático debido a la infección por HSV-l con

pérdida de la normal morfología celular, retracción citoplasmática con redondeamiento y

desprendimiento celular (Figura llB). La marcación de la GFAP fue más intensa en las

células infectadas que en las células normales (Figura 11A y B) sugiriendo un incremento

de GFAP debido a la activación astrocítica por la infección con HSV-1. Así, el porcentaje
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promedio de células GFAP + en cultivos infectados fue de 83,6% comparado con un

valor de 70,4% de células GFAP + en los cultivos controles no infectados (Tabla 8). Esta

diferencia fue estadísticamente significativa ( test t de Student , p < 0,001).

Tratamiento celular Células positivas (%)

anti-GFAP anti-HSV-l

Células no infectadas

Control 70,4 i 3,1 0

1T¡ 88,4 d: 3,3 0

lC¡ 66,8 :I:5,3 0

1C; 65,0 :l:5,1 0

Células infectadas

Control 83,6 :I:0,3 81,6 :t 1,4

lTl 83,9 d: 2,1 9,5 d: 1,3

1C¡ 65,1 d: 5,4 5,8 i 1,2

1C; 67,6 i 5,3 11,5 i 1,2

Tabla 8: Expresión de GFAP y HSV-l en astrocitos. Cultivos de astrocitos se infectaron ó no con HSV-l
en ausencia (control) o en presencia de 20 pgjml de los canagenanos. A las 24 h p. i. se ensayó por
inmunoflorescencía indirecta la expresión de GFAP y de las proteínas de HSV-l. Se contaron el número de
células totales y positivas en 20 campos para cada muestra por duplicado. Los resultados se expresan como
porcentaje de células positivas con su desviación estándar.

Los carragenanos 1C; ( Figura llC ), lC¡ y lT¡ inhibieron la citopatología inducida por

HSV-l, y los astrocitos mantuvieron su morfología normal Además, el número de

astrocitos GFAP + en los cultivos infectados con HSV-l y tratados con 1C¡ y 1C; no

difirió significativamente de los niveles detectados en células sin infectar ( p < 0,1) (Tabla

8). Por lo tanto, puede concluirse que 1C; y lC¡ inhibieron la multiplicación de HSV-l y

consecuentemente también anularon la estimulación astrocítica debida a la infección viraL

Por el contrario, el carragenano-l lT¡ no redujo el incremento en la expresión de GFAP

(Tabla 8). Este efecto particular no fue debido a una falla de 1T¡ en revertir la acción de

HSV-l, ya que como se ve en la Tabla 8, el tratamiento de los astrocitos sin infectar con el

compuesto fue suficiente para incrementar significativamente el número de astrocitos

GFAP + ( p < 0,001), independientemente de la infección con HSV-l. Además, la tinción
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con anticuerpos contra HSV-l confirmó que los tres carragenanos fueron igualmente

efectivos en reducir la expresión de proteínas Virales en comparación con las células sin

tratar infectadas (Tabla 8).

Figura ll:
Tinción por ínmunofluorescencia indirecta
de GFAP en astrocitos sin infectar (A) y
astrocitos infectados con HSV-l (B, C). Las
células fueron tratadas con 20 ¡ig/ml de 1C3
(C) o no tratadas con compuesto (A, B).

Para determinar si el efecto modulador de los carragenanos era específico sobre la

expresión de esta proteína activada o era una acción general sobre las proteínas celulares

astrocíticas, se hicieron dos experimentos. Primero, se realizó la tinción por

inmunofluorescencia de la tubulina, otro componente proteico del citoesqueleto, en

astrocitos tratados con los carragenanos y sin tratar. No se observaron diferencias en la

intensidad de la marcación o en el número de células positivas ( datos no mostrados).

Simultáneamente, los cultivos tratados con los carragenanos se marcaron con 358­

metionina durante 1 h para medir el nivel de la síntesis de proteínas celulares. No se

registró incremento o disminución significativos en la síntesis de proteínas totales después
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de 24 h de tratamiento, ya que el porcentaje de radiactividad insoluble en PCA

incorporada en presencia de 20 ¡ig/ml de 1C; o lT¡ fue de 99 :I: 2 y 98 i 1%,

respectivamente, con respecto a los cultivos sin tratar.

H. 5. Influencia de la multiplicidad de infección sobre la actividad antiviral

Uno de los factores que más puede afectar la eficacia de un antiviral es la concentración

inicial de virus. Para determinar la influencia de la concentración viral sobre la C150,se

realizó un ensayo de inhibición del rendimiento viral, inoculando monocapas de células

Vero con la cepa F de HSV-l a diferentes multiplicidades de infección en el intervalo de

0,001 a 1 UFP/cél en presencia de distintas concentraciones de 1C3. En la Tabla 9 se

muestran los valores de la C150correspondientes a las distintas multiplicidades ensayadas.

Se observó un leve aumento de la C150en fiinción de la multiplicidad de infección. Al

aumentar 10 y 100 veces la m, la CIso se incrementó en aproximadamente 3 veces para

ambos casos, mientras que al elevar 1000 veces la cantidad de virus inicial, la C150

aumentó 13,4 veces. Por lo tanto, se puede concluir que la variación en la capacidad

inhibitoria de 1C; file mínima frente a grandes incrementos en la multiplicidad de

infección viral, indicando que el compuesto es muy efectivo aún en presencia de inóculos

virales elevados.

multiplicidad de C159(pg/ml)
infección

0,001 1,8 :l:0.14

0,01 5,6 d:0,84

0,1 5,7 :t 0,80

l 22,8 :1:0,64

Tabla 9: Influencia de la multiplicidad de infección de HSV-l sobre la C150de IC; Monocapas de
células Vero fueron infectadas con HSV-l cepa F empleando distintas multiplicidades de infección, en
ausencia o en presencia de distintas concentraciones de IQ. La Clso se obtuvo por el método de reducción
del rendimiento viral a las 24 h p.i. Los resultados son el promedio de dos experimentos :I:DE.
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II. 6. Evaluación dela C13 por distintas técnicas

La comparación de los datos presentados en las Tablas 3 y 7 permite analizar la influencia

de la técnica empleada para evaluar la actividad antiviral en los valores de la C150.Allí se

emplearon el método de reducción del número de placas que mide en forma directa el

efecto de los compuestos sobre la acción citopática del virus (Tabla 3) y el ensayo de

inhibición del rendimiento viral que evidencia la capacidad de las drogas de bloquear la

replicación del virus (Tabla 7). Los valores de C150para 1C¡, 1C3 y 1T¡ obtenidos por

plaqueo directo oscilaron entre 0,4 - 2,2 ¡ig/ml (Tabla 3) en tanto que por inhibición del

rendimiento, las C150en células Vero fueron 0,3 -3,2 ug/ml (Tabla 7), por lo que se puede

concluir que para estos carragenanos no se registraron variaciones en la C150determinada

por ambos métodos estándar.

En conclusión, el análisis de la influencia de distintas condiciones experimentales sobre la

acción de los carragenanos lCl, 1C; y 1T¡ permite concluir que su actividad antiherpética

es independiente de la cepa de HSV-l y HSV-2, del tipo de célula utilizada, de la técnica

empleada para evaluar la C150y muestra una variación minima frente a un gran aumento de

la multiplicidad de infección.
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III. Mecanismo de acción antiviral de los carragenanos

III. 1. Influencia del tiempo de adición de los carragenanos sobre su actividad
antiviral

Para comenzar a estudiar el modo de acción de estos compuestos y evaluar si la

actividad antiviral se ejercía en etapas tempranas ó tardías del ciclo de replicación de HSV­

l, se determinó el efecto de la adición de los compuestos a distintos tiempos de infección

sobre su actividad antiviral. En la Figura 12 se ve que la inhibición del rendimiento viral

fue máxima al incorporar los compuestos al tiempo 0 (junto con el inóculo viral ), siendo

más pronunciada para 1T1 (reducción del rendimiento en 4 log) que para 1C3 y

1C¡(reducción del rendimiento de 3 log).

7
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Figura 12: Influencia del tiempo de adición de los carragenanos sobre la actividad antiviral. Células
Vero se infectaron con HSV-l cepa F (m: 0,1) y se agregaron los compuestos ( 20 ¡ig/ml) simultáneamente
( tiempo O)y a distintos tiempos p.i, determinándose para cada caso el rendimiento viral a las 24 h p.i. por
ensayo de placas. Los resultados son el promedio de dos experimentos i DE.

Cuando los compuestos se agregaron después de la adsorción, no hubo prácticamente

inhibición en presencia de 1C1 y 1C3, en tanto que para 1Tl el efecto fue menor que

cuando la droga estaba desde el comienzo, pero se mantuvo siempre una inhibición de

aproximadamente 2 log en el rendimiento viral obtenido. Estos resultados parecen indicar
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que los tres compuestos ejercen su acción inhibitoria fimdamentalmente en la etapa inicial

de adsorción, pero además 1Tl podría tener un efecto posterior.

Para corroborar la hipótesis anterior, se hizo un experimento similar de agregado de los

compuestos a distintos tiempos, pero en un ensayo de plaqueo directo. Es decir, se hizo un

ensayo de reducción en el número de placas agregando los compuestos sólo en la

adsorción, después de la adsorción ó durante todo el período de incubación (Tabla 10).

Compuesto presente Inhibición (% :l:DE)

durante la después de

adsorción adsorción lC¡ 1C; lT¡ lT¡T¡

SI SI 98:|:2 93:|:2 97:t6 96:t2

Sl N0 97i4 90:t6 90i5 97:t3

N0 SI 25:t9 1615 79120 l7il

NO NO 0 0 0 0

Tabla 10: Influencia del tiempo de tratamiento con los carragenanos sobre la inhibición en la
formación de placas. Se infectaron células Vero con aproximadamente 60 UFP de HSV-l en ausencia o
presencia de 20 ¡ig/ml de lC¡, lC3, 1T, ó lTlTl. Despúes de la adsorción durante l h a 4°C, se retiró el virus
no adsorbido y las células se cubrieron con MM conteniendo 0,7% de metilcelulosa con o sin compuesto, y
se incubó a 37°C durante 2 días. Los resultados son el promedio de dos experimcias :t DE.

Para 1Cl y 1C3 la inhibición fue máxima ( 2 90%) cuando los compuestos estuvieron

presentes a lo largo de todo el ensayo o cuando se los agregó solamente en la adsorción,

mientras que cuando los compuestos se agregaron con posterioridad a la adsorción la

inhibición fire marcadamente menor ( 16-25%). Para 1Tl también los mayores efectos se

obtuvieron cuando el compuesto estuvo presente durante la adsorción, pero el agregado

después de esta etapa aunque disminuyó el efecto inhibitorio mostró una reducción

altamente significativa en el número de placas (79%), confirmando que habría otro blanco

de acción además de la etapa de adsorción.

Por otra parte, la alteración estructural del carragenano 1Tl que se produce por tratamiento

alcalino originando el derivado 1T¡T¡ ( Figura 3) hizo que se pierda el efecto inhibitorio

ejercido luego de la adsorción (Tabla 10) indicando que hay una relación entre estructura y

función.
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III. 2. Efecto de los carragenanos sobre la adsorción viral

Para confirmar que el modo de acción de estos carragenanos se debe principalmente a

un bloqueo en 1aadsorción del virus a la célula, se determinó directamente la cinética de

adsorción viral en presencia o ausencia de los compuestos. Para ello se midió la cantidad

de virus unido a las células Vero luego de distintos tiempos de incubación a 4°C por dos

técnicas: medida de la cantidad de virus infeccioso adsorbido determinada por UFP

(Figura 13) y medida de la unión de partículas virales marcadas radiactivamente con 35S­

metionina (Figura 14). En ambos casos se observó una notoria disminución en la cantidad

de virus unido a la célula, el que se mantuvo casi constante en presencia de los

carragenanos en tanto que en el control se incrementó con el tiempo la cantidad de virus

adsorbido.

2000- - v- cv
. - I- 1T1

_ -k 101

-------i ---------i
- o- 1C3

Virusadsorbido(UFP)

38

500- _______ —- j ———————-_ i_ ,I ,5 ------ -- i

ii l/::___ *:=-‘=::: r: --—_n-‘ t _—_---‘=:"

15 30 45 60

Tiempo de adsorción (min)

Figura 13: Efecto de los carragenanos en la cinética de adsorción de HSV-l. Se infectaron células Vero
con HSV-l cepa F (m: l) en presencia o ausencia de los compuestos (20 ug/ml) y luego de distintos tiempos
de incubación a 4°C se determinó la cantidad de virus adsorbido a la células por UFP. CV: control de virus
sin droga. Los resultados son el promedio de dos experimentos :J:DE.
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Figura 14: Efecto de los carragenanos sobre la unión a células Vero de HSV-l marcado
radiactivamente. Células Vero fueron infectadas con HSV-l cepa F marcado con [ 35S]-L-metionina, en
ausencia y presencia de 20 ug/ml de los compuestos y luego de 60 min de incubación a 4°C se determinó la
radioactividad asociada al cultivo. CV: control de virus sin droga. Los valores representados son el promedio
de dos experimentos i DE.

III. 3. Efecto de los carra enanos sobre la intemalizacíón viral

La intemalizacíón es la etapa del ciclo de replicación viral que transcurre

inmediatamente después de la adsorción. Para analizar el probable efecto de los

carragenanos en la misma, se adsorbió el virus a 4°C y luego se elevó la temperatura a

37°C para permitir la intemalizacíón en presencia ó ausencia de los compuestos. Los

resultados de la Figura 15 demuestran que la cantidad de virus intemalizado en presencia

de los carragenanos, medido como el número de centros infecciosos después de inactivar el

virus adsorbido no penetrado, file similar que en las células sin tratar, indicando que estos

polisacáridos actúan sobre la adsorción sin afectar la intemalizacíón.
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Virusinternalizado(UFP/ml)
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Figura 15: Efecto de los carragenanos sobre la internalización de HSV-l. Se infectaroncélulas Vero con
HSV-l ( m: 1). Luego de l h de adsorción a 4°C, las células se incubaron a 37°C en ausencia y en presencia
de 20 ¡ig/ml de los compuestos. A distintos tiempos post-adsorción se midió el virus intemalizado. CV:
control de virus sin droga. Los valores representados son el promedio de dos experimentos i DE.

III. 4. Efecto de los carragenanos sobre la síntesis de groteínas virales

A continuación se estudió el efecto de los carragenanos sobre la sintesis de proteínas en

células infectadas con HSV-l. Para ello, se infectaron células Vero con HSV-l y los

carragenanos se agregaron después de la infección, analizándose la síntesis de proteínas

por agregado de [3SS]-metionina en distintos periodos, 2-4 h, 6-8 h y 10-12 h p.i., y

electroforesis en geles de poliacrilamida. En las células normales tratadas con los

compuestos no se observó ningún efecto inhibitorio sobre la síntesis de proteínas celulares

tal como lo demuestra la Figura 16 -líneas 1 a 3 confirmando así la falta de citotoxicidad

de estos carragenanos. En células infectadas con HSV-l fue evidente la inhibición de la

síntesis de proteínas celulares inducida por el virus y la aparición de bandas

correspondientes a las proteínas virales (Figura 16 línea 4), en tanto que en las células

infectadas y tratadas con los compuestos no se observó ninguna alteración en la síntesis de

proteínas virales a lo largo de los tres períodos estudiados (Figura 16 linea 5 a 7 y Figura

17 líneas 2 a 4 y 6 a 8) con respecto a sus respectivos controles. Por lo tanto, ninguno de

los tres carragenanos afectó la síntesis de proteínas virales tempranas ó tardías.
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Figura 16: Electroforesis en gel de poliacrilamida de polipéptidos marcados radiacfivamente con [358]­
metionina. l. células no infectadas tratadas con lTl; 2. células no infectadas tratadas con lC3; 3. células no
infectadas tratadas con lCl; 4. células infectadas; S. células infectadas tratadas con lC¡; 6. células infectadas
tratadas con 1C3;7. células infectadas tratadas con 1T¡. La incorporación de [3SS]-metioninase realizó entre
2-4 h p.i.

Fi ra 17: Electroforesis en gel de poliacrilamida de polipéptidos marcados radioactivamente con
[3S]-metionina. l. células infectadas; 2. células infectadas tratadas con lTl; 3. células infectadas tratadas
con 1C3;4. células tratadas con 1C¡ ; 5. células infectadas; 6. células infectadas tratadas con lTl; 7. células
infectadas tratadas con 1C3;8. células infectadas tratadas con lCl. 1-4: período de incubación 6-8 h p.i. ; 5-8:
período de incubación 10-12 h p.i.
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III. 5. Efecto de los carragenanos por pretratamiento de las células y de los viriones

Como no se demostró actividad inhibitoria de 1T] en alguna etapa del ciclo de replicación

posterior a la adsorción pero el rendimiento viral se redujo significativamente cuando este

carragenano se agregó después de la adsorción (Figura 12, Tabla 10), se decidió investigar

la posibilidad de que el compuesto actúe directamente sobre la partícula viral o sobre la

célula antes de la infección. Cuando monocapas de células Vero fueron tratadas con los

compuestos en distintas concentraciones durante 2 h a 37°C, y luego infectadas con 80

UFP de HSV-l, no se observó ninguna reducción en el número de placas respecto a los

controles sin tratar (datos no mostrados), sugiriendo que los carragenanos no interactúan

con el receptor u otra molécula en la célula húesped.

Por el contrario, la preincubación de los virus con los carragenanos resultó en una

reducción concentración -dependiente de la infectividad remanente (Tabla ll). Se observó

una notable diferencia en los niveles de actividad virucida entre los diferentes tipos de

carragenanos: 1C¡ y 1C3no tuvieron efecto significativo en la inactivación de los viriones

de HSV-l a concentraciones cercanas a la C150determinada por ensayo de reducción de

placas, mientras que IT] mostró actividad virucida aún en dosis menores de Ing/ml.

Concentración Infectividad remanente ( % del control)

(ug/ml)

lC¡ 1C; lT¡ lT¡T¡

0,5 91:t2 8lil Slzt3 95i4
2 78M 70:t6 32.:t5 9311

10 70il 61:t5 1811 76:I:5

25 64:t5 52:1:9 23:lz4 63zt3

50 56:b3 39:1:7 17:1:6 16:t4

Tabla ll: Efecto virucida de los carragenanos. Una suspensión de HSV-l cepa F se incubó durante 1,5
h a 37°C m presencia de iguales volúmenes de distintas concentraciónes de los compuestos y de MM como
controlLuego se realizaron diluciones de las mezclas y se procedió a su titulación por UFP en células Vero.
Los resultados se expresan como: 100 x titulo de virus tratado con compuesto / título de virus control y son el
promedio de dos experimentos :I:DE.
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Los valores de la C150para la actividad virucida calculada a partir de los datos mostrados

en la Tabla ll fileron >50, 27,9 y 0,5 ug/ml para 1C], 1C; y lT¡ respectivamente. La

comparación de estos datos con la C150correspondiente al ensayo de reducción de placas

(Tabla 3) indicó que la concentración de lC¡ y lC3 necesaria para inactivar a HSV-l por

pretratamiento antes de la infección fue 21,7-39,8 veces mayor que la concentración

requerida para reducir el número de placas cuando los compuestos se agregaron en el

momento de la adsorción. Por el contrario, los valores de la C150para 1T¡ en ambas

condiciones experimentales fueron similares (1,0 y 0,5ug/ml). Además, las propiedades

virucidas de lT¡ se ensayaron con otras cepas de HSV-l y también para HSV-2: la C150

para la actividad virucida de lT¡ contra las cepas 1180 BE/94 y B2006 de HSV-l y las

cepas G y 244 BE/94 de HSV-2 fueron 0,4, 0,8, 0,5 y 0,6 ¡ag/ml, respectivamente,

mientras que los valores correspondientes de C150para el ensayo de reducción de placas

fueron 0,3, 0,3, 0,4 y 0,6 pg/ml.

Las diferencias estructurales entre 1T¡, y 1C] y 1C3, pueden ser las responsables de los

distintos modos de acción, otorgándole una mayor estabilidad a la unión de lT¡ con HSV­

l, y permitiendo asi la inactivación viral. Esta hipótesis fue confirmada al analizar las

propiedades biológicas de un derivado de 1T¡ modificado químicamente. El tratamiento

alcalino de 1T. produjo la ciclización de unidades a-D-galactosa 6-sulfato y 2,6-disulfato

a unidades 3,6- anhidro-D-galactosa 2-sulfato, produciendo el derivado ciclado lT¡T¡

(Figura 3). Este compuesto mantuvo la actividad antiviral de 1T1medida por ensayo de

reducción de placas en células Vero con una CIso de 0,3 pg/ml para HSV-l (Tabla 3), pero

la propiedad virucida fue significativamente disminuída ( Tabla ll) siendo la C150de

1T¡T¡ determinada por inactivación directa del virión de 30,4 pg/ml.



IV. Selección y caracterización de variantes de HSV-l aisladas en

presencia de 1C3

Uno de los problemas en el uso de antivirales es la generación, ante el empleo continuado

de una droga, de mutantes resistentes a la misma. Asimismo, estas mutantes son una

herramienta para caracterizar el blanco de acción del compuesto en el virus. Para evaluar

esta situación en los carragenanos naturales aquí estudiados, se inició un estudio utilizando

como compuesto modelo el carragenano 1C3.

IV. l. Seleccióny clonado de variantes de HSV-l por pasajes seriados

Para estudiar el efecto del tratamiento prolongado con 1C3, se realizaron pasajes sucesivos

en células Vero infectadas con HSV-l cepa F en presencia de concentraciones crecientes

de 1C; como se describe en Materiales y Métodos. Se realizó la titulación de cada pasaje

como se muestra en la Tabla 12, para luego determinar la C150.Lo primero que se observó

es que con los pasajes fue aumentando el tiempo necesario para obtener efecto citopático

(de 24 a 72 h, aproximadamente). Respecto de la C150,se observó una gran heterogeneidad

de valores que se extienden de 0,6 a 7,3 ug/ml, producto de la misma presión de selección

y de las posibles interferencias entre cepas de distintas sensibilidades a 1C3. Con estos

valores se calculó la resistencia relativa, definida como el cociente entre la correspondiente

C150del pasaje y la C150de la cepa original, detectando un máximo valor de 6,6 en el

pasaje 15. Asimismo, se realizaron como control los pasajes sucesivos de HSV-l sin droga,

como se ve en la Tabla 13, determinando igual que lo expuesto anteriormente el título, la

C150y la resistencia relativa de cada pasaje En este caso, como era de esperar, la variación

observada estuvo algo más acotada, con valores de resistencia relativa entre 0,7 y 3,3.

Con el fin de evaluar esta situación con otro carragenano natural de ciertas características

distintas a lC3, se repitieron los pasajes sucesivos en presencia de lTl. A medida que se

aumentaban los pasajes se detectó que el tiempo necesario para obtener efecto citopático

aumentaba ( de 48 a 96 h ) y el título viral disminuía. La causa fundamental de este hecho

sería la doble acción que ejerce este compuesto, antiviral y virucida, que dificulta la

obtención de cepas resistentes. En la Tabla 14 se resumen los resultados obtenidos. Los
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efectos citopáticos de los pasajes fueron los característicos de la cepa control. Por lo tanto,

se desistió en el intento de aislar variantes virales en presencia de 1T].

N° de pasaje en Título (UFP/ml) C150(ng/ml) Resistencia
presencia de 1C; relativa*

0 1,1 x 107 1,1 1,0

1 7,8 x 105 0,9 0,8

2 2,4 x 107 2,6 2,4

3 1,4 x 107 3,2 2,9

4 3,5 x 107 2,6 2,4

5 1,5 x 107 1,0 0,9

6 5,4 x 107 0,6 0,5

7 2,0 x 107 2,1 1,9

8 4,5 x 106 3,5 3,2

9 1,6 x 107 4,6 4,2

10 l’ox los 1,5 1,4

11 6,0“07 1,6 1,5
12 6,1 x 107 4,3 3,9

13 2,2 x 107 4,1 3,7

14 4,2 x 106 6,8 6,2

15 4,1 x 107 7,3 6,6

16 2,9 x 103 3,1 2,8

17 3,2 x los 4,4 4,0

18 2,5 x 10‘ 3,1 2,8

19 6,2 x 106 6,5 5,9

20 5,1 x 106 4,9 4,4

21 1,4 x 108 3,2 2,9

Tabla 12: Pasajes sucesivos de HSV-l en presencia de 1C3. "' Resistencia relativa: C150de cada pasaje de

HSV-l / C150stock original.
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N° de pasajes de Titulo C150(pg/ml) Resistencia
HSV-l (UFP/ml) relativa*

(control)

0 1,1 x 107 1,1 1,0

l 3,3 x 107 1,1 1,0

2 1,2 x 108 3,0 2,7

3 9,5 x 106 0,8 0,7

4 3,0 x 107 0,8 0,7

5 2,2 x 107 1,7 1,5

6 1,0 x 108 1,1 1,0

7 4,6 x 107 0,3 0,7

8 4,3 x 107 2,0 1,8

9 5,4 x 107 2,4 2,2

10 3,4 x 10° 0,6 0,5

11 4,2 x 10° 3,6 3,3

12 3,6 x103 2,1 1,9

13 7,1,(108 1,8 1,6

14 1,3,¿10a 1,8 1,6

15 2,0 x los 2,8 2,5

16 4,8 x lo8 3,7 3,4

17 9,1 x 108 2,4 2,2

18 2,5 x108 1,1 1,0

Tabla 13: Pasajes de HSV-l en ausencia de lCJ. * Resistencia relativa: C150de cada pasaje / C150stock

original.

N° de pasajes en Título C150( ¡tg/ml) Resistencia
presencia de 1T. ( UFP/ ml) relativa*

0 1,2 x 107 0,7 1,0
1 6,5 x 10° 1,0 1,4
2 2,2 x 107 1,2 1,7
3 2,1 x 107 1,9 2,7
4 2,0 x 10° n.d n.d
5 9,9 x 10° 2,2 3,1
6 2,8 x 104 2,0 2,8

Tabla 14: Pasajes de HSV-l en presencia de lT¡. "‘Resistencia relativa: C150de cada pasaje / C150stock

original. n.d: no determinado
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Para evaluar el patrón de resistencia generada por 1C3, se comparó con aciclovir (ACV), el

antiviral actualmente en uso para las infecciones herpéticas, repitiendo el mismo

procedimiento de pasajes sucesivos de HSV-l en células Vero. Como se puede apreciar en

la Tabla 15, la CIsoaumentó muy rápidamente ya en los primeros pasajes y la resistencia

relativa se vio incrementada notablemente a partir del pasaje 4 con un valor de 46,6

llegando a 60,0 en el pasaje 6, pudiendo así apreciar la selección de resistencia en escasos

pasajes. Las diferencias con 1C; en los valores de resistencia relativa alcanzados fueron

realmente notables.

N° de pasaje en Título (UFP/ ml) C150( ¡ig/ml) Resistencia
presencia de ACV relativa"

0 1,1 x107 0,03 1,0

1 5,5 x 107 0,09 3,0

2 2,3 x 107 0,07 2,3

3 5,5 x 107 0,10 3,3

4 6,0 x 107 1,40 46,6

5 1,2 x 108 1,30 43,3

6 5,8 x 107 1,30 60,0

Tabla 15: Pasajes de HSV-l en presencia de ACV. " Resistencia relativa: C150de cada pasaje / C150stock

original.

Junto con las variaciones descriptas en la C150en fimción de los pasajes sucesivos en

presencia de 1C; , a partir del pasaje ll se notaron cambios en el tipo de efecto citopático

producido por el virus. En los pasajes iniciales se observaba redondeamiento celular,

primero en focos sobre la monocapa, luego diseminado a todo el cultivo. A partir del

pasaje ll, se observó la fonmción de células multinucleadas tipo sincício, por fiisíón de

células contiguas infectadas. Asimismo al titular cada pasaje, se detectó a partir del pasaje

ll un cambio notorio en el tamaño de las placas, coexistiendo placas chicas de l mm



(características de la cepa original) y placas grandes de 1,5-2 mm, hasta el pasaje 16, a

partir del cual se mantuvo una homogeneidad en las placas de mayor tamaño. Esta

característica en la citopatogenicidad de cada pasaje se cuantificó, tal como se muestra en

la Tabla 16.

N° de Título Placas Placas
pasaje (UFP/ml) chicas grandes

(%) ("/o)

11 6,0 x107 58,8 41,2

12 6,5 x ¡07 89,2 10,3

13 2,3 x 107 72,7 27,3

14 4,0 x 10° 70,0 30,0

15 4,6 x 107 71,7 28,3

16* 2,7 x 10‘ 59,2 40,7

Tabla 16: Características de las placas producidas por distintos pasajes
con 1C3. ‘A partir del pasaje 16, 100% de placas grandes.

Para estudiar mejor las variaciones producidas en HSV-l por los pasajes continuados en

presencia de 1C3 , se aislaron clones a partir de los pasajes 13 y 14. Cada clon fue

amplificado en células Vero y los correspondientes stocks fiJeron titulados, a fin de

determinar el tipo de placa que producían. Para cada clon se registró el titulo del stock, el

tamaño de placa y el tipo de efecto citopático (sincícíal ó no sincicíal). Como puede verse

en la Tabla 17, se estudiaron 9 clones del pasaje 13 y 6 clones del pasaje 14. Del total de

15 clones, 13 clones mostraron efecto citopático diferente al stock original con formación

de sincicios y muchos de ellos también produjeron placas de mayor tamaño. Sólo 2 clones

del pasaje 14 ( l4-4 y 14-6) retuvieron el fenotipo no sincicial de la cepa original.
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Clones Título del stock Efecto citopático Tamaño de placa

seleccionados con ( UFP/ml )

1C,

l3-l 3,6 x 105 sincicial l mm

13-2 4,1 x 10s sincicial 1,5 mm

13-3 3,5 x 108 sincicial l mm

13-4 4,8 x 10a sincicial > 2 mm

13-5 1,0 x 109 sincicial 1,5 - 2 mm

13-6 3,3 x 10‘ sincicial 1,5 - 2 mm

13-7 1,2 x 109 sincicial 1 mm

13-8 1,8 x 109 sincicial > 2 mm

13-9 2,3 x 109 sincicial 1,5 - 2 mm

14-1 4,6 x 107 sincicial 1,5 mm

14-2 6,4 x 107 sincicial 1 - 1,5 mm

14-3 6,5 x 107 sincicial 1 mm

14-4 2,1 x 107 no sincicial l mm

14-5 6,7 x 107 sincicial > 2 mm

14-6 7,7 x 107 no sincicial 1 - 1,5 mm

Tabla 17: Características citopáticas de los distintos clones obtenidos de los pasajes 13y 14en
presenciade ng.

Como control, se hizo el mismo procedimiento de clonado con el pasaje 10 de HSV-l en

ausencia del compuesto. Se estudiaron 6 clones y ninguno mostró variaciones en el tamaño

de placas ni fenotipo sincicial, indicando que estas características fueron efectivamente

inducidas por 1C; y no por los pasajes sucesivos en células Vero.

IV. 2. Susceptibilidad a polisacáridos de las variantes de HSV-l

Con el fin de comprobar si el fenotipo sincicial de los clones aislados se relacionaba con la

resistencia parcial a 1C; y a otros tipos de polisacáridos, se procedió a determinar la C150

por plaqueo directo en monocapas de células Vero, frente a distintos compuestos: 1C3, los



otros dos carragenanos 1T¡ y 1C¡, otros polisacáridos como heparina y dextran sulfato, y

aciclovir, ya que está descripto que algunas cepas sinciciales de HSV son resistentes a

aciclovir (Morfin y col, 1996; Pertel y col,l996; Andrei y col, 1997; Pelosi y col, 1997).

Clon CI 50' (RR)"

1C; 1T. lC¡ Aciclovir Heparina DS 8000

F l,l 0,4 3,2 0,013 1,3 1,8

13-3 3,9 (3,5) 0,8 (2,0) 8,4 (2,6) 0,010 (0,8) 6,8 (5,2) 5,2 (2,9)

13-8 1,2 (1,1) 0,6 (1,5) 2,6 (0,8) 0,018 (1,4) 6,3 (4,8) 4,4 (2,4)

13-9 4,5 (4,1) 3,9 (9,7) 9,7 (3,0) 0,006 (0,5) >10 (>7,7) 3,4 (1,9)

14-1 11,6 (10,5) 2,9 (7,2) 40,0 (12,5) 0,032 (2,5) 13,2 (10,1) 10,0 (5,5)

14-3 3,9 (3,5) 1,2 (3,0) 6,8 (2,1) n.d 3,1 (2,4) 1,0 (0,6)

14-4 6,4 (5,8) 8,1 (20,5) 12,1 (3,8) n.d 3,7 (2,8) 2,1 (1,2)

Tabla 18 : Susceptíbilidad a distintos compuestos de las variantes de HSV-l. ' c1,o(pyml) determinada
por reducción de placas a1 células Vero. b Resistencia Relativa: relación entre la C150para cada variante y la
Clso de la cepa F original.

Como se observa en la Tabla 18 las variantes de HSV-l mostraron un rango variado de

susceptibilidad frente a 1C3 respecto de la cepa parental. Los valores más altos de

resistencia los presentaron las variantes 14-1 y 14-4, la primera de fenotipo sincicial y la

segunda no. Además un clon típicamente sincicial como el 13-8 mostró una C150similar a

la cepa original, en tanto que otros clones sinciciales (13-3, 13-9, 14-3) fileron

moderadamente resistentes con valores de C1503-4 veces superiores al de la cepa F. Por lo

tanto se puede concluir que el fenotipo sincicial es independiente de la resistencia a 1C3.

La susceptibilidad de los clones frente a los otros carragenanos y polisacáridos ensayados

fue similar que ante 1C3,en tanto que la mayoría de los clones fiJeron susceptibles al ACV.

Se eligieron las variantes 13-3, 13-8 y 14-1 con diferente nivel de susceptibilidad a 1C; a

fin de caracterimr su capacidad sincicial y tratar de relacionarla con las propiedades

biológicas de estas variantes y las alteraciones inducidas por el tratamiento con 1C3.
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IV. 3. Caracterización de los sincicios producidos por las variantes de HSV-l

La mayoría de los clones aislados mostraron capacidad de formar sincicios en células

Vero, induciendo una extensiva fusión célula-célula en los cultivos infectados, a diferencia

de lo que se observa con la cepa salvaje que produjo redondeamiento celular y

desprendimiento ( Figura 18 ).

Para establecer si la capacidad de formar sincicios era dependiente del tipo de célula, se

ensayaron diferentes cultivos susceptibles a HSV-l. Con células CV-l ( línea celular de

riñón de mono verde africano, como las Vero), las variantes produjeron un efecto

citopático comparable con el obtenido en células Vero ( Figura 19 ). La capacidad

fusogénica se puso de manifiesto en el tamaño de los sincicios pues se formaron

policariocitos con un elevado número de núcleos/sincicios en ambos tipos de células

(Tabla 19 ). Por el contrario, en células HEp-2, astrocitos y células PH las variantes no

formaron sincicios sino que dieron el redondeamiento característico de la cepa salvaje.

Tipo de célula Fenotipo Núcleos/sincicio

Vero sincicial 708 i 76

CVl sincicial 588 á: 150

HEp-2 redondeamiento

Astrocitos redondeamiento

PH redondeamiento ­

Tabla 19: Caracterización de los sincicios producidos por la variante 13-8. Se infectaron monocapas de
células crecidas m cubreobjetos con la cepa sincicial 13-8 ( m: 0,01 UFP/célula) y se incubó a 37°C durante
48 h. Luego se lavaron con PBS y se visualizó los sincicios por tinción con Giemsa y microscopía. Los
resultados son el promedio del recuento de 20 sincicios i DE.



RESULTADOS

Figura 18: Efecto citopático en células Vero infectadas con HSV-l. Monocapas de células Vero se
ínfectaron con 100 UFP de la variante síncícial 13-8 y la cepa original de HSV-l (F). A las 48 h p.i. se
tiñeron las monocapas con Gíemsa. Control celular (A), cepa F (B), clon 13-8 (C) (lOOX).
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RESULTADOS

Figura 19: Efecto citopático en células CVl infectadas con HSV-l. Monocapas de células CV] se
infectaron con 100 UFP de la variante sincicial 13-8 y la cepa original de HSV-l (F). A las 24 h p.i. se
tiñeron las monocapas con Giemsa. Control celular (A), cepa F (B), clon 13-8 (C) (IOOX).
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IV. 4. Susceptibilidad de las variantes de HSV-l a melitina y Ciclosporina A

Se ha descripto que mutaciones no letales en algunos de los genes de HSV-l, incluyendo

UL20, UL24, gB y gK, producen mutantes formadoras de sincicios (Pertel y col 1996;

Dolter y col, 1994). Para una primera aproximación de la localización de la alteración

responsable del fenotipo sincicial en nuestras mutantes, se utilizaron dos inhibidores de la

formación de sincicios inducidos por HSV.

La Ciclosporina A inhibe la formación de sincicios dando redondeamiento celular si la

mutación no está en la cola cítoplasmática de gB (Walev y col, 1994). Cuando se titularon

los clones 13-8 y 14-1, en presencia de distintas concentraciones de ciclosporina A ( 0,6­

100 ¡ig/ml), no se observó ninguna inhibición de la formación de sincicios y la infectividad

de las mutantes no mostró reducción significativa (Tabla 20). Esto implicaría que las

mutaciones responsables del fenotipo sincicial estarían en gB.

Cepa Melitina Ciclosporina A MM
F R R R

clon 13-8 S S S

clon 14-1 S S S

Tabla 20: Capacidad fusogénica de las variantes sinciciales frente a diferentes inhibidores. Monocapas
de células Vero se ínfectaron con 40 UFP/pocillo de cada clon. Después de la adsorción, se descartó el
inóculo y las células se cubrieron con MM en presencia ó ausmcia de distintas concentraciones de los
inhibidores. Luego de 48 h de incubación a 37°C se visualizaron y contaron las placas previa tinción de
Giemsa. R: Redondeamiento celular S: Sincicios. MM: medio de mantenimiento.

La melitina, un veneno de abeja que bloquea las ATPasas de Na‘VK+, inhibe la formación

de sincicios si la mutación se encuentra en gK (Baghian y Kousoulas, 1993). Cuando se

titularon, en presencia de distintas concentraciones de melitina (0,06-1 uM), los mismos

clones utilizados con la Ciclosporina A no mostraron reducción de la infectividad ni

inhibición en la formación de sincicios (Tabla 20). Esto sugeriría que las mutaciones

sinciciales de estos clones no estarían involucrando a la gK.

Por lo tanto, estos resultados indicarían que la mutación responsable del fenotipo sincicial

inducido por 1C3 estaría localizada en gB. A su vez, la resistencia de algunos de estas
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variantes a 1C3,con independencia de su capacidad sincicial, podría indicar una alteración

en gC.

IV. 5. Virulencia para ratón de las variantes sinciciales

En una variante sincicial de HSV-l con mutación en gB se han descripto alteraciones en la

patogenicidad para ratón ( Goodman y col, 1990), sugiriendo un posible rol de gB en la

infección in vivo con HSV-l. A fin de comparar la capacidad patogénica de los clones

sinciciales aislados con 1C; respecto a la cepa parental F se procedió a la inoculación por

vía intraperitoneal de distintas diluciones de virus, en ratones OFl de 4 a 6 semanas de

vida. En la Tabla 21 se muestran los resultados obtenidos, pudiendo apreciarse que tanto la

cepa parental como las sinciciales presentaron indices de virulencia (IV) parecidos con

valores del orden de 105UFP/DLso , con un pequeño atraso en el dia promedio de muerte

para los clones sinciciales. Por lo tanto, el modelo de infección intraperitoneal en ratones

OFI es poco susceptible a la infección con HSV-l, tanto para la cepa original como para

las variantes sinciciales. Con el objeto de exacerbar las posibles diferencias en la

patogenicidad de las cepas sinciciales con respecto a la cepa salvaje se trató de encontrar

un sistema más sensible a la infección con HSV-l.

Con tal propósito, se inocularon por vía intracerebral ratones lactantes de 2-3 días, con

distintas diluciones de virus. Como lo muestra la Tabla 21, el modelo resultó más

susceptible para medir la virulencia de HSV-l ya que los índices de virulencia oscilaron

entre O,l9-0,54 UFP/DLso , pero nuevamente no hubo variaciones importantes entre las

variantes sinciciales y la cepa salvaje.



HSV-l
Cepa F Clon 13-3 Clon 13-8

Vía¡ntraperitoneal

Titulo (UFP/ml) 2,6 x 107 2,6 x 108 1,1 x 10‘

Titulo (DLso/ml) 0,8 x102 1,5 x 103 9,5 x 102

Indice de
virulencia 3,3 x 105 1,6 x 105 1,1 x 105

(UFP/DLso)

Día promedio de 13,5 i 0,7 10,2 i 3,4 12,3 i 5,7
muerte

Víaintracerebral

Título (UFP/ml) 1,2 x 107 2,5 x 107 2,6 x 107

Título (DLso/ml) 2,2 x 1o7 1,2 x 10‘ 1,3 x 108

Indice de
virulencia 0,54 0,21 0,20

(UFP/DLso)

Día promedio de 4,3 i 1,0 4,6 :I:0,5 3,8 i 0,9
muerte

Tabla 21: Virulencia para ratón de las variantes sinciciales. Se inocularonratones OF] de 4-6 semanas de
edad por vía intraperitoneal y neonatos por vía inn-¿cerebral con diluciones seriadas decimales
correspondientes a las cepas sinciciales y parental. La dosis letal 50% se calculó analizando el método de
Reed y Müench. El índice de virulmcia se calculó como la relación: Título (UFP/ ml) / Título (DL50/ ml ).

IV. 6. Ciclo de crecimiento

Se estudió el ciclo de crecimiento de las variantes en células Vero y, en particular, las

etapas tempranas del ciclo, adsorción y penetración, en comparación con la cepa parental,

para establecer si el fenotipo sincicial y las probables alteraciones en gB/gC podrían estar

asociados a algún cambio en la capacidad de multiplicación de las variantes.

En primer término, se realizaron las curvas de crecimiento en células Vero de los 3 virus,

titulándose la producción de virus intra y extracelular. Como se observa en la Figura 20, el

ciclo de crecimiento para las variantes sinciciales mostró escasas diferencias con respecto

a la cepa original, igualándose la producción viral a las 20 h de infección.
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RESULTADOS
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Figura 20: Curvas de crecimiento intracelular y extracelular. Se infectaron células Vero con las distintas
variantes y la cepa control ( mcl ). A los distintos tiempos p.i, se determinó por UFP en células Vero el
rendimiento viral intracelular (A) y extracelular (B). Los resultados son el promedio de dos experiencias :i:
DE.

También se comparó el comportamiento de las variantes 13-8 y 14-1 y la cepa parental en

las etapas tempranas de la infección, estudiando la adsorción e intemalización en células

Vero. No se encontraron diferencias ni en la eficiencia ni en la cinética de ambos procesos

entre las variantes y la cepa F.

74



V. Evaluación de la actividad antiviral in vivo

V.l Modelo de infección vaginal con HSV-2

Con el fin de poner a punto un modelo experimental que reprodujera las infecciones

vaginales provocadas por HSV-2 y posibilite las pruebas in vivo de los antivirales

seleccionados, se procedió a ensayar la inoculación por esa vía de diferentes cepas de

ratones (OFl y BALB/c) y cepas de HSV-2 (G, 244 BE/94 y MS).

En primer término, se utilizó la cepa G de HSV-2 que fue la empleada en los estudios in

vitro. Como se puede observar en la Tabla 22, los resultados obtenidos para los ratones

OFl infectados con esta cepa fueron muy irregulares, no guardando una relación adecuada

dosis-respuesta. Tanto la morbilidad, caracterizada por inflamación, lesión ó parálisis,

como la mortalidad no se incrementaron proporcionalmente al aumentar la dosis de virus

inoculada.

Los ratones BALB/c infectados con cepa G mostraron una mejor relación entre dosis

inoculada y respuesta. Sin embargo, los niveles de mortalidad alcanzados fueron aun muy

bajos e irregulares y muy retrasado el día promedio de muerte (Tabla 22).

Para tratar de conseguir mejor respuesta en los animales se probaron otra cepa de

referencia, MS, y un aislamiento clínico, 244 BE/94, utilizando sólo los ratones BALB/c.

La cepa 244 BE/94 produjo un alto porcentaje de morbilidad y mortalidad sólo con dosis

de virus superiores a 107UFP. (Tabla 22). Por el contrario, la cepa MS exhibió el mayor

grado de virulencia, ya que con una dosis de 2,7 x 105UFP produjo enfermedad en todos

los animales, caracterizada por inflamación y enrojecimiento, pérdida de pelo y lesiones

ulcerosas perivaginales, y parálisis fláccida bilateral, con un 90% de mortalidad en menos

de lO días. Con esa misma dosis, la respuesta con todas las otras cepas fire mínima ó nula.
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CepaCepa ratónviral
OFlG

N'deratonas

UFPpordosis

1,6x106 1,6x105 1,611104

n°/total

1/5 2/5 4/5

Morbilidad

%
20,0 40,0 80,0

DíaEromedio

lLOiO
11,5:k0,7 15,2:h3,8

n°/total

0/5 l/S 0/5

Mortalidad

% 0
20,0

0

DíaEromedio

sobrevida

l&010
sobrevida

6x106 6x10’

4/5 3/5

80,0 60,0

SfliO 5,0:l:0

2/5 1/5

40,0 20,0

15,5:1:4,9
IQOiO

BALB/cMS

2,7x105 2,7x10‘

10/10
8/9

100 88,0

7,2:l:0,4 7,4:1:0,7

9/10
4/9

90,0 44,0

9,7:l:2,0
11,2:l:2,1

244
BE/94

2,1x107 2,1x10°

lO/10
4/9

100 44,4

6,7i:0,5 ZOiO

10/10
3/9

100 33,3

8,1:l:0,9 llOiO

Tabla22:ComparacióndedistintosmodelosdeinfecciónvaginalconHSV-2.TodoslosanimalesseinocularonconunasoladosisdeHSV-2,previaadministracióndemedroxiprogesterona5díasantes.Sesiguiólaevolucióndemorbilidadymortalidadalolargode20días.

RESULTADOS



V.2. Efecto protector de 1C; y lT¡

Obtenidas las condiciones óptimas de infección herpética por vía vaginal en un modelo

murino, se procedió a ensayar la actividad protectora de 1C3 y 1T¡ que fueron los

carragenanos más efectivos in vitro.

Para ello, se infectaron ratones BALB/c con 1,6 x 105 UFP de HSV-2 cepa MS por vía

intravaginal. Se trabajó con 4 lotes de animales: el primero se lo utilizó como control,

inoculando dos dosis de PBS 5 min antes de la infección y a las 2 h post-infección; el

segundo lote recibió sólo una dosis de 1C; ó 1T¡ 5 min antes de la infección; el tercero

recibió 3 dosis, 5 min antes de la infección, 2 h y 24 h post-infección y el cuarto lote, 4

dosis, 5 min antes de la infección, 2 h, 5 h y a las 24 h post-infección.

Lote dosis 1C; Mortalidad LV
UFP/ml

n°/total % día promedio

control 8/10 80,0 10,2 d:4,2 4300

1° 1 8/10 80,0 8,7 :1:2,3 360

2° 3 6/11 54,5 9,0 i 2,5 230
(0, 2, 24)*

3° 4 7/10 70,0 12,0 d:4,3 140
(0, 2, 5, 24)

Tabla 23: Efecto antiviral del carragenano 1C; en infecciones intravaginales murinas por ¡{SV-2.
*Tiempo de aplicación de las dosis, 0: 5 min antes de la infección, 2: 2 h post-infección, 5: 5 h post­
infección, 24: 24 h post-infección. LV: Lavado vaginal a los 3 dias post-infección.

Como se puede observar en la Tabla 23, el tratamiento con una sola dosis de 1C;

inmediatamente antes de la infección no fue efectivo ya que los valores de mortalidad y día

promedio de muerte resultaron similares a los obtenidos para el grupo contro]. Al aumentar

el tratamiento a 3 dosis la mortalidad se redujo al 54,5% respecto del 80% obtenido para el

grupo control. El agregado de una cuarta dosis de 1C; no resultó en un aumento de la

protección. En todos los lotes tratados con 1C; la detección de particulas virales en los



lavados vaginales realizados al tercer día post-infección mostró un notable descenso en la

cantidad de virus infectivo producido, ya que para los 3 casos los títulos virales

experimentaron una reducción superior al 90% respecto del control, mostrando un efecto

gradual de acuerdo al número de dosis de 1C3inoculadas.

En la Figura 21 se presenta el detalle de la evolución diaria de signos de morbilidad en los

distintos lotes de animales infectados con HSV-2 y tratados con lC3.

Los animales ínoculados en el lote control desarrollaron la sintomatología característica de

manera temprana, detectándose a los 5 días post-infección enrojecimiento e inflamación de

la zona perivaginal (Figura 21 A) en el 80% de los ratones. La patología cursó rápidamente

con desarrollo de lesiones conspicuas (Figura 21 B) que aparecieron en la mayoría de los

animales al 7° día post-infección para terminar con parálisis fláccida del tren posterior

(Figura 21 C) seguida de muerte. Esta sintomatología también se observó en los lotes

tratados con 1C; aunque en forma retrasada respecto del lote control. Estas

manifestaciones resultaron evidentes para el lote que recibió 4 dosis del compuesto ya que

el enrojecimiento perivaginal continuó apareciendo hasta el día 8° post-infección. Resultó

sorprendente el hecho de no observar lesiones en estos animales tal como ocurrió en el

control y los lotes l y 2, a pesar de que la proporción de animales paralíticos como asi

tambien el porcentaje de mortalidad no fue significativamente menor a dichos lotes. Este

hecho podría indicar que si bien el aumento en el número de dosis de tratamiento reduciría

las lesiones locales, no sería capaz de impedir la diseminación viral dentro del organismo,

causa de la parálisis y posterior muerte de los animales.
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Como lo muestra la Tabla 24, los resultados obtenidos con lT¡ fueron altamente

satisfactorios.

Lote dosis lT¡ Mortalidad LV
UFP/ml

n°ltotal % día promedio

control 8/10 80,0 10,2 i 4,2 4300

1° 1 1/10 10,0 16,0i0 <10

3 .O

2 (o, 2, 24),, 0/10 0,0 sobrevrda <10

3° 4 0/10 o o sobrevida <10
(0, 2, 5, 24) ’

Tabla 24: Efecto anfiviral del carragenano 1T. en infecciones intravaginales murinas por ¡{SV-2.
* Tiempo de aplicación de las dosis, 0: 5 min antes de la infección, 2: 2 h post-infección, 5: 5 h post­
infección, 24: 24 h post-infección. LV: Lavado vaginal a los 3 días post-infección.

La capacidad protectora de este carragenano fue muy superior a la de 1C3,obteniéndose un

90% de protección con la aplicación de una sola dosis y el 100% de sobrevida al aumentar

su dosificación. En el 10% de los animales tratados con l sola dosis que se produjo

mortalidad, la sintomatología fue similar al control, pero se extendió el día promedio de

muerte de 10,2 a 16 días. Las diferencias obtenidas en mortalidad entre los animales

tratados con lT¡ respecto del control fiJeron significativas (P<0,001), mientras que para

1C; no presentaron diferencias significativas (P<0,05). No se detectó infectividad en los

tres lotes de animales tratados con 1T¡.
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El presente estudio acerca de las propiedades biológicas de los carragenanos obtenidos del

alga Gigartina skottsbergii demostró que la mayor actividad antiviral estuvo asociada con

los carragenanos naturales (kappa/iota, mu/nu y lambda) extraídos de los diferentes

estadios del alga, en tanto que los derivados ciclados preparados por tratamiento alcalino

de los anteriores en general mostraron menor efecto antiviral. Como se observa en la Tabla

2, las alteraciones producidas en los compuestos en el proceso de ciclación comprenden en

muchos casos un aumento de la proporción de 3, 6-anhidro galactosa y una disminución

del peso molecular. Sin embargo, no pudo establecerse claramente una relación estructura­

fiinción ya que las mayores variaciones observadas en las características químicas no

siempre se correspondieron con la mayor pérdida de actividad (Tablas 2 y 3).

Para otros polisacáridos sulfatados, se ha descripto que la actividad antiviral puede estar

aportada por distintos factores estructurales como peso molecular, grado de sulfatación,

distribución de los grupos sulfatos y tipo de uniones polimérícas ( Neyts y col, 1992 ).

Respecto del peso molecular y el grado de sulfatación, todos los compuestos ensayados

caen dentro del rango descripto para una buena capacidad antiviral, ya que presentan un

contenido de SO3Na superior al 20% y el peso molecular oscila entre 12 y 198 kD. Por

ejemplo, con dextran sulfato se ha observado que con un peso molecular entre lO y 500 kD

no hay grandes variaciones en la actividad antiviral contra distintos virus envueltos, en

tanto que con muestras de peso molecular inferior a 5 kD se pierde bruscamente la

capacidad inhibitoria (Witvrouw y coL 1991). En nuestro caso, también se cumplieron

estas condiciones ya que todos los compuestos ensayados con peso molecular mayor a 12

kD mostraron un grado variable de actividad antiherpética (Tabla 3), en tanto que la

hidrólisis de los carragenanos lambda produjo oligosacáridos sulfatados de bajo peso

molecular y que perdieron totalmente sus propiedades biológicas.

Para el estudio más detallado de la actividad antiviral de los carragenanos se seleccionaron

los compuestos más activos dentro de cada tipo estructural: lCl (kappa/iota), 1C3(mu/nu)

y 1Tl (lambda).

Hay tres puntos muy importantes que cabe destacar inicialmente respecto de estos tres

compuestos:

l) el amplio espectro de la actividad antiherpética; 2) la falta de citotoxicidad; 3) la

carencia de actividad anticoagulante significativa.



Los tres carragenanos fileron igualmente activos contra cepas de referencia de HSV-l y

HSV-2 como contra aislamientos clínicos obtenidos en el país y contra variantes TK'

resistentes al aciclovir (Tabla 6), antiviral actualmente en uso generalizado para el

tratamiento de las infecciones herpéticas. Estas características abren la posibilidad del

ensayo de los carragenanos en combinación con aciclovir para determinar si existe o no

sinergismo entre ambos, como etapa previa del empleo de ambos compuestos en terapias

combinadas, única posibilidad actual de enfrentar con éxito un tratamiento prolongado de

infección herpética en individuos inmunocomprometidos. Estos ensayos tienen buenas

perpectivas de éxito ya que, carragenanos y aciclovir tendrían distintos blancos de ataque

en la infección viral.

Además de mostrar amplitud de espectro de acción respecto del virus, los carragenanos

también fueron activos en distintos tipos celulares, incluyendo células de origen neural

como los astrocitos murinos y células de prepucio humano (Pl-I) (Tabla 7). Esto indica que

su acción es independiente de la naturaleza de la células y la cantidad de receptores

celulares. Estos resultados señalan una ventaja para estos polisacáridos respecto de oh-os

tipos de antivirales ensayados, en los que se detectó diferencias en la actividad antiviral

medida a través de la CI50según el tipo celular utilizado ( De Clercq, 1982).

La falta de toxicidad de los tres carragenanos se demostró utilizando distintas

metodologías. Tanto por recuento de células viables como por lectura de densidad óptica

en la reacción de MTT, los tres carragenanos no afectaron la viabilidad celular hasta la

mayor concentración ensayada (l mg/ml) sobre células confluentes, que son las utilizadas

para los ensayos antivirales. En consecuencia, los valores del indice de selectividad para

estos compuestos están muy por encima de los niveles minimos (alrededor de 10) que

avalan el estudio más detallado de las propiedades antivirales de una sustancia. Asimismo

se demostró que los carragenanos tampoco afectan la capacidad de crecimiento de células

en proliferación, luego de 72 horas de incubación en presencia de concentraciones del

orden de 250-500 ug/ml, aproximadamente 500 veces superiores a la concentración

efectiva antiviral (Tabla 5). En concordancia con estos resultados, la síntesis de proteínas

celulares tampoco resultó significativamente afectada por los carragenanos, con la sola

excepción de lTl que redujo la síntesis de proteínas al 40% al ser utilizado en una dosis de

500 ug/ml. Sin embargo, debe hacerse notar que hasta 250 ug/m], concentración muy



superior a la CI que está en el orden de l ¡ig/ml) ninguno de los tres carragenanos afectóso (

el metabolismo celular, la viabilidad ni la capacidad proliferativa, remarcando la gran

selectividad de los compuestos.

Numerosos polisacáridos con actividad antiviral han presentado la desventaja de tener una

notoria acción anticoagulante, lo que fi'ustra sus posibilidades de aplicación terapéutica

(Yamada y col 1997; Hirata y col, 1994). Como se observa en la Tabla 4, los carragenanos

aislados de Gigartina skottsbergíi no presentan este inconveniente ya que se requieren

concentraciones muy superiores a la C150para producir alteraciones en el tiempo de

trombina y algunos compuestos como 1Cl y 1C3, ensayados en dosis de hasta 200 pg/ml,

sólo llegan a duplicar este valor.

En los últimos años, varios trabajos han reportado la actividad antiviral de distintos

polisacáridos sulfatados, efectivos contra HSV, HIV y CMV. Los compuestos ensayados

incluyen mananos, glucanos, galactanos y fucanos sulfatados ( McClure y col, 1991;

Koizumi y col 1993; Beutler y co], 1993; Damonte y col, 1994; Witvrouw y col 1994;

Kolender y col, 1997) como así también K-, t- y ¡»carragenanos ( Gonzalez y col, 1987;

Nakashima y co], 1987; Baba y col, 1988; Girond y col, 1991; Hamasuna y col, 1993), de

origen comercial ó extraídos de fuentes naturales. Sin embargo, los resultados presentados

en cuanto a la falta de efectos citotóxicos y citostáticos, la carencia de actividad

anticoagulante, el amplio espectro de acción antiherpética y la eficacia de 1C¡, 1C; y 1T¡

de bloquear la multiplicación de HSV aún a multiplicidades de infección muy elevadas,

marcan importantes ventajas de estos carragenanos naturales, que nos impulsaron a

estudiar su modo de acción y probarlos en modelos de infección herpética in vivo.

Los estudios del mecanismo de acción de los distintos tipos de carragenanos sobre HSV-l

indican que lC3, 1Cl y 1Tl afectarían principalmente la etapa inicial de adsorción viral,

demostrado tanto por ensayos de infectividad como de unión de viriones marcados

radiactivamente (Figuras 13 y 14). También se analizó la posibilidad de que estos

compuestos actuen además sobre una etapa posterior en el ciclo viral, dado que hay

trabajos de otros grupos que han mostrado que polisacáridos sulfatados pueden actuar en

etapas posteriores a la unión a la célula (Gonnlez y col, 1987; Callahan y col, 1991; De

Vreesc y 001,1996). Ninguno de los tres compuestos afectó la intemalización (Figura 15),

ni la síntesis de proteínas tempranas y tardías de HSV (Figuras 16 y 17).



Se sabe que la interacción inicial de HSV con la célula huésped es a través de la unión de

los viríones a los residuos heparan sulfato de proteoglicanos de la membrana celular. Hasta

ahora, se han descripto diez glicoproteínas de membrana en HSV. Dos de ellas, gC y gB,

tienen capacidad de unirse a heparan sulfato y heparina (Laquerre y col, 1998; Herold y

col, 1991, 1994; Spear, 1993). La unión iniciala heparan sulfato ocur-rea través de gC

( Herold y col, 1994, Goodman y col, 1990 ) actuando gB como antirreceptor en ausencia

de gC (Klupp y coL 1997; Herold y col, 1994; Weizhong y col, 1988). Luego, la

glicoproteína gD se une a un segundo receptor de naturaleza proteica. Hay 3 clases de

moléculas en la superficie celular que pueden actuar como receptores para gD: HVEM,

también llamada HveA, un miembro de la familia de receptores del factor de necrosis

tumoral; nectin-l, conocida como Prrl o HveC, y nectin-Z, tambien llamada Prr2 o HveB,

ambos miembros de la superfarnilia de las inmunoglobulinas; y sitios especiales en heparan

sulfato generados por 3-0- sulfotransferasas específicas (Terry-Allison y col, 2001, 1998).

Esta unión a gD dispara el evento de filsión de la membrana celular con la envoltura de

HSV para permitir la entrada del virus a la célula. Se ha demostrado que hay cuatro

glicoproteínas virales necesarias para la entrada de HSV-l: gB, gD, gH y gL.

Por lo tanto cabría postular que los carragenanos interferirían a través de las cargas

negativas de los grupos sulfato con la interacción inicial entre gC y los residuos heparan

sulfato, dada la similitud estructural entre el receptor celular y los polisacáridos analizados.

Un mecanismo similar se ha postulado para otros polisacáridos activos como heparina y

dextran sulfato (Baba y col, 1988). Sin embargo, hay muchos datos contradictorios en la

bibliografia sobre el mecanismo de acción antiviral de sustancias polianiónicas tanto sobre

herpesvirus como sobre HIV, y el análisis de los resultados obtenidos en nuestro caso

también indicaría que la situación no es tan sencilla. Aunque hasta el presente, el sitio de

unión al receptor de la gC no está totalmente claro, hay un grupo de aminoácidos básicos

en la proximidades de una región muy hidrofilica cerca del N-terminal de gC, el cual

podría ser considerado como dominio de unión al heparan sulfato (Tal-Singer y col, 1995;

Trybala y coL 1994). Esta región en la porción N-terminal, compartida por otros

miembros de la familia de la proteína gC dentro de los alfaherpesvirus (Flynn y col, 1993;

Liang y col, 1993), es tal vez el sitio con el cual los carragenanos pueden interactuar.

Los estudios del efecto del tiempo de adición de los compuestos ( Figura 12 ) mostraron

que aunque los tres carragenanos afectaban predominantemente la unión del virus a la



célula, no podía descartarse otro efecto adicionaL particularmente en el caso de lTl. Dado

que una posibilidad es que el virus no pueda unirse a la célula debido a que es inactivado

por unión directa al carragenano, se midió la actividad virucida de los compuestos. Este

estudio confirmó las diferencias entre lTl y los otros dos carragenanos, ya que 1Cl y 1C3

inactivaron el virus sólo a concentraciones muy altas en tanto que para 1Tl la CISo

determinada por inactivación viral fue similar al valor obtenido sobre células (Tabla ll).

Esto indicaría que 1Cl y 1C3efectivamente interfieren en la unión entre el virus y la célula,

sin tener capacidad directa de unión al virus ni a la célula. Por el contrario 1Tl sería capaz

de establecer una unión estable con el virus y a través de este mecanismo impediría la

posterior unión a la célula. Esta propiedad de 1Tl se pierde por tratamiento químico, ya

que lTlTl no es virucida y muestra un modo de acción similar a 1Cl y lC3 , por lo que

alguna característica estructural de 1Tl parece ser responsable de su unión estable a HSV-l

y de su actividad virucida. La divergencia de la estructura química entre los carragenanos

podría explicar sus diferentes comportamientos. Las diferencias principales de la estructura

primaria de 1T¡ comparada con 1C¡ y lC3 han sido descriptas en la Figura 3, Tabla 2

(Carlucci y coL 1997): la relación molar galactosa: 3,6-anhidrogalactosa es 120,03, 120,64

y 120,37 para lTl, 1C¡ y 1C3, respectivamente; la ubicación en los residuos de B-D­

galactosa del grupo sulfato es en 1T. sobre C-2 y en 1C¡ y 1C3 sobre C-4 ; y el contenido

de residuos de a-D-galactosa 2,6-disulfato es mayor en lTl. Hasta el presente, es dificil

asegurar cual (o todas) de estas diferencias químicas es la responsable del particular

comportamiento de 1T¡ interaccionando con HSV-l.

Son conocidas las consecuencias que desencadena el uso de ciertos antivirales en terapias

prolongadas ó de uso continuo, como lo demuestra el empleo del ACV con la aparición de

cepas resistentes (Fillet y col, 1998; Sasadeusz y coL 1996). El comportamiento de los

carragenanos de Gigartina skosbergíi en cuanto a su capacidad de inducir la aparición de

variantes resistentes fue notablemente diferente al del ACV. Como ya se ha descripto,

ACV seleccionó rápidamente en células Vero por mutantes de HSV-l resistentes con un

valor de C15060 veces superior luego de sólo 6 pasajes. Con el mismo esquema de pasajes

seriados, lT¡ no indujo resistencia sino que llevó a la desaparición del virus del cultivo,

probablemente por su capacidad virucida. Por su parte, 1C; produjo variantes que sólo

llegaron a aumentar el valor de la C15010 veces como máximo de resistencia. La diferencia
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en el comportamiento con ACV puede atribuirse a que los blancos sobre los que actúan

ambos antivirales son distintos. La resistencia al ACV se debe a mutaciones en la TK ó en

la DNA polimerasa virales ( Pelosi y coL 1998; Sasadeusz y col, 1997), que no son letales

para el virus. En cambio, para obtener resistencia a los carragenanos deberían producirse

mutaciones en el sitio de reconocimiento de la interacción virus-célula. Aunque

aparentemente existen receptores secundarios para HSV, puede presumirse que mutaciones

en la secuencia antirreceptora limitarían sensiblemente la capacidad de propagación del

virus generado, como lo demuestran las deleciones de la gC que reducen la infectividad del

virus (Pertel y col, 1996). Las cepas parcialmente resistentes obtenidas con 1C3mostraron

tener resistencia cruzada con otros polianiones (Tabla 18), no pudiéndose explicar hasta

ahora si una única mutación es común para todas las variantes seleccionadas. Así por

ejemplo otros autores han encontrado heterogeneidad de mutantes en poblaciones de I-HV

seleccionados con ciclodextrin sulfato ( Mori y col, 1999 ).

Resultó llamativa la aparición de variantes alteradas en su citopatogenicidad, con fenotipo

sincicial, luego de los pasajes seriados en presencia de 1C3. En general, las cepas salvajes

de HSV de aislamientos clínicos así como las cepas de referencia no inducen la fusión

celular. Sin embargo, bajo condiciones especiales se han aislado mutantes capaces de

formar sincicios, denominados syn. Precisamente una posibilidad que se ha descripto, es el

aislamiento de mutantes sinciciales en presencia de heparina (Pertel y col, 1996). Se sabe

que las mutantes syn pueden deberse a mutaciones en cuatro genes UL20, UL24, UL53

(gK) ó UL27 (gB). Con el fin de evaluar un posible compromiso de la gK, se realizó el

ensayo del efecto de la melitina sobre las variantes seleccionadas, no mostrando inhibición

de la formación de sincicios. Tampoco se inhibió la formación de sincicios en presencia de

ciclosporina lo que parecería indicar que una alteración en gB sería responsable del

fenotipo sincicial inducido por lC3. Asimismo, los ensayos realizados con las mutantes

sinciciales seleccionadas con 1C; mostraron una falta de correlación entre el grado de

resistencia a la droga y la característica sincicial (Tabla 18). Dado que gC y gB son las dos

glicoproteínas que interactúan con el heparan sulfato podrían indicar que el fenotipo

sincicial inducido por 1C; estaría localizado en una mutación en gB, mientras que la

resistencia a 1C; de algunas variantes con independencia de su capacidad sincicial, podria

deberse a una alteración en gC. La caracterización molecular de estas variantes permitirá



confirmar si efectivamente el carragenano 1C; interactúa con ambas glicoproteínas gB y

gC en su acción antiviral sobre HSV.

Hoy se conoce que las sustancias polianiónicas como los polisacáridos sulfatados, exhiben

importantes y unicas propiedades como: l) Una efectiva actividad antiviral contra HIV,

HSV y CMV. 2) En HIV, inhiben la formación de sincicios entre células infectadas y

células T CD4+ normales frenando la infección. 3) Muy baja inducción de resistencia

antiviral in vitro.

Sin embargo los ensayos realizados in vivo no coinciden con los resultados esperables,

debido a serias dificultades en la farmacocinética y biodisponibilidad de estos compuestos

(Lüscher-Mattli, 2000; Neyts y col, 1995; Flexner y col, 1991), ya que:

a) Son pobremente adsorbidos por via digestiva y rápidamente degradados manifestando

una corta vida plasmática media de 1,5-2 h.

b) Su efecto antiviral es fuertemente reducido en presencia de suero humano ya que como

todo polianión es adsorbido por los componentes catiónicos no específicos del suero.

c) En muchos casos, poseen actividad anticoagulante y pueden producir trombocitopenia.

d) Tienen pobre capacidad de penetración en tejidos y células infectadas.

Sin embargo, han sido muy alentadoras las respuestas obtenidas recientemente para usos

tópicos vaginales en infecciones con HSV y HIV ya que inhiben la transmisión de la

infección del virus libre a la célula y la transmisión célula-célula, presentan baja

citotoxicidad, tienen escasa adsorción, no perturban la flora bacteriana vaginal ni la

función del epitelio celular (Piret y col, 1999; Maguire y coL 1998, Zacharopoules y

col,l997).

El ensayo de los carragenanos lT¡ y 1C; en un modelo de infección vaginal murino mostró

que a pesar de que los dos compuestos tienen similar efectividad herpe'tica in vitro, su

capacidad protectora in vivo fue muy diferente. El tratamiento con 1T¡ mostró más del

90% de eficacia en la prevención de la infección con HSV-2, en tanto que 1C; redujo la

mortalidad en forma poco significativa, produciendo un retraso en el día de muerte

promedio (Tablas 23 y 24). Ambos compuestos se inocularon en los animales en

soluciones acuosas al 1%, sin el empleo de una formulación ó vehiculo que asegure la

permanencia del compuesto un cierto tiempo in situ. Por lo tanto, la diferente efectividad in

vivo de lT¡ y 1C; podría deberse a dos razones:
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l) la capacidad virucida de 1T] puede reforzar su acción antiviral y aumentar su capacidad

de bloquear el ingreso del virus a la célula en el sitio de infección; 2) la solución de lT¡

presenta mucha mayor viscocidad que la de 1C3,lo que podría facilitar su acción in situ. La

prueba de lC3 en un vehículo más adecuado para su administración tópica permitirá

dilucidar cuál de los dos factores mencionados tiene mayor responsabilidad en la mejor

respuesta obtenida con 1T¡.

Los resultados obtenidos en este trabajo de tesis nos marcan el camino para probar una

combinación de compuestos que actúan en diferentes niveles del ciclo de replicación viral

para optimizar el tratamiento de las infecciones genitales con HSV. Una combinación ideal

sería: l) un compuesto que inactiva el virus fuera de la célula por acción virucida directa, y

además previene la adsorción viral ó fusión virus-célula; 2) un inhibidor de la replicación

del DNA viral, como los actualmente en uso, para el caso que el virus pueda haber

escapado al primer bloqueo. El compuesto 1T¡ así como la optimización de la

administración de 1C; representan un modelo promisorio para este ensayo. Asimismo,

cabe agregar que estudios recientes indican que la adherencia a la superficie celular de

diversos patógenos, además de HSV, como HIV, Neisseria gonorrhoeae, Chlamydia

trachomatis, involucraría al heparan sulfato. Por lo tanto, polisacáridos sulfatados, como el

carragenano lT¡ acá estudiado, podrían interferir con la entrada microbiana y ser

candidatos de elección como microbicidas para prevenir enfermedades de transmisión

sexual.
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que ya viejoy rain, vuelvea ser clavo;

no la cobarde estupidez del pavo.
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