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El objetivo de este trabajo de Tesis fue encontrar una

sustancia de origen natural con un amplio espectro de activi
dad antiviral y que no resultara tóxica para la célula hués

ped como sucede con 1a mayoria de las drogas de sintesis qui
mica.

Para lograr tal propósito se analizaron en forma sistg
mática diferentes extractos de plantas seleccionados porser

considerados vulgarmente comoplantas medicinales.

Durante el desarrollo de ese trabajo de búsqueda se en

contró que el extracto crudo de Melia azederach L (nv paraí

so) cumplía aparentemente con los requisitos definidos por

nosotros al comenzar las investigaciones.

Por eso se procedió a caracterizar parcialmente el

principio activo en lo referente a sus propiedades y natura

leza quimica y a determinar su posible mecanismo de acción
antiviral utilizando comosistema modelo la infección de cé

lulas BHKcon el Togavirus Sindbis.





1. PREVENCION POR VACUNAS.

Las enfermedades virales son una de las causas de ma

yor morbilidad y pérdidas económicas, principalmente en los

paises desarrollados, mientras que en otros se agravan aún

más debido al mal estado nutricional y condiciones de vida

de la población. Sin embargoes tranquilizador constatar que

la incidencia de muchas enfermedades virales como: viruela,

poliomielitis, fiebre amarilla y sarampión, ha disminuido ng
tablemente a nivel mundial en las últimas décadas debido al

éxito de las campañas de vacunación. Dado que, la mejor forma

de combartirlas en el huésped es por la estimulación de res

puestas inmunes especificas, mediante el uso de inmunógenos

apropiados.

Los avances realizados en el aislamiento, purificación
y clonado de antígenos virales, ha llevado al desarrollo de

vacunas cada vez más efectivas y seguras, aunque existen to

davia muchas infecciones en las que no se han obtenido resul
tados exitosos.

Un listado de las vacunas que se encuentran actualmen

te en nio se muestra en el Cuadro 1. En la última parte del

mismose encuentran las vacunas obtenidas por ingenieria ge

nética, de reciente data, dentro de éstas debemosmencionar

a aquellas que utilizan el virus de Vaccinia para la expre

sión de genes extraños. Los recombinantes de este virus,tie

nen una gran variedad de usos potenciales incluyendo la exprg

sión e inmunogenicídad de antígenos de los virus de hepatitis

B y SIDA ( 90).



Cuadro 1. Vacunas virales qye se encuentran en uso y/o

experimentación para humanos.

V A C

a t er1u a d a

U N A

iria c ti_v acia

Polio +

Influenza +*

Paperas +

Sarampión +

Respiratorio sincicial. no recomendada
Rabia 

Fiebre amarilla +

Rubeola +

Viruela +

Adeno 4,7 *

Herpes simplex +*

Varicela-zoster +*

Citomegalo (CMVO +*

Hepatitis A +*

Hepatitis B 

Vacunas obtenidas por

Ingenieria Genética.

+ : experimental.
+"" : no recomendada.

+7273: _. inmunosuprímidas o embarazadas.



También se han usado las técnicas de ingenieria gené

tica para la estabilización del genotipo del virus de Polio

en forma de cDNAclonado en plásmidos bacterianos (92 ). Los

resultados de los ensayos biológicos in-vitro y los de neurg
virulencia en monossugieren que el virus tiene la calidad

deseada para su uso como vacuna.

“Comoes sabido, las vacunas son sólo efectivas cuando

se administran antes de la infección. Por eso cuando aparece

una nueva cepa de virus como sucede, por ejemplo con el ca

so de influenza, 1a enfermedad se disemina tan rápidamente

que resulta imposible desarrollar, distribuir y administrar
una vacuna contra esta nueva cepa lo suficientemente rápido

comopara proteger significativamente a gran parte de la po
blación.

Lo mismo ocurre con algunos picornavirus en los que la

variación antigénica es demasiado grande. Otro inconveniente

con las vacunas ocurre con los miembros de la familia Herpes

viridae por problemasde latencia, reactivación, teratogéne

sis y oncogénesis. En estos casos una terapéutica con antivi

rales resulta de suma importancia.

1.1. Enfermedades que son blancos potenciales para la quimio

terápia antiviral.
En los casos en que no existen vacunas apropiadas y

cuando se trata de inmunosuprimidos etc. el desarrollo de

una quimioterapia antiviral especifica es do primordial impor

tancia para combatir una infección de origen viral. Fn ol cua



dro 2 se muestra la necesidad del uso de antivirales cuando

existe una morbilidad y/o mortalidad significativa.
En muchas infecciones virales los síntomas clínicos a

parecen relativamente tarde y en algunas sólo cuando la re

plicación viral ha cesado.Conviene recordnr que los nntivirg

les sólo pueden tener valor terapéutico en aquellas infeccig

nes donde los sintomas y cambios patológicos se desarrollan

en presencia de replicación viral. Comose puede apreciar en

el Cuadro 2 entre las enfermedades que son blanco adecuado

para la quimioterápia antiviral se encuentran muchasde las

infecciones por herpes virus que ocurren comunmenteen huma

nos, las que tienen todas caracteristicas de latencia después

de la infección primaria.

Las infecciones por Citomegalovirus (CMV)también son

blancos apropiados, especialmente en pacientes inmunocompro

metidos, ya que en sujetos normales las infecciones son ge

neralmente asintomáticas y su prevención está centrada en el
uso de vacunas.

El virus de Epstein-Barr (EBV) que produce la mononu

cleosis infecciosa también parece ser susceptible a una te

rapia antiviral, ya que hasta el presente no se han desarro
llado vacunas contra este virus.

Existen muchos virus que causan enfermedades respira

torias en humanos, pero desgraciadamente éstos resultan di

ficiles de identificar debido a que las sintomatologías clí

nicas no son bien distinguibles; dentro de éstas tenemos ¡ns



Cuadro 2: Enfermedades humanas que son blanco potenciales

para la quimioterapia antiviral.

C1\R A(JT‘EI{I.S T ICIA S
T‘I P() D E V I RllS
O E NIPE RbiEl)A D
O S I N[)R O MIÉ

Alta incidencia y baja
mortalidad.

Baja incidencia y alta
mortalidad.

Regular incidencia y
alta mortalidad.
Infecciones severas de

oportunistas en inmunode
ficientes o en inmunosu

primidos.

Infecciones persistentes
o virus lentos.

Herpes simplex labialis, genitalis, queratitis.
meningitis por enterovirus,
herpangina, resfrio por Rinovirus.
Varicela.
Dengue.
Influenza, parainfluenza.
Respiratorio sincicial.
Adenovirus.
mononucleosis por Epstein-Barrvirus.
Hepatitis A, B no A no B.
Rabia(humana).
encefalitis por Herpes simplex
virus Marburg.
Lassa y otras fiebres hemorrá
gicas.
Equina del este y otras encefa
litis por Arbovirus.
SIDA (Sindrome de Inmunodefi
ciencia Adquirida).

neumonía por Herpes simplex,
neumonía por Varicelln.
desordenes linfoproliferativos
por Epstein-Barr.
neumonía,retinitis o colitis
por CMV

leucoencefalitis multifocal
progresiva.
Enfermedad de Jakob-Creutzfeldt
Panencefalitis esclerosante
subaguda.



infecciones producidas por Rinovirus (agente responsable del

resfrio común) que son muy importantes desde el punto de vis

ta económico y además porque producen la exacerbación de cie;

tas enfermedades como: bronquitis, sinusitis y otitis media
en pacientes predispuestos. Las infecciones por Rinovirus

también resultan blancos apropiados para el desarrollo de

drogas antivirales porque, si bien las infecciones con este

virus_s° pueden prevenir por medio de una vacuna, en la ac

tualidad resulta muypoco práctico el desarrollo de vacunas

politípicas que puedan cubrir los por lo menos 120 tipos dis

tintos de virus. El virus respiratorio sincicial, que produ
ce neumonías y bronqueolitis severas y aún fatales en los

niños, también es blanco indicado para el uso de antivirales

ya que 1a vacunación no es adecuada, porque en niños vacuna

dos se han producido enfermedades respiratorias severas.

De la misma manera que las enfermedades respiratorias

son producidas por diferentes virus, muchosvirus pertenecíen
tes a diferentes familias incluyendo rotavirus, adenovírus,
calicivirus y coronavirus están involucradas en gastroenteri
tis severas.

En países desarrollados los rotavirus son probablemen

te la causa más importante de muerte por diarreas. Muchos in

tentos se han realizado para tratar de desarrollar vacunas

contra estos virus, pero éstos tienen una variabilidad anti

génica semejante a la del virus de influenza y por ello tam

bién resultan blanco adecuado para el desarrollo de nuevas

drogas antivirales.



Otro virus para el que también es necesario obtener un

buen antiviral es el de Hepatitis B, ya que ln vacunación con

este virus hasta el presente sólo es recomendable para la in

munización de sujetos de alto riesgo de infección como: dro

gadictos, hemofílicos, homosexuales, personal médico y para
médico.

El SIDA(Sindrome de inmunodeficiencia adquirida) es

otra de las enfermedades para la que el desarrollo de drogas

antivirales efectivas es de suma importancia debido al alto

indice Ïe mortalidad y morbilidad que el mismo produce en la

actualidad y también debido a1 hecho de que no se cuenta to

davía con una vacuna efectiva que pueda prevenir los estragos

que está ocasionando en los últimos años especialmente en los

paises desarrollados (98 ).

2. QUIMIOTERAPIA ANTIVIRAL.

Durante mucho tiempo prevaleció la idea de que el ciclo

de replicación viral seguía estrictamente el caminometabóli

co de 1a célula huésped y que era imposible bloquear la re

plicación viral sin afectar a1 metabolismocelular. Este con
cepto ya no es sostenible en la actualidad. En los últimos

años han aumentado las evidencias de que los virus y las cé

lulas infectadas exhiben algunas caracteristicas que son cuali
o cuantitativamente distintas a la célula normal sin infectar

( 41).

Esta diferencia se vé más claramente en los herpesvirus

que son capaces de inducir una gran variedad de enzimns espo



cíficas por ej.: timidino-quinasa; DNA-polimerasa;3'-5'-exo
deoxiribonucleasa; ribonucleotido-sintetasa y dUTP-pirofofa

tasa. Estas enzimas, o están ausentes en la célula sin infec
tar o son fundamentalmente diferentes a las presentes en la

célula normal. En general tienen una especificidad de sustra

to más amplia.

La enzima timidinoquinasa inducida por los herpes virus

puede reconocer comosustratos a los análogos timidina y deoxi

citidina, estos sushmtos no son reconocidos por las quinasas

celulares y por ello restringen su acción antiviral a las cé
lulas infectadas por virus.

Otros hechos especificos que ocurren sólo en las célu

las infectadas por virus y por lo tanto pueden servir como

blanco apropiado para la acción de drogas antivirales son:

1) Fusión de viriones con la membranacelular, fenómeno que

ocurre durante la penetración y liberación.
2

V Desnudamiento (uncoating) del virus que también requiere
la interacción del virus con las membranasde las vacuo

las lisosomales.

3) Ruptura proteolítica de precursores de proteinas virales

que es un paso esencial en el ensamblaje de los viriones

(por ej.: en orto y paramixovirus, picorna y togavirus).

4) Síntesis de DNAo RNAviral, que es realizada muchas veces

por DNApolímerasas (herpesvirus) o RNApolímerasas (mixo
virus) especificas del virus.

5 V Maduración de los mRNAvirales que puede imponer a la cé

lula mayores demandas energéticas que ln maduración del
mRNAcelular.



6) Glicosilación de las proteinas virales que son requeridas

para el ensamblaje de los virus envueltos.

La mayoría de los agentes antivirales que han sido es

tudiados hasta el presente ejercen su acción sobre uno o más

de estos blancos. Estos compuestos tienen una especificidad

bastante grande en su acción antiviral. Algunos de éstos han

sido introducidos en clínica y otros estan siendo investiga

dos comoantivirales potenciales en el tratamiento de enfer
medades virales (42 ).

Vamosa dividir a las sustancias con posible actividad

antiviral en tres grandes grupos:

- Sustancias de sintesis química.
- Interferones.

- Productos de origen natural.

2.1. Sustancias de sintesis quimica.

Los antivirales han sido agrupados en diferentes clases
de acuerdo a su estructura quimica, modode acción y espectro
antiviral.

Las fórmulas de los compuestos más importantes se ven

en la Figura 1 y su lugar de acción en el ciclo replicativo

se encuentra en la Figura 2.

De todas las drogas antivirales ensayadas hasta el pre
sente sólo un pequeño número han obtenido su licencia para

ser utilizadas en humanos (Cuadro 3).

Alounas de estas drogas en ciertos casos son altamente
activas pero son tóxicas, lo que limita su uso a aplicaciones
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Figura 1: Estructura y abreviaturas de los antivirales de
síntesis química.
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1) R=1,5-Iodo-2'-deoxiuridina(S-iodo-dUrd).
2) R=1,5-Iodo-2'-deoxicitidina(5-iodo-dCid).
3) 9-B-D-Arabinofuranosil-adenína (Ara-A).
4) 9(2-Hidroxietoximetil)-guanína Acyclovir.
5) Acido fosfonofórmico.
6) Ribavirina.

Clorhídrato de 1-Adamantanamína (Amantadina).\l V

8) 2-Amino-1-(isopropílsulfonil)-6-benzimidazolfeniIcetona
oxima (Enviroxima).

9 V ú-(6(2-Cloro-4-metoxí)fenoxi)-hexíl)—heptnno-3,S-dionn
(Arildone).



Figura 2: Diagramaesquemático del ciclo replicativo de un virus donde se 12.
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muestran los posibles lugares de ataque de las drogas antivirales.

. Adsorción.

. Penetración.

. Desnudamiento,

. Transcripción temprana.

. Traducción temprana.

. Replicación.

. Transcripción tardía.

. Traducción tardía.

. Ensamblaje.

. Liberación.

. Oligopéptidos especificos.

. Amantadina. Arildone.

. Ribavirina. Oligodeoxinucleótidos esPecíficos.
Inhibidores de la transcriptasa reversa.

. Inhibidores de la síntesis de proteínas. In
terferón.

. Iodo-deoxi-uridína-Ara A. Aciclovir. Acido
fosfonoacético.

. Inhibidores de la síntesis de proteínas.
G. Inhibidores de 1a glicosilación.
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Cuadro 3: Drogas antivirales que hasta el presente han

obtenido su licencia para ser usadas en humanos.

FORMA DE

GRUPO DE VIRUS TIPO DE VIRUS DROGA ADMINIS

TRACION.

Pox Víruela Metísazona Oral

Herpes Herpes simplex Iododeoxíuridina Tópico

Acyclovir Tópico
Oral.

Varicella zoster Iododeoxiuridina Tópico

Acyclovír Paren
teral.

Míxovírus Influenza A Amantadina Oral.



tópicas o al tratamiento de enfermos en los cuales hay peli

gro de muerte, pero en otros la efectividad clinica es me
nor.

Unanueva era de drogas antivirales ha sido introduci

da por el acyclovir, un compuesto que es altamente efectivo

contra el grupo de los herpesvirus, especialmente Herpes

simplex y Varicela zoster, tiene un modode acción que prote

ge a células infectadas, se puede administrar en forma sisté

mica. La timidinoquinasa de los herpes virus fosforila esta

droga muchomás eficientemente que las enzimas celulares,cog
virtiendola en su forma activa (51 ).

La administración del acyclovir en forma tópica es efes

tiva para el tratamiento del herpes labialis (48 ), ( 91 ).

Para el tratamiento del herpes genital inicial y o re
currente se administra en forma tópica u oral. Esta última

también ha dado resultados satisfactorios en 1a supresión de
1a recurrencia ( 88). El primer agente antiviral efectivo
contra 1a queratitis herpética epitelial en aplicaciones tó
picas ha sido 1a iodo-deoxiuridina (IDU) (74 ). Esta droga

probablmente es incorporada tanto en el DNAde 1a célula hués

ped como en el viral, 1a misma llega a pocas células, de for

ma tal que no se produce una lesión seria y las células cor

neales lesionadas se regeneran una vez que se ha inhibido la

multiplicación viral y que se han eliminado las células infeg
tadas.

La amantadina es otra de las drogas cuyo uso esta per

mitido en humanos. La misma se utiliza para el tratamionto y
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profilaxis del virus de Influenza A. La rimamantadina que es

el(1 -meti1 derivado parece ser más potente pero se encuentra

todavía en estado de experimentación. Estas drogas aparente

mente ejercen su acción sobre un proceso especifico en el ci

clo de replicación del virus ya que se cree que actúan entre

el desnudamiento y la transcripción primaria (67 ), (109 ).
No se usan con demasiada frecuencia debido a la necesidad de

identificar que el brote es debido a Influenza A y porque

pueden producir efectos adversos en la gestación (107).
La ribavirina también se ha utilizado en humanos en for

ma oral para el tratamiento de Influenza A (36 ) (82 ) (118)

pero sólo se han obtenido éxitos parciales con la misma. Re

cientemente se ha aplicado en forma de aerosol para el trata

miento de Influenza A y B (76 ) y también del virus respira

torio sincicial (62 ) siendo los resultados alcanzados más

promisorios. La ribavirina posee un amplio espectro antiviral

contra una serie de virus a RNAy DNAtanto in vitro como in

vivo (64 ) (115) (116). La inhibición de la replicación viral

aparentemente se produce por un bloqueo en la sintesis del
DNA ó RNA viral.

La metisazona (N-metilisantin-B-tiosemicarbazona) es

una de las drogas clásicas, pero actualmente es de interés

histórico porque su actividad antiviral es contra la viruela.
El mecanismo de acción permanece oscuro pero parece que actúa

en un paso tardío de la replicación después de la síntesis

del DNAviral (21 ).

Es importante tener en cuenta, especialmente para las



aplicaciones tópicas de sustancias antivirales, que en las
células infectadas por virus generalmente la permeabilidad

está alterada y por lo tanto es factible administrar drogas

que para las células normales son bastante tóxicas o no pene
tran en condiciones normales ( 32).

Teniendo en cuenta este hecho podremos obtener agentes

antivirales muchomás poderosos que los que se encuentran en

uso actualmente, especialmente para los virus a RNApara los
cuales es dificil encontrar inhibidores efectivos.

En comparación con las vacunas el esfuerzo puesto en

el diseño de nuevas drogas y en su experimentación no ha te
nido demasiado éxito. Comolo muestra claramente el Cuadro

3 de las miles de drogas ensayadas solo pueden ser considera
das no más de tres.

A pesar de este desaliento el estudio de la terápia an

tiviral está adquiriendo una importancia cada vez mayor. A

medida que estas drogas se apliquen a un número mayor de pa

cientes es probable que aparezcan efectos colaterales aún

desconocidos y fenómenos de resistencia semejantes a los

que se obtienen con los antibióticos en la actualidad, no

obstante, es aconsejable el desarrollo de una quimioterapia

adecuada para tener otra forma de combatir las enfermedades

de orígen viral independientemente de la existencia o no de
una vacuna.

Tambiénserá de primordial importancia poder utilizar

estas drogas sintéticas en el traümúenüa de virosis en anima

les y plantas.



2.2. Interferones.

Al hablar del uso de drogas antivirales no podemosde

jar de citar a los interferones, que son proteínas sintetiza
das por células de vertebrados en respuesta a una variedad

de estímulos virales o no virales (ejemplo: endotoxinas bactg
rianas,micoplasmas, protOZOOS,ricketsias, polímeros sinté

ticos comoácido poliacrílico, polisacaridos de algas, etc.)
que le confieren a 1a célula huésped un estado antiviral a

través {a un mecanismo que requiere síntesis de RNAY proteí
nas.

Los interferones se dividen en 3 clasesch ó de leuco

citos, f5 ó de fibroblastos y K'ó inmune. El interferón TK
es producido por linfocitos T en respuesta a mitógenos o anti

genos a los que están sensibilizados. Originariamente se ha

pensado que los interferones solo son activos en las especies

animales en las cuales han sido inducidos, pero ésto no es

enteramente cierto, ya que el interferón humano<ies activo

en muchas especies de mamíferos, aunque los«i y]? interfero

nes tienen un rango de huésped parecido.

En el Cuadro 4 se observan algunas de las proteínas

sintetizadas en respuesta al interferón y su modode acción.

Estas enzimas sólo son activas en presencia de RNAdoble ca

dena y ATP(14), (145), se produce una inhibición de la trans

cripción o traducción viral.
En el Cuadro 5 se ven otras acciones distintas a la ac

tividad antiviral del interferón.

Una de las actividades más importantes es ln inhibición



18.

Cuadro 4: Actividades enzimáticas dgpendientes del RNA
doble cadena inducidas por el interferón.

EIN Z [DíA S A C(31.0 N

Proteinoquinasa Fosforíla el factor de ini

ciación eL-F2 inhibiendo 1a
iniciación de 1a cadena peE
tídíca.

2'5'-oligoadeni1a- Activa endoríbonucleasa.

tosintetasa. Degrada RNAmensajero.
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Cuadro5: Algunos efectos no antivirales del Interferón.

Inhibición del crecimiento.

Inmunomodulación.

Alteraciones de 1a superficie celular.

Efectos sobre la diferenciación celular.

Cambios en el metabolismo celular.
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de la proliferación celular. E1 efecto anticelular ha sido ob
servado in vitro, en modelos animales y en neoplasias humanas.

El interferón modula diversos aspectos de la inmunidad

celular y humoral (122). La síntesis de anticuerpos puede ser

disminuida o aumentada dependiendo de las condiciones experi

mentales. La actividad de las células asesinas naturales, de

las células T citotóxicas y de la fagocitosis por los macró

fagos está aumentada.

Los interferones tiene un amplio espectro de actividad

antiviral aunque algunos virus son caracteristicamente más
sensibles a la inhibición in vitro que otros (121), por ejem

plo VSVes extremadamente sensible, mientras que no ocurre

lo mismo con el grupo de los Herpes virus.

La administración del interferón o la manipulación aprg

piada de los mecanismos naturales de defensa del huésped pue

de proveer un medio práctico de controlar las infecciones vi
rales.

El interferón cuando es usado en clinica puede tener

una serle de efectos colaterales no deseables comofiebre,

fatiga, anorexia, perdida de peso, nauseas y vómitos, dolor

en el sitio de 1a inyección, linfadenopatía y perdida del

cabello(112). En algunos pacientes se produce un aumento de

las transaminasas en suero. Por todos estos efectos que si

bien son reversibles, es necesario establecer un esquemade

dosis apropiado cuando es usado sólo o en combinación con

otras drogas.
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En el Cuadro 6 podemos ver las enfermedades para las

que se usa actualmente en clinica y por que via se administra.
Los tratamientos más exitosos con interferón han sidolos

de verrugas y papilomas asociados a virus (97).
Otras enfermedades virales en las cuales la terapia con

interferón deberá ser considerada incluye rabia, encefalitis
severas (comoaquellas causadas por los Togavirus: Encefalitis

de San Luis, encefalitis japonesa, encefalitis equina del es
te y del oeste), enfermedades producidas por Arenavirus (como

fiebre Lassa, virus Ebola), Influenza y otras infecciones res
piratorias y las infecciones por virus lentos tales comoJakob

Creutzfeldt y Panencefalitis esclerosante subaguda. El inter
ferón ha demostrado ser de utilidad en el tratamiento del Sar

coma de Kaposi (77) y también en jóvenes homosexuales con in
munodeficiencias severas.

Comovemos también las grandes esperanzas cifradas en

el Interferón comopotente. antiviral se han reducido drás

ticamente con la práctica de su uso, su utilidad comoantivi

ral queda muyrestringida a ciertas infecciones en especial

a aquellas asociadas a tumores.

2.3. Actividad antiviral en productos naturales.
La dificultad de encontrar drogas terapéuticas activas

de orígen sintético y que no sean tóxicas, especialmente para

las infecciones por RNAvirus en animales, y la sugerencia

de Herrmann (63) de que los productos naturales son preferi

bles a los sintéticos comofuente de nuevos agentes antivira



Cuadro6:EnfermedadesquesoncontroladasactualmenteconelInterferónusadocomoantiviral.
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les, ha llevado a muchos investigadores a buscar actividad

biológica en extractos de algas y de plantas como se ven el
Cuadro 7.

2.3.1. Extractos de plantas inferiores.

En los últimos años, las algas que viven en aguas dul

ces así como los organismos marinos han sido considerados una

fuente potencial de agentes farmacológicamente activos.

La posibilidad de que las algas verdes (de aguas dul

ces) posean sustancias antivirales no ha sido aún extensameg
te explorada.

En 1962, Dávydova y col. (40 ) encontraron que fagos

virulentos de Salmonella typhimurium, pierden su actividad

bajo el efecto de Scenedesmus obliquus, mientras que no ob

servan diferencias en presencia de Chlorella vulgaris. De

esta manera es posible explicar la presencia simultánea de

un considerable número de bacterias y algas en el agua.

En 1965 Sadovskaya y col. (108) demostraron que el de

sarrollo de cultivos de algas verdes (thgrella vulgagig,

Scenedesmus obliquus) inactiva a los fagos T], 'l‘4 y A de
Escherichia coli a concentraciones mayores que las naturales.

La actividad biológica de estos fagos es completamente inhi

bida en un cultivo de S. obliguus en un tiempo de 15 dias.

Sin embargo estas algas no inhiben a los fagos cuando SU con

centración es cercana a la que existe ordinariamente on la
naturaleza.

En 1972 Zhukova y col. (143) encuentran innctivnción
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Cuadro 7: Búsqueda de sustancias antivirales en productos
naturales.

agua dulce

Plantas inferiores de

/////// \\\agua salada
Actividad

antíviral Naturaleza del

principio activo.

Alcaloides.

¿áíí:laninos.
Plantas superiores Lignanos.

Hidratos de Carbono.

Proteínas.



de RNAvirus por extractos de cultivos de Chlorella vulgaris:

Scenedesmusquadricauda (algas verdes): Oscillatoria splendida

y Anabaenavariabilis (cianoficeas) pero no dicen nada acerca

del mecanismode acción o naturaleza del principio activo.

Los primeros datos acerca de algas marinas macroscópicas
con actividad antiviral se obtuvieron en 1958 cuando Gerber

y col. ( 53) comprueban que extractos de Gelídium cartilagenium

y Chondrus crispus protegen a huevos embrionados contra la

infección con virus del Sarampión e Influenza B. Se ha estu

diado la naturaleza de principio activo y se ha determinado

que este es de naturaleza polisacaridica.

En 1965 Kathan ( 73) descubrió un inhibidor muy activo

del virus de Influenza, obtenido a partir de extractos de al
gas marinas superiores, que tienen componentes protéicos e
hidratos de carbono.

EL 1974 Deig y col. ( 43) encontraron que 1a replicación

de los virus Herpes simplex tipo I y II es inhibida en mono

capas celulares pretratadas con extractos derivados de dos

especies relacionadas del Orden Rhodophyta: Cryptosyphonia

woodii y Farlowia mollis.

El principio activo ha sido caracterizado comoun poli

sacárido de peso molecular 10.000. El mecanismo de acción no

ha sido determinado pero se sugiere que el inhibidor podría

bloquear el receptor celular requerido para la infección por

el virus herpes.

En 1977, Ehresmann y col. ( 46) estudiaron 28 especies

de algas marinas colectadas en las costas del norte de Cali
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fornia y encuentran que además de los extractos antes mencig

nados otros 8 extractos, todos pertenecientes a miembros del

orden Rhodophyta, producen una inhibición similar de la infeg

tividad de los herpes virus I y II. Ademásdeterminaron que

extractos de Constantinea simplex interfieren con la infecti
vidad del virus Coxsackie BS. Las sustancias activas presen

tes en estos extractos se cree que son polisacaridos de peso

molecular mayor a 200.000. Estos autores consideran que los

datos obtenidos son compatibles con la presencia de un compueg

to estructural del alga, más que metabólico, y que el probable
mecanismo de acción se deba a una inhibición de la adsorción

del virus Herpes.

En 1978 Richards y col. (102) encontraron que extractos

de dos especies de algas marinas Constantinea simplex y Far
lowia mollis también recolectadas en las costas de California

son activas contra Herpes simplex tipo I y 11, Vaccinia y VSV,

si se pretratan monocapasde células de embrión de ratón(son

tratadaS)antes de la infección. Estos extractos, no tienen

actividad contra los virus de Encefalomiocarditis, Semliki

Forest y Cítomegalovirus murino. Los autores también deter

minaron que la administración profiláctica de estos extractos
a ratones reduce 1a mortalidad cuando estos son inoculados

con Herpes simplex tipo II por vía intraperitoneal, intrace
rebral o intranasal, mientras que los mismosno tienen efec

to significativo cuando el tratamiento es iniciado después
de la inoculación o en un sitio distinto al de la inoculación
viral.
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La actividad profiláctica pero no terapéutica de estas
preparaciones limita seriamente su uso potencial en infeccig
nes herpéticas humanas. En 1980 Carccamese y col. (3] ) en

contraron que de más de 20 extractos de algas colectadas al

este de Sicilia, algunos presentan actividad contra el virus
del mosaico del tabaco.

La mayoria pertenece a las Feofitas entre los más acti

vos se encuentran: Cystoseira crinita, Díctyota díchotoma var.

intricata, Dilophus fasciola, Nereia filiformis y Taonia ato
maría. Dentro de las rodofitas tenemos a Botryocladia botryo'

des y Laurencia paniculata y perteneciente a las clorofitas
podemoscitar a Caulerpa prolifera.

Las concentraciones de estos extractos lipidicos de al

gas usadas son las que normalmente se emplean para las sustag

cias antivirales purificadas. Esto sugiere que los extractos

poseen una buena potencia del principio activo. En lo que reg

pecta a la naturaleza del principio activo, los autores dicen

que los extractos no contienen proteínas o hidratos de carbo

no y que se podria tratar de un metabolito lipofilico poco
común.

En 1983 Anderson y col. ( 3 ) buscaron actividad bioló

gica en 25 organismos marinos recolectados a lo largo de las

costas Suecas. Los extractos orgánicos de los mismos se ensa

yaron para determinar actividad antiviral pero solamente los de

Fucus serratus y Laminaria saccharina (ambas feoficeas) son

activos contra el virus Herpes y no presentan toxicidad para

cutlivos de tejidos.
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Estos resultados en conjunto parecen promisorios sin

embargo,en este campo queda aún mucho por investigar ya que

en la mayoría de los casos no se conoce la naturaleza del

principio activo del extracto de alga y menos aún su mecanis
modehacción antiviral.

2.3.2. Extractos de Plantas Superiores.

En las plantas se encuentran muchos compuestos dife

rentes que son los productos de su metabolismo y que son ne

cesarios para la vida de las mismas.

Muchasplantas poseen caminos metabólicos específicos

para producir moléculas pequeñas, tales comolos alcaloides,

que parecen tener más utilidad para el hombre que para la

planta misma; mientras que otros sintetizan proteínas que no

parecen tener una función vital en la planta que les dá orí

gen.

Vamosa tratar de agrupar a las sustancias derivadas

de plantas superiores con actividad antiviral según su po

sible composición química en los siguientes grupos: alcaloi

des, taninos, lignanos, polisacáridos y proteinas, aunque se

han descrito muchosextractos derivados de plantas cuyas ca

racterísticas no se conocen, algunos de los cuales se trata

rán de incluir dentro de estos cinco grupos y otros serán

mencionados sin hablar de su composición.

2.3.2.1. Alcaloides.
D.A. Van den Berghe y colaboradores, hnn preparado
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extractos de 100 plantas superiores y evaluado su actividad

antiviral contra algunos DNAy RNAvirus, tales como: Semliki

Forest; Coxackie; sarampión, polio; herpes y adenovirus.

Estos autores demuestran ( 133 que los extractos de la

familia Amaryllidaceae son los que presentan una actividad

antiviral másefectiva. Clivia miniata, Clivia cyrtanthiflora,
Narciccus pseudonarcissus, Narcissus tazetta e Hymenocallis

littoralis son las especies de esta familia activas contra
los virus; Coxackie,Semliki Forest y sarampión; mientras que

las especies del género Clivia resultaron ser muyefectivas
para inhibir la replicación de los virus Polio y herpes y

ninguno de los extractos ensayados resultó tener actividad

para inhibir a adenovirus.

Posteriormente estos autores también determinaron que

la sustancia biológicamente activa presente en las especies

del género Clivia es un alcaloide al que denominan licorina

(66 ).

Esta sustancia no tienen acción virucida ya que la in

hibición de la replicación viral es concentración dependiente
y se debe a un bloqueo en la síntesis de proteinas o de 1a

adsorción viral (65 ).

Existen alrededor de 150 alcaloides aislados de plantas

pertenecientes a esta familia, algunos de los cuales tienen

actividades biológicas interesantes por ej.: algunos son anti
tumorales y producen la inhibición de la síntesis de proteinas

en células eucariótícas ya que impiden la formación de uniones
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peptídicas (33 ), (71 ).

Extractos de Magnolia kobus y Narcissus tazetta que han

surgido de un programa de estudio de plantas medicinales de

la China, tienen marcada actividad contra el virus de la Co

riomeningitis Linfocitica (LCM)en ratones (5%)). Ensayos

realizados in-vitro con estos extractos demuestran que éstos
no son virucidas.

En el trabajo de Furusawa y col. (49 ) también se de

muestra que otra planta superior Sambucussieboldiana tiene

actividad antiviral contra LCMy Columbia SKen ratones. Esta

es 1a única planta entre las 250 especies japonesas y chinas

estudiadas que tiene una actividad importante frente a estos

dos virus, pero en el trabajo nada se menciona a cerca de la

naturaleza del principio activo.

En 1976 Kelling y col. (75) estudiaron 28 extractos de

plantas de los cuales sólo el extracto alcohólico de Narcissus

tazetta (familia Amaryllidaceae) posee actividad antiviral
contra el virus de la Rinotraqueitis bovina (IBR) en cultivo

de tejido a 1a concentración no citotóxica. En este trabajo

se realizan ensayos tendientes a demostrar que este extracto

no es virucida y que es de amplio espectro ya que también
inhibe al virus de 1a Rinoneumonitis equina perteneciente

también a 1a familia Herpesviridae.

en 1976 Susan Tafur (129)y col. encontraron que extras

tos alcohólicos de hojas, raices y tallos de Ophiorrhiga

mungos(familia Rubiaceae) contienen un potente inhibidor



del virus Herpes tipo I. Estos extractos poseen dos compues

tos activos de camptotecina y la 10-metoxicnmptotecinn, los

que también han sido aislados en pequeñas cantidades de un

árbol poco común de la China Camptotheca acuminata (familia

Nyssaceae) por Wall y col. (138). La planta superior Mappia

foetida (familia Olinaceae), también ha sido citada comori

ca en estas sustancias ( 2 ). Se sabe que la camptotecína es

un potente agente antileucémico y antitumoral en animales de

experimentación (138). Comoantiviral inhibe la replicación

del virus herpes (25 ), aunque el metoxi derivado resulta
ser ocho veces más activo.

en 1960 Goulet y col. (57 ) demostraron que extractos

de Calvatia gigantea y especies de Cattleya inhiben a distin

tas cepas del enterovirus ECHOen forma diferencial, en cé

lulas de riñón de mono. En este trabajo se llega a la conclu

sión de que los extractos no tienen acción virucida, pero

nada se dice sobre la naturaleza del principio activo.

2.3.2.2. Taninos.

Los extractos de Melissia officinalis (35 ) inhiben

tanto DNAvirus (Herpes simplex y Vaccinia) como a RNAvirus

(NDVy Semliki Forest) se ha sugerido que la actividad anti

viral está en la fracción que tiene tanino o polifenoles tipo
tanino que ejercen su acción en la superficie de la célula

bloqueando la entrada o salida de ciertos virus y no producieg

do efecto virucida sobre los mismos. Esto se contrapone con

el mecanismode acción propuesto para los tnninos del té(60)
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Hó e ácido tánico con el virus Influenza A ( 34), los que

como se sabe ejercen un efecto virucida sobre el mismo. En

este último caso estos inhibidores pueden ser considerados

comoabsolutos ya que su acción es independiente de la célula

huésped.

En 1983 Suganda y col. ( 12% estudiaron los efectos in

hibitorios de 96 extractos de plantas indigenas francesas,

crudos y semipurificados sobre la multiplicación del virus

Herpes tipo I y Polio tipo II en cultivos celulares. De los

mismossólo cuatro poseen actividad antiviral. Matricaría cha

momilla e inodora (ambas de la familia Compositae) y Anthyllis

vulneraria (familia Leguminasae) inhiben a ambos virus, mieg

tras que Bryonia dioica (familia Cocorbitaceae) es activo

sólo contra polio.

Las cuatro especies de plantas superiores mencionadas

anteriormente poseen alcaloides y algunas de ellas taninos,

pero en el trabajo no se aclara nada acerca del mecanismo de

acción antiviral, así comotampocosi las sustancias encontra

das son las responsables de 1a actividad inhibitoria.

2.3.2. 3.Lignanos.
En 1978 Mayy Willuhn ( 85) encontraron actividad

antiviral contra Herpes simple tipo II, Influenza A y Vacci

nia , en 1a planta superior Podophyllum peltatum. Estos autg

res suponen que lignanos glicosilados solubles en agua son

los responsables del efecto notado, pero 1a naturaleza del

compuesto activo recién la determinan fehacientemente Bedows
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y Hattield (26 ) en 1982. Estos últimos también encuentran
que el efecto antiviral es debido a la ruptura de los micro
túbulos celulares.

En 1981 Markkanen y col. (83 ), también encontraron que

un lignano extraído y purificado de Juniperus commúmístiene

actividad contra Herpes simple tipo I.

Debidoa su naturaleza altamente citotóxica, el poten

cial terapéutico de estos compuestoscomoantivirales está

muy limitado.

2.3.2.4. Hidratos de carbono.

En 1974 Moraes y col. (89) encontraron que una sus

tancia, posiblemente un polisacárido de alto peso molecular,

presente en hojas aparentemente sanas de Abutilon striatum

inhibe 1a infección de Nicotiana glutinosa L con el virus del

mosaico del tabaco (TMV), pero en el trabajo no se discute
nada acerca de su mecanismode acción antiviral.

Otro inhibidor de naturaleza polisacaridica ha sido

aislado y purificado de la planta superior Brassica olearacea

L (140). Esta sustancia tiene un PMde 20.000 y no es virucida.

Aparentemente el polisacárido produce cambios en la superficie

de la célula, que hacen que disminuya la adsorción viral,

aunque no se observa un bloqueo de receptores.

Hasta el presente se han aislado pocos inhibidores

virales semejantes a éstos de plantas superiores. En general

se aislan de hongos como por ej: los obtenidos de Irighgthg

c1um rosaseum (23 ) y Phytophthora infestaus (117).
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2.3.2.5. Proteinas.

Se conocen muchas proteinas de plantas que dañan

ribosomaseucaritóticos inhibiendo así Jn síntosis protéica.

Algunas de ellas formadas por dos componentes, una cadena B

capaz de unirse a las células y una cadena A que daña la sub

unidad mayor del ribosoma de 60 S. Este grupo incluye las

toxinas ricino, abrino y modeccino ( 94), ( 52).

Algunas lectinas menos estudiadas también inhiben sin

tesis de proteinas de una manera similar pero no son tóxicas
para animales o células ( 17).

Otro grupo de inhibidores de la síntesis de proteinas,

no tóxicos y similares a la cadena A de las toxinas reciben

el nombrede RIPs (ribosome-inactivating-proteins) y estan

ampliamentedistribuidas en todo el reino vegetal. Se obtie

nen de semillas, raíces, hojas o de savia de plantas y se en

cuentran generalmente a una concentración muyalta. Por ej.:

2,300 mgr prot/lOO gr de tejido de plantas ( 18). Su concen

tración varia de una planta a otra y entre los diferentes

tejidos de la mismaplanta. Los extractos de semilla son ge

neralmente más activos que los de otras partes de la planta.

Las RIPs no han sido encontradas nunca en otras espe

cies que no fueran plantas. Reconocen e inactivan ribosomas

extraños, aunque el mecanismode reconocimiento e inactiva?

ción es aún desconocido. Estas RIPs constituyen tanto como

el 10%de las proteínas extraíbles del tejido celular, pero

su función biológica también es desconocida. Son fáciles de



aislar en grandes cantidades,, pero su uso potencial comoa

gentes antivirales, antiparasitarios y anticelulares permane
ce oscrro.

Muchasplantas contienen aparentemente un sólo tipo de

RIP, mientras que otras tienen varios. Por ej.: se han aísla
do dos o tres RIPs cromatográficamente distinguibles de fito

laca (16 ), clavel 024), trigo (104), cebada (37 ) y muchas

otras especies de plantas. Estas "isoenzimas" de RIP son muy

parecidas unas con otras, pero no se sabe aún su orígen y su

significado. Las RIPs de distintas fuentes generalmente no

comparten determinantes antigénicos.
Las RIPs actúan sobre los ribosomas inhibiendo la elon

gación de la cadena polipeptidica (18 ), (68 ). El lugar de

ataque de las RIPs es la subunidad 60 S del ribosoma (93 )

y 1a consecuencia de la inactivación es que la subunidad ya

no une el factor de elongación EF-Z en forma efectiva y asi

la traslocación de la cadena cesa (18 ,69 ).

Todaviaresulta dificil sacar conclusiones generali
zadas a cerca de las familias que contienen las RIPs pero

parece que las semillas de Amaranthaceae, Caryophyllaceae,

Chenopodiaceae, Leguminosae, Phytolaccaceae y Solanaceae (22),

(24 ), (58 ), (59 ), (100 ), (119), (131 ) y (142) muchas vg

ces contienen elevadas concentraciones de RIPs. Estas protei

nas son de bajo peso molecular, que oscila entre los 10.000

y 38.000 Daltons, tienen ciertas similitudes con el interferón

aunque en general no son glicoproteinas.
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’ba mayoria de estas RIPs tienen un amplio espectro anti

viral, son relativamente estables al calor y son precipitables
por altas concentraciones de sulfato de amonio, pero a dife

rencia del interferón animal por lo menos una de estas es sen

sible al ácido perfórmíco (47 ).
En los últimos años muchas RIPs han sido descubiertas

y se ha visto que inhiben la replicación de una variedad de

virus animales y de plantas (18 ). Esto ha llevado a la hi

pótesis de que las RIPs funcionan comoagentes antivirales,
protegiendo a las plantas de la infección con unagran varie
dad de virus..

Sin embargoesta hipótesis parece contradictoria debi

do a que las RIPs sólo inactivan ribosomas heterólogos de

plantas (18 ), (68) o sea que ellas inhiben la transmisión

de virus a especies distintas a aquellas en que se encuentran

normalmente, entonces sucede justo lo contrario que con el

interferón (70), (56 ).

La primera RIP descubierta y una de las más intensamen

te estudiadas es la proteína antiviral de Phytolacca americana

(PAP). Posee un amplio espectro antiviral que incluye a1 vi

rus del mosaico del tabaco (45 ), virus del mosaico del

pepino (141), virus del mosaico de 1a haba (95 ), (141), In

fluenza (141), Polio (132), y Herpes (10 ), (130 ).

Se han aislado dos proteinas una de PM30.000 y otra

de PM29.000 pero con diferente distribución peptidica detec

tada por hidrólisis triptica y con propiedades inmunológicas
diferentes (69 ).
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Este inhibidor parece no tener efectos tóxicos sobre
las células de animales y de plantas a diferencia de las fi

totoxinas abrino y ricino que comose mencionó anteriormente

tienen una actividad bioquímica semejante (69 ). En las cé

lulas infectadas en cambio, el virus parece que de alguna ma

nera facilita la entrada de estas RIPs, las que inactivan los

ribosomas de la célula huésped y se produce asi la inhibición

de la replicación viral. Este mecanismopuede explicar la ag

ción antiviral de PAPcontra los RNAvirus pero no los resul

tados obtenidos con Herpes simplex tipo I (“SV-1) en los que

aparentemente se produce una inhibición de la síntesis del

DNAviral (130), es posible sin embargo que se inhiba de una

maneraselectiva alguna proteina necesaria para la sintesis
del DNA.

Otras RIPs con propiedades antívirales se encuentran

preSentes en un gran número de plantas además de fitolaca

pero sólo unas pocas han sido purificadas y caracterizadas.

Unode los inhibidores mejor caracterizado es el que

se obtiene de las hojas del clavel, Dianthus caryophyllus,

en realidad se han obtenido dos proteínas que son potentes

inhibidores de la formación de lesiones por el virus del mg

saico del tabaco en Nicotiana glutinosa L (100). En un es

tudio más reciente Stirpe y col. (124) han purificado dos

poteína'o de las hojas de Dianthus caryophyllus, la diantina

30 y 32 respectivamente (en base a sus PM). Las dinntinas

también son RIPs ya que inhiben síntesis de proteínas en un
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sistema libre de células por daño de ribosomas y tienen poco

efecto sobre células intactas y son semejantes a las purifi
cadas anteriormente por Rageltli y Weintrauh (100). Al igual

que el inhibidor de Phytolacca (PAP) las diantinas no tienen

efecto sobre la transmisión de virus a Dianthus y a otros

miembros de las Caryophyllales.

E1 uso potencial de las diantinas en medicina es menos

promisorio que el de PAPporque se ha visto que son citotóxi

cas para fibroblastos de pollo y que no son capaces de prote

ger a fibroblastos de embrión de pollo de la infección con el

virus de Semliki Forest (47 ), (99 ), (100).
En los últimos años se han caracterizado varias RIPs

semejantes a PAP. Las más importantes se encuentran en el

Cuadro 8.

Las RIPs tienen la ventaja de que se pueden aislar fá

cilmente y en gran cantidad pero hasta el presente no se han

aplicado para la terapia antiviral de organismos completos,

aunque se ha demostrado que son potentes inhibidores de la

multiplicación viral en cultivos de tejidos.

2.3.2.6. Sustancias que se inducen en las plantas por infec
ción viral.

Por otra parte existen en las plantas sustancias an
tivirales que se producen cuando estas son infectadas con un
virus.

En 1962 Sela y Applebaum (113) enCOntrnron un factor

antiviral en hojas de Nicotiana glutinosa L infectadas con



Cuadro8:ProteínassemejantesaPAP.

Fuente

Actividad Antiviral

Inhibiciónde1a síntesisdeprot.

PM

Chenopodiumaggranticolor Dianthuscaryophyllus Geloniummultiflorum Mormordicacharantia Triticumaestivum

nose determinó

nosedeterminó

29.000 30.000 32.000 30.000 23.000 30.000

119
59

100 124 123 120
19

120 104

39.
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el virus del mosaico del tabaco (TMV),que no esta presente

en las plantas sin infectar. Esto hace suponer que éste fac

tor juega algún papel importante en el mecanismo de protec

ción de los tejidos vegetales frente a la infección viral.

En 1963, Loebenstein y Ross ( 81 ) demostraron que la

concentración de un factor antiviral extraible (semejante al

interferón) de las hojas de Datura stramonium L, es mucho ma

yor después de la infección con el virus del mosaico del ta

baco (TMV).

En 1966 Sela y col. (114) encontraron que la savia de

hojas de Nicotiana glutinosa L no infectadas tiene actividad
antiviral, pero que una nueva sustancia se produce cuando las

plantas son infectadas con TMV.Esta nueva sustancia que se

forma es una nucleoproteina y difiere del interferón de pollo

por su comportamiento frente a intercambiadores iónicos de
celulosa.

En 1981 Awasthi ( 11) describió la presencia de una sus

tancia antiviral con propiedades inhibitorias en extractos

acuosos de Cuscuta reflexa. Las propiedades biofisicas y qui

micas indican que el inhibidor es de naturaleza protéica.

A1 igual que los inhibidores virales presentes en otras

plantas como el pimiento (86 ), ( 9 ) y Boerhaavia diffusa

(134 ), ( 135)este inhbidor es no díalizable, de naturaleza

protéica e induce en la planta resistencia sistémica (resis
tencia en sitios no tratados).

La inducción de esta resistencia puede ser revertida
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por la aplicación de Actinomicina D hasta 6 horas después del
tratamiento con el inhibidor.

Este tipo de respuesta sistémica (resistencia sistémica
adquirida) puede ser inducida también en plantas por virus

que producen lesiones locales (106), ( 79), ( 29 ), (105),

ácido poliacrilico ( 55) , ( 72), ácido acetilsalicilico(139)
y un gran núnmro de agentes virales y no virales (80 ).

Actualmente se cree que las plantas superiores pueden

producir sustancias tipo interferón después de la infección
viral, pero desgraciadamente mientras que las investigaciones

con los interferones humanos y animales han sido muy intensi

vas, en las plantas estas han sido muchomenores. Esto es la

mentable ya que tales estudios podrian contribuir a elaborar

una teoria generalizada a cerca de la fisiología de la resis
tencia a la infección viral y conducir a un posible uso tera

péutico de los interferones de plantas contra enfermedades de

animales y plantas.





1.

1.

1.

MEDIOS,

¡»2.

SOLUCIONES Y REACTIVOS.

1.

1.

.1.
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1.

MEDIOS.

Medio de crecimiento celular: MC.

Medio esencial minimo de Eagle (MEN)en solución sa

lina balanceada de Earle, con glutamina (Medio sinté

tico Gibco). Suplementado con 5%de suero bovino GiQ

co inactivado a 569G 30 minutos y SOJUg/ml de genta

micina. pH 7 - 7,2.

Medio de mantenimiento celular: MN.

Medio basal de Eagle (MBE)en solución salina balan

ceada de Earle, con glutamina (Medio sintético Gibco).

Suplementado con 3% de suero bovino inactivado a 569G

“0 minutos y 50,ug/ml de gentamicina. pH 7,6 —7,8.

Mediopara marcación de proteínas celulares o virales.

Medio basal de Eagle (MBE)en solución salina balan

ceada de Earle, sin metionina y/o leucina (Medio sin

tético Gibco). Suplementado con 3%de suero bovino

Gibco inactivado a 569G 30 minutos y 50/ug/ml de gen

tamicina. pH 7,2 - 7,4.

Medio de plaqueo: MP.

a. MEM 2X.

Medio esencial mínimo de Eagle de doble concentra

ción, en solución salina balanceada de Enric con

glutamina (Medio sintético Gibco).

Suplementado con 4%de suero fetal bovino Gibco
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inactivado a 569G 30 minutos y ¡00 ug/ml de gen
tamícina.

b. Agar Doble a1 2%en agua bídestílndn.

En el momento de ser usado se mezclan volúmenes

iguales de a. y b. pH 7,4.

1.2. ggLUCIONEs.

1.2.1. Solución balanceada de fosfatos: PBS para 1000 m1).

C1 Na 8 g.

C1 K 0,2 g.

P04H2K 0,2 g.

POÁHNaz. 2 H2o 1,44 g.

1.2.2. "Buffer" para radíoinmunoprecípítación: RIPA.

Tris-CIH 0,01 M pH 7,4

c1 Na 0,15 M

SDS 0,1%

Tripton X-100 1%

PMSF 1 mM

Dodecil sulfato de Na 1%

1.2.3. "Buffer" de muestra para electroforesis: PAGE1X.

Tris-CIH 0,0625 M pH 6,8.

SDS 5%

Glicerol 10%

fi5-mercapto etanol 2%

Azul de bromofeñol 0,0052
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1.2.4."Buffer"de corrida para electroforesis.
i Tris-ClH 0,05M pH 8,3

sos 0,1%

Glicina 0,005M

1.2.5. Gel de resolución.

Acrilamida-bisacrilamida (40:0,8) 12%.

Tris-ClH 0,375M pH 8,8

SDS 0,1%

TEMED

5208 (NH4)2

1.2.6. Gel de separación.

Acrilamida-bisacrilamida (30:0,8) 3,8%

Tris-ClH 0,125M pH 6,8

SDS 0,1%

TEMED

5208 (“"4)2

1.2.7. Colorante.

Azul brillante de Coomassie R.250 al 0,25% en meta

nol: agua: ácido acético glacial (50:50:10).

1.2.8. Decolorante.

Metanol: agua: ácido acético glacial (50:80:70).

1.2.9. Solución centelleadora.

Triton X-lOO 500 mg.

PPO 8,25 g.

dimetil-POPOP 150 mg.

Tolueno 1.000 m1.
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REACTIVOS.

(3H) Uridina NewEngland Nuclear, actividad específica

40,8 Ci/mmol.

35S-metionina NewEngland Nuclear 1.030 Cí/mmol.

3H-leucina New England Nuclear 111,1 Ci/mmol.

Tripsina (Trypsin 1:250) Difco.

Actinomicina D Merck Sharp & Dohme.

Sephadex G-25 y G-100 Pharmacia Fine Chemicals.

VIRUS.

2.1.

2.4.

VIRUS DE LA ESTOMATITIS VESICULAR (VSV).

Cepa Indiana, el stock se preparó en células Vero, co

sechando sobrenadantes y células a las 24 hs. p.i. El

titulo en células Vero fué del orden de 107 UFP/ml.

VIRUS SINDBIS.

Cepa proveniente del National Institute of Health, Es

tados Unidos, el stock se preparó amplificando esta cg

pa en células BHK-21y cosechando el sobrenadante a las

24 hs p.i. El titulo en células BHK-Zlfué del orden de
810 UFP/ml.

. VIRUS AFTOSO.

Cepa O1 Caseros, el stock se preparó en células BHK-Zl
cosechando sobrenadante y células a las 24 hs p.i. El

6título en células BHK-Zlfué del orden de 10 UFP/ml.

VIRUS DE POLIOMIELITIS.

Se usó la cepa Sabin (vacuna) que contenía las copas de
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Polio tipo I, II y III, después de ser multiplicndas 2

veces por células Hela y una vez por Vero. El titulo en
(células Vero del Stock usado fué del orden de 10) UFP/ml.

VIRUS DE LA ENFERMEDAD DE NEWCASTLE(NDV).

Se trabajó con un stock de 1a cepa LA SOTApreparado en

huevos embrionados, cosechando el líquido alantoideo a

los 5 dias p.i. El titulo del stock fué de 100 UHA/ml.

VIRUS HERPES SIMPLE TIPO I.

Se utilizó la cepa MacIntyre prototipo obtenida del

Instituto Carlos G. Malbrán. Stock preparado en células

Vero a partir de sobrenadante y células, teniendo un ti
6tulo en Vero del orden de 10 UFP/ml.

. VIRUS JUNIN.

Se trabajó con la cepa de virus Junin atenuada denomina

da XJCI3 ( 61) y mantenida en el laboratorio por pasajes
en cerebro de ratón lactante. E1 titulo de los stocks

fuí del orden de 106 UFP/ml en células Vero.

. VIRUS TACARIBE.

La cepa de virus empleada fué de IRLV 11573, propagada

comoen el caso anterior en cerebro de ratón lactante y

con titulos del orden de 106 UFP/ml en células Vero.

. VIRUS PINCHINDE.

Se empleó Ia cepa An-3739 crecida en cerebro de ratón
7lactante. E1 titulo del stock fué del orden de [0 UFP/ml

en células Vero.



47.

CULTIVOS CELULARES.

CELULAS RK

. CELULAS VERO.

Se utilizaron células Vero (riñón de monoverde africa

no Cercopithecus aethiops), cultivadas en monocapa. Las

líneas se mantuvieron por repiques cada 3 ó 4 días con

MEM(Medio Esencial Minimo con sales de Enrle) suplemeg

tado con 10%de suero bovino inactivado a 569G 30 min.y

50 pg/ml de gentamicina. Se las empleó entre los pasajes
180 — 240.

El medio de mantenimiento empleado fué Eagle, adiciona

da je 3%de suero de ternera inactivado y SOlug/ml de

gentamicina.

13'

La linea contínua RK13de riñón de conejo se mantuvo con

medio MEMsuplementado de 8% de suero de ternera y 59ug/m1

de gentamicina. Se utilizó entre los pasajes 130 y 170.

CELULAS BBK-21 CLON 13.

La linea continua de riñón de hamster bebé fué manteni

da por repiques cada 3 ó 4 dias con MENsuplementado con

10%de suero bovino inactivado y 50 pg/ml de gentamicina.

Se 1a utilizó entre*los pasajes 26 y 56.

E1 medio de mantenimiento empleado fué MEM,adicionado

de 3%de suero de ternera inactivado y 50 pg/ml de gen
tamicina.
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. RATONES.

Se usó la cepa OF1 (Iffa-credo, Lyon, Francia) para reali
zar ensayos de toxicidad.

HUEV”? EMBRIONADOS.

Se utilizaron huevos embrionados de gallina de 9 - 12 dias

de desarrollo, para el cultivo del virus NDVen cavidad
alantoidea.

6. OBTENCION DE LOS EXTRACTOS VEGETALES.

6.1.
6.1.1.

6. 1.

EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE RAICES.

Material vegetal: Se prepararon extractos hidroalcohó
licos de raices de las siguientes plantas: Baccharis
crispa, Baccharis notosergila, Pluchea sagittalis,
Pterocaulom virgatum, Achyrocline flaccida, Conyza

bonariensis, Phylantus selowianus y Melia azedarach;

2.

las plantas fueron recolectadas de distintas regiones

de la República Argentina y del Paraguay y se deposi

tó una muestra de cada especie en el herbario del Mu
seo de Botánica de la Universidad de Buenos Aires.

Preparación de los extractos: Los extractos hidroal
cohólicos fueron llevados a sequedad, suspendidos o

solubilizados en agua destilada para llegar a una con

centración de 50 mg/mlestas soluciones fueron frac

cionadas en alicuotas de 1 m1 que se colocaron en tu

Posteriormente se llevaron a IO mlbos de ensayo. con
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2.

2.

.2.

1.

49.

agua destilada, la concentración final del extracto

fué de 5 mg/ml. A estas soluciones se les registró

el registró el pH, se filtraron por Nillipore 0,22/u
y se conservaron a -209C en caso de no ser usados in

mediatamente. Estos extractos fueron preparados en la

Cátedra de Farmacognosia de la Facultad de Farmacia

y Bioquímica de la Universidad de Buenos Aires.

EXTRACTOS HIDROALCOHOLICOS DE PARTE AEREA DE NELIA AZE

DARACH L.

Material vegetal: Se colectaron las partes aéreas (ho

jas y ramas) de árboles de paraiso de la ciudad de Bug

nos Aires y sus alrededores (zonas de Palermo y San

Isidro) durante el mes de Noviembre de 1982, las mis

mas fueron clasificadas como Melia azedarach L en la

Cátedra de Botánica de la Facultad de Ciencias Exactas

y Naturales, UBA,donde se ha guardado y registrado

un especímen de herbario.

Extracción del principio activo: Hojas, ramas y tallos

fueron lavados; exhaustivamente, secados a 379G y pul

verizados por medio de un molino de cuchillas rotati

vas. Sesenta gramos de este material vegetal seco se

maceraron en etanol 50%durante 96 horas. E1 extracto

alcohólico se filtró y el filtrado se centrifugó a

100.000 xg en un rotor SW28 (Beckman) durante 2 horas.

El sedimento se eliminó y el sobrenadante fué llevado
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a sequedad a 409G en un evaporador rotativo y disuelto

en agua destilada a una concentración de 5 mg/ml cons

tituyendo el denominadoextracto crudo.

La obtención del extracto semipurificado se efectuó

a partir del sobrenadante (sin secar) el que se preci

pitó por el agregado gota a gota de dos volúmenes de

alcohol absoluto y dejándolo una noche a -209C. El pre

cipitado formado se separó por centrifugación a 10.000

rpm en un rotor JA 14 (Beckman) durante 1 hora, poste

riormente fué llevado a sequedad y se resuspendió en

buffer fosfato 20 mMhasta llegar a una concentración

de 100 mg/ml. La solución se llevó a pH 7, se centri

fugó 50 minutos para clasificar, el sobrenadante obte

nido se filtró por Millipore 0,22 u y se congeló a

-209C hasta su uso. El extracto semipurificado se lo

denominó M.A. s.p.

.-P;ecipitación con sulfato de amonio: 3 m1 de MAspse

precipitaron con sulfato de amonio sólido en forma

fraccionada (de 0-3OZ, 30-60% y 60-1OOZ). Las precipi

taciones se hicieron en frio agregando el sulfato de

amonio en forma lenta y en agitación continua. Luego

se dejó 20 minutos con agitación y se centrifugó a

10.000 rpm en rotor JA 20 (Beckman). Los precipitados

obtenidos se resuspendieron en 1 ml de buffer fosfato

20 mMy se dializaron contra el mismo buffer durante

48 horas con dos cambios de medio. Luego de la diáli



.2.

sis cada una de las muestras se llevó a 10 ml con NN

de manera que todas sufrieran una dilución 1:10 a an

tir de su volúmenoriginal.

Filtrado por columna de Sephadex 6-25. 2 ml de NAsp

se sembraron en una columna de Sephadex G-25 equili

brada con solución reguladora de fosfato 20 mN. La
calibración de la columna se realizó con azul dextra

no y se determinó el volúmen de exclusión.

Comoel extracto activo es coloreado (verde parduzco),

se colectaron las fracciones coloreadas correspondien

tes al volúmende exclusión, las que fueron precipita

das con dos volúmenes de alcohol absoluto. El precipi

tado obtenido se llevó a sequedad y fué disuelto en

medio de cultivo (MM)hasta obtener una concentración

de 5 mgr/ml.

6.3. EXTRACTOS ACUOSOS DE MATERIAL FRESCO.

6. 3. 1. Material vegetal: Se utilizaron hojas verdes de flelia
azedarach L, Trichilia glabra L y Cedrela tubiflora

9255. Estas plantas fueron clasificadas en la Cátedra
de Botánica de la Facultad de Ciencias Exactas y Natu

rales, UBAdonde se ha guardado y registrado un especí

mende herbario de cada una. El material vegetal, re

colectado de árboles de calles y parques de la ciudad

de Buenos Aires, fue lavado con agua destilada y con

gelado a -209C hasta su uso.
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Preparación de los extractos: Se utilizó la técnica

de extracción y preparación desarrollada en nuestro

5 ).laboratorio por la Lic. Graciela N. Andrei ( Los

Ïextractos crudos fueron obtenidos macerando hojas ver

des con "buffer" fosfato de potasio lO mM,pH 7, con

teniendo 0,35 Mde ClK (1 g de material/m1 de buffer)

a 49€ los que filtraron por una gasa doble de algodón.

todas las operaciones subsiguientes fueron realizadas
a 49C. El extracto crudo verde oscuro obtenido fué

centrifugado a 10.000 g durante 1 hora y el sobrenadag
te fué dializado contra buffer fosfato durante una no

che. La fracción no dializable que conservó el 100%
de la actividad se denominó So. Posteriormente el So

se precipitó con sulfato de amonio entre 30-70%de sa

turación (Sl). El precipitado se resuspendió en "buffer"

y posteriormente se dializó contra el mismo"buffer".

En este paso el principio activo se concentra 10 veces.

El Sl se cromatografió en una columna de Sephadex G-1OO

resultado incluído el principio activo, eluyendo toda
1a actividad en 3 fracciones (F11, 12, 13). Estos da

tos coincidieron con experimentos previos realizados

por nosotros en nuestro laboratorio.

Esta purificación parcial del principio activo se rea
lizó con el extracto de Melia azedarach L, con los ex

tractos de Cedrela tubiflora y Trichilia glabra se u

tilizó el So en todas las determinaciones ala ummenuïl
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o I o I oc10n no c1totox1ca.

EXTRACTO DEL ALCA COELASTRUM PROBOSCIDEUN VAR.DILATA1UN.

Cultivos axénicos de algas fueron obtenidos en los me

dios de macronutrientes de Detmer y el de Arnon's (A4)

( 1 ), con la adición de 10%de gluoosa. Los cultivos

fueron crecidos a temperatura ambiente (209€) bajo ilu

minación constante de 5 lámparas fluorescentes de 40 W

(radiación de 50 microeinstein mz/seg) y agitación me

cánica a 120 ciclos/min.El alga fué crecida, después de

la inoculación, durante 36 dias más; se tomaron muestras

a los 5, 14 y 36 dias. Se determinó el peso seco con

membranasde filtro Sartorius y la densidad óptica con

densitómetro óptico. Los sobrenadantes fueron liofilizg

dos después después de medir el pH. Las caracteristicas
de los extractos obtenidos se encuentran en el cuadro 9.

Los extractos fueron preparados en la Cátedra de Fisio

logía Vegetal de la Facultad de Ciencias Exactas y Natu
rales de la Universidad de Buenos Aires.

PREPARACION DE STOCKS DE LOS VIRUS.

1. JUNIN, TACARIBE Y PICHINDE.

Los stocks de los distintos virus se prepararon en cere

bro de ratón lactante para lo cual ratones albinos sui

zos de 24 a 48 horas, se inocularon intracerehralmente

con 1 x 103 DL para ratón de virus Junín ó Tncarihe ó50



Cuadro8:ExtractosdelalgaCoelastrumproboscideumvar.dílatatumobtenidosendistintas

condiciones.

17

DíasCultivoLíofilizadoPesoseco

defiltradoVol.inicial

(m1)pH

(m1)filtrado

equivalente

cultivomg/ml

510174507,8
(1DG)

0,108

149501508,40,209 (2DG) 368901509,61,243 (3DG)

D.O.

Extracto

liofilizado concentrado

(m1) 27,3 10 12

pHdel
extracto

liofilizado

6,0 6,5 7,0

54.
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Pichindé. Los animales se sacrificaron a1 septimo dia

después de la inoculación, cosechándose los cerebros.

Luego se preparó un homogeneizado con 10%de cerebro

de ratón en solución buffer fosfato suplementado con

10%de suero de ternera inactivado y antibióticos. El

homogeinizado se centrifugó a 12.500 g durante 1 hora
utilizandose el sobrenadante comofuente de virus.

Los homogeneizados así obtenidos se fraccionaron y con

gelaron a -709C, determinandose su infectividad por el

método de unidades formadoras de placa bajo agar.

7.2. VSV, SINDBIS, AFTOSA, POLIO, HERPES Y NDV.

Los stocks de los distintos virus se prepararon tal como

se detalló para cada caso en la Sección 2 de Materiales

y Métodos.

8. ENSAYO DE CITOTOXICIDAD.

8.1. a) SOBRE MONOCAPA PREFORMADA.

Sobre una monocapa de células de 24 horas de sembra

da se colocó medio basal de Eagle conteniendo 2%de sue

ro de ternera, 50lpg/ml de gentamícina y distintas dilu
ciones del extracto en estudio. El tiempo de contacto

varió entre 24, 48 y 72 horas.

Los cultivos se observaron al microscopio por alteracig

nes morfológicas o desprendimiento celular.
Li citotoxicidad se clasificó como:
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++++zdesprendimiento total del tejido.

++ : desprendimiento parcial del tejido.
- : sin efecto citotóxico.

Simultáneamente con los cultivos tratados se observaron

cultivos controles conteniendo sólo medio de cultivo.

En algnos casos se efectuaron recuentos del número de cg

lulas, utilizando la cámara cuenta glóbulos de Newbauer.

8.2. b) EFECTO DE LOS EXTRACTOS SOBRE LA FORMACION DE LA MONO

CAPA CELULAR.

En algunos experimentos las células fueron tripsina

das y sembradas en tubos resuspendidas en medio de cre

miento MEM(Medio Esencial Minimo con sales de Earle)

suplementado con 10%de suero bovino inactivado a 569G

30 min y SO‘Ng/mlde gentamicina, conteniendo distintas
diluciones del extracto en estudio. Se observó entonces

si existían diferencias en la adhesión de las células
al kaïo comoasi también Si ülvelmfidadde crecimiento

era afectada.

9. DETERMINACION DE LA INFECTIVIDAD.

La infectividad de los distintos stocks de virus utiliza

dos se determinó por observación del efecto citopático

producido en células Vero,RK13 o BHK-Zlsegún el virus, ó
utilizando la técnica de formación de placas bajo agar en

células Vero, RK13 ó BHK-Zl.
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Para el virus NDV(Newcastle disease virus) se utilizó la

técnica de hemaglutinación.

9.1. a) TITULACION POR OBSERVACION DE LA ACCION CITOPATOGENI

CA (ACP).

En todos los casos se usaron 4 tubos por dilución los

que fueron inoculados con 0,2 ml de diluciones decimales

seriadas de virus en monocapasde células crecidas en tu

bos de ensayo a las 24-48 horas después de sembradas. E1

inóculo se dejó adsorber 1 hora a 379G, al cabo de ese

tiempo se descartaron los inóculos y se agregó a cada tu

bo 1 m1 de medio de mantenimiento que se renovó cada 3

ó 4 dias para los virus Junin, Tacaribe y Pichindé. Los

cultivos se observaron diariamente a1 microscopio óptico

durante 10 dias para los virus antes mencionado y 24 a

48 horas para VSV, Polio, Aftosa, Sindbis o Herpes. En

todos los casos se registró 1a evolución e intensidad

de 1a ACP. La dosis infectante 50%para cultivo de teji

dos (DI CT 50) se calculó de acuerdo a1 método de Reed

y Muench ( 109.

La ACPse tabuló arbitrariamente de +1 a +4, de acuerdo

a1 siguiente criterio general ya que cada virus origina
acciones citopáticas diferentes.
Grado 1+: Aparición de focos de células redondeadas y

oscuras en 1a monocpa. Pocas células en el sobrenadante.

Grado 2+: Los focos involucran a todo el tejido celular

con gran desprendimiento de células.
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Grado 3+: Todo el tejido está formado por células redon

deadas y se observan grandes áreas de lisis. Muchascé
lulas en el sobrenadante.

Grado 4+: Quedan pocas células adheridas a la superficie

del vidrio. En el caso de los virus lentos (Tacaribe,

Junin) estas células sobrevivientes son las que pueden

regenerar la monocapadando origen a lineas persistentg
mente infectadas.

b) TITULACION POR EL METODO DE FORMACION DE PLACAS BAJO

AGAR (UFP).

Se utilizó el método de Damonte y Coto ( 39 ). Mono

capas de células Vero, RK13ó BHK-21se infectaron al
segundo día de sembradas con 0,2 ml de la dilución ade

cuada de la muestra a titular. Se dejó adsorher el inó

culo durante 1 hora a 379Gcon agitación periódica.Luego

de la adsorción se retiró el inóculo, se lavó la monoca

pa con PBSy se cubrió con medio semisólido nutritivo.

Las botellas se incubaron en forma invertida durante 48,

72 horas para los virus rápidos y 6 a 7 dias para los

lentos, a 379G en oscuridad. Al cabo de dicho tiempo,

las células se fijaron con formol 10%durante 30 minutos,

se extrajo el agar y las placas se revelaron con cristal
violeta 1/1000 durante 15 minutos. Se utilizaron dos bo

tellas por dilución y los titulos se calcularon según
1a fórmula:

Título (UFP/ml) = __ n
v x d



Donde: n = número promedio de placas.

v = volúmen del inóculo.

d = dilución.

9. c) TITULACION POR HEMAGLUTINACION.

Se inocularon 0,05 ml de diluciones seriadas al medio

del virus NDVen una microplaca de 96 cavidades con fondo

en U. Simultaneamente se realizó un control con 0,05 ml

de PBS. Se agregó a cada dilución y al control 0,05 ml

de una suspensión de glóbulos rojos de pollo al 0,5%. Se

agitó y se dejó a temperatura ambiente de 30 a 65 min.,

hasta que en el control los glóbulos rojos hayan sedi
mentado formando un botón.

La mayor dilución de virus que produjo aglutinación, se

consideró que contenía una unidad hemoaglutinante. El

titulo se expresó comola inversa de esta dilución por ml.

10. METODOSDE DETECCION DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRAL.

10.1. ACCION ANTIVIRAL IN-VITRO.

10.

Distintas concentraciones del extracto (no citotóxicas)

se pusieron en contacto con un determinado número de par

ticulas virales a 49€ por 24 horas juntamente con un con
trol sin extracto. La cantidad de virus remanente se de

terminó por el método de plaqueo expresando los títulos

en UFP/ml.

ACCION ANTIVIRAL SOBRE LA NULTIPLlCAClON.

Se siguió el mismo esquema para todos los virus vnrinndo
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los tiempos de contacto según el virus en estudio (24

horas para los rápidos: VSV,Polio, Aftosa, Sindbis y

Herpes) y 48 ó 72 horas para los lentos).

Despuésde infectar los cultivos a una multiplicidad

aproximada de 1 el inóculo se dejó absorber por 1 hora

a 379Gy luego se incubaron los cultivos infectados con

y sin extracto. Al tiempo indicado según el virus se mi

dió el rendimiento viral por plaqueo de los sobrenadan

tes en otras monocapas.

Las placas se revelaron a los 3 dias p.i. para los vi

rus rápidos y a los 7 días p.i. para los Arenavirus.

CLONADO DEL VIRUS SINDBIS EN CELULAS BHK-Zl.

Se infectaron monocapas de células BHK-Zlde 48 horas con

50 UFPde virus Sindbis en botellas de 60 cm3 de capacidad.

El inóculo se dejó adsorber durante 1 hora a 379G y luego

se volcó, se lavó la monocapa celular con PRS y luego se

cubrió con una mezcla de MEM2 x con ¿Z de suero fetal bg

vino inactivado y agar al 2%. Se incubaron las células

durante 24 horas a 379G. A las 24 horas p.í. se agregó

una mezcla de agar al 1%y rojo neutro 1/1000. El colorag

te se dejó difundir 24 horas a 379Gy a las 48 horas p.i.

se picaron sólo las placas nitidas y aisladas. El virus

cosechado se amplificó en células BHK-Zlhaciendolo cre

cer durante 24 horas, este procedimiento se repitió 3 ve
CES .

Se obtuvieron 2 clones cuyos titulos fueron los siguientes:
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8
Clon N9 1 = 2,65 x 10 UFP/ml.

Clon N9 2 82,25 x 10 UFP/ml.

DETERMINACION DE CENTROS INFECCIOSOS.

Se utilizaron monocapas de células BHK-Zlcrecidas en Eras

cos de 60 cm3. Estas fueron pretratadas 2 horas con dil

1/5 de la mezcla F11, 12, 13 del extracto de Melia azeda

rach L (sección 6.3.2.) ó con medio de mantenimiento adi

cionado de 2%de suero de ternera inactivado y antibióti

cos (serie control). Las células se lavaron 2 veces con

PBSy se infectaron con el Clon-1 del virus Sindbis m.o.i.

1. El virus se dejó adsorber 30 minutos a 49 C, se lavó

con PBSpara eliminar el virus no adsorbido y se cubrió

con medio de mantenimiento adicionado de ZZ de suero de

ternera y antibióticos. Luego se incubó 1 hora a 379C,se

volcó el medio y las monocapascelulares se tripsinaron,

se resuspendieron en PBSy se centrifugaron a 1.500 rpm

durante 10 minutos. Este procedimiento se repitió dos v9

ces a fin de eliminar toda la tripsina. Finalmente las

células se resuspendieron en medio nutritivo y se conta
ron las células viables en cámara de Newbauer. Se infec

taron monocapas de células BHK-Zlcon 0,2 ml de dilucio

nes decimales de dicha suspensión celular. Se incubaron

2 horas a 379G y luego se agregó cuidadosamente medio se
misólído nutritivo.

A las 72 horas se revelaron los cultivos realizados por
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duplicado y se contaron las placas como en una titulación
habitual.

Se determinó el número de células formadoras de placas ha

sándose en: el hecho de que cada placa era producida por

una célula infectada productora de virus. El porcentaje
de centros infecciosos se calculó de ln siguiente forma:

A.
l

Z CI = ——— x 100
N

Donde ñ = número promedio de placas.

N = número total de células.

13. OBTENCION DE INMUNOSUEROANTI-SINDBIS.

Se inocularon 2 conejos machos en la vena de la oreja, ag

ministrandoles 4 dosis de 1 m1 cada una para ello se uti
lizó el Clon-1 de virus Sindbis de titulo 8 x 108 UFP/ml.

Las dosis se suministraron con 7 dias de intervalo. Los

animales se sangraron por punción cardíaca n los 7 días

de 1a última inoculación. La sangre obtenida se dejó coa

gular 1 hora a 379G y luego se colocó a 4°C durante 24

horas para permitir 1a retracción del coágulo. Se centri

fugó durante 20 minutos a 3.000 rpm. El suero se fraccio

nó en alícuotas de 1 m1 y se conservó a —209C.

13.1. TITULACION DEL INMUNOSUERO POR ENSAYO DE NEUTRALIZAQLQN¿

El suero anti-Sindbis obtenido se innetivó 30 minutos

a 569Gpara decomplementarlo y se ronliznron diluciones
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azedarach L) durante 2 horas a 379G,

63.

seriadas al medio en medio de mantenimiento. Se mezcla

ron volúmenes iguales de las diluciones del inmunosuero

con una suspensión de virus Sindbis (Clon-l) que conte
nía 100 UFP. Estas mezclas se incubaron a 37°C durante

30 minutos. Simultaneamente, se incubaron muestras con

troles de 100 UFPde Clon-1 con suero normal de conejo.

Se inocularon monocapas de células BHK-21con 0,2 ml de

las muestras y de los controles. Se utilizaron 2 bote

llas por dilución y la infectividad residual se tituló
por el método de UFP. El titulo del inmunosuero se cnl

culó como la inversa de la mayor dilución de suero con

capacidad de neutralizar el 80%de las placas del con
trol. El título del suero obtenido fué:

Suero anti-Sindbis: 16.000.

ENSAYO DE PENETRACION DEL VIRUS SINDBIS EN CELULAS BHK-Zl.

Los cultivos celulares fueron preincubados con NN(medio
de mantenimiento adicionado de 2%de suero bovino inacti

vado y 50 pg/ml de gentamicina) o con MA(MMadicionado

de dil. 1/5 de la mezcla F11, 12, 13 del extracto de nella

las monocapas fueron

después lavadas,(se grafico el logaritmos del n9 de cen

tros infecciosos no neutralizantes en función del tiempo)
e infectadas con virus Sindbis a una m.i. = 1. El virus

se dejó adsorber durante 30 min a 49€ y los cultivos fue

ron luego lavados nuevamente con PRS y cubiertos con NHo
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6/1.

incubados a 379G. El número de centros infecciosos ya no

neutralizables por antisuero anti-Sindhis fué determinado
por el agregado de antisuero anti-Sindbis de conojo nn una
dilución final de 1/10 a intervalos de IS minutos. La in

cubación se continuó por 30 minutos más a 379G. Luego se

decantó el medio y las células fueron tripsinadas y ensa

yadas por centros infecciosos.

ENSAYO DE INCORPORACION DE (3H)-URIDINA EN EL RNA DE MONO

CAPAS DE CELULAS BHK-Zl CRECIDAS EN VIALES;

El método usado correspondió a1 descripto por Ball y colab.

(15 ) adaptado a1 cultivo de células BHK-Zlcrecidas en

monocapas desarrollado por Mersich S. (87 ).

En cada vial de vidrio del contador de centelleo liquido

(87 ) se sembraron entre 1 a 2,5 x 105 células, las que

se contaron después de 24 horas de incubación previa trip

sinización, según se describió en (87 ) para obtener el

verdadero n9 de células a1 comienzar el experimento en ai

gunos de los viales. Todas las determinaciones se reali

zaron por duplicado a ese mismo tiempo de el resto de los

cultivos se infectaron falsamente con MEMsin suero y dos

pués de 1a hora de adsorción, se marcaron con 3H-Uridina

diluída de tal modo de agregar 1 uCi por vial. Se marcó

por 30 min. 4 horas después del cambio de medio. Una vez

finalizado el período de marcación se agregaron IU ml do

IU mlsolución isotónica fria en cada vial y de ávido por
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clórico (PCA) 1,5% v/v para fijar las células. Se lavó

1u1¿) dos veces con el mismo ácido y una vez con alcohol.

EI vial se dejó secar antes de agregar 1 m1 de ácido per

clórico 5%v/v en cuya presencia se calentó 3 horas a 809€.

Una vez frio se agregaron 10 m1 de la solución centeIlea

dora y se contó las radiactividades incorporadas en un
contador de centelleo Packard FRIAS240 CL/D.

ENSAYO DE INCORPORACION DE 3H-URIDINA EN EL RNA DE CE

LULAS BHK-Zl EN AUSENCIA Y EN PRESENCIA DEL EXTRACIO DE

MELIA AZEDARACHL (M.a.).

Se sembraron viales del contador de centelleo liquido

con células BHK-Zl, como se describió en 15.3 las 20

horas de incubación a 379G se les cambió el medio por

MEMsin suero o MEMsin suero adicionado de M.A. di].

1:20. A distintos tiempos post tratamiento, la incor
3H-Uridinaporación fue por pulsos, se agregó 1 uCi de

por vial se les dió pulsos de 30 minutos y se continuó
comoen el caso anterior.

3
ENSAYODE INCORPORACIONDE H-URIDINA EN EL RNng

A DISTINTOS TIEMPOS P.I. EN EL SISTEMA VIRUS SINDBIS

CELULAS BHK-Zl.

Un promedio de 8 x 104 células BHKcrecidas como mono

capas en viales de 5 m1 fueron tratadas con MMó MAdu

rante 2 horas y luego infectadas con el Clon-l dol vi

rus Sindbis con una m.o.i. de 10. hnspuós do I h. do

adsorción, el virus fué removidansumnwvuns vnlnlnrns
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fueron lavadas con PBS y se agregó medio sin suero. A

las 1, 2, 5 y 7 horas post-adsorción se agregó Actino

micina D a una concentración de 2,5_Ug/ml y las células

fueron incubadas a 379G por 60 minutos más. El medio

fué luego reemplazado por 0,5 m1 de medio conteniendo

2,5 pg/ml de Actinomicina D y 10,uCi/ml (3H)-Uridina.

Dos horas más tarde el medio fué aspirado y se agrega

ron a cada vial 4 ml de PBS frío. Después de 30 minutos

a ¿QC se volcó el PBS y se lo reemplazó por 3 ml de á

cido perclórico PCA1,5% v/v frio y se dejó a 49€ por

otros 15 minutos. Las monocapas se lavaron luego dos

veces con 3 ml de ácido perclórico 1,5% y luego se agrg

gó 3 ml de etanol, dejandolo actuar por 15 minutos. El

líquido del vial se volcó y se secó invertido. Final

mente las células fueron hidrolizadas con 0,5 m1 de á

cido perclórico 5%v/v durante 3 horas. Se dejó enfriar

y se agregó a cada vial 3 ml de la mezcla centelladora.

Todas las determinaciones se realizaron por triplicado

y el valor promedio se expresó en cpm como la cantidad

de RNAsintetizado por 8 x 104 células.

ENSAYO DE INCORPORACION DE (3“) LEUCINA.

Para determinar el efecto de MAsobre la síntesis de pro

teínas celulares, los cultivos de células BHKfueron incu

badcs en viales de 5 ml con MApor 2 u 8 horas, luego so

lavaron y se agregó medio sin leucina y l hora mñs tnrdo
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se agregó 2,5 pg/ml de Actinomicina D. Después de 60 min!

tos las células se marcaron con 2 mCi/ml de (3”) leucina.

Para determinar la incorporación de leucina tritiada los

viales se procesaron de la siguiente manera: se agregó

4 ml de PBS frio a cada vial por 15 minutos, luego se vol

có el PBS y se agregó 1 ml de PCA 1,5%. Después de 15 mi

nutos las monocapas se lavaron 2 veces con PBS y luego se

hidrolizaron con 0,5 ml de NaOH0,1 N por 4 horas a 809G.

La radiactividad se midió comose describió anteriormente.

ELECTROFORESIS EN GEL DE POLIACRILAMIDA.

ANALISIS DE LAS PROTEINAS EN CELULAS INFECTADAS.

PREPARACION DE LAS MUESTRAS.

a) Se utilizaron 4 botellas de 60 cm3 de células BHK-Zl

de 24 horas.

Se pretrataron las células con dilución 1/5 (F11, 12,13)
del extracto acuoso de M.a. ó con medio de mantenimiento

adicionado de 3%de suero de ternera y antibióticos. A

las 20 horas se lavaron las monocapas con PBS y se in

fectaron con el Clon-1 de virus Síndbis a una m.o.i. de

1 (Se utilizaron 2 frascos, uno pretratado con el extrag

to y uno control de virus; los otros 2 frascos se usaron

de control de células pretratadas y normales).

Unahora después de la adsorción se retiró el ínóculo

de las células hfiecuMasy las falsamente infectadas y

se agregó 2,5 ug/ml de Actinomicina D.
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Siete horas después de la infección se cosechnron los

sobrenadantes que se titularon y las células se lavnron

3 veces con PBS, se despegaron con unn varilla de vidrio

y se resuspendieron en 0,2 ml de "buffer" de muestra de

electroforesis (1.2.3.).
Las muestras se congelaron y descongolnron, se calenta

ron 5 minutos en baño de agua hirviendo y se conservaron

a -709C hasta el momento de la siembra.

b) La muestra se preparó de igual manera que en el caso

anterior pero entre las 5 y 7 horas p.i. las células in
fectadas se marcaron con 25 uCi/ml de L-(3SS)—Metionina

c) Se prepararon muestras como en el caso a), una vez

transcurridas 7 horas post-infección se cosecharon los

sobrenadantes que se titularon.

Las monocapas se lavaron tres veces con PBS y se resuspen

dieron raspando con una varilla de vidrio recubierta con

goma en uno de los extremos en 1 ml de buffer RIPA(1.2.2.)

(buffer para radioinmunoprecipitación).

La suspensión celular se sometió a 3 ciclos de congelado

y descongelado y finalmente se sonicó durante 60 segundos

en un Sonifier cell disruptor Model 185 Heat-System Ultra

sonic Inc. y se centrifugó durante 30 minutos a 10.000 xg

en un rotor JA 14 (Beckman). El sobrenadante se congeló

a -709C hasta el momento de su uso como fuente de anti

genos virales para la prueba de inmunoprocipitncián.

d) Inmunoprecipitación: Se incubnron 400 ul do cndn ox
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tracto intracelular con 50 ul de suero hiperinmune an

ti-Sindbis durante 30 minutos a 37°C y 30 minutos a 49€.

A cada mezcla se agregó 90 ul de suero nnti- f —globuli—

na de conejo.

La mezcla obtenida se incubó 30 minutos a temperatura

lámbiente y 90 minutos a 49€, el precipitado formado se

sedimentó por centrifugación a 10.000 xg durante 30 mi

nutos, se lavó tres veces con "buffer" RIPAcentrifugag

do cada vez 30 minutos a 10.000 xg y finalmente se re

suspendió en 50 pl de buffer de muestra para electrofo
resis. Las muestras se calentaron durante 5 minutos en

baño de agua hirviendo y se conservaron a -709C hasta

el momento de la siembra.

e) Electroforesis en gel: Se utilizaron geles planos de

poliacrilamida según el sistema de Laemmli (78 ) y con

la modificación en el sistema "buffer" de Marsden (84 ).

Para la resolución de proteinas se preparó un gel con

una relación(anterior)acrilamida a bisacrílamida de 30

a 0,8 siendo la concentración final del 12%de acrilami

da en "buffer" Tris-HCl 0,375 MpH 8,8 con agregado de

SDS al 0,1% y como agentes polimerizantes TEMED(N,N,N',

N'-tetra-metil-etilendiamina) y persulfato de amonio.
Sobre el gel de resolución,se agregó un pequeño volúmen

de gel separador consistente en una solución de acrila

mida 3,8% en Tris-HCl 0,125 M pH 6,8 con SUS 0,|Z y los

mismosagentes polimerizantes del "buffer" de resolución.
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En el gel así preparado se sembraron 50 ul de cada mues

tra y se sometieron a la electroforesis a 150 voltios

a 49C hasta que el frente de corrida entró en el gel de

resolución. A partir de ese momentose subió el voltaje

a 180 voltios prosiguiendo la corrida hasta que el colg

rante alcanzó la parte inferior de la placa (aproximada
mente 8 horas).

Junto con las muestras se sembró 25 pl dilución 1/5 del

marcador de pesos moleculares de proteinas de Pharmacia

consistente en: PM97.400, 43.000 y 25.700.

Terminada la corrida, el gel se tiñó sumergiendolo en

la solución colorante (1.2.7.).

Luego se decoloró efectuando varios lavados con la solu

ción (1.2.8.).

f) Fluorografia: Los polipéptidos marcados radiactiva
mente fueron visualizados por fluorografía de acuerdo

al método de Bonner y Lasky (28 ), una vez desteñidos

los geles. Para ello se sumergíó el gel en dos baños su

cesivos consistentes en 20 volúmenes de DNS(Dimetil-sul

foxido) durante 30 minutos cada vez. Una vez impregnado

el gel se colocó en una solución de PPO(2,5 difeniloxa

zol) al 20% en DMSdurante 3 horas. Finalmente se sume;

gió el gel en agua desilada hasta el día siguiente. Lug

go fue colocado sobre papel Whatmany se secó por apli

cación de vacio y calor. Una vez seco el gel se puso en

contacto con peliculas Kodak X-OMATRP a -70°C en oscu
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ridad. Después de un periodo de 10-15 dias las peli
culas se revelaron con una solución de revelador

Kodak GBXdurante 1 minuto y luego de Iavarlas en a

cético 0,1% se fijaron en fijador Kodak. Todo el pro

ceso de revelado se realizó a temperatura ambiente.

g) Determinación de los pesos moleculares utilizando

marcadores: Para determinar los PM de las proteinas

del virus Sindbis se utilizaron los siguientes marcado

res: A 97.400, B 43.000 y C 25.700 (Pharmacia).

Se calculó el PMde las sustancias incógnitas comparan

do las distancias recorridas en el gel por éstas, con

aquellas alcanzadas por los marcadores mediante la fór
mula:

., <z-y>
PM incogenita = PMC + ——————-——

x

donde x = distancia recorrida por c - distancia recorri

da por B.

y = PMB - PMc

z = distancia recorrida por C - distancia recorri
da por Incognita.

Esta fórmula se aplica si la distancia recorrida por la

proteina incognita es intermedia entre B y C





1’._a_r_t_9__,1 

BUSQUEDA DE ACTIVIDAD AN'J‘IVÏRAL.



73.

1. PLANTAS ENSAYADAS.

Se estudiaron los extractos hidroalcohólicos y/ó acuo
sos pcr1-necientes a las familias de plantas superiores:

Compositae, Euforbiaceae y Meliaceae, así como los correspon

dientes al alga Coelastrum proboscideum var dilatarum pertg
neciente al orden Chlorococcales de las plantas inferiores.

Las especies ensayadas se muestran en el Cuadro 10.

1.2. Ensayode citotoxicidad.

En primer lugar se determinó la máximaconcentra

ción no tóxica de los extractos tolerada por los distin
tos sistemas celulares usados.

Con ese fin cada extracto fué diluido al medio en

forma seriada partiendo de la máximaconcentración de

0,5 mgr de peso seco/ml correspondiente a una concentra

ción relativa de 0.1 ml/ml.

En el Cuadro 11 se presentan los resultados obte

nidos cuando monocapas de células Vero. BHK-Zl, RK13 y

L929 fueron incubadas durante 24 horas en presencia de
las distintas concentraciones de los extractos, aunque
no se muestra, los resultados observados no variaban si

la incubación proseguía por 72 horas. En general las di

luciones de 0,1 y 0,05 ml/ml resultaron citotóxicas para

todas las células. Si bien se observa alguna variabili

dad individual, se puede concluir quo sólo la dilución

0,01 ml/ml de cada extracto ofrece la Seguridnd do no

toxicidad por lo que esta concentración [uó olnqídn pnrn
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Cuadro 10. Especies de plantas superiores e inferiorqá meu;

sayadas para detectar actividag_nntivira1¿

FAMILIA ESPECIE

Compositae Baccharis crísgg.
Baccharis notosergiln.

Plucheasagíttalís.
Pterocaulom vírgatum.

Achyrocline flaccida.

Conyzabonariensis.

Euforbiaceae Phyllantus selowianus¿

Meliaceae Melia azegggggh_g.
Cedrela tubíflora.

Trichilia gighggL

Chlorophyceae 922115229912}: 9129531.92901;

deüï Chlorococcales var. dilgïgjyg.
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Cuadro 11. Acción citotóxica de los extractos vegetales y de

algas después de 24 horas de contacto.

Concentración Cultivo celular
Especie BHK-Zl RK Vero Lrelativa* 13 929

B. crísga 0,1 ++ ++++ ++++ ++++

0,05 - ++++ ++ ++

0,025 - ++ - _

0,01 - — - _

B. notosergila 0,1 - 4+++ ++ 4+++

0,05 - ++ - ++

0,025 - — _ 

P. sagittalis 0,1 ++ ++ - ++

0,05 ++ — _ _

0,01 - — - _

P. virgatum 0,1 ++ +4 4+ ++

0,01 - _ - _

A. flaccida 0,1 ++++ 4o ++ ++++

' I 0,05 ++ - _ 47+

0,01 - _ - 

C. bonariensis 0,1 ++++ 4+ - ++

0,05 ++ — - 

0,01



Cuadro 11.

, Cultivo celular
Especie concentracion BHK-Zl RK13 Vero L929relativa*

P. selowianus 0,1 ++++ 4+ ++++ ++++

0,05 ++ - 4+ ++

0,01 - _ _ 

C. tubíflora 0,1 ++++ 4p 4+++ 444+

0,05 ++++ ¡y |¡ +F

0,025 1! _

0,01 - -- _

T. glabra 0,1 ++++ ++ +++¡ ++++

0,05 ++++ 1+ 4+ 4+

0,025 ++ — - _

0,01 - — - _

M. azedarach L. 0,1 ++++ ++++ ++ ++

0,05 ++++ ++++ - ++

++ +4. _ _
0,01 - — - 

C. Eroboscideum 0,1 N" ++F+ _ ++

0,05 NH — _ _

0,01 NH — _ _

NH: No hecho. ++++z Destrucción totnl do] tnjídn,

++: Destrucción parcial del tnjído.

-: Concentración no citntóxinn.

Díluciñn de peso seco oquivnlonto n 5 mor/mï dn "HJQ nxrrnntn.
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la búsquedade actividad antiviral.

Comoconclusión podemosdecir que la citotoxíci

dad variaba con el extracto y con la línea celular uti
lizada.

1.3. Acciónde los extractos sobre la multiplicación viral.
La actividad antiviral de los extractos crudos,

a la concentración no citotóxica (50 pg/ml) sobre la
multiplicación de una serie de virus tanto a DNAcomo

a RNAse presenta en los Cuadros 12, 13, 14, 15, 16 y

17. Se observa que ninguno de los extractos tiene ac

ción sobre 1a multiplicación del virus aftoso O1 Case
ros y sólo el extracto de Melia azedarach L tiene efes

to, aunque no muy pronunciado, sobre la multiplicación

del virus Polio. Es interesante recordar que ambosvi

rus no son envueltos y pertenecen a la familia Picorna
viridae.

Los virus VSV, HSV-1,Sindbis y los arenavirus Ju

nin, Pichindé y Tacaribe fueron significativamente inhi
bidos por los extractos de Melia azedarach,Cedrela tubi

flora y Trichilia glabra. Llamativamenteestas tres es

pecies pertenecen a 1a familia Meliaceae.

La susceptibilidad de cada virus varió sin embar

go respecto a1 extracto usado. Todos son altamente sus

ceptibles a Melia azedarach pero comparativamente la

inhibición para el virus Tacaribe es mayor que para Pi

chindé y Junín para los tres extractos do In família
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Cuadro 12¿ Efecto de los extractos sobre la multiplicación

del virus aftoso O1 Caseros.

Extracto Rendimientoviral Inhibición
UFP/ml Z

Control 5,0 x 106 O

B. crisga. 1,5 x 107 O

B. notosergila 1,5 x 107 0

P. sagittalis 5,4 x 106 O

P. virgatum 5,8 x 106 O

A. flaccida 6,0 x 1o6 o

C. bonariensis 6,0 x 106 0

P. selowianus 5,4 x 106 0

M. azedarch L 5,0 x 106 O

c. tubiflora 5,2 x 1o6 o

T. glabra 5,8 x 1o6 o

Las placas se revelaron a las 72 horas post-infección en cé
lulas BHK-21.

Los extractos se agregaron después de 1a hora de adsorción a

1a concentración no cítotóxica (50 pg/ml) y estuvieron pre
sentes o hasta la cosecha del virus.
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Cuadro 13: Efecto de los extractos sobre 1a multiplicación
del virus Polio.

Rendimientoviral Inhibición
Extracto

UFP/ml Z

Control 2,4 x 106 O

B. crisga 2,0 x 1o6 16,7

B. notosergila 1,8 x 106 25

P. sagittalis 1,8 x 1o6 25

P. virgatum 2,2 x 106 8,4

A. flaccida 2,0 x 1o6 16,7

C. bonariensis 2,4 x 106 0

P. selowianus 1,4 x 106 61,7

M. azedarach L. 5,0 x 105 80

c. tubiflora 8,2 x 1o5 65,9

T. glabra 7,9 x 1o5 67,1

Las placas se revelaron a las 48 horas post-infección en
células Vero.

Los extractos se agregaron después de la hora de adsorción

a la concentración no citotóxica (50 pg/ml) y estuvieron
presentes hasta la cosecha viral.
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Cuadro 14: Efecto de los extractos sobre 1a multiplicaciég
del virus VSV.

Rendimientoviral Inhibición
Extracto

UFP/ml Z

Control 7,4 x 106 O

B. crisga 4,2 x 1o5 94,2

B. notosergila 1,3 x 105 82

P. sagittalis 7,4 x 1o6 o

g¿_1¿¿gg¿gm 5,8 x 1o6 21,7

A. flaccida 7,6 x 1o6 o

c. bonariensis 6,0 x 1o6 19

P. selowianus 5,4 x 106 27

M. azedarach L 4,0 x 104 99,5

c. tubiflora 9,1 x 1o3 99,8

T. glahra 1,05x 1o2 99,86

Las placas se revelaron a las 72 horas post-infección en
células Vero.

Los extractos se agregaron después de 1a hora de adsorción

a la concentración no citotóxíca (50 ng/ml) y estuvieron

presentes hasta la cosecha del virus.
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Cuadro 15: Efecto de los extractos sobre ln multiplicqgiég
del virus Síndbis.

Rendimientoviral Inhibición
Control

UFP/ml Z

Control 8,5 x 108 0

B. crisga 8,0 x 1o8 5,9

B. notosergila 7,6 x 108 10,6

P. sagittalis 8,0 x 1o8 5,9

P. virgatum 8,2 x 1o8 3,6

A. fláccída 7,4 x 1o8 13

C. bonariensis 7,4 x 108 13

P. selowianus 6,0 x 108 29,5

M. azedarach L 4,3 x 107 95

c. tubiflora 9,0 x 1o5 99,8

T. glabra 6,2 x 107 92,8

Las placas se revelaron a las 72 horas post-infección en
células BHK-21.

Los extractos se agregaron después de la hora de adsorción

a 1a concentración no cítotóxica (50 pg/ml).
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Cuadro 16: Efecto de los extractos sobre la multiplicación

del virus Herpes simple tipo I.

Rendimientoviral Inhibición
Extracto

UFP/ml Z

Control 2,2 x 105 O

B. críspa 2,0 x 105 9,1

B. notosergila 1,8 x 105 19,2

P. sagittalis 2,2 x 1o5 o

P. virgatum 2,0 x 105 9,1

A. flaccida 1,8 x 1o5 19,2

C. bonï'íensís 1,8 x 105 19,2

P. selowíanus 1,2 x 105 45,5

M. azedarach L 2,1 x 1o4 9o

c. Tubiflora 1,2 x 1o4 94,5

T. glabra 1,8 x 1o4 91,8

Las placas se revelaron a los 5 días post-infección en célg
las Vero.

Los extractos se agregaron después de la hora de adsorción

a la concentración no citotóxica (SO/ug/ml).
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Neliaceae en conjunto.

El virus VSVresultó ser sensible además a los ex

tractos de Baccharis crispa y Baccharis ngtggergila.
Se puede observar que existe un contraste entre ln

gran labilídad de VSVy la estabilidad del virusaftosoíïente

a los extractos ensayados.

Efecto de los extractos del alga Coelastrum proboscideum

var. dilatatum sobre la multiplicación de virus animales.
E1 efecto de los extractos sobre la multiplicación

viral se muestra en el Cuadro 18. Para obtener estos re

sultados los cultivos celulares fueron infectados con

una multiplicidad de infección delnm um1cndatmodelos VhïB

y después de la hora de adsorción a 379G el 'nóculo fué

volcado. Luego se cubrieron las células con medio conte

niendo los extractos, mientras que otras incubadas unica
mente con medio sirvieron de control. Los sobrenndantes

de los controles y de las células tratadas infectadas

con VSV, Polio y Herpes fueron cosechados a las 24 horas

post-infección,mientras que los arenavirus: Tacaribe y
Junín se cosecharon a las 72 horas p.i. Todas las titu
laciones virales fueron realizadas en el mismosistema

usado para la multiplicación. Los resultados del Cuadro

18 muestran que el extracto l DGdel alga inhibe signi

ficativamente a los virus ensayados y que los extractos

2 DC y 3 DG tienen un efecto muy modorndo o ninguno.

Para descartar un Pronto del medio de cuItÍVo que



se utilizó para cultivar el alga, se realizó un experi
mento control con el medio DG(Detner-Glucosa) diez ve

ces concentrado y el virus VSVcomo indicador.

Los resultados obtenidos se encuentran en o] Cua

dro 19 y muestran que la multiplicación del virus VSV

no es afectada por incubación de las células infectadas

con el medio de crecimiento del alga.

Los resultados presentados aquí sugieren que el

alga produce uno o varios productos que han sido libera

dos en el medio de cultivo. Comoeste producto(s) parece

depender de la edad del cultivo se supone que podría ser

un metabolito que es transformado o parcialmente metabo

lízado por el subsiguiente crecimiento masivo de] alga.

Comoconclusión de esta euum de busqueda de antivirales

en plantas se seleccionó uno de los extractos el de Melia aze

darach para continuar investigaciones más detalladas.
Esta selección se basó en tres factores:

a) El amplio rango de espectro antiviral.

b) Baja toxicidad para cultivos celulares.

c) La posibilidad de obtener material ya que el arbol

del Paraíso es una especie de ornamentación que se

cultiva en parques y calles de la ciudad de Buenos
Aires.
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Cuadro 18: Efecto de los extractos del alga Coelagtgum_pgg¿

boscideumvar. dilatatum sobre la multiplicación
viral.

U F P / m 1
Virus Control

UFP/ml 1 DG 2 DG 3 DG

Junín ,4 x 1o4 < 5 (99,9)* 3,5 x 1o3 (75) 5,0 x 1o3 (64)

Tacaribe ,2 x 1oS 7,0 x 1o3 (94) 4,5 x 1o5 (o) 9,1 x 1o4 (24)

vsv ,9 x 1o7 8,6 x 1o6 (96) 1,1 x 1o8 un

P0116 ,4 x 1o6 3,0 x 1o5 (88) un un

Herpes ,6 x 1o6 1,0 x 1o4 (99) 1,6 x 104 (9o) 5,0 x 105 (69)

* = Z de inhibición NH = No hecho.

Todas las titulaciones se realizaron en células Vero.

Cuadro 19: Efécto del medio DG(Detmer-Glucosa) concentrado 10

veces sobre la multiplicación de VSV.

Control Medio DG
Virus

UFP/ml UFP/ml

vsv 8,2 x 1o7 5,5 x 107

Las placas se leyeron a las 72 horas pont

infección en células Vero.



Parte II.

PROPIEDADES DEL PRINCIPIO ACTIVO DF.
MELIA AZEDARACH L: INDUCCION DF. UN
ESTADO ANTIVIRAL.
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Los resultados presentados en la Primera Parte de

esta Tesis indican que la actividad antiviral detectada en

el extracto de Melia azedarch L lo señala como un producto

naturallde potencial importancia comoantiviral.

Resultó entonces necesario investigar la toxicidad
de dichos extractos para monocapascelulares, animales (ra

tones) y huevos embrionados.

2.1. ACCION DEL EXTRACTO DE MELIA AZEDARCH SOBRE LA VIABILI

DAD CELULAR.

2.1.1. Sobre monocapa preformada.
En el Cuadro 20 se encuentran los resultados obteni

dos cuando células Vero y BHK-Zl fueron incubadas en

presencia de diluciones seriadas al medio decrecien

tes del extracto por 24 hs, se observa que las célu

las BHK-Zlson más susceptibles puesto que una conceg

tración de 0,125 mgr de peso seco/ml reduce 1a viabi

lidad celular en un 25%. En todos los experimentos se

utilizó la concentración de 50 pg de peso seco/ml como
concentración no citotóxica.

2.1.2. Acción de M.a. sobre la adherencia celular.

Los resultados anteriores (Cuadro 20) muestran que a

la concentración no citotóxíca no se producen altera

ciones en el número de células y morfología, indican

do que no se produce una acción marcada sobre la sín

tesis de las macromoléculascelulares, ni acción di
recta sobre estructuras de ln célula (membra"‘“\.C0mO



Cuadro 20: Acción de M.a.

89.

sobre la viabilidad de células

crecidas en monocapa.

Vizab il.i<ia d c e 1111 a r

Concentración

de M.a. (mgr/m1)*
Células Vero Células BHK-Zl

0,0625

0,125

0,250

0,500

100

100

100

75

50

100

100

75

50

50

* mgr de peso seco/ml.

Se utilizaron cultivos celulares de 24 horas los que fueron
tratados con diluciones seriadas del extracto de M.a. a las

24 horas se determinó la viabilidad celular por el método

de exclusión del azul de tripan. El númerode células vía
bles en los controles fué de 2 x 10S células/ml.
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en este caso las células no están en división activa,

se quiso determinar que ocurriría si el extracto es

tuviera presente en el momentode sembrar las célu

las ya sea alterando la membranao bien inhibiendo
la división celular.

Para ello se diseñó el siguiente experimento:

Se trabajó por triplicado en forma paralela partien
do de 2 x 1o6 células recientemente tripsinadas las
que fueron resuspendidas en:

1) Células + medio de crecimiento 5%Suero de ternera.

2) Células + medio de crecimiento + M.a. concentración

citotóxica (0,5 mgr de peso seco/ml).

3) Células + medio de crecimiento + M.a. concentración

no citotóxica (0,05 mgr de peso seco/m1).

Los resultados mostraron que a las 24 horas:
Serie 1: adherencia normal al vidrio.

Serie 2: las células se pegaban pero aparecían redon
deadas.

Serie 3: adherencias similar al control.

A todas las monocapas se les cambió el medio por me

dio MCpara ver si se recuperaban. A las 48 se observó:

Serie 1: normal.

Serie 2: se recuperó en un 30%.
Serie 3: normal.

Debe señalarse que aún con altas concentraciones del

extracto de M.a. (0,5 mgr de peso seco/ml) el creci

miento celular no fué totalmente inhibido puesto que
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1a monocapa celular llegó a formarse aunque el núme

ro de células viables resultó menor. De este experi

mento también se deduce que la adherencia celular no

está inhibida por acción del extracto de M.a. a la
concentración no citotóxica.

ENSAYO DE TOXICIDAD PARA ANIMALES.

Ratones adultos.

Se inocularon dos lotes de 20 animales cada uno, uno
de ellos se utilizó de control.

A1 primero de ellos (15 machos y 5 hembras) se lo ing

culó con 3 dosis via intraperitoneal (i.p.) en 3 dias

sucesivos de 0,5 m1 de MMadicionado de 2,5 mgr/ml

<_HeM.a. A1 lote control se lo trató de igual manera

pero con 0,5 m1 de MM.

Los animales fueron observados durante 15 dias suce

sivos. No se observaron diferncias de comportamiento,

perdida de peso o enfermedad evidente en ninguno de

ellos ya sea control o tratados, por lo que en estas

condiciones no se pudo calcular la DLSO(dosis letal
50% .

Ratones neonatos.

Se inocularon ratones de 48 horas de vida. Se utili

zaron 4 lotes de 9 animales cada uno, dos de los cua

les se usaron comocontroles. El experimento se reali

zó igual que en el caso anterior salvo que la dosis

utilizada por vía i.p. fué de 0,02 ml. Tampocose



92.

encontraron diferencias en el peso y sobrevida entre

los lotes tratados y controles después de 30 días
de observación.

Estos resultados parecieron bastante alentadores ya

que la mayoría de los antivirales sintéticos que se

conocen tienen el inconveniente de que resultan alta
mente tóxicos para el huésped.

Cabe destacar que las concentraciones del extracto

utilizadas para los ensayos fueron 50 veces mayores

que las utilizadas para la determinación de actividad
antiviral in-vitro.

2.3. ENSAYO DE TOXICIDAD PARA HUEVOS EMBRIONADOS.

Se inocularon huevos embrionados de 10 días de desarrg

llo con 0,2 ml de M.a. en cavidad alantoidea. Se utili
zaron 3 lotes de 10 huevos cada uno. Uno se utilizó de

control y fué inoculado con MM.Los otros dos fueron

inoculados con 0,5 mgr/ml y 0,05 mgr/ml de M.a. respeg
tivamente.

La concentración de 0,5 mgr/ml resultó altamente tóxi

ca ya que todos los embriones murieron con hemorragias

a las 24 horas de iniciado el tratamiento. Con la con

centración 0,05 mgr/ml no se observaron diferencias

con respecto al control.

2.4. MODO DE ACCION DEL EXTRACTO DE NELIA AZEDARACH L.

2.4.1. El efecto de M.a. no se manifiesta por acción directa

sobre la partícula viral.

Para realizar el ensayo se pusieron en contacto dis
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Cuadro 21: Ensayo de actividad antiviral in-vitro del
extracto de M.a.

Tiempo de VSV* Jun1n*

contacto Control Tratado Control Tratado

(horas)

o 3,5 x 106 5,7 x 1o6 1,1 x 1o5 1,1 x 1o5

24 2,6 x 1o6 3,3 x 1o6 1,5 x 1o5 1,6 x 1o5

* - UFP/ml.Todas las titulaciones se realizaron en células
Vero.

Se utilizó 1a concentración de M.a. de 0,05 mgr/ml de peso

SECO.
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tintas concentraciones no citotóxicas del extracto

con un número determinado de particulas virales a ¿QC

por 24 horas. Al mismo tiempo se mezclaron diluciones

similares de virus en medio sin M.a. A] cabo de este

tiempo se determinó la cantidad de virus remanente.

Los virus utilizados fueron: VSVy Junin. Los resul

tados obtenidos se presentan en el Cuadro 21, en el

mismo se observa que con el extracto se perdió el 53%

de la infectividad del virus VSVy sin extracto el

32%a las 24 horas. La pérdida de la infectividad se

puede atribuir a la inactivación por la tempertura.
En cuanto al virus Junin no se observaron diferencias

significativas, indicando que el extracto no actuaría
en forma directa sobre los viriones.

Inducción de un estado antiviral por pretratamiento
de las células con el extracto.

Comose ha presentado en la Parte I, el extracto de

M.a. se agregó en todos los casos después de la adsog

ción viral. Esto en principio presupone que la acción

de M.a. es intracelular tal comose deduce de los ex

perimentosrealizados in-vitro (2.4.1.).
Se planteó entonces 1a pregunta si M.a. era capaz de

inducir en la célula un estado antiviral, esta idea

-surgió porque según Babbar y col. ( 13) existen cieg

tos extractos de plantas superiores (Eeberig asiática,
Melia azedarach, Pinus longifolia y Cleitanthus calli
nus) que poseen factores tipo interferon que inhiben
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a los virus Vaccinia y NDV.

Para probar la hipótesis anterior, los cultivos celu
lares fueron tratados con el extracto por 24 horas a

379G, transcurrido este tiempo las monocnpas fueron
lavadas dos veces con PBSe infectadas con una m.o.i.

de 1, luego de la adsorción el inóculo fué volcado y

se agregó MM.Cultivos no tratados e infectados de

una manera similar se usaron como controles. Si compa

ramos estos resultados (Cuadro 22) con los que se pre
sentan en los cuadros de la sección 1.3. concluimos

que el rango de acción antiviral se ha reducido y

además de aftosa, los virus polio y Tacaribe ya no

son sensibles. Creemos importante el hecho que se de

sencadene un estado antiviral ya que de alguna manera

elimina la interpretación del efecto directo sobre la

partícula viral. Esta propiedad interesante la presea
ta solamente el interferón o los inductores del mismo.

. Influencia de la célula huésped sobre la acción anti
viral del extracto.

En el Cuadro 23 se presentan los resultados obtenidos

cuando los virus VSV, Tacaribe y Herpes (HSV) que tie

nen la propiedad de multiplicar en distintos sistemas

celulares, son crecidos y titulados en los mismos ya

sea en presencia del extracto o por pretratamiento

de los mismos. Siempre se corrió un control en para
lelo sin extracto.

Evidentemente son tres los factores en juego:



Cuadro22:EfectodelextractodeMeliaazedarachLsobre1aproduccióndevirusgpr

pretratamientodelascélulasantesde1ainfección.

FamiliaEspecieControlTratamientoInhibición

UFP/mlZ

30
8,7

Junin**2,7x1031,9x10

ArenaviridaeTacaribe**8,0x10

Pichindé**3,5x1090

TogaviridaeSindbis*2,7x10 PicornaviridaeAftosa*1,7x1072,2x107O***

Polio**3,8x1073,4x10710,5

Rhabdoviridaevsv**1,0x1081,3x10598,3 HerpesviridaeHSV-l**2,1x10 *EnsayorealizadoencélulasBHK.**EnsayorealizadoencélulasVero. ***Enestecasohuboreduccióndeltamañodelasplacas.Concentracióndelextractode

M.a.utilizada0,05mgr/mldepesoseco.

96.



Cuadro23:Influenciadelacélulahuéspeden1aacciónantiviraldeM.a.

Célula

P'ret1:atalnierito

M.a.agregada

post-adsorción

Virus

huésped

Notratado

Tratado

b Zición

Notratado

Tratado

Inhibición

Z

VSVVero5,0x

BHK215,2x L9298,0x RK13NH

5,0x 3,0x 8,4x

NH

10 10 10

99 92 98,2 NH

1,3 6,3 5,2 3,0

X X X X

10 10 10 10

OQLOKO
3,8x10

VWme

1,2x10

33 40 97 96

ÍacaribeVero8,0x

NH

10

10

3,7
NH

m
10 10

m

88 96

¿37,Vero

1o5 103 1o5

2,1x 2,0x 1,7x

/
10* 1o2 10

90 98 99

10 10 10

97,3 98,5

Concentracióndelextracto0,05mg/mldepesoseco.

NH

nohecho.

97.
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1) E1 virus.

2) La célula huésped.

3) M.A. (su modo de acción).

Ya que de los datos del Cuadro 23 se deduce:

1) que VSVes mucho más susceptible a1 pretratamiento

y que este efecto no depende de 1a célula huésped

o sea que en células no productoras de interferón
como las Vero ocurre el mismo fenómeno.

2) Por post-tratamiento hay diferencias en 1a activi

dad antiviral según 1a célula huésped.

3) Para HSVel efecto es independiente de 1a célula

y dá lo mismopre y post-tratamiento.

Falta o carencia de pasaje de una sustancia antiviral
al medio de cultivo.

Los experimentos anteriores señalaban que 1a acción

de M.a. se ejercía intracelularmente. Pero descono

cíamos si M.a. penetra a las células o si M.a. desea
cadena la sintesis de novo de otro factor. En cual

quiera de los dos casos se buscó determinar si exis

tia pasaje de la "sustancia" activa antiviral a1 me
dio de cultivo. Para ello se pretrataron células L y
Vero con el extracto, luego de la remoción del mismo

se cubrieron las monocapas con medio de cultivo freg
co.

Luego de 24 horas de tratamiento este medio so utili
lzo para pretratar otras monocapas las que luego de
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Cuadro 24: Carencia de pasaje de una sustancia antiviral al
medio de cultivo.

Rendimientoviral Inhibición
Tratamiento

UFP/ml Z

1 1,05 x 1o7 o

2 5,50 x 1o2 99,99

3 1,15 x 1o6 89,1

a 7,50 x 1o5 92,8

5 3,0 x 1o6 71,5

6 1,07 x 1o7 o

Se utilizaron células Vero, virus VSVy extracto M.a. concentración
0,05 mgr/ml de peso seco. Los rendimientos se cosecharon a las 24 horas
y se titularon.
1: Control de virus: Células Vero infectadas con VSVm.o.i. = 1 y cubier

tas con medio de cultivo (PDO.
: Idem1 pero se cubrieron las células con Priadicionado de extracto.
. Idem 1 pero se cubrieron las células con sobrenadante del medio de

cultivo de otras células sin diluir con mediofresco.

: Idem 1 pero se cubrieron las células con sobrenadante de medio de cul
tivo de otras células diluido al mediocon medio fresco.

: Idem 1 pero se cubrieron las células con sobrenadante del medio de
cultivo adicionado de extracto sin diluir con medio fresco provenieg
te de otras células.

: Idem 1 pero se cubrieron las células con medio de cultivo adicionndo
de extracto proveniente de otras células diluido al medio con medio
fresco.
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24 horas se lavaron e infectaron con VSV. Los resulta
dos obtenidos se encuentran en el Cuadro 24. Del mismo

se deduce que no hay una segunda sustancia antiviral

que pasa al medio de cultivo tn] como sucede con el

Interferón. En el Cuadro 24 también observamos que los
sobrenadantes de las células no tratadas inhiben la

multiplicación viral. Esto concuerda con los trabajos

de Baron S. y col. que demostraron que diferentes tí

pos de cultivos celulares producían espontáneamente un

_j"hibidor extracelular de amplio espectro (20 ).

2.4.5. Caracteristicas del estado antiviral.

2.4.5.1. Determinación del tiempo minimode pretratamiento
de las células con el extracto.

Se trató de determinar cual era el tiempo minimo ne

cesario para inducir en la célula un estado antivi
ral. Para ello se utilizó comosistema indicador al

virus VSVy a las células Vero. Se pretrataron célu

las Vero a distintos tiempos preinfección, luego se

lavaron dos veces con PBS y se infectaron con VSV,a

las 24 horas se cosecharon los sobrenadantes que se

titularon por el método de placas.

Los resultados obtenidos se encuentran en la Figura

3, de ella se deduce que el tiempo mínimo de pretra

tamiento necesario para desencadenar un estado anti

viral en la célula es de 2 horas, para la máximacon

central antiviral (no tóxica) usada.
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Figura 3: Determinación del tiempo mínimode pretratamiento.
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Células Vero de 24 horas fueron pretratadas distintos

tiempos con 0,05 mgr/ml del extracto de M.a. Luego se
infectaron con VSVm.o.í. de 1. A las 24 horas se co

secharon los sobrenadantes que se titularon por el má

todo de placas.
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Duracióndel estado antiviral.
Se tenia interés en establecer la duración del esta

do antiviral. Para ello se pretrataron células Vero

de 24 horas de siembra con 0,05 mgr de peso seco de

M.a./m1 durante 2 horas. A distintos tiempos post
lavado de M.a. las células se infectaron con VSV

m.i. de 1. Los sobrenadantes se cosecharon siempre

a las 24 horas p.i. respecto del momentode la infeg
ción. Los resultados obtenidos se encuentran en el

Cuadro 25 de estos se deduce que la duración del es

tado antiviral inducido por el extracto es bastante

prolongada ya que incluso infectando las células 24

horas después de lavado el extracto existe aún una

inhibición del 60%en la replicación viral.

Efecto del agregado del extracto a distintos tiempos

post-infección.
Otro dato interesante era conocer hasta que momento

de transcurrido el ciclo de multiplicación se podria

agregar M.a. para que esta fuese efectiva; para ello
se infectaron células Vero con virus Tacaribe con una

m.i. de aproximadamente 1 para ver si era un evento

temprano o tardío en 1a replicación viral el que es

taba afectado por el extracto. Se utilizó este virus
porque resultó ser uno de los más susceptibles cuando

el extracto era agregado después de la adsorción vi

ral (Cuadro 17).
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Cuadro 25: Duración del estado antiviral.

Tiempo Rendimiento viral Inhibición

hy, UFP/ml z
control tratado

o 4,7 x 1o7 4,6 x 1o6 9o

2 7,2 x 107 7,5 x 1o6 89,6

6 1,2 x 1o8 1,7 x 107 85,8

24 4,0 x 1o7 1,6 x 1o7 60

*: Indica los tiempos post-lavado a los que se infecta con

VSVcon una m.o.i. de 1. Las células Vero fueron pretrg

tadas durante 2 horas con 0,05 mgr/ml de M.a.
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Figura 4: Efecto del agregado del extracto de M.a. a

distintos tiempos post-infección.

100“ ,- ———————————————_...

°/.delControl

M.a.se deja permanecer sólo
2 horas

' -' v _ _ __Ma. se deja permanecer has
{a el tiempo de cosechaj/

l l I I 1/ I

‘9 1 3 5 8 . 24
lnfección con virus horas p-I.

Tocaribe

l M.a. Melia azedarach concentración 0,05 mgr/ml.
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A distintos tiempos p.i. se agregó el extracto que

se dejó permanecer todo el tíamm hasta que se cose

charon los sobrenadantes (experimento A) ó se dejó
permanecer durante 2 horas a los tiempos indicados

y luego se lavaron las monocapas y se agregó MMsin

extracto hasta el momentode 1a cosecha (experimen

to B).

Los resultados se encuentran en 1a Figura 4 en ella

se vé que ya a las 5 horas 1a replicación se vé dis

minuida y a las 8 horas no se observa efecto alguno.

Se obtuvieron resultados semejantes en los experi

mentos A y B. Todo parecería indicar que en este cg

so lo que estaria afectado es un evento temprano de

la replicación, ya que este virus tiene un ciclo de

replicación relativamente largo.



Parte III.

UBICUIDAD DEL PRINCIPIO ACTIVO DE
MELIA AZEDARACH L: ENSAYOS ORIENTADOS
A SU CARACTERIZACION Y PURIFICACION
PARCIAL.
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3. PRESENCIA DEL INHIBIDOR EN DIFERENTES PARTES DE LA PLANTA.

Durante la búsqueda de sustancias con actividad antiviral
(screening) descripto en las partes I y II de este trabajo

de Tesis en los ensayos con Melia azedargh_g se utilizaron
extractos hidroalcohólicos de raices de árboles oriundos

del Paraguay. las dificultades de obtención del material

en cantidades suficientes para encarar otros estudios nos

indujeron a recolectar hojas y ramas de árboles de la ci!

dad de Buenos Aires con el objeto de investigar la presea

cia en las mismas. En principio al utilizar parte aérea

(hojas y ramas) se trabajó con material seco al que se sg

metió a una extracción hidroalcohólica. Posteriormente re
sultados obtenidos en nuestro laboratorio mostraron que

las hojas verdes contenían el principio activo el que po
dia ser extraido con solución buffer

En esta sección describiremos los experimentos realizados

con el extracto denominado MAsp(ver en Materiales y Métg

dos sección 6.2.(hojas y ramas secas extracto hidroalcohé

1ico)) semipurificado, ya que en principio no se quiso cam
biar el método de extracción, usado con raices, para a

segurar el éxito del aislamiento del principio activo. DE

do que en pruebas preliminares realizadas con virus VSVy

células Vero encontramos que el extracto de MAspposeía ag

tividad antiviral, se decidió determinar su toxicidad para

células, ratones y huevos embrionados a fin de establecer

las dosis de trabajo apropiadas.



.1.

108.

Ensayos de toxicidad del extracto de MAsppara célulasL

animales y huevos embrionados.

Los ensayos se realizaron de manera análoga a los des

criptos en las secciones 2.1, 2.2, y 2.3 de la parte II

de resultados de este trabajo de Tesis. Con el fin de

no repetir datos similares se resúmen los resultados 09
tenidos a manera de conclusión.

1)

2)

3)

La capacidad citotóxica se ensayó en los sistemas cg

lulares Vero y BHK-Zl. La máxima concentración no té

xica de MAsp en ambos casos fué la de 10 mgr de peso

seco/ml. la concentración de 50 mgr de peso seco/ml

redujo la viabilidad celular en un 50%para las célu

las BHK-21y en un 25% para las células Vero.

La toxicidad para raüxmsadultos y neonatos se ensayó

administrando una concentración de 500 mgr/ml de pe

so seco por via i.p.. Las dosis utilizadas fueron

0.5 m1 para los adultos y 0,02 ml para los neonatos.

Esta concentración no resultó tóxica en forma análoga
a lo obtenido con el extracto de M.a. comentado en

sección 2.2.

La toxicidad para huevos embrionados también se ensg

yó de manera similar a la descripta en 1a sección 2.3.

Las concentraciones de MAspusadas en el experimento

fueron: 100 mgr/ml y 10 mgr/ml.

La primera resultó altamente tóxica ya que todos los

embriones murieron con hemorragias a las 24 horas
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post-inoculación. Con la concentración de 10 mgr/ml

no se observaron efectos tóxicos con respecto al con
trol.

3.2. Espectro de acción antiviral del MAsp.

La presencia del inhibidor en hojas y ramas de flglia

azedarach L se manifestó por su acción sobre los distin
tos virus.

Comose detalla en el Cuadro 25, el extracto MAspprodu

ce una inhibición semejante al de raiz a la concentración

no citotóxica (10 mgr de peso seco/m1). Es interesante

observar además 1a susceptibilidad aumentada de los virus

HSV-l y Tacaribe que se inactivan más de cuatro logs. De

modo que, a pesar de que 1a capacidad citotóxica de MAsp

es similar a 1a del extracto M.a., su potencial antiviral

es mayor. El virus de NDVtambién resultó marcadamente

inhibido con este extracto, confirmando datos publicados

por Babbar y col. (13 ).

Una vez que se comprobó que MAspreproducía el espectro

antiviral de M.a. se procedió a realizar ensayos de orien
tación destinados a conocer 1a naturaleza quimica del

principio activo desarrollando para ello un método de pu

rificación apropiado.

3.3. Caracterización parcial del extracto de Melia azedarach L.

En esta parte del trabajo de tesis la mayoría de los ex

perimentos se realizaron con los extractos M.a. y MAsp.
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Cuadro 25: Efecto del extracto “Asp sobre la multiplicación
viral.

Control Tratado Inhibición
Virus

UFP/ml Z

Sindbis* 4,2 x 108 3,6 x 1o7 92,4

Pichíndé** 1,5 x 1o6 2,1 x 1o5 86

Tacaribe** 4,0 x 1o“ < 5 99,99

Junín** 2,3 x 104 5,2 x 103 77

Herpes** 1,7 x 105 < 5 99,99

vsv*** 1,3 x 1o8 8,0 x 1o6 94

UHA/ml

NDV*** 100 1 99

32 1 97

* Ensayo realizado en células BHK.

** Ensayo realizado en células Vero.

*** Se determinó el título hemoaglutinante en huevos embrig
nados de 10 dias de desarrollo.

En todos los casos la concentración de MAspfué de 10 mgr

de peso seco/m1, este se agregó después de la adsorción vi

ral, salvo en el caso de NDVen que los huevos embrionados

fueron pretratados en cavidad alantoídea por 24 horas con
el extracto.
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Efecto de la temperatura sobre la actividad del extracto.

3.3.1.1.

3.3.1.2.

Efecto del autoclavado.

Los extractos MAspy M.a. se autoclavaron 20 minutos

a 1209C y 1 atm. de presión. Se ensayó luego su efeg

to sobre la multiplicación del virus Tacaribe (Cuadro

26). Este tratamiento destruyó por completo la activi
dad antiviral de los extractos.

Efecto del calentamiento.

Los extractos MAspy M.a. se calentaron a 609G duran

te 1 hora y luego se probó la acción de los mismos

sobre la multiplicción de VSV(Cuadro 27). Con este
tratamieto los extractos retuvieron su actividad.

3.3.2. Tratamiento con proteasas.

3.3.2.1. Efecto de la tripsina sobre la actividad del extracto.
Para tratar de caracterizar el principio activo ex
tracto se lo trató con tripsina en dos concentraciones

diferentes: 0,25% y 1%durante 1 hora a 379G. Luego

se realizó una dilución con MMy se probó su activi
dad contra los distintos virus. En el Cuadro 28 se

observa que la concentración de tripsina de 1%inac

tiva completamente al extracto ya que pierde su ac

tividad frente a los virus VSV,Polio y Herpes.

Estos experimentos señalan que por lo menos una en

tidad de naturaleza polipeptidica estaria involucra
da en la actividad antiviral. Los ensayos realizados
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Cuadro 26: Efecto del autoclavado sobre la actividad del

extracto.

Virus Control Tratado Inhibición

UFP/ml Z

Tacaribe 2,3 x 1o6 1,5 x 105(MAsp) 93,5

2,3 x 1o6 2,2 x 106(MAsp 4,4
autoclav.)

Tacaribe 2,3 x 106 1,0 x 105(M.a.) 95,7

2,3 x 1o6 2,2 x 106(M.a.
autoclav.) 4,4

Se infectaron células Vero con una m.o.í. = 1 de virus

Tacaríbe. Luego de la hora de adsorción se cubrieron con

MM(control) ó con MMadicionado de MAsp(concentración

final 10 mgr/ml) ó con MMadicionado de M.a. (concentra

ción final 0,05 mgr/m1)óde los respectivos extractos

autoclavados 20 min. a 1209€ y 1 atm. de presión.
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Cuadro 27: Efecto del calentamiento sobre 1a actividad

extracto.

Virus Control Tratado Inhibición

UFP/ml Z

vsv 2,2 x 107 2,5 x 106(M.a.) 89

2,2 x 1o7 3,2 x 106(M.a. calentado) 85,5

7 6
VSV 1,8 x 10 1,8 x 10 (MAsp) 90

1,8 x 107 2,0 x 106(MAspcalentado) 88,9

Se infectaron células Vero con una m.o.i. = 1 de virus VSV.

Luego de la hora de adsorción se cubrieron con MM(control)

ó con MMadicionado de M.a. (concentración final 0,05 mgr/ml)

ó con MMadicionado de MAsp(concentración final 10 mgr/ml)

ó de los respectivos extractos calentados 1 hora a 609G.
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Cuadro 28: Efecto del extracto de M.a. tratado con tripsina

sobre 1a multiplicación viral.

Virus Control Tratado Inhibición

UFP/ml Z

vsv 2,2 x 107 2,5 x 1o 89

2,2 x 1o7 3,6 x 1o6 (a) 84

6,2 x 1o8 6,0 x 1o8 (b) o

P0116" 1,5 x 1o7 4,0 x 1o6 73,4

1,5 x 1o7 1,6 x 1o7 (b) o

Herpes 7,9 x 103 2,0 x 102 97,5

7,9 x 1o3 7,6 x 1o3 (b) o

(a) Concentración de tripsina 0,25%.

(b) Concentración de tripsina 1%.

En todos los casos se usó el extracto M.a. ó M.a. tratado

con tripsina concentración final 0,05 mgr/ml.
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sometiendo los extractos a distintas temperaturas
también apoyarian esta hipótesis.

Tratamiento del extracto MAspcon ácidos y álcalis.
Los resultados se encuentran en el Cuadro 29. De él se

deduce que el extracto pierde su actividad cuando es

sometido a condiciones extremas de pH.

principio activo.

3.4.1. Filtración de MAsppor columna de Sephadex G-25.

La filtración por gel de Sephadex G-25 se realizó tal

comose explicó en la sección 6.2.4. de Materiales y

Métodos, con el objeto de desalar la muestra y obtener

un extracto parcialmente purificado. La concentración

>3atilizada para ensayar la actividad antiviral fué de

5 mgr de peso seco/m1. El percolado resultó altamente

activo contra los virus Sindbis, Herpes y VSV(Cuadro

30) indicando que el principio activo de MAspqueda

excluido del gel. De este comportamiento podemos con

cluir que se trata de una sustancia de peso mayor o

igual a 5.000.

Precipitación fraccionada del extracto con sulfato de
amonio.

Basandonos en los resultados obtenidos en las secciones

anteriores y considerando la probable naturaleza poli

peptidica del principio activo se sometió a1 NAspa una

precipitación fraccionada con sulfato de amonio sólido
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Cuadro 29: Efecto del tratamiento del extracto de MAspcon

ácidos y con álcalis sobre 1a actividad antiviral.

Tratamiento Rendimiento viral Inhibición

UFP/ml Z

Control 8,4 x 106 O

Ninguno 7,8 x 1o5 90,8

6
pH= 2 8,2 x 1o o

6pu-1o 8,0 x 1o o

Se probó 1a acción antiviral de los distintos tratamientos

sobre 1a infectividad del virus VSVen células L929. Para
llevar el extracto a pH - 2, se trataron 2 m1 de MAspcon

centración 100 mgr/ml con HCl 1 N y para pH = 10 con HONa

1 N. Los extractos fueron llevados luego a pH = 7 para prg
bar su actividad antiviral.
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Cuadro 30: Efecto del filtrado de MAsppor columna de

Sephadex G-25 sobre 1a actividad antiviral.

Virus Control Tratado Inhibición

UFP/ml Z

Sindbis 5,4 x 107 8,0 x 1o6 85,2

2,2 x 1o7 1,8 x 1o6 (c-25) 91,8

Herpes 3,1 x 103 ¿.5 99,99

3,1 x 1o3 <‘5 (c-25) 99,99

6 5vsv 2,7 x 1o 9,0 x 1o 66,7

2,7 x 1o6 7,0 x 1o5 (c-25) 74

Se utilizaron células Vero para los virus VSVy Herpes y

células BHK-21para el virus Sindbis de 24 horas, las que

se infectaron con una m.o.i. de 1. Después de la hora de

adsorción las monocapas se cubrieron con NH(control) ó

con MMadicionado de 10 mgr/ml de NAsp ó de HH ndicíonado

de 5 mgr/ml de MAsppasado por Sephadex G-25 (se utilizó

el percolado). A las 24 horas se cosecharon los sobrenadag

tes que se titularon por el método de placas.
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tal como se explicó en Materiales y Métodos sección
6.2.3.

Las precipitaciones se realizaron entre 0-3OZ,30-6OZ

y 60-1002 de saturación. Los precipitados obtenidos

fueron resuspendidos en 1 ml de buffer fosfato 20 mM

y dializados contra el mismobuffer, finalmente se

diluyeron al décimo del volúmen original de cada una
de las fracciones. Dichas diluciones se utilizaron

para probar su actividad antiviral en el sistema vi

rus Sindbis-células BHK-Zl.Cómocontrol positivo se

utilizó MAspdializado y diluido de igual manera que
las fracciones. Los resultados se encuentran en el

Cuadro 31, de los datos obtenidos se deduce que la

fracción más activa es la que precipita al 30-60%de

saturación aunque no se pueden descartar las otras
fracciones. La actividad del sobrenndnnte resulta

dispreciable.

. Conclusiones.

Los experimentos realizados en esta parte del trabajo de

Tesis nos llevaron a deducir las siguientes propiedades
del extracto:

- No sedimenta por centrifugación a 100.000 xg (ver Ma

teriales y Métodossección 6.2.2.).
- Noes dializable.

- Es excluido del Sephadex G-25.

- Precipita con alcohol absoluto 2:1 (Ver Materiales y

Métodossección 6.2.2.).
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Cuadro 31: Precipitación fraccionada con sulfato de amonio

del extracto MAsp.

Tratamiento Rendimiento viral Inhibición

UFP/ml Z

Control 6,3 x 108 

Diálisis (fracción no 2,3 x 107 96,ó
dializable)

Precipitación con
Sulfato de amonio:

o - 307. 1,2 x 108 80,3

3o - 60% 4,0 x 107 93,7

60.- 100‘7° 1,3 x 108 79,1

Sobrenadante 1,9 x 1o8 69,9

Se probó la actividad antiviral de las distintas fracciones
sobre la multiplicación del virus &hfibis en células BHK-Zl.

Las muestras en ensayo se agregaronluego de la adsorción viral,

utilizando una dilución 1:10 del volúmenoriginal de cada
una de las fracciones.
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Precipita con sulfato de amonio fracción de mayor ac
tividad entre 30-60%de saturación.

Sensible al tratamiento con tripsina.
Resistente al calentamiento a 609€ 1 hora.

Sensible al autoclavado 20 min. a 1209€ y a 1 atm. de

presión.

Se inactiva a pH ácido y alcalino extremos.
La citotoxicidad varía con la linea celular utilizada.

Acción antiviral de amplio eSpectro.

No tóxico para ratones lactantes y adultos.
Toxicidad moderada para huevos embrionados.

En distintos estados de purificación presenta el mismo

espectro de actividad antiviral.
Los resultados sugieren que el principio activo estaria

constituido por uno o varios polipéptidos de peso mole

cular mayor que 5.000, sin descarta su asociación con

hidratos de carbono o lipidos.



MODO DE ACCION:

PASO DE LA REPLICACION VIRAL AFECTADO
POR LA ACCION DE MELIA AZEDARACH L.
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En esta parte del trabajo de Tesis, se detallan los

experimentos realizados para determinar cual era la etapa

de la replicación viral afectada por el inhibidor obtenido

de Melia azedarach L. Para ello se eligió el sistema virus

Sindbis -cé1ulas BHK-Zl. Los alfavirus, Sindbis y Semliki

Forest, multiplican en diversas lineas celulares, comoser

BBK-21,cultivos primarios de fibroblastos de embrión de pg

llo y también en células de mosquito. Son virus a RNAde ca

dena positiva, cuyos genómas tienen un PMde 4 - 4,5 x lO6

y un coeficiente de sedimentación de 49 S.

Para la replicación el RNAparental 49 S de cadena pg

sitiva, se debe transcribir en una cadena negativa comple

mentaria que sirve comotemplado para la síntesis de la ca

dena positiva 49 S y para el mRNAsubgenómico de 76 S. Este

último es traducido a proteinas estructurales del virus(126).

La nucleocápside es ensamblada en el citoplasma y el virus

brota a través de la membranaplasmática de la célula hués

ped adquiriendo una envoltura lipoprotéica que contiene sólo

las glicoproteínas codificadas por el virus.
El virus Sindbis tiene dos gliCOproteinas de superfi

cie que están involucradas en la adsorción a células, la El

(PM 45-50 K) y 1a E (PM 52-59 K).2

Este virus resulta ideal para el estudio de sustancias
con actividad antiviral, ya que el período do latencia del

mismo en Células BHK-Zl es de 3 —4 horas, alcanzando su

producción máxima antes de las 24 horas, y además porque la

mayor parte de sus eVentos intracelulares en una infocción
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utilizó el extracto acuoso de hojas verdes de flglia_añega
Eggfi_k (MA),yaque estudios realizados en nuestro laborato

rio demostraron que es más activo que el de raíz y parte

aérea seca (Andrei, G.M. comunicación personal) y porque el

material se puede obtener con mayor facilidad. Este extrac

to se preparó tal comose indicó en materiales y métodos

sección 6.3.2. Para ello se procedió a procesar una gran

cantidad de hojas provenientes de árboles de la ciudad de

Buenos Aires obteniendose un "batch" que se caracterizó y

purificó parcialmente antes de establecer el mecanismode

acción antiviral de su principio activo.

4.1. Acción del extracto de MAsobre la multiplicación viral.

La presencia del inhibidor en hojas y ramas secas ya
se había demostrado en la sección 3.2. de resultados.

En el Cuadro 32 se presenta 1a actividad antiviral del

extracto de MA(preparado a partir de hojas verdes y

frescas). Se puede apreciar que inhibe a los virus en

ensayo (Junín, VSV, Sindbis) en 1 a 3 logaritmos en

su infectividad. A partir de este stock de MAcon act;
vidad antiviral confirmada se procedió a su purifica

ción y a1 seguimiento de su actividad antiviral en los

distintos pasos de 1a purificación.
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Cuadro 32: Efecto del extracto de MA(hojas verdes) sobre la

multiplicación viral.

Control Tratado Inhibición
Virus

UFP/ml %

7 4VSV** 2,6 x 10 1,8 x 10 99,94

Sind“ts* 1,5 x 107 9,0 x 105 94

Junín ** 1,2 x 104 1,2 x 103 90

* Ensayo realizado en células BHK.

** Ensayo realizado en células Vero.

Concentración del extracto de MAutilizada: 1/20 de So que

corresponde a 0,3 mgr/ml de proteinas medida por el método

de Bradford (30 ). E1 extracto se agregó después de la ad

sorción viral.
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Efecto del extracto de MAen distintos estados de puri

ficación sobre la multiplicación del virus Sindbis.

En el Cuadro 33 se muestra la actividad antiviral tela

tiva del material obtenido en cada paso de la purifica
ción.

Considernado que el contenido proteico de la fracción

So fué 6 mgr/ml, medido por el método de Bradford (30 ),

y la DEloo (dilución que produce una disminución del
número de placas del 100%) correspondiente es de 1:160

se puede calcular la actividad especifica (AE), como

el cociente entre la DE100y la concentración de pro
teínas en mgr/ml, lo que dá un valor de 26,6. Mientras

que para la mezcla de fracciones F11, 12, 13 la concen

tración de proteinas fué de 0,1 mgr/ml y la DElo0 de
lO por lo que la AEresultó ser 100. En consecuencia

el principio activo se ha purificado ya que la activi

dad especifica de F11, 12, 13 es aproximadamente 4 ve

ces mayor que la del extracto crudo (So).

En los experimentos siguientes tendientes a determinar

la etapa de la replicación viral afectada por el prin

cipio activo de M. azedarach L se utilizó la mezcla de

fracciones F11, 12, 13 diluída 1:5, lo que corresponde

a una concentración protéica de 0,02 mgr/ml y que se

denominó MA.
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Cuadro 33: Acción antiviral del So, S1 y mezcla F(11, 12, 13)

eluidas del Sephadex 6-100 sobre 1a multiplicación
del virus Sindbis en células BHK-21.

número de placas/monocapa

diluciones usadas sin
Extracto l/S l/lO 1/20 1/40 1/80 1/160 1/320 extracto

SO O 0 0 0 0 0 64 80

S1 0 0 0 0 0 64 65 64

F(ll,12,13) 0 0 ll 30 36 44 NH 44

NH: Significa no hecho.

Las distintas diluciones de los extractos se agregaron

después de la adsorción viral junto con la mezcla nutritiva.
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4.3. Inhibición de la replicación del virus Sindbis por MA

cpando éste multiplica bajo condiciones de un sólo ciclo.

En los experimentos anteriores los sobrenadantes de las
células infectadas con el virus Sindbis se cosecharon

a las 18 horas p.i., cuando ya han ocurrido varios ci

clos de multiplicación (126). En este experimento se

quiso determinar el efecto de MAsobre el virus Sindbis

cuando este multiplicaba bajo condiciones de un sólo

ciclo, para poder luego estudiar la acción de MAen las

distintas etapas de la replicación. Para ello las célu
las BHKfueron incubadas 2 horas con MA, luego lavadas

e infectadas con virus Sindbis a una m.i. de 10: des

pués de la hora de adsorción se cubrieron con MM.A dis

tintos tiempos post-infección se cosecharon los sobre

nadantes (virus extracelular) que se titularon para de
terminar virus infeccioso.

Los resultados obtenidos se encuentran en la Figura S

donde se observa que un título de virus significativo

se detecta a las 4 horas p.i. y luego hay un aumento

logaritmico en la producción viral con un máximode 108

en los cultivos controles, mientras que en los tratados

hay una inhibición del 94%a las 8 horas p.i. Este va

lor es semejante al obtenido cuando los sobrenadantes

se cosechan a las 18 horas p.i. (Cuadro 32).
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Figura 5: Acción de MAsobre la curva de crecimiento del

virus Sindbis en células BHK-Zl.

84
H UFP/ml
O--O UFP/ ml pretratado con Ma.

logUFP/ml

\\ ‘v

l I '
0 2 4 5 8

horas post-infección

Células pretratadas con MAdurante 2 horas y controles

se infectaron con virus Sindbis (mi: 10). A los tiempos

indicados se cosecharon los sobrenadantes que se titula

ron por el método de placas.
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Efecto de MAagregado a distintos tiempos p.i. sobre

la replicación del virus Sindbis.

Para determinar si MAera capaz de inhibir la replica

ción viral durante una de las etapas identificables

dentro del ciclo del virus, el extracto fue agregado

a distintos tiempos antes y después de 1a adsorción vi

ral. En todos los casos la incubación, en presencia de

MA,se continuó hasta las 7 horas post-adsorción. A

dicho tiempo se midió la producción de virus infeccioso
en los sobrenadantes.

Los resultados obtenidos se graficaron en la Figura 6,

de los mismos se deduce que la inhibición de la produc

ción viral fué máximacuando las células fueron pretra

tadas con MApor 2 horas o cuando MAse agregaba hasta

las 2 horas post-infección. Sin embargo a las 4 horas

p.i. el agregado de MAprodujo una inhibición del 85%.

De acuerdo con la curva de un sólo ciclo (Figura 5) se

puede inferir que MAactúa preferencialmente en la eta

pa temprana de la replicación probablemente adsorción,

penetración o transcripción temprana.

Efecto de MAsobre la adsorción y penetración del

virus Sindbis a células BHK-Zl.

Debido a que la inhibición de la replicación era más

efectiva cuando el extracto se agregaba hasta las 2

horas p.i., se trató de determinar si el extracto afeg
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Figura 6: Inhibición de la multiplicación del virus Sindbis

cuando MAes agregado a distintos tiemgogmagges y

después de la infección.
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Las células BBK-21se pretrataron 2 horas con MAó previa

mente se infectaron con virus Sindbis (m.i.=l) y a distintos

tiempos p.i. (2,4,6 horas) se trataron con el extracto. A

las 7 horas p.i. se cosecharon los sobrenadantes que se ti

tularon por el método de placas. Los resultados se expresa

ron comoporciento de inhibición de los vuitivos tratados

Con respecto al control (título del control: 1,5 x 107 UFP/mi).
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taba la adsorción viral a 49C. Para ello se utilizaron

células pretratadas y controles que se infectaron con
una m.i. de l. Después de l hora de adsorción se cose

charon los inóculos y se lavaron las monocapas 2 veces
con PBS. se determinó la infectividad remanente en los

inóculos y lavados de los cultivos tratados y controles

1a que resultó muy semejante en ambos casos (Cuadro 34)

indicando que la adsorción ocurre normalmente en presea
cia del extracto.

Debido a que aparentemente la etapa más afectada por MA

es temprana se quizo estudiar la influencia del extrac

to sobre la penetración viral determinando en función

del tiempo el númerode centros infecciosos no neutra

lizables por inmunosueroanti-Sindbis.

Los resultados obtenidos se presentan en la Figura 7,

donde cada valor representa el promedio de 3 experimen

tos idénticos. Se puede ver que a todos los tiempos en

sayados el tratamiento con MAproduce una reducción del

númerode centros infecciosos en 0,6 a 0,9 logaritmos,

pero que la cinética de aumento de centros infecciosos
no neutralizables es casi idéntica en las células tra

tadas y controles. Esto indicaría que la velocidad de

penetración viral, medidapor la incapacidad del anti
suero anti-Sindbis de neutralizar al virus adsorbido a

la célula, no estaría afectada por el pretratamiento
con el extracto.
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Cuadro 34: Adsorción del virus Sindbis a células BHK-Zl

pretratadas con MA.

Control Tratadas

UFP/ml

V.N.A. 1,1 x 106 1,0 x 106

1er. lavado 2,8 x 105 2,5 x lO5

2do. lavado 1,1 x 105 9,0 x 104

Las células BHK-Zl fueron pretratadas con MAó MM,luego

se lavaron y se infectaron con el virus Sindbis (m.i.=1).

Después de l hora de adsorción a 4QCse cosecharon los i

nóculos y se lavaron 2 veces las monocapas con PBS. Los

lavados también se cosecharon.Posteriormente se determinó

el virus no adsorbido.(V-N-A-)
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i a

1 Figura 7: Efecto de MAsobre la penetración del virus sindbis.

64

lagn°decentrosinfecciososnoneutralizables

l u I |

0 15 30 45 60
período de incubación a 37°C (min)

El virus Sindbis se adsorbió, por 30 minutos a 40€, a célu

las BHK-Zl pretratadas durante 2 horas con MMK)—O)o con

MA(0-0). Las monocapas se cubrieron con MMy se incubaron

a 379€. El númerode centros infecciosos no neutralizables

por inmunosuero se determinó por el agregado a1 medio de

cultivo de suero anti-Sindbis (dilución final 1:10), a in
torvalos de 15 min., y los cultivos se incubaron otros 30

minutos a 379€. Posteriormente las células se tripsinaron

y se ensayaron para determinar centros infecciosos.
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Efecto del extracto de MAsobre la síntesis del RNA

viral.
Comose vió anteriormente, en el sistema virus Sindbis

células BHK-21aparentemente la adsorción y penetración

viral no estaban afectadas por el extracto, comopaso
siguiente se trató de determinar cual era el efecto de

MAsobre la sintesis del RNAy proteinas.

En primer lugar se determinó si MAafectaba la sintesis

de las macromoléculas celulares, en este caso RNA.

Los resultados volcados en el Cuadro 35 muestran que

no existe una diferencia significativa en la incorpora

ción de 3(H)-uridina en células pretratadas con MAen

comparación con los controles e independientemente de

1a presencia de actinomicina D (Experimento A). Es ne

cesario trabajar con actinomicina D porque el virus

Sindbis no produce inhibición de la sintesis de las
- estadiosmacromoléculas celulares durante los primeros

de la infección (110 ). La falta de acción de MAsobre

la sintesis del RNAcelular se confirma en el experi

mento B en que después de una incubación de 8 horas

los niveles de incorporación son similares a las célu
las controles.

Una vez que se constató que el extracto de MAno afec

taba al RNAcelular, se determinó la cinética de incor

poración de 3(H)—uridina en el RNAde células controles

o infectadas con el virus Sindbis, en presencia de ac

tinomicina D, tal como se explicó en materiales y métg
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s

Efecto de MAsobre la sintesis del RNAcelular.

Tiempo de incuba

ción con MA (h)

Incorporación de
Actinomicina D 3

Uridina ( H) cpm

Experimento A*

0 + 521

"2 + 459

Experimento B**

0 - 8102

e _ 10548

i

**

Cultivos celulares fueron incubados con MAdurante 2 horas,

luego fueron lavados, se agregó medio sin suero y una hora

más tarde se agregó Actinomicina D 2,5 pq/ml. Después de

60 minutos se marcaron con l pci/ml de 3(H)-uridina se mi

dió la incorporación comose describió en Materiales y
Métodos.

Monocapas celulares fueron incubadas con MAdurante 8 horas,

Juego se lavaron con PBS y se agregó medio sin suero con

cultivosteniendo 1 Pci/ml de 3(H)—uridina por 2 horas. Los
fueron procesados luego como en el Experimento A.
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dos sección 15.2. simultaneamente se determinó en cada punto
el rendimiento viral.Los resultados obtenidos se encuentran

en la Figura 8, en la misma se observa que entre las 2 y las

4 horas se produce un aumento muy pronunciado (S veces) en

la incorporación de 3(H)-uridina en el RNAde células infec

tadas que se puede atribuir al RNAviral mientras que la sin
tesis de RNAes minima y permanece constante en las células

controles tratadas con actinomicina D. El pico máximode sin
tesis de RNAviral (a las 4 horas) precede en el tiempo al

de formación de particulas virales (a las B horas). Posterior
mente se trató de establecer de que manera MAafectaba al RNA

viral, para ello se infectaron células controles y pretrata
das siempre en presencia de actinomicina D.

Los resultados se presentan en la Figura 9 donde se observa

que entre las 2 y las 4 horas hay un aumento de 4 veces en

la incorporación de marca en el RNA,mientras que este es

despreciable en las células pretratadas con MA.

Concomitantemente se produce a las 8 horas p.i. una disminu

ción del rendimiento viral del 93%, que no resulta tan espec

tacular si la comparamoscon la inhibición que se produce en

1a sintesis del RNA.

4.7.Efecto de MAsobre la síntesis de proteinas virales.

A1 igual que en el caso anterior lo primero que se determinó

fué e] efecto de MAsobre la síntesis de proteínas celulares

midiendo la incorporación de 3(H)—leucinaen células tratadas

y controles. Los resultados obtenidos se encuentran en el
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Figura 8: cinética de incorporación de 3(H)—uridina en el

RNAde células controles e infectadas con Virqs
Sindbis.
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¡Células EHK-Zlcrecidas en viales de 5 m1 controles o infec

tadas con virus Sindbis con una m.i.= 10 so marcaron a las

2,4,6 y e horas p.i. con lO,uCi/ml de 3(H)—uridina por 2 ho

ras on presencia de 2,5 pg/ml de actinomicina D. La incor

poración se midió y se expresó en cpm/viral. simultaneamente

a los tiempos indicados se determinó Ia infoctividad viral.
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Eiggga_g: Efecto de MAsobre la síntesis del RNAvira1¿
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horas p.i.

Células BBK-21crecidas en viales de 5 ml fueron pretratadas

Luego se infectaron con virus

Sindbis con una m.i.=10. A las 2, 4, 6, y 8 horas p.i. los

cultivos se marcaron con 10 uCi/ml de 3(H)—uridina por 2

horas en presencia de 2,5 ug/ml de actinomicina D. La incor

poración se midió y se expresó en cpm/vial. simultaneamente
a los tiempos indicados se determinó 1a infectividnd on los

cultivos tratados y controles.
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Cuadro 36 y coinciden con los obtenidos para el RNAya

que no se observan diferencias en preSencia de acting
micina D o después de una incubación más prolonqada (B

horas).
Posteriormente se determinó la influencia de MAsobre

la sintesis de proteinas en las células infectadas.Para

ello se realizó una incorporación de 35S-metionina y a

las 7 horas los extractos celulares se analizaron por
electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de

SDS(ver Materiales y Métodos sección '17.2).

En la Figura 10 se observa que en las células infectadas

con Sindbis aparece en comparación con las células nor

males una banda nítida que corresponde a la proteína C

de la cápside (PM 30K), una banda ancha y difusa que

corresponde a PE (precursor de la proteina de envoltura2

E2) (PMGOK) y El

migran bajo estas condiciones de corrida y una banda muy

(proteína de envoltura) (PM53K)que cg

ténue en la región de E2 (PM49K), mientras que en las
células pretratadas con MAe infectadas con Sindbis no

se observa ninguna banda correspondiente a proteínas vi
rales. Resultados similares se obtuvieron cuando las

células infectadas se inmunoprecipitaron con antisuero

anti-Sindbis (ver Materiales y Métodossección 17.1.d.)
y se corrieron en un gel de poliacrilamida en presencia

de SDS. En ambos casos aparentemente la síntesis de pro
teínas celulares no se inhibe con 1a infección ni es

afectada por la presencia de MAcomo se deduce del Cua

dro 36.
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Cuadro 36: Efecto de MAsobre la sintesis de proteínas
celulares.

Tiempo de incuba Incorporación
Actinomicina D 3ción con MA(h) de leucina ( H)

Experimento A*

0 + 8369

‘z + 11549

Experimento B**

0 - 2763

8 - 2474

* Cultivos celulares fueron incubados con MA2 h. luego

fueron lavados, se agregó medio sin leucina y 1 h. más

tarde se agregó Actinomicina D 2,5 pg/ml. Después de 60

minutos, se marcaron 2 h. con Z/uCi/ml de 3(H)-1eucina

y la incorporación se midió comose describió en Materia

les y Métodos.

** Monocapas celulares fueron incubadas con MAdurante 8 hg

ras, luego se lavaron con PBSy se agregó medio sin leu

cina conteniendo 2 uCi/ml de 3(H)-leucina por 2 horas.

Los cultivos fueron procesados como en el Experimento A.
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Figura 10: Efecto de MAsobre la síntesis de proteínas virales.

CELJNFECP

CEL. INFEC T.+ M.a.

——-CEL.NORM.

PROTEINA c _
PM: 30 K

Electroforesís en gel de políacrilamida de los polípéptídos
de células BHK-lemucadas con 35(S)-metíonína:infectadas con

virus Síndbís (2da. calle), pretratadas 2 h. con MAe infec

tadas (3ern.ca11e) y células controles (4ta. calle). La 1ra.

calle corresponde a marcadores de peso molecular.
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Las infecciones virales son difíciles de controlar de

bido n que los agentes infecciosos son totalmente dependien

tes do 1a célula huésped. Esta última caracteristica ha con

tribuído a que el desarrollo de agentes antivirales adecuados

para cl tratamiento de las enfermedades de origen viral sea

muydificil.
Tal como se deduce de 1a lectura de la introducción de

este trabajo de Tesis, solamente un número muy reducido de

drogas se utilizan en clinica. Esto no es un impedimento para

que continuamente se esten ensayando sustancias nuevas, muchas

de las cuales posteriormente serán usadas unicamente para ob

tener mayor información sobre los distintos pasos de la repli

cación viral u otros pasos metabólicos ya que resultan muy

tóxicas para la célula huésped. Comoha ocurrido frecuentemeg

te, frente a este panorama poco alentador aparecía comouna

meta de investigación incierta abocarse a1 estudio de antivi
rales. Sin embargoel objetivo en si, identificar una sustag
cia no tóxica para las células pero eficaz contra los virus,

merecía todo esfuerzo. La posibilidad de concretar una bús

queda sistemática en plantas se pudo canalizar al producirse

el ingrcso de nuestro grupo a un programa conjunto con la

cátedra de Microbiologia de la Facultad de Farmacia y Bioquí

mica de la U.B.A. dirigida por el Dr. RamónA. de Torres, en

que en la mismamuestra vegetal se estudiaba su potencial ag

tividnd antímícrobiana y/o antivirósica.

La selección de las especies no fué a1 azar, sino por

que las mismas tenían como antecedente un uso en medicina
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popular.

En general se utilizó para la búsqueda de actividad ag

tiviral una técnica sistemática que comprendiódos fases:
1) Determinación de citotoxicidad.

2) Acción frente a un amplio espectro de virus con la concen
tración no citotóxíca.

Durante el desarrollo de este trabajo se han analizado

muestras de distintas especies de plantas superiores perteng
cientes a las familias: Compositae, Euforbiaceae y Meliaceae

y extractos del alga Coelastrum proboscideum var. dilatatum

cuyo habitat son las aguas dulces. Los resultados obtenidos

mostraron que si bien estos extractos del alga contenían una

actividad antiviral de amplio espectro, seria necesario deteg
minar la naturaleza del principio activo ya que aparentemen

te la concentración del mismodisminuye al envejecer el cul

tivo. Se conocen otros extractos de algas de aguas dulces

como los de Scenedesmus quadricauda, Chlorella vulgaris y

Anabaena variabilis capaces de inhibir a una serie de RNAvi

rus (143), pero nada se conoce acerca de la naturaleza del

productoantiviral.
Dada la posibilidad de obtener cultivos en masa resul

taría de muchointerés poder aislar los principios activos
y establecer si tienen caracteristicas comunescon el de

Cz proboscideum.

En cuanto a la búsqueda de actividad antiviral en los

extractos de plantas superiores, de los resultados presenta
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dos en los cuadros 12, 13, 14, 15, 16 y 17 de la parte I se

deduce que los más activos son los de la familia Meliaceace

(M. azedarach, C. tubiflora y T. glabra ), mientras que los

extractos de B. crispa y B. notosergila resultaron ser acti
vos solamente sobre el virus V.S.V. De la observación de los

patrones de replicación frente a los distintos extractos se
puede deducir que el V.S.V., si bien es un virus fácil de

trabajar, no siempre es buen indicador, ya que aparece como

muy lábil. En cambio el virus aftoso (cepa 01 Caseros) es
muyresistente y escapa a cualquier acción antiviral. Dada
la interesante actividad antiviral de los miembrosde la

familia Meliaceae, suspendimos el programa de búsqueda sis

temática para dedicarnos al análisis de uno de los extractos.

Unabúsqueda bibliográfica señaló, a esa altura de las

investigaciones que existia sólo una publicación sobre el

tema. La de Bhakuni D.S. y c01.(27) que en un trabajo de bug

queda de actividad antiviral en plantas de 1a India encontra
ron que el extracto hidroalcohólico de M. azedarach(el árbol

del paraíso es oriundo de la India), inhibía la multiplica
ción del virus NDV.

Puesto que el paraíso es un árbol que se encuentra fre

cuentemente en parques y calles de nuestra ciudad, se lo e

ligió por la posibilidad de fácil acceso, para estudiar la
naturaleza del principio activo y su modode acción.

Algunas características del extracto de NAtales como

el amplio espectro antiviral, su capacidad para inducir un
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estado refractario a 1a infección en distintos sistemas celu
lares (Cuadro 23) y el hecho de que no es virucida (Cuadro

21) son propiedades que recuerdan a las descriptas para el

interferón producido por células animales (12l). Si bien el

principio activo no ha sido aislado puro en este trabajo,los

datos obtenidos (Cuadros 26, 27, 28, 29, 30 y 31) señalan

que se trataría de uno o varios polipéptidos de peso mole

cular mayor que 5000 sin que se pueda descartar la presencia

de hier.os de carbono ó lípidos comoformando parte del mis

mo. Sin embargo los ensayos enzimáticos sugieren que el prig

cipío bioactivo de la molécula reside con seguridad en 1a

integridad de la unión peptidica. De aqui resulta entonces

otra semejanza con el interferón, aunque sabemos que en este

último caso se trata de glicoproteinas (interferón CKy [3 )

y de proteínas cuyo peso molecular es mucho mayor: entre 15

y 38.000 D (121).

Aparentemente MAno penetraria a las células (7) sino

que dispararia la sintesis de un mensajero celular puesto

que su efecto se revierte parcialmente en presencia de acting
micina D (4).Ebr katanU)es posible que este mensajero codifi

que para una proteina responsable de la resistencia a la in
fección viral. Cuandose trató de determinar las caracteris

ticas de este estado antiviral inducido en las células vimos
que el tiempo mínimo de pretratamiento con MAera de 2 horas

(Figura 3) y su duración bastante prolongada ya que hasta

las 24 horas después de lavado el extracto existia aún una

inhibición del 60%en 1a replicación viral (Cuadro 25). Estos
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resultados coinciden con los obtenidos con ciertos inducto

res de interferón (139). Todos estos datos tomados en con

junto llevaron a la hipótesis que MApodría ser un inductor

de interferón. Sin embargo cuando se quiso determinar si

existia el pasaje de una segunda sustancia antiviral al medio
de cultivo tal comosucedía con el sistema interferón se en—‘

contró que ésto no ocurría (Cuadro 24), aunque descubrimos

que los sobrenadantes de las células no tratadas inhibian la

multiplicación viral. Esta inhibición no es marcada pero si
repetida.

Nuestros resultados concuerdan en este caso con los de

Baron S. y col., que demuestran que diferentes tipos de cul

tivos celulares producen espontaneamente un inhibidor extra

celular de amplio espectro (20). También están de acuerdo

con los datos presentados por Babbar 0. y col. (13),(12) que

encontraron que extractos crudos de Melia azedarach, Pinus

longifolia, Beberis asiática, Cleitanthus callínus y Cassia
fistula poseían actividad antiviral semejante al interferón
cuando seensayaronfrente a los xárus Vaccinia y NDV.

Másrecientemente, se descubrió que las plantas supe

riores pueden producir sustancias tipo interferón en respues
ta a una infección viral, ya que éstas carecen de los meca

nismos inmunes que poseen los animales superiores, pero no

se sabe si éstas son análogas a la proteina antiviral que es

inducida por el interferón en las células animales (38).

Debido a que la sustancia antiviral no era secretadn

al modio extracelular se pudo concluir de nunstros oxpori
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mentos que el efecto antivíral ocurre intracelularmente y que

MAactuaria por un mecanismodiferente a1 del ínterferón,con

clusión que se podía inferir del hecho biológico de que MA
induce un estado refractario a la infección en células Vero

que son no productoras de interferón.

Experimentos realizados recientemente en nuestro labora

torio demuestran fehacientemente que el extracto de flglia aze
darach L no es inductor de interferón en ratones infectados

con el virus Tacaribe ni en células tratadas in-vitro (Andrei,

G.M. y col., comunicación personal).Se sabe que en las plan

tas existen muchosinhibidores de la infectividad de tipo prg

téico sin que medie infección viral ó inducción por algún

otro agente biótico o abiótico (8), (139). Este es el caso

de los inhbídores preformados al cual pertenecen las llamadas

RIP'S (ribosome-inactivating proteins) (103), (18).

En nuestro caso, si bien no puede descartarse la pre

sencia de virus o viroides latentes en las plantas de M. aze

darach L utilizadas, es posible que nos encontremos frente

a uno de estos inhibidores preformados, cuya función especi

fica cn la planta no se conoce, ya que extractos de diferen

tes partes de 1a planta macroscópicamente sanas, recolectadas

en distintos parques de la ciudad de Buenos Aires, en épocas

del año equivalentes poseen actividades antivirales semejan
tes (137), (136), (5).

¡Los ensayos de citotoxicídad realizados demuestran

que cl crecimiento celular no está afectado cuando el extrac

to sc agrega a la momxmpacelular ya formada o durante la
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formación de la misma (ver Resultados sección 2.1); estos re

sultndos concuerdan también con los realizados en nuestro la

borntorio con extractos purificados de MA(5). La inocuidad
de los extractos sobre las células sin infectar también se

determinó estudiando la acción de MAsobre la sintesis de las

macromoléculas celulares (Cuadros 35 y 36).

En base a estos resultados podemos concluir que la mo

lécula activa de MAno puede ser considerada una RIP (103)

ya que estas tienen en comúnun indice de toxicidad diferen

cial muymarcado contra células no infectadas e infectadas

con virus, mientras que en nuestro caso el extracto no produ
ce diferencias significativas.

Utilizamos el sistema virus Sindbis-células BHK-Zl,

para tratar de determinar qué etapa del ciclo de replicación

viral es afectada por el extracto de MA.Los resultados obtg

nidos sugieren que 1a adsorción viral no se afecta por la

presencia de MA(Cuadro 34), en este caso podríamos postular

que no se produce un bloqueo de receptores. En cuanto a la

etapa de penetración se puede inferir que la cinética en cé

lulas pretratadas y controles es prácticamente 1a misma (Fi

gura 7) indicando que este paso de la replicación no es

tampoco el blanco fundamental para la acción de MA. Sin embar

go no pudimos explicar hasta el presente a que se debe la re
ducción en el númerode centros infecciosos no neutralizables

observada al comienzo de la infección en las células tratadas.

Comosabemos, el virus Sindbis no prodUCe inhibición

de ln síntesis de las macromoléculas celulares durante los
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primeros estadios de la infección (110) por ello se requiere

la presencia de actinomicina D para poder evidenciar el ni

vel de síntesis de RNAy proteinas virales. Generalmente las

células infectadas con alfavirus son pretratadas con actino

micinn D y la droga permanece desde el comienzo hasta el fi

nal del ciclo infeccioso (110). En nuestro caso no se pudo

trabajar en estas condiciones ya que comodijimos anterior

mente la actinomicina D revierte parcialmente el estado anti

viral inducido por MA(4) por ello la droga se agregó una vez

que se ha establecido el estado refractario celular.

Si observamos 1a Figura 9, encontramos que se produce

una inhibición clara y específica de 1a síntesis del RNAvi

ral lo que indica un efecto muy temprano del extracto sobre

las funciones transcripcionales y replicativas del genoma
del virus Sindbis.

En la Figura 10 también se observa que MAproduce una

inhibición de 1a síntesis de proteinas virales, mientras que
el perfil de los polipéptidos celulares permaneceinalterado.

En los alfavirus a las 2 horas p.i. ya se pueden deteg

tar proteínas virales (111) por lo tanto es posible que este
extracto produzca una inhibición selectiva sobre la síntesis
de las macromoléculas tempranas, pero es imposible asegurar

si MAactúa como inhibidor transcripcional o traduccional. A

las 4 horas p.i. practicamente todo el RNAviral ya está sin

tetizado (Figura 8) pero observamos que cuando agregamos el

extracto a este tiempo se produce todavía una inhibición de

la producción viral del 85-90% (Figura 6). Podemosdecir en



tonces que la síntesis de proteínas virales es posiblemente

el blanco principal de MA,pero no se puede descartar que

opere un mecanismo de acción más complejo.

Todos los ensayos comentados hasta el presente, se

han re; izado in-vitro. Conel objeto de determinar si la ac
tividad del extracto se conserva in-vivo, en nuestro labora

torio, se estudió 1a acción de extractos parcialmente purifi

cados sobre 1a encefalitis letal que produce el virus Tacari
be en ratones neonatos. Se observó que MAejercía un efecto

protector que oscilaba entre el 66y 100%dependiendo de 1a

dosis (6). E1 principio activo de Melia azedarach L, aparen
temente cumple con los requisitos de un buen antiviral ya

que; no es virucida, no es tóxico para la célula huésped y
actúa sobre un paso especifico de la replicación, siendo ac

tivo a bajas concentraciones.

Aunque negado por muchos, parece que nos encontramos

frente a una sustancia de origen vegetal con propiedades muy

semejantes al interferón. La presencia de esta sustancia en

hojas, raices y tallos de árboles de Melia azedarach L oriun

dos de distintas zonas de Buenos Aires (Palermo, San Isidro),

del Paraguay y también de la provincia de Misiones nos indica

que probablemente no se trata de una respuesta a una agresión

sino que es constitutiva de 1a planta.

En este momentose estan llevando a cabo experimentos

tendientes a purificar el principio activo (Andrei, C.M.).

Una vez que se logre 1a purificción de NAel anO si

guiente será realizar formulaciones farmacéuticas con el mis
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mo a las concentraciones no tóxicas en pomadas o cremas para

tratamientos tópicos o su inclusión en liposomas comovehí

culo portador ya que sustancias de este tipo (peptidicas) no
pueden administrarse oralmente a pacientes porque estas son

degradadas por los jugos digestivos del huésped. En la actua

lidad se usa esta última técnica para administrar insulina

oralmente, sin pérdida de su actividad biológica (96).

Comose dijo anteriormente el extracto de MAprotege

a ratones de la infección con virus Tacaribe, pero es nece

sario probar varios modelos para asegurar que MAno tenga

otros efectos in-vivo, ya que el último paso en la búsqueda

de un antiviral efectivo es que sea terapéuticamente útil

para el tratamiento en animales y el hombre.
Existe una abundante literatura sobre las virtudes me

dicinales de las plantas y en 1a mayoria de las publicacio

nes Melia azedarach figura por sus propiedades antiparasita
rias, antipiréticas y laxantes.

En esta Tesis le hemos otorgado base cientifica a la

tradición oral y escrita sobre las virtudes de este árbol no

vautóctono pero arraigado en nuestro pais.

_,_,,_...: WM
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