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Polisacaridos sulfatados de algas verdes marinas Codium vermilara,
Cladophora falklandica y Penicillus capitatus inhiben la infeccion
por virus del herpes simple, sin presentar actividad citotoxica.
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Resumen

Las infecciones por los virus del herpes simple tipo 1 y 2 presentan una alta prevalencia a nivel mundial. El
virus del herpes simple tipo 1 se transmite principalmente de forma oral, causando infecciones alrededor de
la boca, pero también herpes genital. El virus del herpes simple tipo 2 se transmite, en forma casi exclusiva,
sexualmente; produciendo infecciones genitales o anales. Ambos virus pueden generar infecciones
diseminadas y de mayor gravedad. En la actualidad no existen vacunas para prevenir la infeccion y los
tratamientos disponibles tienen eficacia limitada, por lo cual, es necesario el desarrollo de nuevas drogas,
ya sea para su uso combinado con las existentes, o para reemplazarlas. Los polisacéaridos sulfatados son
interesantes compuestos para tener en cuenta en la busqueda de actividades biolégicas con aplicacion en
salud humana. En este trabajo se estudiaron 5 polisacaridos sulfatados obtenidos de extractos acuosos de
algas verdes: Cvl y Cv2 de Codium vermilara, Cfl y Cf2 de Cladophora falklandica y Pcl de Penicillus
capitatus. Ninguno de os extractos presenté actividad citotéxica sobre células Vero. Se estudié la capacidad
de los polisacéridos de inhibir la infeccion de células Vero por el virus del herpes simple tipo 1. Las
fracciones mostraron un amplio espectro de actividad antiviral: Cv2 baja; Cf2 moderada; Cfl y Pcl, alta;
mientras que Cv1 fue la fraccion con mayor actividad y, por lo tanto, se la ensayé contra el virus del herpes



simple tipo 2, mostrando también elevada actividad antiviral. Cv1l estd compuesto principalmente por un ?-
L-arabinano altamente sulfatado con unidades pirandsicas, en las que las uniones se producen entre los
atomos de carbono 1y 3. Cfl también es un ?-L-arabinano piranésico altamente sulfatado, pero las uniones
entre las unidades de arabinosa se presentan entre los carbonos 1y 4, y aln estando altamente sulfatado,
mostré menor actividad que Cvl. Esto podria deberse, en parte, a las cadenas laterales, compuestas
principalmente de ?-D-xilosa unida al carbono 2. Estos resultados muestran la importancia que tienen los
detalles estructurales en la actividad biolégica, estando ésta influenciada no solo por el contenido de sulfato
y los monosacaridos constituyentes, sino también por las uniones glicosidicas, posicién de los grupos
sulfato, ramificaciones laterales, y otras caracteristicas.
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Sulfated polysaccharides from green seaweeds Codium vermilara, Cladophora falklandica y
Penicillus capitatus inhibit herpes simplex virus infection, without cytotoxic activity.

Summary

Herpes simplex virus type 1 and 2 infections have a high prevalence worldwide. Herpes simplex virus type 1
is mainly transmitted by oral-to-oral contact and causes infection in or around the mouth, but it is also a
genital herpes. Herpes simplex virus type 2 is almost exclusively sexually transmitted, causing infection in
the genital or anal area. Both viruses can cause severe and disseminated infections. There are no vaccines
to prevent the infection and the treatments available have a limited efficacy. Thus, the development of new
drugs for combined treatment with existing ones, or to replace them is already in demand. Sulfated
polysaccharides are interesting compounds to be considered in the search for biological activities with
application in human health. In this work, five sulfated polysaccharides with different structural features,
obtained from aqueous extracts from green algae were studied: Cvl and Cv2 from Codium vermilara, Cfl
and Cf2 from Cladophora falklandica, and Pcl from Penicillus capitatus. None of them showed cytotoxic
activity against Vero cells. The ability of fractions to inhibit Vero cell infection by herpes simplex virus type 1
was analyzed. Fractions showed a broad spectrum of inhibitory activity: Cv2, low; Cf2 moderate; Cfl and
Pc1, high, while Cv1l showed the highest activity and therefore it was also tested against Herpes Simplex
Virus type 2 showing high activity too. The major structure in Cv1 was a highly sulfated pyranosic 3-linked ?-
L-arabinan, while Cfl was also a sulfated pyranosic ?-L-arabinan, but the arabinose units were 4-linked and,
in spite of its higher sulfate content, it was less active. This could be due to its side chains, comprising
mostly single stubs of ?-D-xylose linked to the carbon in position 2. This and other structure-activity
considerations show the importance of structural details on the activity, not restricted to sulfate content and
monosaccharide composition, but also glycosidic linkage types, sulfation sites, backbone ramifications, and
SO on.
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Introduccién

Los virus del herpes simple (VHS) tipo 1 (VHS-1) y tipo 2 (VHS-2), son virus envueltos de ADN de doble
cadena, pertenecen al orden Herpesvirales, familia Herpesviridae, subfamilia Alphaherpesvirinae. El VHS-1
es transmitido principalmente de forma oral, mientras que el VHS-2 es un virus de transmision sexual.
Segun datos de la Organizacién Mundial de la Salud, en 2020 se registraron 3800 millones de personas
menores de 50 afios (64 % de la poblacion mundial) con infeccién por el VHS-1 y 520 millones de personas
de 15 a 49 afios (13 % de la poblacion mundial) con infeccion por VHS-2 [1]. La infeccion por VHS se



presenta generalmente con lesiones cutaneas. En la etapa aguda, los virus infectan las células epiteliales y
luego quedan en su fase latente en células nerviosas, pudiendo ocurrir eventuales brotes como
consecuencia de factores ambientales y alteraciones del sistema inmune, que producen un desbalance en
la relacién virus-hospedador [2]. Ademas, pueden producir infecciones de mayor gravedad a nivel de otros
tejidos. En pacientes inmunocomprometidos, existe una progresién a formas severas de la enfermedad:
neumonia, hepatitis, encefalitis y meningitis linfocitaria [3]. La infeccion por VHS en neonatos es muy
severa, con gran morbimortalidad. En recién nacidos que no reciben tratamiento, la mortalidad es mayor
gue 60 % y se producen infecciones diseminadas y a nivel del sistema nervioso central [2,3]. Por otro lado,
la infeccion por VHS-2 aumenta el riesgo de adquirir infeccion por el Virus de la Inmunodeficiencia Humana
(VIH) [4]. Ademas, algunos estudios relacionan la infeccion con VHS con el desarrollo de enfermedades
neurodegenerativas [2].

En la actualidad no hay vacunas para prevenir la infeccion por VHS-1 y VHS-2. Los agentes
quimioterapéuticos desarrollados y en desarrollo para tratar las infecciones por VHS pueden clasificarse en
tres categorias: virucidas, antivirales e inmunomoduladores [3]. Los agentes virucidas (detergentes,
solventes organicos, nanoparticulas, radiacion UV) se aplican de forma tépica para evitar la transmision del
virus. Los antivirales actian sobre distintas etapas de la replicacién viral, impidiendo o reduciendo la
formacion de nuevos viriones. En la actualidad existen farmacos disponibles comercialmente: aciclovir,
famciclovir, valaciclovir, penciclovir y docosanol [5,6]. Por ultimo, los inmunomoduladores (interferones,
inosina pranobex y 6xido de zinc) actlan sobre el sistema inmune, potenciando una respuesta que permita
eliminar los virus de forma mas eficiente [3]. Aunque se han estudiado muchos compuestos, no tienen la
eficacia deseable y, por otro lado, para el aciclovir, que es el farmaco mas utilizado en la actualidad, se ha
observado el desarrollo de resistencia, especialmente en pacientes inmunocomprometidos, que deben
recibir tratamiento de forma recurrente [3]. Por ello, es necesario seguir trabajando en el desarrollo de
estrategias para el tratamiento y la prevencién de infecciones por VHS.

Los organismos marinos poseen una gran diversidad de compuestos de interés para la blusqueda y estudio
de actividades bioldgicas, entre ellas, la antiviral [7]. Se han descrito para polisacaridos sulfatados (PSS) de
algas una amplia variedad de actividades biol6gicas: antivirales, antibacterianas, anticancerigenas,
inmunomoduladoras, entre otras [8]. Algunas de estas actividades son consecuencia de las similitudes
estructurales que hay entre los PSS y los glicosaminoglicanos (GAG) presentes en las membranas
celulares. Si bien ha sido ampliamente descrita la actividad anti herpética de PSS de algas rojas y pardas
[7,9,10-13], los PSS provenientes de algas verdes fueron menos estudiados [14,15]. En este trabajo
evaluamos la actividad citotéxica y la capacidad de inhibir la infeccion por VHS de cinco PSS (Cvl, Cv2,
Cfl, Cf2 y Pcl), obtenidos a partir de extractos acuosos de tres especies de algas verdes: Codium
vermilara, Cladophora falklandica y Penicillus capitatus. Estos PSS poseen composicion quimica y
caracteristicas estructurales diferenciales, lo que, en principio, permitiria relacionar estructura y con
actividad biologica. Cvl esta compuesto principalmente por un ?-L-arabinano altamente sulfatado con
unidades pirandsicas, en las que las uniones se producen entre los atomos de carbono 1 (C1) y 3 (C3) de
las unidades de arabinosa. Cv2 esta compuesto por un ?-D-galactano altamente sulfatado con unidades de
?-manosa en el carbono 4 (C4). Cf1, al igual que Cvl, esta constituido principalmente por un ?-L-arabinano
altamente sulfatado con unidades piranésicas, pero, a diferencia de Cvl, las uniones glicosidicas estan en
C4, tiene un menor porcentaje de galactosa, y tiene ?-D-xilosa en C2. El constituyente principal de Cf2, al
igual que Cf1, es un ?-L-arabinano sulfatado con unidades pirandsicas unidas en C4, con ?-D-xilosa en C2,
pero con un mayor porcentaje de ?-L-galactosa y un menor porcentaje de sulfato. Pcl es un ?-D-galactano
altamente sulfatado con uniones en C3, otros monosacaridos estan en trazas.



Materiales y métodos

Muestreo de algas

Especimenes de Codium vermilara fueron colectadas en San Antonio Oeste (Buenos Aires, Argentina) [16].
Cladophora falklandica (J.D. Hooker & Harvey) fue colectada en Punta Este (Puerto Madryn, Chubut,
Argentina) (42°46'48" S, 64°57' O) [17]. Penicillus capitatus fue colectada en Chichiriviche (Falcén,
Venezuela) (10°24'24" N, 68°15’1’' O) [18]. Las algas fueron lavadas con agua de mar y se verificd la
ausencia de epifitas y epibiontes por observacion bajo lupa (Nikon AFX-1, Nikon, Japén).

Obtencién de extractos y fraccionamientos

Se obtuvieron extractos y fracciones de los especimenes de Penicillus capitatus como detallan Arata y col.
[18]. Brevemente, a partir de las algas secas y pulverizadas se realiz6 una extraccibn con metanol a
temperatura ambiente. Se descartd el sobrenadante y sobre el precipitado se realizé una extraccién con
agua destilada a temperatura ambiente. Dicho extracto fue liofilizado y luego de disolverlo en agua, se
realizé un fraccionamiento por cromatografia de intercambio idnico, utilizando una resina DEAE-Sephadex
A25. Se realizaron eluciones con agua Y luego con soluciones de NaCl en concentraciones crecientes hasta
4 M. Se cuantifico el contenido de azucares en los eluidos por el método fenol-sulfdrico [19]. Se obtuvieron
siete fracciones. Para este trabajo se utiliz6 la fraccion 6, eluida con NaCl 1,5 M, denominada Pcl, que fue
caracterizada previamente [18].

Se obtuvieron extractos y fracciones de Cladophora falklandica como detallan Arata y col. [17]. A partir de
las algas secas, se realizé una extraccion con etanol 70 % (tres horas a temperatura ambiente), y luego tres
extracciones sucesivas con agua (18 h a temperatura ambiente). A partir del segundo extracto acuoso se
obtuvieron fracciones mediante cromatografia de intercambio iénico DEAE-Sephadex A25. Se realizaron
eluciones con agua y con concentraciones crecientes de NaCl. Se obtuvieron 11 fracciones. Para este
trabajo se utilizaron la fraccion eluida con NaCl 0,5 M (Cfl) y la eluida con NaCl 2 M (Cf2), caracterizadas
previamente [17].

Especimenes de Codium vermilara fueron secados y pulverizados y se obtuvieron extractos y fracciones de
éstos, como detallan Ciancia y col. [16] y Fernandez y col. [19], y de forma anéloga a la detallada
anteriormente. Se realiz6 una extraccion con etanol, luego dos extracciones con agua a temperatura
ambiente y luego se realizé una extraccion con agua a 90 °C durante tres horas [16]. A partir del primer
extracto realizado a temperatura ambiente y el primer extracto obtenido con agua caliente, se realizaron
fraccionamientos por cromatografia de intercambio iébnico DEAE-Sephadex A25, eluyendo con gradiente de
salinidad con concentraciones de NaCl de 0 a 4 M [19]. En este estudio se utilizaron las fracciones eluidas
con NaCl 1,5 M del primer extracto (Cvl) y NaCl 2 M del segundo (Cv2), ambas caracterizadas
previamente [16,19].

Células y virus

Células Vero (rindn de mono verde africano Cercopithecus aethiops) fueron cultivadas en Medio Esencial
Minimo de Eagle (MEM, GIBCO) suplementado con suero fetal bovino (SFB) al 5 %. Para el mantenimiento
de las células se redujo la concentracion de suero a 1,5 %. Los virus VHS-1 cepa F y VHS-2 cepa G se
obtuvieron de la American Type Culture Collection (ATCC, Rockville, USA).

Actividad citotdxica sobre células Vero



Se evaluo la toxicidad de las fracciones sobre células Vero utilizando bromuro de 3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-
2,5-difeniltetrazolio (MTT, SigmaAldrich) [20]. En placas de 96 pocillos con células confluentes en
monocapa, se agregaron, por duplicado, diluciones seriadas al medio de los PSS en estudio, en MEM con
SFB 5 % (concentraciones entre 1000 y 31 ?g/ml). Se incluyeron controles con células sin el agregado de
PSS. Se incubaron 48 h a 37 °C, en estufa con una atmosfera de CO, 5 %. Para el revelado se agregd
MTT 50 ?g/ml y se determind la absorbancia a 570 nm. Se calcul6 la concentracién citotoxica 50 (CCgp)
como la concentracion de los PSS en estudio que produce una reduccion de la viabilidad celular en un 50
%. Se determind la viabilidad como se indica:

Absorbancia de las células expuestas a los PSS

a7 [0, —
Viabilidad %)= Absorbancia de las células control

x100

Ademas, se evaluo el posible efecto de los PSS en la adherencia y proliferacion de células Vero. Para ello,
se incubaron las células con los PSS (500 ?g/ml), por triplicado, en medio MEM con SFB 5%. Luego se
colocaron en placas de 96 pocillos (5,0 x 104 células/pocillo) y se incubaron por 24 h a 37°C en atmésfera
con CO, 5 %. Se observo el aspecto de todas las células al microscopio con aumento 400 x. Se lavaron las
células para retirar el sobrenadante y células no adheridas, y posteriormente se levantaron las células de
los pocillos por agregado de tripsina 0,05 % p/v y agitacion. Se realiz6 el recuento de las células
recuperadas de todos los pocillos en camara de Neubauer, utilizando azul tripan como colorante vital. Los
resultados se expresaron como numero total de células por pocillo.

Actividad antiviral

Se mezclaron los PSS en estudio (diluciones seriadas en concentraciones de 200 a 3,1 pg/ml) con 70
unidades formadoras de placas (UFP) de los VHS-1 (cepa F). Se colocaron luego sobre células Vero
confluentes en monocapa, en placas de 24 pocillos. Se incubaron durante una hora a 37 °C, en atmdsfera
de 5 % CO, para permitir la adsorcion de los viriones a las células. Se incluyeron controles celulares con
células, sin VHS-1 y sin PSS, y controles virales con VHS-1 y sin PSS. Posteriormente, se remplazé el
in6culo por MEM con metilcelulosa 1 %, y se incubaron a 37°C, 48 - 72 h, en atmésfera de 5% COZ. Luego,
se fijaron las células con formol 10 %, se lavaron y tifieron con cristal violeta. Se realiz6 el recuento de las
placas de lisis y se determiné la concentracion de los PSS que produce una reduccién en un 50% de las
placas de lisis, respecto al control (concentracion inhibitoria 50, Clgg). En los casos en los que la inhibicion
de la lisis fue menor al 50 %, no se pudo calcular la CI50, por lo tanto, se expresaron los resultados como
inhibicion (%) de la formacién de placas de lisis con una concentracion de PSS de 200 ug/ml, que fue la
mayor concentracion ensayada. Los ensayos se realizaron por triplicado. Finalmente, se evalué la actividad
anti VHS-2 (cepa G) de los PSS que presentaron una actividad anti-VHS-1 alta. El ensayo se realizdé de
forma analoga a la realizada con VHS-1. Para el calculo de Clg,, se construy6 una curva dosis-respuesta
del porcentaje de inhibicién de la formacién de placas en funcion del logaritmo de la concentracién de los
PSS, y se estimo la Clgy mediante regresion no lineal. Se calcul6 el indice de selectividad (IS) como CC,
IClgq [11].

Estadistica

El analisis estadistico de los datos se realiz6 con el software Graph Pad Prism versién 5. Para evaluar
diferencias entre los tratamientos se usd Andlisis de la Varianza (ANOVA). Se consideraron diferencias
significativas con p ? 0,5.



Resultados
Actividad citotoxica sobre células Vero

Ninguno de los PSS presenté citotoxicidad sobre células Vero en el rango de concentraciones estudiado.
La viabilidad fue algo menor en todos los tratamientos respecto a los controles (Figura 1A). Sin embargo,
dicha reduccién fue leve y no se observaron diferencias significativas, ni un marcado efecto dosis
dependiente. Todos los PSS presentaron una CC50 (concentracion que reduce la viabilidad celular en un
50 % de las células) > 1000 ?g/ml.

En el ensayo de adherencia, en el que las células Vero fueron incubadas con los PSS antes de colocarlas
en las placas, todas las células presentaron aspecto normal, independiente del compuesto con el que
fueron incubadas. No se observé efecto en la proliferacion y/o adherencia de las células estudiadas,
presentando todos los tratamientos recuentos similares (Figura 1B).
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Figura 1: Actividad de los PSS sobre células Vero. A. Viabilidad de células Vero (%) observada en el ensayo de
citotoxicidad realizado con el método de MTT. B. Efecto de los PSS en la adherencia y/o proliferacion de células Vero.
Se muestra el recuento de células Vero adheridas, recuperadas luego de ser incubadas con los PSS (500 ?g/ml),
expresado como células totales por pocillo. En ambos paneles se muestran las medias y la desviacion estandar.

Actividad antiviral

En la Tabla 1 se indican las caracteristicas de los PSS estudiados y su actividad anti-VHS-1. Las fracciones
estudiadas mostraron un amplio espectro de actividad. La fraccion Cv2 mostré muy baja actividad antiviral,
con una Clgy > 200 pg/ml, produciendo una inhibicion de la infeccion de un 15,5 % (desviacion estandar,
SD: 10,1) a una concentracion de 200 pg/ml. La fraccion Cf2 mostré una actividad moderada (Clg 112
Hg/ml), y Cfl y Pcl, alta (Clgy 33 pg/ml y 44 pg/ml, respectivamente). Cvl fue la fraccibn con mayor
actividad anti-VHS-1 (Clg 7,34 pg/ml, SD 0,7 pg/ml, IS >136) (Figura 2) y mostrd, ademas, una importante
actividad anti-VHS-2, con una Clgy media de 7,69 ug/ml (SD: 0,45 pg/ml); IS > 130.

PSS Alga Componentes Composicién Caracteristicas Clgq y actividad IS
principales de los PSS estructurales anti-vVHS-1
Media SD

(ug/ml) | (ug/ml)




Proteinas 34%

C6 (menos
frecuente)

Cvl Codium AT 38% Ara 65% 3-?-L-Arap 3,6-?-D- 7,34 0,7 >
vermilara Sulfato 30% Gal 30% Galp con sulfato en 136
Acido piravico C2 ylo C4 (Ara), C4
5% (Gal)
Proteinas 3%
Cfl Cladophora AT 49% Ara 65% 4-?-L-Arap con ?-D- 32,75 1,6 >
falklandica Sulfato 38% Xyl 17% Xylp y ?-L-Galf en 30,5
Gal 14% C2 3,6-?-D-Galp con
Rha 2,5% sulfatoen C30 C2y
C3
Pcl Penicillus AT 46% Gal 95,7% 3-?-D-Galp con 43,65 3,7 >
capitatus Sulfato 35% Xyl, Glc, Fuc, sulfato en C2. 4,6- 22,9
Proteinas 1,4% | Man en trazas. pyrGalp
Cf2 Cladophora AT 27% Gal 37% 4-?-L-Arap con ?-D- 111,6 15 >
falklandica Sulfato 20% Ara 48% Xylp y ?-L-Galf en 9,0
Xyl 11% C2 3,6-?-D-Galp con
Rha 3,6% sulfatoen C30C2y
C3
Cv2 Codium AT 50% Gal 67% 3,6-?-D-Gal 4-?-Man > 200 - -
vermilara Sulfato 38% Man 33% con sulfato en C2 o

Tabla 1: Caracteristicas de los PSS estudiados y su actividad inhibitoria frente a VHS-1. Se indican la composicién de
los PSSy sus caracteristicas estructurales, descriptos previamente [16,17,18,19]. Se muestra la actividad inhibitoria in
vitro de la infeccién por VHS-1 en células Vero como concentracion inhibitoria 50 (CI150) e indice de selectividad (IS).
AT: azlcares totales, Ara: arabinosa, Fuc: fucosa, Gal: galactosa, Glc: glucosa, Man: manosa, Rha: ramnosa, Xyl:
xilosa, pyr: &cido pirtvico p: forma pirandsica, f: forma furandsica, SD: desviacion estandar.



Figura 2: Ensayo de actividad antiviral. Se muestra una imagen representativa de los resultados obtenidos en el
ensayo de actividad antiviral: una placa de 24 pocillos revelada con violeta cristal, en la que se pueden observar las
placas de lisis. La placa incluye dos filas correspondientes a el tratamiento con Cvl en distintas concentraciones (25
pg/ml; 12,5 pg/ml; 6,2 pg/ml; 3,1 pg/ml; 1,5 pg/ml; 0 pug/ml), por duplicado (A y B); una fila correspondiente a los
controles virales, con VHS-1, sin PSS (C); y otra fila que corresponde a controles celulares, sin PSS ni virus (D).

Discusion

La infeccién por los VHS involucra varias etapas, que han sido descritas en detalle [2,5]. Brevemente, en la
etapa de ingreso a la célula, el virus se une a la superficie celular y se produce la fusion de la envoltura con
la membrana plasmatica. Para ello, el virus se une a la membrana plasmatica mediante receptores
especificos. Inicialmente, las glicoproteinas gB y gC del VHS se unen a GAG en la superficie celular.
Posteriormente, se produce la interaccion de gG con receptores de la membrana celular (HVEM y nectina-
1), gB con PIRLA y otras proteinas, y gH/gL con integrinas. Luego, se fusiona la envoltura viral con la
membrana celular y se produce la endocitosis. A continuacion, con intervencion de proteinas
transportadoras celulares (dineina, dinactina y kinesina), la capside viral es transportada al nlcleo, ingresa
el ADN viral y se produce, en el ciclo litico, la transcripcion viral, la replicacion del ADN, el ensamblado de la
capside de los viriones y la encapsidacion del ADN. Los viriones, previo a salir de la célula, son
transportados por el trans Golgi y sistemas de endosomas, donde incorporan proteinas del tegumento y la
membrana viral.

Los GAG, necesarios para las etapas iniciales de unién del virus a la célula, son polisacaridos no
ramificados que poseen grupos cargados negativamente (acidos carboxilicos y, muchas veces, sulfato), y



presentan similitudes estructurales con los PSS de algas. Estudios previos han mostrado que los PSS
pueden inhibir la replicacion viral al unirse a los sitios cargados positivamente de la envoltura viral,
necesarios para la unién del virus a los GAG de la superficie celular [7,11,21]. Este mecanismo también
explica por qué estos compuestos tienen un amplio espectro de actividad contra virus envueltos: VHS tipo 1
y 2, virus de la inmunodeficiencia humana (VIH), citomegalovirus humano (CMVH), virus del dengue
(DENV), virus sincitial respiratorio (VSR), virus del papiloma humano (VPH), virus influenza A, virus
influenza H1N1, coronavirus del sindrome respiratorio agudo grave de tipo 2 (SARS-CoV-2) [11,13,22,23].
Alternativamente, algunos estudios muestran que PSS interfieren también en etapas mas tardias de la
infeccion y replicacion viral [13,14,15,21,24]. En el ensayo de actividad antiviral realizado en este trabajo,
los virus junto con los PSS se agregan a las células y se realiza una incubacion para permitir la adsorcion
de los virus a las células. Por lo cual, los PSS podrian actuar sobre los virus (por ejemplo, uniéndose a gB,
gC u otras proteinas) bloqueando su adsorcién e ingreso a las células, y/o intervenir en procesos
posteriores de la replicacion viral (ya que durante la incubacion podrian ingresar a la célula). Por lo tanto,
no podemos definir la etapa ni el mecanismo por el cual inhiben la infeccion. Posiblemente, los PSS
estudiados actien en una etapa temprana de la infeccion inhibiendo la union del virus a la célula al
interactuar con las proteinas del virus involucradas en este proceso. Sin embargo, como se indicé
anteriormente, no podemos descartar que los PSS estudiados actien en otras etapas de la replicacion viral,
como se ha descrito, en algunos casos, para PSS de algas verdes [14,15].

Analizando de forma comparativa los PSS estudiados, su actividad antiviral, su composicién y su
estructura, no podemos hallar una correlacién clara. Los PSS con mayor actividad fueron Cvl, Cfl y Pcl,
todos provenientes de especies diversas, y con composicion y estructuras diversas. El grado de sulfatacion
por si solo pareceria no correlacionar directamente con la actividad antiviral, presentando Cv1 (el mas
activo) 30% de sulfato y Cv2 (el de menor actividad) 38% de sulfato. Respecto a la composicién en
monosacdéridos, siendo los PSS con mayor actividad, Cvl y Cfl arabinogalactanos y arabinoxilogalactanos,
respectivamente, y los de menor actividad, Pcl, Cf2 y Cv2, galactanos, galactoarabinanos,
galactomananos, respectivamente; podemos asociar la presencia de arabinosa como azUcar predominante,
con una mayor actividad anti-VHS. Sin embargo, se ha descrito alta actividad anti-VHS en PSS
conformados por diversos monosacaridos: galactofucanos sulfatados [12,25], ramnanos sulfatados [26],
xilomananos sulfatados [27]. La presencia de sulfato en C2 de ?-D-Galp, también pareceria correlacionar
parcialmente con la actividad antiviral, pero tampoco explica, por si sola el efecto. También, se destaca la
presencia de &cido piravico en el PSS de mayor actividad (Cvl), lo cual podria indicar que este grupo
funcional confiere mayor actividad. Por otro lado, en el presente estudio no se considerd el tamafio
molecular, que podria ser otro factor importante. En concordancia con lo observado en este trabajo, Lee y
col. estudiaron diez PSS naturales extraidos de algas verdes (ramnanos, galactanos, arabinogalactanos,
arabinanos) y cuatro xilanos semisintéticos, obteniendo actividades antiherpéticas importantes en muchos
de ellos, sin una correlacién aparente con la composicion de monosacaridos de éstos [14]. Estos resultados
ponen de manifiesto la complejidad de las moléculas estudiadas y su actividad biol6gica. Posiblemente,
existan varios arreglos y estructuras que, por su distribucion de cargas, configuracion espacial y
conformacion en solucidon puedan interactuar fuertemente con los virus, confiriendo a los compuestos
actividad antiviral. Ademas, hay que considerar, como se mencioné anteriormente, que muchos
polisacaridos han mostrado actividad antiviral actuando en distintas etapas de la infecciéon [13,14,15,21,24],
con lo cual, no solo seria importante la afinidad de los PSS por las proteinas de membrana virales, sino
también su capacidad de actuar sobre otros blancos.



Los PSS estudiados, especialmente Cv1, mostraron una importante actividad inhibitoria frente a la infeccién
por VHS, lo que los hace interesantes para realizar mas estudios enfocados en su posible aplicacién. Se
han realizado estudios de terapia combinada utilizando polisacaridos sulfatados y aciclovir [28,29], asi
como combinacion de otros compuestos [30], mostrando efectos sinérgicos. Los PSS estudiados podrian
utilizarse en terapia combinada con aciclovir para tener mejores resultados o con otros compuestos para el
tratamiento de cepas resistentes a aciclovir, o el tratamiento de pacientes inmunocomprometidos, en los
gue el tratamiento repetitivo con aciclovir genera cepas resistentes. Por otro lado, también serian
candidatos interesantes para el estudio de su actividad contra la infeccion por otros virus envueltos.

Las actividades estudiadas fueron algo menores que las descritas para el aciclovir (Clg, para VHS-1 = 1,2
pg/ml; IS = 1200 [14]. Respecto a la actividad antiherpética de otros PSS, la de los PSS estudiados fue en
algunos casos menor, en otros mayor y en otros similar: carragenanos de Gigartina skottsbergii
(reclacificada como Sarcopeltis skottsbergii) presentaron Clgy = 1 - 4,1 pg/ml [9] , fucoidanos de
Scytosiphon lomentaria Clgy = 0,76 — 4,66 pg/ml [12], fucoidanos de Adenocystis utricularis, Clgy = 1,25 —
24,73 pg/ml ; 1S = 100 — 3600 [10], PSS de 10 algas verdes: Clg, = 0,38 — 49 pg/ml; IS = 200 — 12000 [14].
Se comparan las Clg en unidades de pg/ml debido a que no se conocen los pesos moleculares de muchos
PSS, y, por lo tanto, las Clgy no pueden expresarse en concentraciones molares, lo que permitiria
comparar las actividades en términos de unidades moleculares en lugar de masa. Por otro lado, es
importante considerar que los PSS poseen mudltiples actividades biolégicas, entre otras: anticoagulante e
inmunomoduladora [8]. Por lo cual, en la bioprospeccion de PSS para el tratamiento de infecciones virales,
ademas de evaluar la citotoxicidad, es deseable encontrar compuestos con un patrén de actividades
adecuado, para minimizar los efectos adversos (por ejemplo, buscando compuestos con baja actividad
anticoagulante) y potenciar la actividad buscada in vivo (por ejemplo, con compuestos que ademas de tener
actividad antiviral in vitro, actien modulando la respuesta inmune generando una mayor eficiencia antiviral
in vivo). Considerando esto, los PSS estudiados (en particular Cvl) se presentan como interesantes
candidatos para seguir estudiando otras actividades biolégicas, a fin de realizar una mejor caracterizacion
de estos antes de realizar estudios in vivo.

Conclusiones

Los PSS estudiados no mostraron actividad citotoxica frente a células Vero, ni tuvieron efecto en su
adherencia, y presentaron muy variada actividad antiviral frente a HSV-1. El PSS Cv2 presentdo muy baja
actividad (casi nula), Cf2 moderada (Clgy 112 pg/ml); Cfl y Pcl, alta (Clgy 33 pg/ml y 44 pg/ml,
respectivamente), mientras que Cv1l fue la fraccién con mayor actividad (Clgg 7,34 pg/ml). Cvl presento, a
su vez, una alta actividad frente a HSV-2 (Clg, 7,69 pg/ml). Aun presentando todos los PSS estudiados un
alto grado de sulfatacion, su actividad antiviral fue muy variada, exponiendo la relevancia de caracteristicas
estructurales mas finas en su actividad.

El PSS Cvl mostré ser un blanco interesante para futuros estudios. Por un lado, seria importante realizar
estudios que permitan determinar sobre qué etapas de la infeccion y replicacion viral actda, y realizar
estudios moleculares, evaluando la interaccion con proteinas del VHS, para esclarecer las caracteristicas
estructurales de compuestos activos. Esto permitiria una busqueda mas direccionada de compuestos con
esta actividad, asi como considerar la generacién de compuestos sintéticos o semisintéticos activos. Por
otro lado, Cvl se presenta como posible candidato para futuros estudios con foco en su posible uso
terapéutico para la infeccion por VHS, ya sea como Unico agente, o como parte de un tratamiento
combinado con otros farmacos (por ejemplo, aciclovir).
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