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I N T R 0 D U C Q I 0 N

D R 0 G A S A N T I V I R A L E S

GENERALIDADES

Se conocen dos formas de combatir y controlar las enfermedades de

etiología viral.una es mediante el uso de vacunas y 1a otra a través

del empleode drogas antivirales.

La experiencia con vacunas.que se remonta a la ¿poca de Jenner crea­

dor de la vacuna antivariólica.demuestra que es posible combatir efi­

cazmente algunas enfermedades comopor ejemplo poliomielitis en la cual

reduce notablemente su incidencia o bien logrando su erradicación.como
ee el caso reciente de 1a viruela.

A pesar de estos logros.se conocen virus que por su alta incidencia

mutagónica,comoInfluenza.o por ser sospechosos o estar involucrados

en la producción de enfermedades crónicas no es posible obtener vacunas

adecuadas.Por otro lado.lae vacunas carecen de valor terapeútico por lo

que el desarrollo de una quimioterapia específica antiviral debería
ser de primordial importancia.

Se sabe del ¿xito de los antibióticos en la lucha contra las enfermea

dades bacterianas.sin embargoa pesar de las centenares de investigacio­

nes realizadas hasta el presente sólo se han logrado unos pocos antivi­
rales eficaces.

El escaso éxito de las drogas antivirales se debe esencialmente a
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tree factores¡e1 principal es la dependencia de los virus con los pro­

cesos metabólicos de la célula huésped. de modoque la mayoría de los

quimiotrápicos en concentraciones virucidas.es decir cuando bloquean

una etapa de 1a replicación viral producirán inevitablemente 1a muerte

de las células parasitadas y de las otras que no lo están.El segundo

factor está relacionado con el desencadenamiento de 1a enfermedad ya

que cuando se reconocen las enfermedades virales por sus síntomas y en

el mejor de los casos por diagnóstico de 1aboratorío,e1 virus ya se ha

distribuido a todo el organismo.Por último 1a aparición de mutantes

comoocurre normalmente con las bacterias,aunque en este caso no tan

frecuente.salvo para algunos virus comoser polio.

PROPIEDADES

Para que una droga sea considerada antiviral debe presentar las si­
guientes caracteristicas n

.-Poseer un buen fndice quimioterapico(IQ).el cual se define comola
relación entre 1a mínima concentración virucida y 1a máximano tóxica

.-Ser no-polar para facilitar el transporte a través de las membranas
biológicas.

.-Solub1e completamente a pH fisiólogico o a un pH cercano a 61.

.-Estab1e químicamente en solución.

.-Estab1e metabólicamente en el organismo.

.-De fácil preparación.rentab1e y económico.

Ademásde satisfacer todos estos requisitos el compuesto no debe ser:

..-Incorporado al ADNde las células no infectadas.



..-Un agente inmunosupresor.

..-Un agente activador de la replicación viral.

..-Teratogónico.

..-Carcinogónico o mutagónico.

CRITERIOS DE SELECCION

La replicación viral comprende una serie de etapas comunesa todos

los virus que conducen a la formación de nuevos virus.Este proceso se

puede dividir en adsorción.penetración.eclipse(durante el cual tiene

lugar la síntesis del ácido nuclóico.de las prqteínas.enzimas y todos

los constituyentes del vírus).luego prosigue la maduracióny el ensam­

ble de las diferentes estructuras para finalizar en la liberación de
viriones al extracelular.

Unantiviral ideal sería cualquier droga capaz de bloquear especi­

ficamente uno de estos estadfos sin afectar la maquinaria celular.
La selección lógica de un antiviral se realiza entonces teniendo en

cuenta el efecto del mismosobre una etapa vital del ciclo de multipli­
cación viral.
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ENSAYO DE ANTIVIRALES

El ensayo de una droga comoantiviral comprende tres procesos de ex­

perimentación diferentes.E1 primero de ellos es la evaluación de la ac­

tividad antiviral en cultivos celulares (in-vitro).determinando las con

diciones de de maximainhibición que dependerán del sistema virus-célu­

la utilizado.Finalizado el estudio in-vitro.el compuestose prueba en
diversos animales de laboratorio (in-vivo).Para cada huésped se deter­

mina el Indice quimioterípico y las condiciones del tratamiento mas a­

decuado.Los parametros a establecer son las dosis efectivas no tóxicas,

el tiempo y la vía de administración.

Unadroga se la utilizara comoquimioterípico en el tratamiento de

las enfermedades humanasde origen viral despues de demostrar su efi­
cacia en voluntarios.

Numerososcompuestos poseen un adecuado índice quimioterípico in-vi­

tro pero fracasan al utilizarlos in-vivo.Muchas veces la causa es una

excesiva toxicidad por la cual no sólo no protege a los animales sino

que acelera el proceso infeccioso.En muypocos casos aunque el ensayo

en animales de negativo la droga puede resultar activa en el humano.

ANT;VIRALQS EN USQ

De las cientos de drogas ensayadas sólo unas pocas son de aplicación

efectiva en 1a terapeútica de las enfermedades humanas.Losanálogos de

la timidina tales comola 5-iododeoxiuridina o el arabinósido de cito­

sina que inhiben 1a sintesis de ADNvira1.sólo se usan con ¿xito en el

tratamiento localizado del herpes ocular.ya que estos tipos de compues­
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tos resultarían sumamentetóxicos si se los utilizara en el tratamien­

to de una enfermedad seneralizada.0tros compuestos de aplicación en los

seres humanosson 1a amantadina.la rimantadina,los tiosemicarbazonae y
los bencimidazoles.

La amantadina(adamantamina-CIH)1 es un compuesto ampliamente probado

en 1a prevención de las enfermedades de origen vírico.Este compuesto

presentó una significativa actividad antiviral frente a 1a infección

con virus Influenza tipo A(i).ParainIluenza tipo 1(Sendai)(2).Seudorra­

bia(2),Rubeola(3),Flow plague(4).Sarcoma de Rous y de Ersh(5).LCM(6),

Junín(7) (8),Tacaribe.Pichind6 y Tamiami(9).

El mecanismode inhibición.de acuerdo al trabajo de Kato y col.(4).

lo ejerce a nivel de decapsidación pero no en la etapa de penetración

comohabia sido postulado para el virus Influenza F10).

Los estudios clínicos realizados con amantadina indican que es efec­

tiva contra el virus Influenza cepa HongKongA2(11)(12) sin embargo
se debe dosificar cuidadosamente ya que si se excede en el tratamiento

se producen disturbios en el sistema nervioso central.

Se sintetizaron diversos derivados de la amantadina a fin de lograr

alguno de mayorefectividad.Entre ellos la rimantadina (alfa-metil-l­

adamantanoamina)2resultó más activa in-vitro(13) e in-vivo(lh) que la

amantadina.La experimentación en seres humanosse realizó durante brotes

epidómicos de Intluenza,o en grupos de voluntarios en los cuales se in­

dujo 1a enfermedad.En amboscasos la rimantadina redujo la intensidad

y la duración de la enfermedad(ib).
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Uncompuestoderivado de los tiosemicarbazonas3.1a metil-isatinbeta

tiosemicarbazonau inhibe 1a replicación de algunos virus Pox(15).Sar­

coma de Rous(16),LCM.Paraní y Pichindó(17)(18).La inhibición 1a ejerce

impidiendo 1a traducción de los ARNmensajeros tardfos.como consecuen­

cia de este efecto.en presencia de 1a droga se forman partículas defec­

tivae.El compuestosirve para prevenir 1a viruela,se 1a administra jun­

to con 1a vacuna en aquellos casos de infección en los que no se puede

esperar a 1a formación de anticuerpos e8pecfficos.

E1 2-hidroxi-bencil-bencimidazoi(HBB)5 es uno de los derivados mie

potentes del bencimidazol que ha sido eintetizado(19) aunque el espec­

tro de acción no es muyamplio ya que inhibe solamente a algunos miem­

bros del grupo Picorna(20) y a1 virus LCM(21).E1efecto antiviral lo

ejerce a través del bloqueo de 1a síntesis del ARNviral impidiendo

1a formación de 1a polimerasa viral.

E1 bie-bencimidazol6 derivado también del bencimidazol reprime con

mayoreficacia.1000 veces másactivo.1a replicación del virus polio

in-vitro comparado con el HBB(22).actuando además sobre todo el grupo

Picorna.especia1mente los rhinovirus(23).

E1 bis-bencimidazol ha sido ensayado in-vivo en distintos sistemas:

en chimpancés previno 1a infecCión con rhinovirus(2ü) y en ratones a­

dultos infectados con LCMprolongó 1a vida de los mismos(25).



DROGAS N0 ESTRICTAMENTE ANTIV RALES

Ademásde los compuestos mencionados hasta aquí existen otros com­

puestos de efecto virucida in-vitro aunque no se conocen datos de ex­

perimentación en anímales.Dichos compuestos no pueden ser considerados

comodrogas sino comoantimetabolitos.Sin embargo poseen un incalculable

valor.ya que permiten conocer el mecanismode replicación viral y even­

tualmente formar parte de moleculas mas complejas que permitan su uso

comoantivira1.Entre estos compuestos los más importantes para este es­

7y 1a glucosaminaa.tudio son 1a 2-deoxí-D-glucosa

Si bien los primeros experimentos realizados con la 2-deoxi-D-g1u­

cosa fueron presentados en 1959(26) hasta hace cinco años no se demos­

tró 1a importante actividad antiviral de los análogos de 1a glucosa.

Los primeros hallazgos fueron realizados por Kaluza y col.(27) que

trabajando con el virus Influenza demostraron 1a inhibición de la sínte­

sis de las glicoproteínas virales en presencia de glucosamina o 2-deoxio
D-glucosa.

La glucosamina agota elpool de UPPde la celula huesped(28)(29) de

acuerdo al siguiente esquema:

glucosamina —Ñ::glucosamina-ó-fosfato

N-acetilglucosamina-ó-fosfatoe————————N-acetilglucosamina-l-fosrato

N-acetilglucosamina
1-6-difosfato

---* UDP-N-acetilglucosamina
el UDP-N-acetilglucosamina se acumula en las celulas.

La glucosa compite con 1a entrada y metabolismo del aminoazúcar de­
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bido a que la glucosamina es tranSportada y fosfonilada por el mismo

sistema.Por esta razón.si el medio contiene glucosa.como fuente de ener­

gía se requerirá mayor concentración de glucosamina para obtener un e­

fecto específico.

Se ha demostrado que la glucosamina y la 2-deoxi-D-glucosa interfie­

ren en la replicación de virus ARNcon envoltura pertenecientes a la

mayoría de los grupos taxonómicos conocidos(27)(30-35).Mientras que

otros virus comoVSVchDV(Estomatitis Vesicular o Enfermedad de Newcastb

(27) que también contienen glicoproteínas en su envoltura son poco sen­

sibles.en las mismascondiciones.

La acción inhibidora de ambas drogas sobre la multiplicación de los

virus con envoltura mencionadosanteriormente es completamente rever­

sible si se retira la droga en cualquier momentodel ciclo viral.Este

hecho implica además que los compuestos no ejercen un efecto letal so­

bre la célula huésped.

Los numerosos trabajos realizados han permitido establecer que la

glucosamina actúa sobre la replicación viral a través de dos mecanismos

diferentes,dependiendo ellos de la composición del medio.

Si el medio contiene glucosa la glucosamina interfiere con la correc­

ta glicosilación de las proteínas de la envoltura viral(27)(35)(36) lo
que probablemente se deba a la acumulación de UDP-N-acetilglucosamina.

Si el medio contiene fructosa o piruvato comofuente de energía la

glucosamina agota el pool de UTPcelular impidiendo así la síntesis vira

El mecanismode la Z-deoxi-D-glucosa difiere algo de la anterior

aunque también su efecto lo ejerce a través de las glicoproteínas de la
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envoltura.3e ha demostrado que la 2-deoxioD—glucosareemplaza a los

grupos manosa impidiendo la elongacíón y ramificacíón de las cadenas

peptïdicas.
La glícosílacíón incorrecta afecta en distinto grada a los díferen»

tes virus.Así en el caso de Influenza.Toga o virus de Sarcoma no hay

prácticamente formación de partículas físicas o ínfeccíosas.Algo símía

lar ocurre con el virus Herpes.aunque en presencia del inhibidor se ín«

corporan los polípéptídos mal glicosilados y las partículas resultantes

carecen de infectívídad.E1 virus VSVpor el contrario no sólo incorpo—

ra las glicoproteínas defectuosas sino que ademásesas partículas man­
tienen su infectívídad.

FORMULAS

NH2 NHCH3

1) Amantadina 2) Rímantadina

NNHÉNH, “"8"”:
l

0 / D

H c":

3) Isatín beta-tíosemicarbazona 4)N-metílisatín beta-tiosemi­
carbazona



11%"

OH- / ,_
¿BENQ ¿IF/¿HKD

5) HBB 6) Bis-bencimidázol

"-90 "9-0

9-0H "00‘",
m5)H "4?“
H'L-OH1 ’ HH)”

- Hfl-OH

7) aédaoxi-D-glucosa 8) Glucoaamina

a,no modificaron 1a sintomatología característica do la FRAen “el co­

bayo(37).

Algunos años más tarde 1a amantadina se ensayó con ¿tito frente a
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DROGAS AQTIVIEALES ENSAZADAS EN Afigfláylfigg

En 1969.Coto y col.(7)(8) encontraron que la amantadina impedía la

replicación del virus Junín en odlulas Vero.Los mismosautores observa­

ron que la amantadina no protegía a los a los cobayos infectados con la

cepa patógena XJ y tratados oralmente con distintas dosis de drogn(7).

La acción sobre los oobayos fue drística ya que 7a amantadina potenció

el curso de la enfermedad.Los cobayos tratados con 20mgdiarios murie­

ron antes que el grupo control mientras que dosis menores.10 mgpor dí­

a.no modificaron la sintomatología caracteristica de la FHAen ‘el co­

blyo(37).

Algunos años mas tarde 1a amantadina se ensayó con exito frente a

los virus LCM.Tacaribe.Paraníy Pichind6(6)(9) in-vitro.Los sistemas ce­

lulares empleados fueron las BHK(cepacelular de riñón de hamster bebe)

y las L (línea continua de fibroblastos de ratón).El mecanismopropues­

to,por estos autores.fue que la amantadina actuaba a nivel de penetra­

ción y no durante 1a adsorción.encontrando también una acción inhibi­
dora sobre la liberación de los viriones.

La amantadina se ensayó en enfermos de FHA(38).en los cuales produ­

jo alguna mejoría,disminución del estado febril.pero su uso no prosperó
debido a sus efectos anfetamínicos colaterales.

El bis-bencimidazol afeta 1a replicación de algunos miembrosdel grupo

Arenavirusu LCM.Paraníy Pichindó en células cultivadas in-vitro(39).Lo|
estudios se hicieron extensivos a ratones adultos infectados con virus

LCM.E1tratamiento con 0.5 mg de droga por día retrasó el dia promedio
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¿e muerte (25),aunque los animales murieron con una sintomatología

característica.Se postuló que el compuestono actuaría en forma direc­
ta comoantiviral sino indirectamente mediante su acción comoinmuno­

supresorí25).

Los derivados de 1a tiosemicarbazona ¡el isatin beta-tiosemicarba­

zona y el N-metil isatin beta-tiosemicarbazona también bloquean 1a re­

plicación de los virus LCM.Paranáy Pichindé en células HeLa( línea

continua de carcinoma humano) o en células L(17)(18).Simu1táneamente

se encontró que ciertos cationes bivalentes aumentabanconsiderable­
mente la actividad antiviral de 1a N-metil isatin beta-tiosemicarbazo­

na(17).E1 catión más efectivo fue el ión cúprico(Cu+2) cuya acción an­

tiviral se debió a una inhibición por contacto directo de 1a infecti­
vidad.

La administración combinadadel N-metil ieatin beta-tiosemicarbazo­

na con iones cúpricos no produjo una respuesta bien definida ya que en

algunos experimentos los ratones adultos infectados con virus LCMy

tratados oralmente con 1a mezcla.se recuperaron de 1a infección mien­

tras que en otros casos los ratones murieron con 1a sintomatología

típica(40).
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La Fiebre Hemorrígica Argentina (FRA) es una enfermedad sndeno-cpi­

dómica que causa un alto grado de mortalidad entre los pobladores de

una vasta zona agrícola ganadera de nuestro país.

Los primeros enfermos de FRAse denunciaron a partir de 1943.sin

embargo recien en 1955 se 1a reconoce como una nueva enfermedad de prc

bable etiología vira1.Es en ese año.cuando ademasse describieron las

manifestaciones clínicas.los síntomas y su evolución.

El agente etiológico de 1a FHA.elvirus Junín.fue aislado simulta­

neamente en 1958 por dos grupos de trabajo independientes(b1)9b2) a

partir de sangre de enfermos de un hospital de la zona afectada.

La FRAse caracteriza por producir en el hombre una enfermedad de

variada intensidad causando disturbios renales,hematológicos y cardio­

vasculares.El período de incubación oscila entre 8 y 12 dfas.Luego

de una etapa aguda febril de 8 a 10 días de duración sucede una con­

valescencia prolongada con perdida del cabello.pero por lo comúnsin

secuelas permanentes.Los casos graves presentan manifestaciones neu­

rológicas y/o hsmorrígicas tales comoconvulsiones.hemorragia profu­

eas.coma.shock o una combinación de dichos signos que resulta en la

muerte del paciente dentro de las #8 a 72 hs.El porcentaje de morta­

lidad varía entre un 10 a un 20 %(43).

En un comienzo 1a FHAestuvo localizada en un area geografica re­

ducida(16.000 sz) de la provincia de BuenosAires y afectaba casi

exclusivamente a loa trabajadores rurales en especial a aquellos de­
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dicados a 1a cosecha de cereales tales comogirasol.trigo y maíz.Por

esa razón.la enfermedad se conoce también con el nombre de Mal de los

Rastrojos.A través de los años esa zona se ha ido extendiendo hacia

el norte y el oeste en cientos de kilómetros(100.000 sz) afectando a

una población de 1.200.000 habitantes.Esta área endómico-epidémincaa­

barca las provincias de Buenos Aires.Córdoba y sur de Santa F6.

El virus Junín persiste en la naturaleza asociado a los roedores

silvestres que viven en la zona endémica.Las especies mas numerosas

que habitan esos campos son Calomys musculinus y Akodonazarae.Diver­

sos trabajos han demostrado que animales pertenecientes a esas espe­

cies se encuentran persistentemente infectados con el virus Junín(uu).

Estudios más recientes,de microscopía electrónica.han demostrado que

el virus multiplica en glándulas salivales(45)Los animales eliminan

virus por orina y por saliva.

El tratamiento mas empleado de la enfermedad es 1a administración

de suero de convalesciente.Durante algunos años se ensayó una vacuna

a virus vivo(h6) pero actualmente no esta en uso.Sin embargo indepen­

dientemente de la obtención de una vacuna efectiva.es necesario encon­

trar una droga que permita contrarrestar los efectos de 1a multipli­

cación viral en el organismo.El tratamiento con drogas antivirales

sería más ventajoso considerando que la FHAse caracteriza por pre­

sentar una prolongada viremia y que ademas se cuenta con un buen diag­

nóstico precoz.Esta terapia ayudaría a disminuir la duración y 1a in-'
tensidad de la FHA.
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El objetivo de esta investigación fue encontrar una droga que inhi­

biera en forma efectiva la multiplicación del virus Junín y determinar

su mecanismo; de acción para luego utiliaarla comoquimioterópico en

el tratamiento de enfermos de FHA.Contal fin se estudió comparativa­

mente el efecto de la amantadina.rimantadina.2-deoxi-D-glucosa.gluco­

samina y un derivado soluble del bis-bencimidazol(BI) sobre 1a repli­
cación del virus en cultivos de cólulas Vero.Tambiónse realizaron ex­

perimentos in-vivo utilizando ratones jóvenes.

La elección de estos compuestos no fue arbitraria sino que para su

elección se tuvieron en cuenta aquellas drogas que actuaban sobre virus

de composición o estructura analoga aunque no estuvieran relacionados

serológicamente.o bien se ensayaron drogas actuantes sobre otros Are­
navirus.

Comose indicó anteriormente la amantadina ya había sido ensayada

con el virus Junín(7)(8).sin embargose la incluyó para usarla como
referencia en el estudio de su derivado la rimantadina.

Los derivados de la glucosa.1a z-deoxi-D-glucosa y 1a slucosamina

actúan inhibiendo la multiplicación de virus ARNcon envoltura perte­

necientes a todos los grupos taxonómicos conocidos con excepción de los

Arenavirua que no habían sido eatudiados.Como las propiedades del vi­

rus Junin concuerdan con esas característicaanposeer un genomaconsti­

tUÏdo Por ARN(47)y una envoltura lipoproteica.se probó la acción de

amboscompuestos sobre la replicación viral.
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El BI se eligió por su actividad antiviral sobre el virus LCMy c­

:ros integrantes de la familia Arenaviridae a 1a que pertenece e] ví­

rus Junín(ü9).

En cosideración a los resultados obtenidos en los primeros ensayos se

seleccionó la droga de mejor índice quimioterápico (IQ) para dilucidar

su mecanismode acción in-vitro.Como no existían datos bibliográficos

para otros Arenavirus las investigaciones se extendieron a los virus

Pichindé y Tacaribe.
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fl A P E R I A L E S Y ú E T 0 D 0 S

CULTIVOS CELULAREU:

Células Eggg: El cultivo celuïar empleado en la mayor parte de Los

experimentos fue 1a línea contínua de riñón de monovcrdeafricano,Cer­

copithecus aethíops,denominada Vero.Las células fueron crecidas en me­

dio de Hank's (solución salina tamponada),sup1ementado con 10%de Hn­

lución de hidrolízado de lactalbúmtna a1 5%.con 6%de suero de terne­

ro inactivado y 50 ug/ml de gentumicina(HLS).La línea se mantuvo medíanm

te uno o dos repíques semanales en dicho medio y se las utilizó entre

los pasajes 290 a 320.E1 medio de mantenimiento utilizado fue,en alqu­

vnos casos,e1 mismode crecímiento<HLS),míentras que en otros experi­

mentos se usó el medio de Eagle conteniendo 3%de suero de ternero i­

nactivado y antibióticos.

Células RKI}: La línea contínua RK13de riñón de conejo fue creci­

da en medio 199 suplementado con 10%de suero de ternero inactíVado y

1a misma concentración de sentamícína que el medio HLS.Eetas células se

mafltuvíeron en el laboratorio por repíques semanales de 1a mismafor­

ma que las células Vero.

VIRUS

JUNIN:Se utilizó 1a cepa atenuada denominada XJC13(50).1a prototi­

po XJ(h1) y 1a cepa “ones Cazón(51).mantenidas todas ellas por pasajes
suresívos en cerebro de ratón 1actante.Los títulos de los stocks de las

8 6distintas cepas fueron de 0x10 :1x107:IXIO “FP/m1respectivamente.
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TACARIBEnSetrabajó con cepa TRLV11573 crecida en cerebro de razóv

lactante.81 título del stock fue de 6x107 UPP/ml.

PICHLNDE:Se empleó la cepa An-3339 mantenida por pasajes sucesivos

en cerebro de ratón lactante.E1 título del stock fue de 2x107 “FR/m1.

PREPARACION DE STOCKS DE LOS VIRUS JUNIN¡TACARIBE Y PICHINDQ

Los stocks de los distintos virus se prepararon en cerebro de ratór

1actante para lo cual ratones albinos suizos se inocularon intracere­

bralmente con 1x103 DLSOpara ratón de virus Junín (XJ.XJ013 0 Mones

Cazón).o de virus Tacaribe o de virus Pichindé.Los animales se sacri­

ficaron a1 séptimo día después de la inoculación.cosechándose los cere­

bros.Luego se preparó un homogeneizado al 10%de cerebro de ratón en

solución de buffer fosfato suplementado con 10%de suero de ternera i­

nactivado y antibióticos.E1 homogeinizado se centrífugó a 12.500 q du­

rante 1 hora utilizándose el sobrenadante comofuente de virus(ü7).Los

stocks se fraccionaron y se conservaron a -7OC.Lainfectivídad de ca­

da uno de ellos se determinó por la tecnica de formación de placas ba­

jo agar.

COMPUESTOS ’UIMICOS

Los compuestos químicos utilizados fueron:

-Sa1 soluble del (S,S)—1,2-bis(S-metoxí-Z-bencímidazo]il-l,2-etandíol)

que se denominó BT.fue obtenido de Abott Laboratories.códimo comercial

A3753
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—2-deoxi-D—mlucosa,fue adquirida en Sigma Chemical Company

- qlucosamina-ClH.fue adquirida con fines comparativos en distintos

laboratori03¡ K&KLaboratories,Plainview.NY ¡Sigma Chemical Company

y Pfanstich Laboratories.Alemania.

-amantadina-ClH.Virasol. fue obtenida de los Laboratorios Phoenix.

-rimantadina—ClH.fue adquirida en E.I. Du Pont de Nemours & Co(INC).

La solución de SI se preparó estérilmente en medio de Eagle suple­

mentado con 3%de suero de ternera inactivado y antíbióticos,diez ve­
ces mas concentrada antes de ser usada.Las soluciones de 2-deoxi-D­

glucosa y glucosanina se prepararon 0,1 Men agua destilada y se ea­

terilizaron por filtración a través de membranasMillipore.E3tas son

luciones se guardaron a hflïhaeta su uso.Los medios conteniendo las

distintas concentraciones de ambos compuestos se realizaron de tal mo­

do que su composición final resultó igual a la del medio control.Lae

soluciones de amantadina y rimantadina se hicieron en medio de Eagle

suplementado con suero y antibióticos antes de usarse.

QROGAS RADIACTIVAS

Para la marcación del ácido ríbonucleico celular (ARN)se empleó

3H-uridina cuya actividad específica fue de 35 uCi/mM.La35S-metio­

nina se utilizó para la marcaciónde las proteínas celulares.siendo

su actividad específica de 489Ci/mM.Ambosradioisótopos fueron obte­

nidos de NewEngland Corporation.
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QETERMINACION DE LA INFECTIVIDAD

Todas las muestras de virus provenientes de sobrenadantes o extrac­

tos celulares se titularon en células Vero por registro de la acción

citopatógenica(ACP) o mediante el metodo de unidades formadoras de

placas bajo agar(UFP).

TITULACION PQB OBSERVACIUNDEL EFECTO CITOPATICOtLos cultivos de

células Vero crecidos en tubos de ensayo se infectaron con diluciones

apropiadas de cada muestra vira1.E1 inóculo se dejó adsorber durante

1 hora a 37C.A1finalizar la adsorción se descartó el inóculo y los

cultivos recibieron 1 ml de medio de mantenimiento.Siempre se utili­

zaron cuatro cultivos por diiucnón.Durante 10 dias se observó el erec­

to c1topático producido por el virus en los cultivos.Los resultados

se registraron diariamente cuantificándose la ACPde 1 a 4 de acuer­

do a escalas pre-establecidas.correspondiendo el valor de 1 a1 25%

del tejido con alteraciones características.2 al 50%.3al 75%y 4 al

100%.Apartir del 50%se consideró ACPpositiva.Se calculó 1a dosis

infectante cincuenta (DICTSO)para cultivo de acuerdo al método de

Reed y müench(52).

TITULACIÓN POR EL METQQQ_QÉ_UNIDADES FORMADORASDE PLACAS:Las mono­

capas confluentes de células Vero de 72 horas se infectaron en forma

similar a la descripta en el metodoanterior.E1 inóculo se dejó adsor­

ber durante 1 hora a 370 con agitación suave cada 15 minutos.Luego de

la adsorción se retiró el virus no adsorbido y las células se laVaron
con buffer salino fosfato (PBS).Inmediatamentelas células se cubrie­

ron con una capa de agar nutritivo y se incubaron a 370 durante una
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semana.Transcurrido ese tiempo los cultivos se fijaron con una solu­

ción de formaldehído al 10%durante 20 minutos,retiríndose luego la

capa de agar.Seguidamente las células se tiñeron con una solución de

cristal violeta al 1%durante 20 minutos.Se contó el númerode placas

obtenidas para cada dilución y el título se calculó teniendo en cuen­

ta el volumendel inóculo y la dilución.Los resultados se expresaron

como UFP/ml.

REACCION DE NEUTRALIZACION

PREPARACIONDE INMUNOSUEROSANTI-VIRUS JUNIN:Se prepararon inmuno­

sueros específicos anti-virus Junín inoculando conejos con los sobrena­
dantes purificados de las células Vero infectadas con la cepa XJCl3.

Los cultivos infectados a una multiplicidad de 0.5 UFPpor célula se

incubaron con medio HLSconteniendo lOadee glucosamina o en medio HLS

sólo.A las 2h.48 y 72 hs pi se cosecharon los sobrenadantes,los que se

purificaron de acuerdo a procedimientos ya descriptos (53)(54).El pro­

ceso de purificación comprendiólos siguientes pasos; a)centrifugación

a baja velocidad para separar los restos celulares y las células muer­
tas. b)precipitación con igual volumende una solución saturada de

soumuu)2 en buffer TES<Tris-ClH 0,01M.EDTAo,oo1m y ClNa 0.1m) duran­
te 30 minutos a 0oc c)separación del precipitado por centrifugación

a 12.000 rpm durante 20 minutos en una centrífuga Sorvall y posterior

lavado del mismo con una solución al 50%de saturación de SOu(NHb)2
en TES. d)disolución del precipitado en TESy centrifugación en las

nismas condiciones. e)ultracentrifugación en gradiente discontinuo de
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sacarosa de 15-60%a 25.000 rpm durante 4 horas(rotor 5d 27 Ultracentrï­

fuga Beckmanmodelo L-Z). f)cosecha de la interfase en la que se en­

cuentra el virus purificada.

Estos antígenos purificados se inocularon en conejos NewZeland

White.El esquemade inoculación consistió en administrar semanalmente

por vía endovenosa tres dosis de 0,8 m1 de cada uno de los antígenos.

A los 45 días de finalizada 1a inmunización se sangraron los animales

y los sueros se mantuvieron estériles a -2011hasta su titulación.Se de­

nominó inmunosuero C al obtenido por inmunización con los sobrenadan­

tes purificados de los cultivos infectados en ausencia de 1a droga e in­

munosueroG al resultante de inocular con los sobrenadantes purificados

de los cultivos infectados y tratados con la droga.

ENSAYODE NEUTRALIZACIONsLosanticuerpos neutralizantes de los inmu­

nosueros específicos anti-virus Junín se midieron por la técnica de re­

ducción de placas bajo agar o por inhibición de la ACP.Losinmunosueros.

preparados comose describió en el párrafo anterior,se inactivaron a

56°Cdurante 30 minutos,luego se diluyeron al medio desde 1:5 hasta 1:80

en medio de mantenimiento.Cada dilución se mezcló con 100 UFPde virus

Junin.cepa XJC13y se incubaron a 37Ddurante 1 hora.Simultaneamente se

incubaron mezclas controles de virus con inmunosuero normal de conejo.

A1finalizar la neutralización se midió la infectividad residual por

el método de unidades formadoras de placas o por ACP.Losresultados ob­

tenidos se expresaron comoporciento de neutralización.haciéndose el
cociente entre el título de la serie tratada con inmunosueroanti-virus

Junín y el título de 1a serie tratada con el ínmunosuero normal de cone­
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jo.Se consideró neutralización positíVa para el método de placas a una

reducción en los títulos de 80% o más y para el método de ACPuna re­
I

ducción de dos 10garítmosí55)

flICROSCOPIA DE FLUQBESCENCIA(IF)

Los antígenos citoplasmáticos sintetizados en los cultivos de célu­

las Vero infectados con 1a cepa XJC13se determinaron por la técnica

indirecta de IF (56).Las células normales e infectadas a distintas mub

tiplícidades,con y sin tratamiento con glucosamina se estudiaron a las

24,u8 y 72 hs pí.Las células fijadas con acetona a 40 se hicieron reac­

cionar primero con anticuerpos específicos anti-virus Junín(suero de

convalesciente o líquido ascítico de ratones hiperinmunes) y luego con

gama-glubulína humanao de ratón conjugada con isocianato de fluores­

ceína a temperatura ambiente(20-250).Después de cada reacción los cu­

bres se lavaron dos veces con PBS.Finalmente se montaron con Elvanol

y se examinaron en un microscopio Zeiss con equipo de iluminación para

fluorescencia EPI.

Para detectar el antígeno de superficie se incubaron los diferentes

cultivos con el inmunosueroespecífico y luego se fijaron con una solu­

ción de formaldehído al 10%(57);La reacción se continuó en forma simi­

lar a 1a anterior.E1 porcentaje de células fluorescentes se determinó

contando 500 células por cultivo.
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flICROSCOPIA ELECTRONICALMQL

La presencia de partículas físicas se determinó por MEen células

Vero infectadas con la cepa XJC13a alta multiplicidad de infección.

A las 2h.48 y 72 hs pi se fijaron los cultivos con una solución de

glutaraldehido al 2%en buffer fosfsto a 40.Luego de 12 horas de la­

vado en dicho buffer se trataron con tetróxido de osmio al 1%en bu­

ffer.Fínalmente el material se incluyó en Araldita y se cortaron sec­

ciones ultrfinas con un micrótomoLKB.coloreándoselas con citrato de

plomo y acetato de uranilo.Los cortes se analizaron en un microscopio

Philips 200 operado a 60 Kw.Las conclusiones se sacaron luego de obser­

var 500 cólulas.infectadas con y sin tratamiento con glucosamina.

PUREZA DE LOS COMPUESTQï

En todos los casos las drogas se utilizaron tal comohabían sido

provistas por los laboratorios con la excepción de la glucosamina que

fue sometida a un analisis riguroso para descartar 1a presencia de ca­

tiones contaminantes tales comoMn.Fe.Co,Ni y Cu que actúan poten­

ciando el efecto de algunas drogas inhibidoras de la multiplicación

del virus LCM(16)(17).E1estudio comprendió la determinación del po­

der rotatorio,el ensayo de glucosaminas de distinto origen comercial

y un análisis por absorción atómica.

DETERWINACIONDEL PODERBDTATORIOaConel objeto de estudiar la pu­

reza de la glucosamina se determinó el poder rotatorio de la misma.

Para lo cual se preparó una solución en un matraz de peso conocido.

Hna cantidad de 23,5 mg de glucosamina se disolvió en 3,865 dm3 de
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agua destilada.La solución se dejó estabilizar a temperatura ambiente

y las lecturas se realizaron a las 24 horas.Las mediciones se efec­

tuaron en un polarfmetro automático Parker calculándose el poder ros

tatorio por la siguiente fórmulai
a = lectura-x-ynlumen­

masa x long.tubo

Los valores obtenidos con la solución problema fueron:

0.43030.431:0,ü33¡0,435 y 0.#29

Con el promedio de las lecturas (i=o,u32) se calculó el valor de

l7<=71,1.E:stevalor es bastante próximo al valor teórico a» =72.5*0.9.

por lo que en primera aproximación se pudo asegurar que el compuesto e­

ra glucosamina aunque aún no se podía descartar que estuviera conta­

minado con trazas de impurezas.

ENSAYO DE GLUQQÉAMINASDE DISTINTO ORIGEN COMERCIALzUna segunda for­

ma de encarar el problema de los contaminantes de la droga consistió

en probar simultáneamente 1a actividad biológica del compuesto de tres

marcas diferentes.1as que se detallaron en párrafos anteriores.Con e­

se fin se midió el rendimiento viral en presencia de 16mmde las tres

glucosaminas luego de 2h horas de tratamiento.En la Tabla 1 se presen­

tan los resultados obtenidos.los que indicaron el efecto bloqueador de

la glucosamina y mostraron que el origen diferente no influyó en la
efectividad.

ANALISIS DE LA GLUCQQAMINAno3 ABSORCION ATOMICA:Si bien los meto­

dos anteriores permitían suponer que el efecto obserVado se debía a la

droga ninguno de ellos aseguraba 1a ausencia de cationes bivalentes en

la solución de glucosamina.Por esa razón se la analizó por absorción
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atómica.Estas experiencias se realizaron en la Comisión de Energía A­

tómica.Fue necesario preparar una solución testigo que contuviera los

cationes buscados¡la concentración de los mismosfue de 2ppm(partes

2.Co+2.Ni+2.Cu+2 y Zn+2 en agua destilada.Se midiópor millión) de Fe+

comparativamente la absorbancia de la solución testigo y la muestra pro

blema.que consistió en una solución 0,5Mde glucosamína.Las lecturas

se hicieron en un equipo marca Jarrell-Ash modelo MBAA82-529(Tab1a2).

Con estos resultados se concluyó que la droga utilizada era glucosa­

mína y que no estaba contaminada con cationes bivalentes.

TABLAl n Producción de virus infeccioso en presencia

de glucosamínas de distinto crimen comercial.

Compuesto á Rendimiento viral ’;

(UFP/ml)

> ninguno _-- í 2.5 x 103 i

glucosamina A" É (5 i
glucosamina B"' a < 5 '

clucosamína C"" i <5 g
h- .--7- H.__.ni___".“nm_ui_­

' determinado a las 2h hs pi

" K&KLaboratories

"' Pfanstich Laboratories

"' Sigma Chemical Co



Tabla 3 z Determinación de cationes por

Absorción Atómica.

Catíón Concentración

(ppm)

Fe+2 0,0003

Cu+2 0,001

wí+2 0,003

00+2 0,00Ó6

Zn+2 0,008



29"
TOXICIDAD DE LOS COMPUESTQÉ

A los efectos de utilizar las drogas dentro de los márgenes no tóxi­

cos para los cultivos se sometieron los mismosa los siguientes proce­
dimientos:

DETERMINACION DE LA MAXIMA CONCENTRACION NO TOXICA PARA LAS CELU AS:

Cultivos de células Vero de 72 horas se incubaron con medio de Eagle con­

teniendo concentraciones crecientes del compuestoen cuestión durante 2h.

“8.72 y 96 horas.Se utilizaron tres cultivos por cada concentración en­

sayada,las que variaron según el compuesto.Para el BI se probaron 185310!

20;50;75¡100 y 200 ug/ml.Para amantadina y rimantadina se ensayó única­

mente üo ug/ml.Los ensayos de toxicidad para glucosamina y 2-deoxi-D­

glucosa fueron similares aunque los cultivos se mantuvieron en medio HLS.

Las concentraciones probadas fueron para la primera de 0.8:“,0a8.0 y 16

mMy para la se5unda de 1:5¡10 y 20 mM.Loscultivos se observaron dia­

riamente al microscopio óptico comparandosu morfología con cultivos nor­

males no tratados.Se consideró efecto tóxico a la presencia de células

redondas sobre 1a monocapa(necr6ticas),a las células en el sobrenadante,

a las variaciones de pHanormales y/o al desprendimiento de las células

de la monocapa.

DETERMINACIONDE LA VIABILIDAD CELULAR: La viabilidad celular se de­

terminó por la prueba de exclusión del azul tripán(58).Las monocapasde

células Vero tratadas con las distintas concentraciones de inhibidor se

dispersaron con tripsina-EDTA al 0.25% en PBSde acuerdo a técnicas ya

descriptas(58).Las células se suspendieron en medio HLSmezclandose con

azul tripán al 5%.Luegode 30 minutos de incubación a temperatura ambien­
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se sembró con pipeta Pasteur una cámara de Neubauer.

El número de células vivas,incoloras, y el númerode células muertas

azules. se determinaron contando las células de los cuadrados de los

vórtices.Se realizaron ocho lecturas por cultivo.E1 promediode las

lecturas multiplicado por el volumen de la cámara(104) dió el número de

células vivas o muertas por mililitro.

ESQUEMA DE DETECCIÓN DE LA ACTIVIDAD DE LAS DROGAS SOBRE LA MULTL­

PLICACION VlRAL

Para determinar el efecto de las drogas sobre la replicación viral

se recurrió a distintos procedimientos comoseruefecto sobre la repli­

cación,sobre el rendimiento y además sobre las curvas de crecimiento

del virus en presencia y ausencia de las drogas.

En conjunto estas técnicas midieron el efecto de las drogas sobre la

capacidad del virus para matar a la célula.

EFECTOSOBRELA REPLICACIONVIRALsEn este caso.1a actividad antivi­

ral se evaluó cualitativamente observando 1a evolución del efecto ci­

topático que el virus produce en la célula huésped.Para medir la acción

citopatogónica del virus Junin en presencia de los inhibidores se in­

fectaron los cultivos con la cepa XJCl3.Despuós de 1 hora de adsorción

se retiró el inóculo y las células se lavaron una vez con PBS.Inmedia­

tamente se agrugó medio HLScon y sin droga.Las concentraciones proba­

das fueron las resultantes del ensayo de toxicidad.Experimentos reali­

zados con LCMhabían demostrado un mayor efecto del BI al pretratar los
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cultivos durante 2Mhoras con el inhibidor (39).p0r esa razón se repi­

tió el ensayo en esas condiciones.Los medios de mantenimiento se reno­

varon cada #8 horas.Los cultivos se observaron diariamente al microsco­

pio registrándose las alteraciones producidas.La ACPse cuantifícó de

1 a 4 comose describió en la titulación por efecto citopático.A par­

tir del 50%se consideró ACPpositiva.

EFECTO SOBRE EL REWDIWIEWTOVIRALzPor medio de esta técnica se cuan.

tifícó la capacidad inhibidora de los compuestos.Para medir el rendi­

miento viral las células se infectaron en forma similar a la descripta

en el párrafo anterior.Los cultivos infectados tratados y sin tratar se

incubaron a 37 oC durante 48 horas,al cabo de ese tiempo se cosecharon

los sobrenadantes que se mantuvieron a -70 OChasta su titulación por

1a técnica de UFP.3imultáneanente se determinó el virus asociado a las

células.Para ello,a los tiempos indicados,se lavó la monocapay las c6­

lulas se sometieron a dos ciclos de congelado y desconmelado.¿l extrac­

to celular así obtenido se centrífuzó a baja velocidad para eliminar

restos de membranasy células enteras.fil sobrenadante se tituló por UFI

CURVAS DE CRECIlIENTO DdL VIRUS EN “RSJEJCIA Y AÚSfiïCiA Dfl LAS DROGA

Las curvas de crecimiento permitieron determinar el efecto de las dro­

gas sobre ciclos multiples del virus y conocer el grado de inhibición

de los compuestos.La curva de crecimiento del virus Junín se estudió er

presencia de las concentraciones óptimas de cada inhibidor.El esquema c

infección fue el mismoque se aplicó en la determinación del efecto sol
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1a replicación viral.Para determinar el virus liberado espontáneamente

se sacaron alícuotas a ias 24,ü8,72 y 96 hs pi.La titulación de las mí<

mas se realizó por “FP o ACPseïún conviniera.

DETERWINACIOV DE? EFECTO DE LA STUCOSAWÏVA SOWQH LA ÉIVPBSIS DE LA?

WACROWOLEVULAS DE] HUÉSWED

Se determinó el efecto de ia presencia de 16 mwde qïucosanina sobra

1a síntesis de ácido ribonucieico y proteínas en cóiuias Vero infectada
con virus Junín.

INCORPORACIONDE 3H-HRIDIVA:Cultivos confluentes de células Vero s

infectaron con 1a cepa XJCI3comose describió en párrafos anteriores.

Los cuitivos infectados se inCubaron en medio HLSsin droga durante 2h

horas.Transcurrido ese tiempo se reemplazó e] medio de los cultivos po

medio HLSconteniendo 6%de suero de ternero dializado,16 mwde glucos

mina y 0,5 uni de 3H-uridina.A las ü,8 y 2h horas subsiguientes se de­

tuvo in incorporación y los cultivos se lavaron tres veces con PBSfrí

Los cultivos se congelaron con 1 m1de agua destiiada para facilitwr s

ruptura posterior.A1 desconge1ar se agregó otro niiiiitro de agua y se

precipitó con una solución de TCA(ácido tricloroacético) a1 50%.E1pre

cipitado se fiitró sobre discos de papel y se 1avó con una solución de

TCAa] 10%.Los discos secos se colocaron en 10 m1 de mezcia PPC-POPOP­

toiuenn y ia radiactividad se midió en un contador Packard.Los cu1tívo

normales con y sin tratamiento con droga se procesaron simultáneamente

de 1a mismamanera.La concentración de proteínas se determinó por el

método de Lowry (59). La incorporación se calculó como cuentas(CPfl)
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por minutos por miligramo de proteína.

INCORPORACIONDE 3SS-HQÏIONINALOScultivos infectados se incubaron

con medio de Eagle conteniendo 3%de suero de ternero inactivado y dia­

lizado y 16mMde glucosamina.La marcación se realizó mediante pulsos

de una hora a los tiempos 0.3.7 y 23 hs pi.Cada cultivo recibió 8h uCi

de 35S-metionina.La incorporación en la fracción ácido precipitable se

determinó una hora después cono se describió en el párrafo anterior.

ANIMALES2 Se usaron ratones albino suizos criados en el bioterio

de Microbiología de 1a Facultad de Ciencias Exactas y Naturales.

Los ratones lactantes se inocularon por diversas vías de acuerdo

al esquemqde trabajo.Los ratones de 20 días de edad se anestesiaron
levemente antes de ser infectados recibiendo un ínóculo de virus de

0,02 ml por vía ic.Todos los animales infectados fueron observados

diariamente registrándose 1a evolución de los pesos y los síntomas de
enfermedad o muerte.
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ANALISIS COMPARATIVOAQEÍLAACTIVIDAD ANTIVIRQÉ JUNIN IN-VITRO DE

th SLGUIENTES COMPUESTOS¡AMANTADINA¡RIMANTADINA¡Z-DEOXI-D-GLUCOSA

GLUCOSAMINA Y B;

Tal comose esquematizó en Materiales y Mótodos.la actividad antivi­

ral de cada compuestose estableció con la realización de distintos ex­

perimentos.Las alteraciones observadas en la evolución del efecto cito­

pítico (ACP)sirvieron comoensayo orientador del probable efecto inhi­

bidor.mientras que la valoración de los rendimientos virales y las cura

vas de crecimiento del virus en presencia y ausencia de los mismosper­

mitió cuantificar 1a capacidad antiviral de las drogas.

Toxicidad de los comguestos para la cólula huésped.

A fin de establecer la cantidad máximade cada compuesto compatible

con la viabilidad celular se procedió comose indicó en Materiales y
Métodos.

La concentración del clorhidrato de amantadina probada fue de “Ong/m]

ya que ésta,de acuerdo a datos ye publicados,era la mayor concentración

no tóxica para los cultivos de cólulas Vero(7).Por analogía para la ri­

mantadina.un derivado de la amantadina.se eligió la mismaconcentración

de no ug/ml.Para las otras drogas,2-deoxi-D-glucosa,glucosamína y BI.se

ensayó un amplio intervalo de concentraciones debido a que se carecían
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de datos de toxicidad para el sistema empleado.

Las monocapas tratadas con amantadina no presentaron manifestaciones

tóxicas aún después de 96 horas de incubación a 37C.Noocurrió lo mis­

mo con las de rimantadina que a partir de las 72 horas de iniciado el

tratamiento presentaban un mayor número de células muertas en el sobre­

nadanteaeste efecto se acentuó a las 96 horas.

La incubación con 200 ug/ml de BI produjo a las #8 horas la muerte

de los cultivos lo que se caracterizó por redondeamiento celular y des­

pegue de la monocapa.Las concentraciones restantes,aún la de 100 ug/ml

no mostraron un efecto nocivo para las cólulas.

La glucosamina no indujo cambios morfológicos detectables por micros­

copía óptica con ninguna de las concentraciones probadas.hubo sin embar­

go una disminución del metabolismo celular que se detectó por el mante­

nimiento del pH del medio.Casi similar fue el comportamiento de los cul­

tivos tratados con 2-deoxi-D-gluoosa.excepto que con la concentración de

20 mMse observ6.a partir de las 72 horas,un ligero efecto tóxico demos­

trado por el redondeamiento de algunas células de la monocapa.

La técnica de exclusión de colorantes vitales permitió cuantificar

el porcentaje de células viables.
El recuento celular se efectuó en cultivos tratados con BI y glucosa­

mina.eligióndose.de acuerdo a los resultados de la observación microscó­

pica,las concentraciones de 75 ug/ml de BI y 16 mMde glucosamina.

Los resultados obtenidos.de acuerdo a la técnica descripta en Mate­

riales y Métodos se resumieron en las Tablas 1 y ü.

Comose observa en la Tabla J la incubación con 75 ug/ml de BI no mo­

dificó el númerode células viables aún despu‘s de 120 horas de trata­
miento.
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Loe cultivos normales duplicaron el númerode células a las 48 he.

Este efecto no se observó en las monocapaede celulas Vero tratadas

con 16 mMde glucosamina sin embargo se mantuvo la viabilidad celular,

estos resultados coincidieron con las observaciones anteriores que indi«
caron una reducción en el metabolismo celular.

En la Tabla 5 se resumen los valores límites de concentración selec­

cionada para cada compuesto de acuerdo a los ensayos de toxicidad.

Tabla 1: Determinación del númerode células viables

en presencia de 75 ug/ml de BI.

CONCENTRACION Día 1 Día 5

ug/ml N cel/m1 N cél/ml

o 2.2 x 105 1.8 x 1o5

75 2,3 x 1oS 1,9 x 105
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Tabla 4: Determinación del número de células viables

en presencia de 16 mMde glucosamina.

CONCENTRACION Día 1 Día 2

mM N cé1/m1 N c61/m1

0 2.0 x 106 3.8 x 106

16 1.7 x 106 2,2 x 106 i

Tabla 5: Concentración máxima de cada droga

compatible con 1a viabilidad celular.

DROGA 1 CONCENTRACION

MAXIMA N0 TOXICA

Amantadina 40 ug/ml.

Rimantadina 40 ug/ml

BI 75 ug/ml

É 2-deoxi-D-glucosa 10 mM

Glucosamina 16 mM
Huvw ,._,, . ,....A__.V_A.-.____..___-,v._ w." .w.
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Efecto sobre la replicación viral.
El virus Junín multiplica en distintos sistemas celulares (60) (61)

(62) produciendo en algunos de ellos (células Vero) modificaciones mor­

fológicas características que se denominanefecto citopítico (62). La

alteración que el virus induce en la célula huésped sirve para detectar.

identificar y cuantificar a los distintos agentes virales.¿1.tiempo de
detección de estos efectos depende del sistema virus-célula huésped. del

númerode partículas y de las condiciones de infección.

La evolución de la acción citopatógena (ACP)de los cultivos tratado

e infectados con los distintos inhibidores se estudió en forma compara­
tiva con cultivos infectados sin tratamiento. Las células Vero infectada

con virus Junín presentan un período de latencia de aproximadamente 30

horas en el cual no se observa ningún cambio, sin embargo. entre las 48

y 72 hs. p.i. aparecen celulas redondas. más oscuras solas o en pequeños

grupos (3 ó h células) distribuidas sobre la monocapa. A las 72 horas

este efecto es más notorio ya que los pequeños grupos forman focos bien

visibles de células redondas y oscuras. observándose algunas células

muertas en los sobrenadantes. A las 96 horas la ACPse generaliza obser­

vándose casi la totalidad del tejido modificado.

Las monocapasde células Vero infectadas con virus Junín y tratadas

con 40 ug/ml de rimantadina fueron negativos hasta las 72 hs. p.i. ya

que no mostraron ninguna diferencia con los cultivos normales sin infec­

tar. Transcurrido ese tiempo apareció la ACPnotándose un ligero efecto

inhibidor de la rimantadína puesto de manifiesto por 1a reducción en un

50%del tejido tomado.
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Resultados similares se obtuvieron con amantadina, aunque en éstos

la diferencia con los controles fue más notoria ya que los primeros focos

se observaron a las 96 hs. p.i.

En el estudio de la evolución de 1a ACPen presencia de distintas con­

centraciones de BI los cultivos se pretrataron durante 24 horas para ob­

tener una mayor eficiencia del compuesto. comose había demostrado para

LCM(39). El tratamiento con 5; lO y 20 ug/ml de BI no modificó el tiempc

de aparición ni la intensidad de la ACP. Sin embargo concentraciones ma­

yores que 50 ug retrasaron en 2 días la ACPsugiriendo un efecto inhibi­

torio sobre la replicación viral.
Los tratamientos realizados con las distintas concentraciones de glu­

cosaminamostraron la ausencia total de efecto citopático al tratar con

dosis superiores a 4 mM.

Con l y 5 mmde 2 deoxí-D-glucosa se observó la misma evolución de la

ACPque en los cultivos controles. Para concentraciones mayores que 10 mw

se apreció un retraso de 2 días mientras que con 20 mMfue difícil detec­

tar esta diferencia debido a 1a toxicidad exhibida por la droga comose

vió en los ensayos de viabilidad. Estas observaciones indicaron un grado

de efectividad diferente para cada compuesto.

En la Tabla 6 se resumieron los resultados de este ensayo.
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Tabla 6: Determinación del grado de efectividad

de los compuestos.

!

COMPUESTO CONCENTRACION GRADO DE f

EFECTIVIDAD’a

Amantadina‘ bb ug/ml regular

rimantadina 40 ug/ml bueno É

í

BI 50 a 100 ug/ml bueno i

Í

í.

2-deoxi-D-glucosa 10 mM bueno É

—

glucosamína 4 a 16 mm muy bueno 5

Determinado en función de la evolución de la ACPde los cultivos infec

tados y tratados con los diferentes compuestos en comparación con cul­
tivos infectados sin tratar.
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Efecto sobre el rendimiento viral.

Los ensayos preliminares señalaron la mayor efectividad de algunos

de los compuestos, sin embargono es posible cuantificar su acción en

esta forma. Por tal motivo se decidió establecer con mayorexactitud el

efecto de cada uno de ellos sobre la multiplicación del virus Junín. La

determinación de los rendimientos virales permitió. ademásla elección

de 1a concentración óptima de cada droga en base a su efecto antiviral.

El rendimiento de virus Junín producido después de 48 horas de incuba

ción con las concentraciones comprendidas dentro de los valores no tóxi­

cos se realizó como se describió en Materiales y Métodos. Cada punto

representa el cociente entre el título obtenido en presencia de una detc

minada concentración de inhibidor y el título obtenido sin tratamiento.

Comopuede observarse la 2-deoxi-D-glucosa, el BI y la slucosamina

presentaron un efecto inhibidor que fue dependiente de la concentración

o sea que cuanto mayor fue la dosis empleada menor resultó 1a producciór

de virus. El grado de inhibición mostrado por cada uno de ellos fue di­

ferente. así las mayores concentraciones de BI (75 y 100 ug/ml) redujerc

en un logaritmo la replicación viral. mientras que concentraciones meno­

res o iguales que no ug/ml carecieron de efecto.

Con l y 5 mwde 2-deoxi-D-glucosa no hubo en los titulos una reduccid

significativa. sin embargo con lO mMésta fue de un logaritmo y con 20mn

se acentuó la inhibición alcanzando un valor de 99%( 2 logaritmos).

A partir de 4 mwde glucosamina. todas las concentraciones ensayadas

produjeron una marcada disminución del rendimiento viral. El tratamientc

con 16 mmde glucosamina no permitió detectar partículas infecciosas en
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Ios sobrenadantes de los cultivos infectados indicando que no habría

formación de viriones. Esta dosis (16 mM)redujo el título en un 99,99%

(ü logaritmos).

E1 rendimiento viral en presencia de MOug/ml de amantadina o rimanta­

dina fue prácticamente idéntico a1 valor del control.
De acuerdo a estos resultados se seleccionó 1a concentración de cada

compuesto de máximoefecto inhibitorio y mínima toxicidad para el sistem:
células Vero-virus Junín.

Las concentraciones de 75 y 100 ug/ml de BI produjeron el mismo nivel

de inhibición por lo que se prefirió trabajar con 1a menor de ellas. La

concentración de 2-deoxi-D-g1ucosa elegida fue de 10 mMya que si bien

1a concentración de 20 mMprodujo una reducción mayor en el rendimiento

viral. en algunas experiencias se observó un ligero efecto tóxico. La

ausencia de toxicidad de todas las concentraciones de glucosamina ensaya«

dae permitió elegir 1a de 16 mm.
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Curva de Crecimiento de vipgg Junín en presencia de ios distin­

tos compuestos.

Lucio de SelecciOnar Ia? concentraciones óptimas de cada inhibido;

se decidió investigar el efecto de las mismassobre varios ciclos

multiples de replicación viral.

Las curvas de multiplicación de1 virus Junín en presencia de no u:

m1 de amAntadina o T"irnantadinaxie 75 uq/ml de Bt,de 10 mwde 2-deoxL

Ü-wluCOSa y 16 mAde qlucosamina se reaïizaron como se detalïó en ma­

teríales y métodos.

En 1a Fisura_ïl se representarOn 1o: resultados obtenidos en rre­

sencia de MOuv/ml de amantadina o rimantadina.

Las curvas obtenidas en presencia de amantadina o rímantadina(cur­

vas inferiores no difirieron significativamente de 1a del COWtF01.ES'

resultados concordaron con 1a observación de 1a evolución del efecto

citopático de Ios cultivos infectados y tratados con ambasdrogas.

En 1a Figura III se presentaron comparativamente las curvas de crt

cimiento del virus Junín en presencia y ausencia de BI.

El virus Junin replicó,aunque en menor grado,en presencia de 75 UI

m1 de BT.La inhibición observada a las 2h horas fue de 1 logaritmo,

la que se hizo más evidente a las 96 horas alcanzando un valor de

99.9"!) (3 quaritrnos) .

La Eiggga_L! muestra las curvas de crecimiento en presencia de

16 1M de qiucosamína y 10 mmde 2-deoxi-D-g1ucosa.
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De 1a forma de las curvas se dedujo que en presencia de glucoaamina

no hubo replicación viral.Los niveles de inhibición alcanzados variaron

desde un 99,9% a las 24 horas hasta un 99.999% a las 96 hs pi.En pre­

sencia de 2-deoxi-D-glucosa,la curva de crecimiento del virus Junín

fue en las primeras horas similar a 1a del controi,sín embargoa las

ua hs pi se observó un 92,5% de inhibición alcanzando a las 96 hs pi

un valor de 99.0%.

De acuerdo a estos resultados se puede concluir que el rendimiento

extracelular del virus Junín resultó afectado significativamente en

presencia de BI.2-deoxi-D-glucosa y glucosamina.no ocurriendo lo mis­
mo con la amantadina o rimantadina.
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Acción del Bïgz-deoxi-D-slucOSa g glucosamina sobre la síntesis de
virus asociado a las células

A fin de establecer si el bloqueo de la replicación viral observada

en presencia de los inhibidores ocurría en la etapa de brotación.se de­

terminó la sintesis de virus asociado a las células en presencia o au­

sencia de los compuestos comose describió en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos se detallaron en 1a Tabla z

Tabla zz Rendimiento de virus asociado a las células en

presencia de BI,2-deoxi—D-glucosa y glucosamina

COMPUESTO CONCENTRACION TITULO % DE INHIBICION

A LAS #8 HS PI

o 2 x 105 o
BI

75 ug/ml 2 x 105 9o

o y 3.n x 1o6 o
2-deoxi-D-glucosa

10 mM 2.o x 106 15

j o 5 x iol‘u) o
glucosamina ‘ *

g 16 mM <5 99.99
l

(1) el rendimiento se determinó a las 2h hs pi.
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La.reducción del rendimiento de virus asociado a las células obser­

vado en presencia de BI o glucosamina fue similar a la que ocurrió con

el virus liberado espontáneamente.

Los porcentajes de inhibición alcanzaron un valor de 90%, un loga­

ritmo.para el BI y de 99.99, cuatro logaritmos,para la glucosamina.

El nivel alcanzado por las células tratadas con 2-deoxi-D-glucosa

fue idéntico alhcontrol.Este hecho sugirió que el bloqueo producido
por el compuestoocurriría a nivel de liberación de las partículas al
extracelular.

_Indices Quimioterápicos de los distintos compuestos
Si se consideran los resultados obtenidos con los diferentes compues­

tos (Figura I)es posible calcular los IQ correspondientes<Tabla 8).

Tabla 8a Indices Quimioterápicos de las distintas drogas.

COMPUESTO IQ.

3 Glucosamina 0,25

S 2-deoxi-D-glucosa 0.50

B I 0.75

Amantadina 1_oo*

í Rimantadina 1.00

Los IQ indicaron guia glucosamina comoel mejor quimioterápico in-vi­
tro.
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MECANIÉMO DE ACCION DE LA GLUCOSAMINA

Efecto unitario o específico de la glucosamina.

Podría ser que la inhibición observada en presencia de glucosamina

no fuera debida al compuesto sino a un contaminante presente en la mis­

ma.Se ha demostrado que la adición de cationes bivalentes.especialmente

de la primera serie de transición (Mn,Fe.Co.Ni y Cu),aumentan 1a efecti­

vidad del N-metil isatin-beta tiosemicarbazona(16)(17) que inhibe la mu]

tiplícación del virus LCMo Sarcoma de Rous.

La verificación de la naturaleza del compuesto y su pureza se deter­

minó mediante ensayos de polarografïa y absorción atómica.Así mismose

estudió el efecto de tres compuestosde distinto origen comercial sobre

el rendimiento del virus Junin en células Vero para confirmar el efec­

to específico de la glucosamina.Todas estas pruebas y sus resultados

se detallaron en Materiales y Métodos.

La precisión de las mediciones realizadas por absorción atómica per­

mitió asegurar la ausencia de cationes biValentes.La determinación del

poder rotatorio indicó que la droga era glucosamina y la comparación

entre los tres compuestos demostró que su origen no influyó en su efectc

En consecuencia la falta de partículas infecciosas detectables por

la técnica de unidades formadoras de placas se debió exclusivamente a1

efecto del compuesto.
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Accíón de 1a glucosamina sobre 1a infectividad de distintas cepas
de virus Junín.

Podría ocurrir que 1a actividad de 1a glucosamína sobre la cepa

XJC13fuera debida a una pecuríalidad de 1a misma.Por esa razón se en­

sayó,en forma comparativa,e1 tratamiento con glucosamina en cultivos

infectados con diferentes cepas de virus Junín.Las cepas usadas fueron

1a patógena.XJíb1).la atenuada,XJC13(50) y 1a MonesCazón(51).

Los cultivos se infectaron comóse describió en Materiales y Méto­

dos.midíéndose la liberación de virus alas 24 hs pi.Lós resultados ob­
tenidos se detallaron en 1a Tabla 8.

Tabla 8: Rendimiento de distintas-cepas de virus Junín

en presencia de glucosamina.

CEPA CONCENTRACION DE RENDIMIENTO VIRAL'

GLUCOSAMINAhmú) UFP/ml

0 5.8 x 102
XJ

; 16 <5
t

‘ o 2.5 x 103
XJ013

16 <5

o 5,0 x 102
Mones Cazón

16 <5

'determinado a las 2h hs pi

Las tres cepas probadas fueroñ inhibidas por la droga ya que no se
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detectó ínfectívidad en los sobrenadantes de los cultivos tratados

con glucosamina.

Determinación de la etapg de la multipliqggión del virus Junín

más vulnerable a 1a acción de lakglucosamina.

anavo in-vitrg: La acción inhibitoria producida por la slucosami­

na en los cultivos infectados con virus Junín podría ser el resultado

de una inactivación directa ejercida sobre el virus infectante.Con el

objeto de determinar ei esta ocurría.ee incubó una suspensión vírica

de 5 x 10h UFP en medio HLS conteniendo 16 mMde glucosamina o en HLS

solo durante 1 hora a 37C.Al cabo de ese tiempo se diluyó convenien­

temente el material para diluir a la glucosamina a límites de concen­

tración no activos.La actividad residual se tituló por la técnica de

unidades formadoras de placas.En la Tabla 2 se resumieron los resulta­
dos obtenidos.

La suspensión viral tratada con 16 mMde glucosamina produjo el mis­

mo número de placas que 1a suspensión control.De esta forma se descartó

la posibilidad de un efecto directo de la droga sobre el virus Junín.

Pretratamiento de lqg cultivos con glucosaninazLos rendimientos obte­

nidos en presencia de distintas concentraciones de glucosamina (FiguraIÏ

mostraron que la droga bloqueaba significativamente 1a formación de par­

tículas virales infecciosas pero en esos casos la droga había sido agre­

gada después de la adsorción.A fin de analizar si sólo el tratamiento de
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de las células con dichas concentraciones antes de la infección era su­

ficiente para la inhibición o si se necesitaba la droga al comienzodel

ciclo de replicación del virus se observó la evolución de la ACPde los

cultivos infectados pretratados con medio HLSconteniendo 0.0¡0,8su,0¡

8.0 y 16 m“ de glucosamina.

El tratamiento de los cultivos con las distintas concentraciones de

Slucosamina 2h horas antes de la infección con virus Junín.no inhibió

la replicación viral ya que todos los cultivos pretratados o no presen­

taron los primeros indicios de ACPal cuarto dIa post infección,a1can­

zando los días subsiguientes los niveles normales de positividad.

De estos datos se concluyó que 1a preincubación únicamente no era

efectiva.se necesitaba la droga presente en una etapa posterior o du­
rante la multiplicación viral

Etapg del ciglo viral sobre 1a gue actúa 1a glucosaminas Con el fin

de establecer la etapa de replicación bloqueada por la droga se traba­

jó de la siguiente formazlos cultivos de celulas Vero infectados con la

cepa XJCl3 se trataron con 16 mMde glucosamina durante distintos perío­

dos,1.5.8 y 12 hs pi.a1 cabo de los cuales se lavaron los cultivos y se

agregó medio HLSsin droga hasta completar las 2h hs pi.momento en el

que se midió el virus liberado al extracelular.Simultáneamente se proce­

só otro grupo de cultivos infectados que recibieron la droga después de

4.8 y 12 horas de iniciada la infección.E1 medio HLSconteniendo la dro­

ga se dejó hasta cumplir las 2k hs pi.En ese momentose determinó la in­

fectividad de los sobrenadantes.Los resultados de ambos grupos se tabu­
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laron en la Tabla 10.

La presencia de 16 mMde glucosamina durante la adsorción redujo en

un 70%el rendimiento viral de 2h horas.Así mismo se observó una mayor

inhibición a medida que se aumentó el tiempo de incubación con la droga

Estos resultados indicaron un efecto ya a nivel de adsorción y pene­

tración sin embargo las etapas más sensibles serían las comprendidas en

tre las u y 8 hs pi.

Efecto de la lucosamina des ués de varios ciclos de re licacióna Pa

ra conocer si la glucosamina actuaba sobre 1a replicación del virus Ju­

nin una vez completado el ciclo,los cultivos infectados se mantuvieron

en medio HLSsin droga por 24 ó 48 horas despuós de iniciada la infecci

Transcurridos esos tiempos las células se trataron con glucosamina.Ala

24 horas subsiguientes se midieron los rendimientos virales.los datos

se representaron en la Figura V.

E1 tratamiento con 16 mMde glucosamina redujo un 95%(1.5 logarit­

mos) el rendimiento viral independientemente de que ésta se aplicará a

las 2h ó #8 hs pi.

De esta forma se probó que 1a droga inhibe la replicación viral aún

aplicada después del transcurso de varios ciclos de multiplicación.



56.­

Tabla s Efecto de 1a glucosamina sobre el virus Junín

ín-vitro.

TRATAMIENTO DILUCION TITULO

10’ 10‘“ Loglo UPR/ml

ninguno 14'-9-10 0-0-2 5,7ü

16 mMgluco­
samina 20‘8’13 2'°*1 5.77

" númerode placas obtenidas por cultivo.
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Tabla 10: Acción de 1a glucosamina en distintos estadios

de 1a multiplicación viral.

Tiempo de incubación Rendimiento de virus

en presencia de glucosamína extracelular'

(horas) (UFP/ml)

0 (control) 2.2 x 104

0 - 1 (adsorción) 6.0 x 103

o - 5 1,5 x 1o3

0 — 8 4,9 x 102

o - 12 1.2 x 1o2

o - 2h < 5

4 - 24 4 5

8 — 24 2.o x 102

12 — zu 1.5 x 1o3

' rendimiento medido a las 2h hs pi.
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Reversibilidad del efecto de la glucosamina

Para conocer la inten31uad del daño producido por el tratamiento con

la droga .se diseñó un experimento en el cual las células infectadas ee
mantuvieron con medio HLS conteniendo 16 mMde glucosamina.A1 cabo de

24 horas de incubación a 370 se retiraron los sobrenadantes y los cul­

tivos se lavaron una vez con a m1 de PBS.Inmediatamente se agregó medio

HLSsin droga y se cosecharon alícuohu de los sobrenadantes a las 12.2“

y #8 horas post lavado para determinar el rendimiento vira1.En estos

cultivos se observó 1a evolución de 1a ACPdurante 9 dIas(Figura VI ).

La presencia del inhibidor durante las primeras 24 horas de infección

no modificó ni el tiempo ni el grado de la ACPobservada en los cultivos.

Los rendimientos virales obtenidos a las 24,36,h8 y 72 hs pi se deta­
llaron en 1a Tabla 11.

De esta manera se ha demostrado que el efecto bloqueador de 1a gluco­

samína se revierte por lavado ya que los cultivos no productores de virio

nes liberaron a las 12 horas de levantada 1a restricción partículas infec
cíosas.

Se comprobóademás,que las células tratadas mantuvieron no sólo su via

bilidad sino también 1a capacidad de producir virus.

Cinética de reversibilidad

Los datos de 1a Tabla 10 y los de reversibilidad(Figura VI y Tabla 11)

indicaron que en presencia de glucosamina el virus conservó au integri­

dad genética.indispensab1e para su replicación.ya que.comose indicó an­
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teriormente se formaron viriones libres a partir de cultivos no pro­

ductores.Sin embargono 7e pudo establecer si el virus sólo penetró

o si además prosiguió su proceso replicativo teniendo en cuenta que
los rendimientos se determinaron a las doce horas post lavado y ese

tiempo coincide con el encontrado para el ciclo de multiplicación del
virus Junín.

Con el objeto de establecer el tiempo necesario para la formación

de las partículas infecciosas a partir de cultivos infectados en preq
sencia de la droga,se trabajó en las mismascondiciones que el experi­

mento anterior tomando muestras a las 2,4 y 6 horas post lavado.

En la Figura VII se muestran los resultados obtenidos.

Las partículas infecciosas se detectaron asociadas a las células

a las 4 horas post lavado mientras que en el extracelular se hallaron
a las 6 horas de levantada la restricción.

La integración de todos estos resultados permitió conocer la ciné­

tica de la reversibilidad de la glucosamina(Fi5uraVIII).
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Tabla lla Recuperación de 1a infectívidad después de 2h ho­

ras de tratamiento con 16 mMde glucosamína.

_ Tiempo RENDIMIENTO

¿(horas post lavado) g (10310 UFP/ml)

Control Tratados L

o 4.06 <5

12 “.30 3.30

24 . h,65 4,1h

48 5.32 M,17
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Estabilidad de las estructuras sintetizadas en presencia de gluco­
samina.

Los experimentos anteriores permitieron concluir que el virus Junín.

inicia su ciclo replicativo en presencia de glucosamina pero óste queda

detenido en un estadío en el cual no se lo puede detectar por la técni­

ca de formación de placas bajo agar.

A fin de determinar si los precursores virales eran degradados por la

célula huésped se investigó 1a estabilidad de los mismosen tratamientos

más prolongados.Con este fin las células infectadas se incubaron en me­

dio HLSconteniendo 16 mu de glucosamina durante 24.48.72 y 96 hs pi.

A los tiempos indicados se tomaron muestras de los sobrenadantes y las

células se lavaron exhaustivamente con PBS.Luegose incubaron en medio

HLSsin droga durante 24 horas más.

Se determinaron los rendimientos virales de las muestras pre y post­

1avado.Los resultados se muestran en la Figura IX

Mientras la glucosamina estuvo presente,no se detectó infecciosidad

en el medio extracelular de los cultivos (Figura IX A)pero a1 levantar

la restricción todos los cultivos produjeron,2ü horas mástarde.rendi­

mientos virales semejantes al control de 2h hs pi (Figura IX B).

La producción viral de los cultivos infectados en ausencia de 1a dro­

ga aumentó comoconsecuencia de nuevos ciclos de replicación viral mien­

tras que en los tratados el nivel fue el mismodebido a que en ellos
el virus inició un único ciclo.

La estabilidad observada permitió concluir que los precursores vira­
les sintetizados en presencia de 15 m4de qlucosamina estaban protegidos

de las enzimas de] huésped.
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Figura [K s Estabilidad de las estructuras sintetizadas en

presencia de 16 mMde giucosamina.
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Sïntesis de macromolégulas del huésped en presencia de glucosamína

El efecto de la alucosamina sobre la sintesis de acido ribonuclei­

co (ARN)y proteínas celulares se investigó en cultivos normales e in­

fectados.tratados o no con 16 mmde qlucosamina como se describió en

Materiales y Aétodos.

En las Fituras X x XI se muestra la cinética de incorporación de

3H-UTPen la fracción ácido precipitable expresada como cuentas por mi­

nuto (cpm) por microgramo (ug) de proteina.Cada punto de las figuras re

presenta el promedio de tres determinaciones.

Los cultivos normales incorporaron la radiactividad linealmente du­

rante las primeras doce horas mientras que los cultivos tratados con

16 mwde gluCOSamina lo hicieron durante menos tiempo (8 horas).A par­

3H-UTPfue constante en am­tir de esos de esos tiempos la entrada de
bos cultivos.

El tratamiento con el inhibidor produjo una disminución del 50%a­

proximadamente de la sintesis de AHVcelular.

La infección con virus Junín aumentó la velocidad de síntesis de

ARNaunque el nivel de incorporación de 3H-UTP,a partir de las 8 horas

fue menorque en los cultivos normales sin infectar.

En presencia del inhibidor las células infectadas incorporaron a las

2h horas un 30%de la radiactividad en comparación con los infectados

en ausencia de drota.

En 1a Tabla 10 y Fiaura XII se detallaron los resultados de la sín­
353tesis proteica medida comoincorporación de -metionina.
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La incorporación de 35S-metionina en las células Vero normales tra­

tadas con.16 mmde glucosamina resultó en las primeras horas un 23%me­

nor que las mismascélulas sin tratamiento.

A las 8 horas los valores de incorporación fueron similares para am­

bos cultivos independientemente del tratratamíento con el inhibidor.

Los cultivos infectados.tratados o no.1ncorporaron el isótopo en la

misma proporción (Figura XII).

De estos resultados se concluyó que la glucosamina no inhibió la

síntesis proteica en las cólulas Vero infectadas con la cepa XJCl}.

En resumen estos resultados demostraron que en presencia de glucosa­

mina no se detectan partículas virales asociadas a las cólulas ni li­

beradas al medio extracelular señalando que la síntesis de viriones

esta bloqueada.AsI mismose comprobóque su efecto no se ejercía a ni­

vel de adsorción o penetración sino en una etapa posterior.

Los ensayos de reversibilidad indicaron que las etapas tempranas
de la replicación viral no eran afectadas sin embargo.fuedifícil es­

tablecer el estadío tardío inhibido por la glucosamina.

Con el objeto de aclarar algo más el mecanismode acción de la dro­

ga se investigó la síntesis de antígenos virales y 1a producción de
partículas físicas.
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Tabla 12 s Incorporación de 35s -metionhna en células Vero

normales en presencia de glucosamína.

CPM/mgde proteína
Tratamiento

a hs 8 hs

ninguno 3h.63ü 39.728

16 mmglucosamina 26.022 3h.504
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Acción de 1a glucosamina sobre 1a síntesis de antígeno viral

y prodggcíón de partículas físicas.

Síntesis de partículas virales antiséníca31Los ensayos de inhibición

demostraron que no hubo liberación de partículas infecciosas (viriones)

en presencia de glucosamina,pero podría suceder que las partículas se .

formaran y carecieran de la capacidad de infectar una cálula.como se ha

demostrado para el virus Herpes Simplex (36) y para un oncornavirus mu­

rino (31) en presencia de 2-deoxi-D-g1ucosa.

Para esclarecer esta hipótesis se purificaron los sobrenadantes de
los cultivos infectados con y sin tratamiento con glucosamina y se ino­

cularon a conejos para 1a obtención de sueros hiperinmunes.como se des­

cribió en Materiales y Métodos.

La presencia de anticuerpos neutralizantes antivirus Junín (Tablas

1} 1 1h)se detectó por 1a prueba de neutralización que se realizó por

las técnicas de reducción de placas bajo agar y por 1a inhibición de 1a

ACP.

E1 inmunosueroC.diluído 1:80.neutralizó la capacidad infectante del

virus Junín .Lo contrario ocurrió con el inmunosueroG,diluIdo 1:5.que

se comportó como el suero normal de conejo.

La carencia de anticuerpos neutralizantes en el inmunosueroG indi­

có la ausencia de partículas antigénicas en los sobrenadantes de las cé­

lulas Vero infectadas con 1a cepa XJCi} y tratadas con 10 mmde gluco­

samína.
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Tabla lszeteccíón de antígenos neutralizantes en.los
sueros C y G por reducción de placas bajo agar.

Mezcla
Promedio del núme­

ro de placas por cultivo' %Neutralízacíón

XJCIB + suero normal
1:5

XJCIB + ínmunosuero C
1:80

XJ013 + ínmunoáuero G
1:5

93

15

92

8h

' obtenido de cinco cultivos.
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Tabla lüzDeteccíón de antígenos neutralizantes en los

sueros C yéG por inhibición de 1a ACP.

1 o _ __,

Mezcla Títülo Log IN'
(10310 DICTSO) 10

XJC13 + suero normal 6,56 O
1:5

XJ013 + inmunosuero C ü,50 2
1:80

XJCl3 + ínmunosuero G 6,50 O

' Loglo IN calculado comoel logaritmo del cociente entre el
título del virus tratado con suero normal de conejo y el tí­

tulo del virus tratado con los ínmunosueros C y G
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Síntesis de antígenos virales en células tratadas con gluCOSamina

Las células infectadas producen comoconsecuencia de 1a replicación

viral antígenos especificos detectables por inmunoflnorescencia (IF).

Mediante estas técnicas se pueden marcar antígenos virales intra­

celulares sintetizados en el citoplasma de las células infectadas y fi­

jadas con acetona.Así mismoes posible detectar antígenos virales loca­

lizados en 1a membranacitopIaSmática .los cuales se observan en la su­

perficie de las células infectadas sin fijar.
Con el objeto de estudiar si en presencia de glucosamína se bloquea­

ba la formación de los antígenos citoplasmáticos o el de superficie o

ambos se procesaron cultivos comose describió en Materiales y Métodos.

En la TAbla 1€ se resumen los resultados de una experiencia realiza­
da con una relación virus-célula de 2:1.

Los porcentajes de antígenos citoplasmático o de superficie se de­

terminó contando 500 células por cultivo.

Las células normales.con y sin tratamiento con glucosamina,no pre­

sentaron fluorescencia indicando que no hubo reacciones inespecíficas

entre el inmunosueroy las células.

En las células infectadas se observó.en el citoplasma de las células

fijadas,la presencia de antígeno viral fluorescente formandoimágenes

qranulares que se iban haciendo más difusas con el transcurso de los

días.Mientras que en las células viables se detectó en 1a superficie

determinantes antiqénicos comoaránulos de forma irregular que fluores­
cïan intensamente.
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El porcentaje de células con antígeno de superficie aumentó con el

transcurso de la 1nfeccíón(Tab1a15)míentras que eï citoplasmático se
nantuvó constante.

Los cultivos infectados y tratados con 16 mmde glucosamína presen­

taron antígeno cítoplasmáticn de las mismascaracterísticas que los cu]

tivos infectados sin tratar,aunane 103 porcentajes fueron algo ianrio­

Voqe visuaïizó antíaeno de superficie en estas c¿1nlas.infectadas

y tratadas con 1a drova,en nínmuno de los tiempos ensayadns(Tabla 1€).

Los rendimientos virales de estos cultivos se determinaroñ por HP?

y ee detaïïaron en 1a Tabla 16.

Wuevamentnno fue posible detectar virus infeccioso en los sobrena­

dantes de 103 cultivos tratados con q]ncosamína.Los cultivos infectados

sin tratar montraron los niveles normales de producción viral.

Se estudiaron néïulas infectadas con distintas multiplicidades de ir

f-oción oh*eniénd0qe resultados Similares a Jos presentados.
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ggblanijasíntesís de antígeno citonlasmático y de sunerfícíe
en presencia de glucosamína.

miempó’ %antígeno citoplasmátíoo"

control tratado

24 i 33 11
i

¿»e 30 18’

Í

72 ‘ 30 2“

%antígeno de superficie"
control tratado

7 0

24 0

30 O

' horas post adsorción.

" se determinó contando 500 células por preparado.



Tabigm¿ézfiendímientn de virus Junín en presencia de

r“...

Tiempo
(hs pi)

2h

MR

72

fiendímíento viral

(MFP/m1)
control tratado

2.1» x 103 4: 5

2.2 x 1o“ 4 5

1.3 x 10‘5 < e
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glucosamina.
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La preswnwjm¿w antígeno citoplaqmatíco en los cultivos infectauus

y trazados con glucosanina demostró que el virus inició su ciclo repll­

catlvo pero no se liberó al medio extracelular lo que expllca la au­

sencia de antígeno de superrlc'e,

Estos hallazgos confirmaron los experimentnq nrnïíminares en los cua“
las se había observado el mismn vfnc*n.

En 1a; Fotnwríííli“LLïdxml g» observan los antÏQanq vitwnlacnátínns
dafnctadng nor TF en 129 célula? Varn iqfnctadem con viruq Tunïn,cepa

ÁÏC13.Cnñy sin tratani-ntn con aluonsamína.

FntgsnïfÏRMLz Antfvnwn.citmplusmátícn ¿n Células Vero infecm

tflfifiw nvn VerS Jumïn 3 la? “a hs Pi (“00 X3



Egfigvrafía 3: Antïgena cítoplasmíticw sintetizado
en células Vero infectadaq can vírna

Innïn.Aumnnt0 1000 ï.

Votarrafï? Wzfintïwennnítonïasmfitínn sintetizafln en“¡mA-t;-WLWW .- 1

aros!wnia de qïuonqámínu {500 X).
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En las tres fotografías se observaron gránulos intensamente fluorer­

centes.La imagen presentada por cada uno de los cultivós resultó idén­

tica.sín variaciones en 1a intensidad ni en 1a distribución de los grá­
nulos.

En la Fotogzafïa_g se observa el antígeno de superficie presentado por
las céïulas Vero infectadas sin tratar con glucosamína.

Fotomrafía_fi: Antígeno de superficie en células Vero
infectadas Cón virus Junín (1000 X).

v

Sobre 1a wembranade las células infectadas se visualízó qránulos hri­

Nantes: d! fm‘mairregular.
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Formacíónde partículas físicas en cultivos tratados con glucosamína

Los cultivos de células Vero infectados con una alta dosis de virus

Junín,cepa XJ013.aproxímadamente 100 UFPpor célula se procesaron para

microscopía electrónica comose detalló en Materiales y Métodos.

La Fotografía 5 muestra partículas virales brotando de la membrana

citoplasmátíca de una célula infectada con virus Junín.

Fotoggafïa í: Fotomicrografïa electrónica de células
Vero infectadas con virus Junín

o

La fotomicrografía electrónica muestra una célula Vero después de

72 horas de infección con el virus Junín.En 1a superficie de la misma

se observan partículas brotando y otras libres en el medio extracelu­
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1ar.La morfología de estas particulas correspondió a las típicas des­

criptas para los Arenavirus(63-66).
En las células infectadas se observó un aumento en 1a cantidad de

ribosomas y alteraciones morfológicas en las mítocondrias.

En las células infectadas y tratadas con 16 mmde glucosamina no se

observó 1a presencia de estructuras relacionadas con partículas virales
ni en 1a membranaexterna de las células ni en el medio extracelular.

Estas conclusiones se obtuvieron después de observar 500 células ínfec«

tadas con y sin tratamiento con glucosamína.
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ACCION DE LA GLUCQÉAMINA SOBRE OTEQÉ ARENAVIRUS

Se determinó el efecto de la glucosamína sobre 1a replicación de

los virus Tacaribe y Pichíndé.

liggg_2gcaribe
Células Vero infectadas con virus Tacaribe se trataron con medio HL!

conteniendo 16 mMde glucosamina durante 2h horas a 37C.A1 finalizar

el tratamiento se midió el rendimiento viral por 1a técnica de unida­

des formadoras de p1acas(TabIa 12)

Tablg‘LZ: Rendimiento de virus Tacaribe en presencia

de glucosamina.

3 Tratamiento Rendimiento viral'

i (UFR/ml)

i 2í ninguno 8,0 x 10

16 mMqiucoeamina < 5

'medido a las 24 hs pi.

La g1ucosaminn impidió 1a producción de partículas infecciosas ta]
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ÏAQARIBE IV VIVO

Los compuestos de mayoractividad antivirus Junín ín-vitro se en­

sayaron en diferentes animales de laboratorio a fín de determinar su

valor terapeutico ín-vivo.

Selección de] huésped anropiado.

El virus Junín multiplica en diversos animales de laboratorio co­

moser cobayo,hámster,ratón y rata.

Los cobayos son los más usados porque reproducen en forma experi­

mental 1a enfermedad que ei virus produce en los seres humanos.

La inoculación de 1a cepa prototipo.XJ,causa en e] cobayo un cua­

dro hemorrágico característico dado por la aparición de petequfas en

ias mucosas,p1aquetopenia,1eucopenia y variaciones en ei sedimento

urinario con una acídificanión creciente de 1a orina(671.Los animales

pierden peso en forma continua,se aísla virus de ganglios y plaSma y

mueren entre 1os días 11 y 15 post inocuiaci6n(37).

La susceptibíiidad de] ratón frente a la infección con virus Junín

es independiente de 1a cepa de ratón y-de 1a dosis de virus.sin em­

bargo depende de la edad de] mismo(68).



UFP/ml

llFP/mlcontrol

5? /\L_4
o 55 70 1'5 20

Glucosamina MM

Elggggmflll: Rendimiento de virus Tacaríbe en presencia de con­

centraciones crecientes de glucosamina.
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Tabla 18: Rendíento de virus Tacaribe en presencia de

16 mMde qlucosamina en células RK13.

Tratamiento Rendimiento' % Inhibición

(UFR/ml)

ninguno
I

1

i 5.0 x 10“ 0
I

16 mmgïucosamina 1,0 x 1o3

rendimiento viral determinado a las 30 hs pi.
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Virus Píchíndé

Los datos de 1a Tah¡¡ 12 muestran 1a inhibición observada a1 tra­

tar los cultivos infectados con virus Pichindé con 16 mMde gïucasami­

na.

Tabla 12: Rendimiento de 2h y “8 hs pi de virus Pichíndé

en presencia de 16mmde glucosamina.

Tratamiento Rendimiento viral

(UFP/ml)

2h hs pi 48 hs pi

ninguno 6.3 x 103 1.1 x 105

16 mMglucosamína < 5 (5

Los cultivos infectados con virus Píchindé y tratados con glucosami­

na no presentaron ninguna alteración morfológica (ACP),sin embargoel

virus se mantuvo viable ya que dichos cultivos produjeron.2u horas más

tarde 3,“ x 102 UFP/mlal levantarse la restrcción.

Los ensayos de reversibilídad realizados en los cultivos infectados

con virus Pichíndé y tratados con el inhibidor confirmaron 1a estabili­

dad de los precursores virales tal comoocurrió con el virus Junín.
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TACARIBE IV VTVO

Los compuestos de mayoractividad antivirus Junín ín-vitro se en­

sayaron en diferentes animales de laboratorio a fin de determinar su

valor terapeútico in-vivo.

gglggpión de] huésped apropiado

E1 virus Junin multiplica en diversos animales de laboratorio co­

moser cobayo,hámster.ratón y rata.

Los cobayos son los más usados porque reproducen en forma experi­

mental 1a enfermedad que el virus produce en los seres humanos.

La inoculación de 1a cepa prototipo,XJ,causa en e] cobayo un cua­

dro hemorrágico característico dado por la aparición de petequías en

ias mucosas,p1aquetopenia,ïeucopenia y variaciones en el sedimento
urinario con una acidificacíón creciente de 1a orina(67).Los animales

pierden peso en forma continua,se aisla virus de ganglios y plaSma y

mueren entre 1os dias 11 y 15 post inocuiacidn(37).

La susceptibilidad de] ratón frente a 1a infección con virus Junín

es independiente de 1a cepa de ratón y-de 1a dosis de virus.sin em­

bargo depende de la edad del mismo(68).
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El ratón lactante desarrolla una enfermedad del sistema nerviosa

central que le cansa la muertemientraq Que el ratón adulto inoculado

con la misma dosis v por la miSmavía resiste la infección sin signos

c]ïnicos(69).

La enfermedad neurológica que mata a] ratón recién nacido se debe a

un fenómeno inmunológico producido por la invasión masiva de leucoci­

tos en el sistema nervioso central(70),mientras que en el ratón adul­

to el virus Junín induce un estado de sensibilización de tipo celular

que no produce manifestaciones clíníCas(?1).

En los hamsters recién nacidos la infección por virus Junín origina

un cuadro agudo con localización del antígeno viral y virus infeccioso

en los órganos linfáticos,hígado.cerebro y pulmón.Encerebro la concen­

tración de antígeno aumenta hasta el día de muerte que ocurre alreaedo'

del oía 1a post ínocu]ación(72).

El virus Junín.cepa XJ.produce un 100%de mortalidad en ratas recién

nacídas.Este valor diaminuye gradualmente a partir de los 12 días apro­

ximadamente.comoocurre con el ratón(73).

Para determinar 1a eficacia de una droga in-vivo ee necesario elegi­

un modelo que perulta detectar 1a replicación del virus y al mismotiem

po a1 que se le pueda administrar el antiviral en estudio preferente­

mente por vía oral.
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La elección del animal óptimo para reali2ar un ensayo con drogas

antivirales y virus Junín no es fácil.

E] animal más apropiado parece ser el cobayo por la forma en que

reproduce la enfermedad y por la facilidad de administración por via

oral.%in embarqo este animal no se seleccionó debido a que en los en­

sayos preliminares los compuestosadministrados resultaron excesiva­

mente tóxicos para los mismos.Ademásexistían datos en la bibliogra­

fía acerca de la elevada sensibilidad de los cobayos frente a dife­
rentes drogas(17).

El virus Tacaribe,relacionado antigénicamente con el virus Junín

(7Q) produce un 100%de mortalidad en los ratones recién nacidos in­

fectados experimentalmente.Hsta sensibilidad no se altera hasta los

11 días disminuyendo luego gradualmente.

La mortalidad a los 20 días de edad es de un 60 a 80% (75) a dife­

rencia del virus Junin que sólo mata a1 20%de los animales.La mayor

parte de los experimentos se realizaron con el virus Tacaribe porque

se consideró apropiado el porcentaje de mortalidad .¿stos animales

pueden alimentarse por sí mismoslo que facilita 1a administración de

la droga.En los más pequeños los tratamientos por vía oral se ven en­

torpecidos por el hecho de ser lactantes.
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Toxicidad del BI para los ratones

Para determinar 1a toxicidad del BI a un grupo de 20 ratones de 20

días de edad se les administró 0,5 mg/ml de BI en el agua durante ln

dfas,mídióndose todos los días el volumen de agua ingerido.

Un grupo de características similares pero al que no se le adminiso
tró droqa sirvió comocontrol.

ComoIndice de toxicidad se determinaron las variaciones en las eur

vas ponderaies pesando los animales durante 30 dias.Además se conside­

ró la supervivencia de los aninales tratados.La FiguraXIVmuestra las
curvas obtenidas.

La evolución de-los pesos en ambos grupos,tratados y sin tratar,

fue casi idéntica,aunque un 30%de los animales tratados murió entre

los Q y 13 días después de iniciado el tratamiento por lo que se deci­

dió que los animales infectados serían tratados durante 9 días o me­
nos .

Administración de BIa ratones infectados con virqg_1¿gggigg

Los ratones se anestesiaron levemente antes de ser inoculados por

vía intracerebral (ic) con 10 DLSOpara ratón de virus Tacaribe.

El tratamiento consistió en la administración de 0.5 mg/mlde BI

durante Q dfas.La droga se renovó cada tres días y una vez finaliza­

do el tratamiento se les administró agua sin droga.

Los animales se pesaron diariamente y se registró la mortalidad
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ocwrrida en cada grupo (Fiauras XVY; XVI)

La administración de B T (0,5 mg/ml) no modificó las curvas pon­

derales obtenidas para los distintos grupos indicando que la evolución

de los pesos fue independiente del tratamiento.

El tratamiento con esa dosis de BI redujo significativamente 1a mor­

talidad de los ratones inoculados con virus Tacaribe.

Los ratones de ambos mrupos,tratados o no.murieron entre los 8 y 11

días post inoculación.

A fin de establecer si otros tratamientos con la droqa también pro­

teqïan a los animales infectados con virus Tacaribe se repitió el ex­

perimento variando la concentración de BI o el tiempo de administraciór

Se trabajó con cinco grupos de 30 ratones cada uno ínoculados con

10 DLROde virus Tacaribe.Las concentraciones suministradas fueron u

0;0,25:0,5 y 1.0 mq/ml de BI durante 9 días. El quinto grupo se trató

con 0.5 mq/ml de nl pero durante sólo 7 días.

La concentración de 1,0 mg/ml se ensayó para poder establecer si los

animales reaistïan completamentea la infección.

En la g¿525__¿[L1 se observan las curvas de mortalidad de los dia­

tintos grupos.

La inoculación con 10 DLSOpara ratón de virus Tacaribe resultó 1e­

tal para el 90%de los animales infectados.La mortalidad de los ratones

tratados con 0.9 mq/ml de BI se redujo al 10%.

La dosis de 0,25 mm/mlno protemió a los animales mientras que la
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dosis de 1.0 mg/ml potenció el efecto de la infección ya que el 100%

de los animales murió al décimo día post inoculación.

Administración de BI a ratones infectados con virus Junín

E1 tratamiento más efectivo,tomando comobase los datos obtenidos con

el virus Tacaribe.se ensayó en ratones inoculados con virus Junin.

Grupos de 25 ratones cada uno de 20 días de edad se inocularon por

via ic con 10 DL50para ratón de virus Junín.cepa XJ o XJCl}.

Los animales infectados se trataron con 0.5 mg/ml de BI en forma o­

ral durante 9 días.Diariamente se registró 1a evolución de los pesos

y 1a mortalidad de los distintos grupos.

Los grupos control y tratados.para cada cepa vira1.presentaron los

mismosvalores de mortalidad(59% para el grupo control inoculado con

1a cepa XJ y 49%para el tratadogel otro grupo control.inocu1ado con

XJCl3.presentó un porcentaje de mortalidad de 61%y el tratado de 5u%)

indicando que la droga no evitó el desenlace de 1a enfermadad.

Las experiencias se repitieron tres veces obteniéndose siempre los
mismosresultados o sea valores de mortalidad algo inferiores para los

animales tratados,alrededor de un 10%,queno se consideró significativo.
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Glucosamina

Toxicidad de la glucosamina para ratones

Para determinar la toxicidad de la glucosamina a un grupo de 18 ra­

tones de 7 días de edad se le inoculó diariamente por vía intrperitoneal

0,5 mg/mlde droga en medio isotónico.0tro grupo de características si­

milares a] que se le inyectó el diluyente sirvió comocontrol.

La inoculación se realizó durante cuatro días y se registró el peso
de los animales durante 10 días.

Los incrementos de pesos fueron idénticos para ambos grupos no pre­

sentando el grupo tratado ninguna manifestación tóxica.

La administración de 0.5 mg/ml de glucosamina en forma oral se rea­

lizó en un grupo de 20 ratones de 20 días de edad durante 10 días.

Los animales tratados y controles aumentaron de peso normalmente sin
observarse variaciones entre ellos.

Administración degglucosamina a ratones inoculados con virus Tacaribe

La inoculación se realizó con 10 ó 100 DLSOpara ratón de virus Taca­

ribe de acuerdo a 1a vía de infección.

La administración de glucosamina se efctuó por diversas formas a fin

de encontrar la más útil para combatir la infección experimental.

El tratamiento por vía intraperitonea] de 0,5 mg/ml de qlucosamina

durante cuatro días no proteqió a los ratones inoculados por ic o ip.

Los animales de ambos qrupos.tratados o no.murieron con cuadro típico

entre los días 10 y 15 post inoculación.
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El tratamiento por vfa oral con la misma dosis de qlucosamína no

arrojó ninzún resultado ya que no se produjo la muerte de los animales

inoculados intranassalmente con 100DL50para ratón de virus Tacaribe.

El mismotratamiento carecio de valor terapeútíco en ratones de 20

días de edad inoculados por vïa ic con 10 DLSOpara ratón de virus Pa­

caríbe.Vo hubo diferencias significativas entre la mortalidad de ambos

grupos de ratones(60% para los controles y 62%para los tratados).

¿gministración degglucosamina a ratas

En estos experimentos se usaron ratas de 10 días de edad en las Cua­

les el virus Junín produce un 100%de mortalidad.

Grupos de 15 ratas de 1C días de edad se inocularon por vía ic con

10 DLSOpara rata de virus Junín,cepa XJ.

ELtratamiento consistió en la administraciónxdiariane 1,0 mg/ml

de glucosamina por vïa intraperitoneal hasta el décimo día observándo­

se que los animales de Cualquiera de los grupos,tratados o no. morían

simultáneamente dentro de los plazos previstos con la sintomatología

propia.

Estos resultados indícarían que la qlucosamina carece de valor te­

rapeútíco in-vivo sin embargo,teníendo en cuenta 1a velocidad de meta­

holización de la qlucosamina en el organismo debe ocurrir que el nivel

necesario de droga para el bloqueo viral no se alcance o que la gluco­

samina no llegue comotal a1 sitio donde ocurre 1a replicación del vi­

rus.Ser{a apropiado.para evitar en parte estos problemas,la copulación

con alguna molécula que le impidiera metabolízarse rápidamente.Durante

la ejecución de este trabajo no se realizaron tales intentos.
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DIFERENTES COMPUdSTQÉ.

El estudio comparativo de las cinco drogas ensayadas indicó que

tres de ellas inhibieron significativamente 1a replicación del vi­

rus Junín en cultivos de células Vero.Estos compuestos fueron el de­

rivado soluble del bis-bencimidazol (BI).la 2-deoxi-D-glucosa y 1a

qlucosamina.

La amantadina y la rimantadina no produjeron.en la concentración

utilizada(40 ug/ml).nive1es significativos de inhibición.Sin embar­

ao ambos compuestos prolongaron en dos días el período de latencia

en 1a aparición de los efectos citopáticos que el virus induce en

las células comoconsecuencia de su replicación.Coto y col. (8) tra­

bajando con la cepa patógena señalaron el mismoresultado para la a­

mantadina.

La cuantificación de estos ensayos demostró que los rendimientos

virales de cultivos infectados con y sin tratamiento con amantadina

y rímantadina eran idénticos (Figura I)indicando además que ambas

drogas carecieron de actividad antiviral.
Resultados similares se obtuvieron a1 realizar las curvas de cre­

cimiento viral en presencia de 40 ug/ml de los compuestos.En ellas
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la replicación viral estuvo por debajo de los valores del control (E;­

gura II)pero esa disminución quedó comprendida en el intervalo de e­
rror del método.

Los índices terapeúticos (Tabla 8)confirmaron la poca actividad de

ambas droqas.3in embargoconsiderando los resultados obtenidos con la

cepa patógena (8) habría para cada cepa un comportamiento diferente

frente a la amantadina.

Estos resultados no coincidieron con los obtenidos por Nelsh y col.

(6) que trabajando con distintas cepas del virus LCMdemostraron que

la amantadina poseía un marcado efecto antivíral.Probablemente un fac1

muyimportante y decisivo en estas diferencias de comportamiento entre

Arenavirus fue el empleo de concentraciones más elevadas.Ellos usaron

una dosis de 100 ug/ml de droga 1a cual no lesionó los cultivos de cé­

lulas HHKo células L durante los tiempos de experimentación (6).Sin

embargo para el sistema celular empleado en esta investigación se enCr

tró que concentraciones de 50 uz/ml o mayores producían cambios morfo­

lógicos después de “8 horas de incubación a 37C (8).

En relación al BI se encontró que para actuar comoantiviral dehfa

estar presente muchotiempo antes de 1a infección.2ü horas de pretra­

tamiento.y durante la mismapara ser efectivexeste hecho también fue

observado por Stella y col. (39) en un estudio realizado con el virus

LCW.

No se conoce exactamente la metabolización del compuesto en las cé­

lulas sin embargo,es evidente que se requiere un nivel'determinado pa­



104.­

ra que inhiba la replicación viral.

La actividad antiviral del HI,glucosamina y 2-deoxi-D-glucosa resul­

tó ser dependiente de la concentración (Figura I).
El grado de inhibición producido por cada uno de ellos fue diferente

y permitió Seleccionar la concentración ótima de droga capaz de blo­

quear la replicación viral siqnificativamente sin que produjera un e­
fecto nocivo para los cultivos celulares.

Dichas concentraciones fueron de 75 ug/ml para el HT.16 mWpara la

glucosamina y 10 mmpara la 2-deoxi-D-glucosa.

La concentración de BTfue superior a la establecida por Stella y

col. (39) Quienes encontraron una inhibición significativa con concen­
traciones de 5 a 50 ug/ml de BI en células L.

La replicación del virus LCMresultó afectada en un 98 y 99.7% de

inhibición respectivamente en presencia de dichas concentraciones.

Los mismosautores señalaron que el efecto antiviral del BI disminu­

yó entre un 25 y 50%cuando los cultivos celulares eran Vero y que la

actividad virucida desapareció al utilizar cultivos de células BHKaún
tratadas con 100 ug/ml (39).

Estos hallazgos apoyaron los datos obtenidos para el virus Junín ya

que el sistema celular empleado correspondió a la línea continua Vero.

Los valores hallados para los derivados de la glucosa se encuentran

entre los usados por otros investisadores en diferentes sistemas celula­

res y con otros virus.De acuerdo a los datos biblioqráficos la concen- ¿
tración“ máxima no tóxica de qlucosamina fue de 50 nm y se usó en có1u¿¡

las de embrión de pollo infectadas con Fowl Plaque (30).Así mismo Dudd
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y col trabajAron con 20 mn de qlucosamina en células BHKinfectadas

Con virus Sindbis (76).

La concentración de 2-deoxi-D-qlucosa para un oncorna virus murino

fue de 30 mfl en las células WKR-K(células de riñón de rata normal

transformada por el virus qarcomn murino Kirsten-leucemia KiMSV(KiMuLV)

(3ll.aunque la Concentración más frecuentemente usada fue la de 10 mm

en la linea Hep-P (línea continua humana) con los virus Respiratorio

Sincicial.Parainfluen7a 3 y ¿arampión (32).

El virus asociado a las cólulas en presencia de las concentraciones

mencionadasanteriormente resultó afectado en forma similar en presen­

cia de BT o qlucosamina (gggg¿_z). .

Los datos del BT para el virus LCMen células L (39) indicaron i­

gual grado de inhibición para el rendimiento extracelular comopara el

asociado a las cólulas.concordando con los obtenidos en este trabajo.

La 2-deoxi-D-zlucosa no afectó la producción de virus asociado a

las células lo que señalarfa que el proceso de brotación es bloqueado

por la presencia de la droga.

Las curvas de multiplicación del virus extracelular en presencia de

Bl,2-deoxi—D-qluc03a y qlucosamina (Figuras IIÍ x IV)mostraron que la

síntesis viral se encontró afectada en todos los casos.correspondien­

do la mayor inhibición a la qlucosnmina.

El resultado más sorprendente fue la ausencia tota] de partículas

infecciosas en el medioextracelular de los cultivos infectados y tra­



tados con 16 mwde glucosanina en todos los tiempos ensayadoe.

La exactitud del método de titulación.unidades formadoras de placas

bajo agar.emp1eado para evaluar los rendimientos virales permitió ase­
:urar la conciue¿0nanterior.

La determinación de los índices químioterápicos in-vitro demostró

1a variabilidad entre los tres compuestos.Deacuerdo a ellos la gluco­

samina cumplirïa con una de las condiciones que debe reunir un buen

quimioterápíco.

MECANISMO DE ACCION DE LA GLUCOSAMINA

La glucosamina se sometió a un riguroso análisis analítico el cual

demostró 1a ausencia de contaminantes.en especial de los cationes bi­

valentes de 1a primera serie de transición2Mm,Co.Ni.Pe.Cu y Zn (Tablas

1.1.2)­
Levison y co].(16) trabajando con un virus oncoqéníco(Sar00ma de

nous) demostraron que el N-metil-isatín beta tiosemicarbazona en pre­

sencia de iones bivalentes era muchomás efectivo que actuando sólo.

Logan y coI.(17),describieron el mismoefecto para ese compuesto y

los virus LCMy otros Arenavírus indicando que el ión cúprico (Cu+2)

era el de mayor actividad.

Fox y c01.(15) investigaron 1a acción de] ión cúprico con el mis­

mo inhibidor en infecciones realizadas con virus ARVo ADNpertenecíen
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tes a ios remeras Vesïcu10-,Lyssa-.A1pha-,Fiavi-.Paramixo-.Influenza­

Entero-.Orthopox- y ieovírus.¿n todos eiios se observó una rápida inac­

tivaciód vír21,poStu1ando dichos autores que los iooes cúpricos inac­

tivaron por contacto directo ia infectívidad de dichas particulas pe­

ro ellas retuvierOd sus propiedades antioédícas tales comola capaci­
dad de hemoarlutidar o 1a actividad de neuroaminídasa de] virus Influen­

za tipo A (1<3(u0).

Koraot y no1.’77) demostraron que los iones zinc (21+2) bloquearon

1a repiicacidd de diferentes dhinovirus.E1 meCanismopropuesto fue 1a

inhibición de 1a ruptura normal de 10s no1ipeptidos precursores vira­

1es.A través de este necanismo los iones zinc tambien impidieron 1a

multipiioacióo de los virus Encefalomioearditis y Po io(78).

¿o nuestro caso 1a ausencia de contaminantes permitió asegurar que

el efecto observado se debia exclusivamente a 1a acción de 1a gluco­

samina.

Las distidtas cepas de virus Junín: XJ,XJC13y WonesCazón ensayadas

simultáneamente (Tabla %)demostraron que 1a sensibiiidad a 1a glucosa­

mina era una propiedad comúna todas eiias y no una reacción específi­

ca con 13 cera atenuada XJC13.

F1emidv (13) investioafldo diferentes cepas de virus Semiiki encad­

tró una distinta susceptibiïídad fredte a 1a 2-deoxi-D-21ucosade las
mismas.
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la inactivación directa no fue 1a rusa de la inhibición observada en

los cultivos infectados con virus Junín y tratados con 16 mflde gluco­

sanina (“abla Q).

{a incubación con diferentes concentraciones de droqa antes de la

infección no impidió 1a replicación viral.¿ste fenómenotambién se ob­

servó con los virus Powl P1avue y Semliki Forest (27).Sin embargo cuan­

do el aminoazucar se avreqó después de transcurridos varios ciclos de
replicación viral se observó una disminución sicníficativa de los ren­

dimientos extracelulares (Fioura V).

Los ensayos de reversíbilidad indicaron que la droga debía permane­

cer siempre en el nedio para no detectar partículas infecciosas y de­

mostraron que el efecto de la glucosamina desapareció por lavado ya que

a las cuatro horas de levantada 1a restricción se encontraron partícu­

las virales infecciosas asociadas a las células y dos horas más tarde

en los sobrenadantes de esos cultivos (Figuras VII y VIII).

Dadoque se conoce que el ciclo viral del virus Junín es de aproxi­

madamentede doce horas se concluyó que el virus inició su replicación

en presencia de qlucosamína pero quedó detenida en uno de los últimos

estadïos(u7).
La reversibilídad de la qlucosamina también fue observada por Hunter

y col. (34) y por Kaluza y col.(27).Los primeros trabajando en cultivos

de embrión de pollo transformados por 1a cepa Praga del subgrupo d del

virus Sarcoma de Kous (PR-RSV-d)encontraron que la sínte31s Viral se
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reesnabioció a las seis horas de retirada 1a droga.

El grupo de Kaluza señaló que luego del lavado de los cultivos trata­

dos con glucosamína se reestableció La producción de hemoaslutíninas y

neuroamínídasa.Además observaron 1a formación de partícuias (2?).

Los precursores virales sintetiZAdos en presencia de 16 MAde gluco­

sanina mantuvieron su funcionaïidad aún después de 96 horas de tratanienu

to (Fíqura IX a v_g).

Este hecho sirnjficó no sólo ia estabilidad de 1aq estructuras sino

que ademáq demostró que Ia vïucounnina no había afectado 1a viabilidad

ceïuïar demostrada por 1a produccion de virionen.

La glucosanina presentó un marcado efecto sobre 1a síntesis de ácido

rihonucleico celular (Firura ¿).Estos datos concordaron con los publi­

cados con Bekesi y c01.(28) y por Scholtissek (29) quienes demostraron

que la glucosamina reduce drásticamente e] pool de UDPcelular y que si

además el medio contiene riunosa comofuente de energía interfiriría

con la activación de otros azúcares por el agotamiento de dicho pool(35).

Coto y co].(62) encontraron que 1a veïocidad de síntesis de] A31en

123 céluïas Vero infectadas con 1a cepa XJCIBaumenta durante las prime­

rao doce horas deï nicïo manteniéndOSe 1ueqo en los niveles normaïes de

incorporación. '

Los datos presentados en la Fiourg_ïl indicaron una-mayor incorporaa

ción de uridina marcada en los cultivos infectados pero durante un perío­

do nás breve,ocho horaw.
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Los cultivos infectados y tratados con 16 mmde glucosamina incor­

poraron un 30%de la radiactivídad señalando un signifiCativo efecto
sobre la síntesis total de ARQ,

la incorporación de netioninn marcada demostró qUe la síntesis pro­
teica total ocurrió normalmenteen los cultivos infectados tratados o

no con glucosamina (Fisura XIT) por lo que se concluyó que la droga no

afectó dicha síntesis,sín embnrvola producción de proteínas virales
debió estar afectada 00no conseCUenciade la inhibición de la síntesis

de A31.

Resultados sinilares se obtuvieron en fibrohlastos de embrión de po­

llo infectados ocn virus Fowl Y'lague (35). .

A pesar de la marcada accion de 1a qlucosamina sobre 1a síntesis de

ARNeste efecto no sería el único mecanismo responsable de la inhibición

observada .

El mecanismo de acción de la glucosamina sobre la multiplicación del

virus Junín.de acuerdo a los resultados obtenidos,sería interferir con

la etapa de síntesis y maduraciónviral.
Estas conclusiones se basaron en: el tratamiento durante distintos

períodos con glUCOSamina(Ïngï_LQ), en el efecto sobre la síntesis de

macromoléculas y en los ensayos de reVersíbilídad.

El efecto de la glucosamína sobre la producción de virus infeccioso

y partículas virales se complementócon estudios inmunológicos y de mi­
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croscopfa electrónica.

Los antígenos citoplasmáticos se visualizaron por 1a tecnica indi­

recta de IF en células fijadas con acetona.

Las células infectadas en presencia de glucosanína mostraron 1a mis

madistribución de fluorescencia que ios cultivos infectados sin tra­

taniento.confirmando que e] virus Junín repiicó en presencia de 1a dro

ga(Fotonrafïas 112.13).

Comoconsecuencia de1 proceso de brotación y Iiheración de 1as par­

ticulas vira1es Se detectan en 1a superficie de 1as céluïas infectadas

antígenos virales.
Las céluïas infectadas sin fijar presentaron intensa fluorescencia

en su periferia (Egtovrafïa 4)mientras que 1as mismas cé1u1as en pre­

sencia de clucosamina carecieron del antígeno de superficie (Tabla 1h

Kaluza y col. (27) demostraron que los núcleos o los citoplasmas de

cé1u1as infectadas con el virus Fowl Plaaue en presencia de 10 mMde

qlucosamina sintetizaron los antígenos de 1a ribonucleoproteína y de

la hemoaclutínina que se detectaron por IF.

Resultados similares a los obtenidos en esta investigación fueron

presentados por Hunter y col. (3h).Estos autores demostraron 1a inhi­

bición de 1a formación de] antïreno de superficie en presencia de ZOmM

de qlucosamina en fibrobïastos de embrión de pollo transformados por

el virus Sarcoma de Rous.

Los cultivos infectados y tratados con qlucosamina no liberaron par
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tïcuïas antiqénicus ni Ffsions.fisto se estableció estudiando 1a capaclde

antíqéníca de los sobrenadantes purificados de esos nuïtivos y por mi­
croscopía electrónica.

La titulación de 103 ínmunosneros C y G señaló que en presencia de

Elucosamína.una dosis menor(10 WW),no se 1iheraron parthuIas antite­
nícas virales.

La morfolooïa de los viriones de 1a familia Arenaviridae ha sido

establecida por distintos autores (63-66).
Las partículas varían en tamañn y forma pero en su interior se en­

cuentra un númerovariable de zránulos densos.los cuaïes parecerían r1­

bosonas aunque son más grandes y más densos que los ribosomas celulares.

E1 estudio de microscopía electrónica reveló que los cultivos infec­

tados sin tratamiento produjeron partículas cuyas características mor­
fológicas correSpondíerOna las deacríptas anteriormente.

“n los culiivos tratados con 1a droga no se observó ningún tipo de

partícula ni asociada a las membranascelulares ní libre en el medio
extracelular.

Estos resultados establecieron que no hubo formación de partículas

en presencia del aminoazúcar.

Conclusiones similares fueron presentadas por Hunter y col. (34) que

indicaron que en presencia de ?n nfi de glucosamina no se produjeron par­
tículas físicas.

Prochwnik y co]. (31) sin embarqo.seña1aron que 1a droqa inhíbíó la
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.infectividad.en otro sistema oncogénico. pero no la 1iberación de par­
tículas físicas.

En experimentos reaïizados con 2-deoxi-D-g1ucosa se encontró que la

virulencia del virus Herpes Simplex era bloqueada por el compuesto pe­

ro que igualmente se liberaban partículas no infecciosas(36).

Todos estos hallaZgos no se contradicen si se tienen en cuenta los

tres efectos que los análogos de la glucosa producen comoconsecuencia

del disturbio producido en 1a síntesis de las glicoproteïnas:

1.- Nose forman partículas físicas ni infecciosas (virus Fowl Pla

gue(35),Sem1iki Forest (27) y Sarcoma aviarios (34).

2.- Se formanparticulas físicas que contienen glicoproteïnas in­
correctas y en consecuencia resultan no infecciosas (virus Her

pes Simplex (36).

3.- Se formanpartículas físicas que contienen glicoproteínas in­

correctas pero que a pesar de ello son infecciosas (VSV(27).

De acuerdo a estos tres caminos el efecto de 1a glucosamina sobre

el virus Junín correspondería al primero de ellos.

31 virus Junín posee seis polipéptidos estructuraïes de 109 cuales

Cuatro por lo nenos son qlicosilados (79).

La ausencia de partículas infecciosas en presencia de V1ucosanina

indicarfa que 13s alicoproteïnas dei virus juegan un papel importante

en 1a capacidad infectante de los viriones.
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Los resultados obtenidos ín-vítrn indicaron que 12 qïucosanina y

ta! vez el RTserïan quinioterápícos apropiados para combatir 1a FHA.

Por esa razón se los ensayo in-vívo,en distintos aninaïes de laborato­
rio.

81 problema más difícil de resolver fue la elección de] modelo a u­

tiïizar ya que eï cohayo resulta extremadamente sensibïe a 1a adminis­

traciín de cualquier fármaco.

La sevunda dificultad fue que en el modelo e1eqido.ratón de 20 días

de edad inocuïado con virus Tacaribe, eï anínal muere por conf1ícto

inmunolórico y no debido a una accirïn citopática directa de] virus,

Los tratanientos reaIízados con HTno fueron satisfactorios porque

eï intervaïo ñtíï de drnaa resu1tó muycrítico y ta] comohabía ocu­

rrido con la anantadina en cobayos (R) una sobredosis exacerbó el cur­

so y desenlace de la enfermedad.

flás desalentadnras fuerOn las pruebas realizadas con ulucosanína

aunque en este caso 1a droga no resultó tóxica.

La nulidad de 1os tratamientos hacen pensar que probablemente 1a

causa se debió a] bajo nivel de vlucosamina en el oraanismo .

Independientemente de 1a vïa de inoculación 1a «Incosamína se me­

tabolíza rápidamente en el hívado desapareciendo de la círcu1ación en

un tiempo breve.De esa forma no se obtendría 1a concentración necesaria

para impedir Ia repïicación víra1.

Ademáshodrfa suceder que 1a rïucosamina no aleance los sitios de
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replicación víra1.que en 1a mayoría de los casos fue el cerebro

por ser Ia vïa intracerehrqï 1a más sensible a 1a infecnián.

Si estas fueran 138 causaIes cabría Ia posibilidad de ensayar dis­

tintos compuestos que en 01 orrwnïsmo liberasefi :raduaïnewte wlucosa­

nina o quizás administrarla de aïcuna nanera para que pueda 11e09r a

los órqanos donde ncurre la ren1ícaciów de] virus.
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211 -ÏL_Q.L-'L.¿-L¿1_1_“7..E

Estas invesiiwacíones en conjunto permitieroo cooocer la acción

de distintos antivirales sobre la multiplicación de] virus Junin.
agente causal de la FHA.

Los antivirales HT.2-deoxi-D-mlucosa y glucosamina quedan como

armas útiles nara Fl estudio del virus in-vitro.

La 2-deoxi-D-gluoosa se puede usar pflra aclarar el mecanismo de

la morfoqínesís viral ya que inhibe la salida del virus de la célula

pero fio la gïntesig intracelular.

Tos hechos más sobresalientes de la acción de la alucosamína sobre

la replicación del virus Junín en células Vero fueron:

.-El tratamiento con la droga bloqueó en forma absoluta la forma­

ción de partículas virales infecciosas.
.-A las cuatro horas de levantada la restricción se reasumíó la sín­

tesis de virus intracelular y dos horas más tarde se liberaron

partículas infectantes completas al medioextracelular.

.-La inhibición se produjo en un estadío anterior a la liberación

esto se dedujo por la ausencia de antígeno de superficie y de

particulas físicas.

Www»; Mafia
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