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INTRODUCCION

DROGAS ANTIVIRALES

GENERALIDADES

Se conocen dos formas de combatir y controlar las enfermedades de
etiologfa viral,una es mediante el uso de vacunas y la otra a través
del empleo de drogas antivirales,

La experiencia con vacunas,que se remonta a la época de Jenner crea-
dor de la vacuna antivaridlica,demuestra que es posible combatir efi-
cazmente algunas enfermedades como por ejemplo poliomielitis en la cual
reduce notablemente su incidencia o bien logrando su erradicacidn,como
es el caso reciente de la viruela,

A pesar de estos logros,se conocen virus que por su alta incidencia
mutagénica,como Influenza,o por ser sospechosos o estar involucrados
en la produccién de enfermedades crdénicas no es posible obtener vacunas
adecuadas.Por otro lado,las vacunas carecen de valor terapeitico por lo
que el desarrollo de una quimioterapfa especffica antiviral deberfa
ser de primordial importancia.

Se sabe del éxito de los antibidticos en la lucha contra las enferme-
dades bacterianas,sin embargo a pesar de las centenares de investigacio-
nes realizadas hasta el presente sdlo se han logrado unos pocos antivi-
rales eficaces,

El escaso éxito de las drogas antivirales se debe esencialmente a
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tres factoresiel principal es la dependencia de los virus con los pro-
cesos metabdlicos de 1a célula huésped, de modo que la mayoria de los
quimiotrdpicos en concentraciones virucidas,es decir cuando bloquean
una etapa de la replicacidn viral producirdn inevitablemente la muerte
de las células parasitadas y de las otras que no lo estdn,El segundo
factor estd relacionado con el desencadenamiento de la enfermedad ya
que cuando se reconocen las enfermedades virales por sus sintomas y en
el mejor de los casos por diagnéstico de laboratorio,el virus ya se ha
distribufdo a todo el organismo.Por dltimo la aparicién de mutantes
como ocurre normalmente con las bacterias,aunque en este caso no tan

frecuente,salvo para algunos virus como ser polio.

PROPIEDADES

Para que una droga sea considerada antiviral debe presentar las si-
guientes caracterfsticas

.-Poseer un buen {ndice quimioterdpico(IQ),el cual se define como la
relacién entre 1a mfnima concentracidn virucida y la mdxima no tdéxica

.-Ser no-polar para facilitar el transporte a través de las membranas
biolégicas.
.=-Soluble completamente a pH fisidlogico o a un pH cercano a €1.
.-Estable quimicamente en solucidn.
.-Estable metabdlicamente en el organismo.
.=-De fdcil preparacidén,rentable y econémico.
Ademds de satisfacer todos estos requisitos el compuesto no debe ser:

..=Incorporado al ADN de las células no infectadas.



..~Un agente inmunosupresor,
..-Un agente activador de 1a replicacidn viral.
. .~Teratogénico.

. .~Carcinogénico o mutagénico.

CRITERIOS DE SELECCION

La replicacién viral comprende una serie de etapas comunes a todos
los virus que conducen a la formacidén de nuevos virus.Este proceso se
puede dividir en adsorcidn,penetracidn,eclipse(durante el cual tiene
lugar la sfntesis del dcido nucléico,de las prqtefnas,enzimas y todos
los constituyentes del virus),luego prosigue la maduracién y el ensam-
ble de las diferentes estructuras para finalizar en la liberacién de
viriones al extracelular.

Un antiviral ideal serfa cualquier droga capaz de bloquear especf-
ficamente uno de estos estadfos sin afectar la maquinaria celular.

La seleccidn 18gica de un antiviral se realiza entonces teniendo en
cuenta el efecto del mismo sobre una etapa vital del ciclo de multipli-

cacidén viral,



2TAPAS DBL CICLO DE MULIIPLICACION VIRAL

@’n

ADSORCION PENETRACION

. SINTESIS

ENSAMBLE LIBERACION



ENSAYO DE ANTIVIRALES

E1l ensayo de una droga como antiviral comprende tres procesos de ex-
perimentacién diferentes.El primero de ellos es la evaluacion de la ac-
tividad antiviral en cultivos celulares (in-vitro),determinando las con
diciones de de mfxima inhibicién que dependerdn del sistema virus-célu-
la utilizado.Finalizado el estudio in-vitro,el compuesto se prueba en
diversos animales de laboratorio (in-vivo).Para cada huésped se deter-
mina el fndice quimioterdpico y las condiciones del tratamiento mds a-
decuado.Los pardfmetros a establecer son las dosis efectivas no tdxicas,
el tiempo y la vfa de administracidén.

Una droga se la utilizard como quimioterdpico en el tratamiento de
las enfermedades humanas de origen viral despues de demostrar su efi-
cacia en voluntarios.

Numerosos compuestos poseen un adecuado fndice quimioterdpico in-vi-
tro pero fracasan al utilizarlos in-vivo.Muchas veces la causa es una
excesiva toxicidad por la cual no sélo no protege a 108 animales sino
que acelera el proceso infeccioso.En muy pocos casos aunque el ensayo

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

ANTIVIRALES EN USO

De las cientos de drogas ensayadas sélo unas pocas son de aplicacidn
efectiva en la terapeidtica de las enfermedades humanas.Los andlogos de
la timidina tales como la 5-iododeoxiuridina o el arabinédsido de cito-
sina que inhiben la sfntesis de ADN viral,sdlo se usan con éxito en el

tratamiento localizado del herpes ocular,ya que estos tipos de compues-
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tos resultarfan sumamente téxicos si se los utilizara en el tratamien-
to de una enfermedad generalizada.Otros compuestos de aplicacidén en los
seres humanos son la amantadina,la rimantadina,los tiosemicarbazonas y
los bencimidazoles.

La amantadina(adamantamina-ClH)1 68 un compuesto .ampliamente probado
en la prevencidén de las enfermedades de origen virico.Este compuesto
presentd una significativa actividad antiviral frente a la infeccidn
con virus Influenza tipo A(1),Parainfluenza tipo 1(Sendai)(2),Seudorra-
bia(2),Rubecla(3),Flow plague(l4),Sarcoma de Rous y de Ersh(%),LCH(6),
Junin(?) (8),Tacaribe,Pichind€é y Tamiami(9).

El mecanismo de inhibicidn,de acuerdo al trabajo de Kato y col.(4),
lo ejerce a nivel de decapsidacidén pero no en la etapa de penetracidn
como habfa sido postulado para el virus Influenza {10).

Los estudios clinicos realizados con amantadina indican que es efec-
tiva contra el virus Influenza cepa Hong Kong A2(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 mayor efectividad.Entre ellos la rimantadina (alfa-metil-i-
adamantanoamina)? resulté mds activa in-vitro(13) e in-vivo(14) que la
amantadina.La experimentacién en seres humanos se realizd durante brote:
epidémicos de Influenza,o en grupos de voluntarios en los cuales se in-
dujo la enfermedad.En ambos casos la rimantadina redujo la intensidad

y la duracién de la enfermedad(1i4).
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Jn compuesto derivado de 1los tiosomicarbazonasB.la metil-isatinbeta
tioeamicarbazonau inhibe 1la replicacidén de algunos virus Pox(15),Sar-
coma de R0us(16),LCM,Parand y Pichindé(17)(18).La inhibicidn la ejerce
impidiendo 1a traduccidn de los ARN mensajeros tardfos,como consecuen-
cia de este efecto,en presencia de la droga se forman particulas defec-
tivas,.E1 compuesto sirve para prevenir la viruela,se la administra jun-
to con la vacuna en agquellos casos de infeccidn en los que no se puede

esperar a la formacidn de anticuerpos especfficos.

El 2-hidroxi-bencil-boncimidazol(HBB)5 e3 uno de los derivados wuds
potentes del bencimidazol que ha sido sintetizado(19) aunque el espec-
tro de accién no es muy amplio ya que inhibe solamente a algunos miem-
bros del grupo Picorna(20) y al virus LCM(21).El efecto antiviral lo
ejerce a través del bloqueo de la sfntesis del ARN viral impidiendo
la formacidn de la polimerasa viral.

6 derivado también del bencimidazol reprime con

E1l bis-bencimidazol
mayor eficacia,1000 veces mds activo,la replicacién del virus polio
in-vitro comparado con el HBB(22),actuando ademds sobre todo el grupo
Picorna,especialmente 108 rhinovirus(23).

El bis-bencimidazol ha sido ensayado in-vivo en distintos sistemas;

en chimpancés previno la infeccidn con rhinovirus(24) y en ratones a-

dultos infectados con LCM prolongd la vida de los mismos(25).



DROGAS NO ESTRICTAMENTE ANTIVIRALES

Ademds de 108 compuestos mencionados hasta aquf existen otros com-
puestos de efecto virucida in-vitro aunque no se conocen datos de ex-
perimentacidn en animales.Dichos compuestos no pueden ser considerados
como drogas 8ino como antimetabolitos.Sin embargo poseen un incalculable
valor,ya que permiten conocer el mecanismo de replicacién viral y even-
tualmente formar parte de moléculas mds complejas que permitan su uso
como antiviral,Entre estos compuestos los mds importantes para este es-

7y la slucosaminae.

tudio son la 2-deoxi-D-glucosa

Si bien los primeros experimentos realizados con la 2-deoxi-D-glu-
cosa fueron presentados en 1959(26) hasta hace cinco afios no se demos-
tréd la importante actividad antiviral de los andlogos de la glucosa.

Los primeros hallazgos fueron realizados por Kaluza y col.(27) que
trabajando con el virus Influenza demostraron la inhibicién de la sinte-
sis de las glicoprotefnas virales en presencia de glucosamina o 2-deoxi-
D-glucosa.

La glucosamina agota elpool de UI'P de la célula huésped(28)(29) de

acuerdo al siguiente esquema:

glucosamina —=& gl ucosamina-6-fosfato
N-acetilglucosamina-6-fo8fato ¢————————N-acetilglucosamina-1-fosfato

N-acetilglucosamina
1-6-difosfato

—————— [JDP-N-acetilglucosamina
el UDP-N-acetilglucosamina se acumula en las cdélulas.

La glucosa compite con la entrada y metabolismo del aminoazicar de-
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bido a que la glucosamina es transportada y fosforilada por el mismo
sistema.Por esta razdn,si el medio contiene glucosa,como fuente de ener-
gfa se requerird mayor concentracién de glucosamina para obtener un e-
fecto especffico.

Se ha demostrado que la glucosamina y la 2-deoxi-D-glucosa interfie-
ren en la replicacién de virus ARN con envoltura pertenecientes a la
mayoria de los grupos taxondmicos conocidos(27)(30-35).Mientras que
otros virus como VSVo NDV(Estomatitis Vesicular o Enfermedad de Newcastl:
(27) que también contienen glicoprotefnas en su envoltura son poco sen-
sibles,en las mismas condiciones,

La accidén inhibidora de ambas drogas sobre la multiplicacidn de los
virus con envoltura mencionados anteriormente es completamente rever-
sible si se retira la droga en cualquier momento del ciclo viral.Este
hecho implica ademds que 108 compuestos no ejercen un efecto letal so-
bre la célula huésped.

Los numerosos trabajos realizados han permitido establecer que la
glucosamina actda sobre la replicacién viral a través de dos mecanismos
diferentes,dependiendo ellos de la composicidn del medio.

Si el medio contiene glucosa la glucosamina interfiere con la correc-
ta glicosilacién de las protefnas de la envoltura viral(27)(35)(36) lo
que probablemente se deba a la acumulacidén de UDP-N-acetilglucosamina.

Si el medio contiene fructosa o piruvato como fuente de energfa la
glucosamina agota el pool de UTP celular impidiendo as{ la sintesix vira

El mecanismo de la 2-deoxi-D-glucosa difiere algo de la anterior

aunque también su efecto lo ejerce a través de las glicoproteinas de la
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envoltura.Se ha demostrado que la 2-deoxi-D-glucosa reemplaza a los
Zrupos manosa impidiendo la elongacidn y ramificacidn de las cadenas
peptidicas,

la zlicosilacidn incorrecta afecta en distinto grado a los diferen-
tes virus.As{ 1 @1 caso de Influenza,Toga o virus de Sarcoma no hay
prdcticamente formacidén de particulas fisicas o infecciosas,Algo simi-
lar ocurre con el virus Herpes,aunque en presencia del inhibidor se in-
corporan los polipéptidos mal glicosilados y las particulas resultantes
carecen de infectividad.El virus VSV por el contrario no sdlo incorpo-
ra 1las glicoproteinas defectuosas sino que ademds esas particulas man-

tienen su infectividad,

FORMULAS
NH, NHCH,
1) Amantadina 2) Rimantadina
NNHENH, NNHENHz
0 >°
H CH,
3) Isatin beta-tiosemicarbazona 4)N-metilisatin beta-tiosemi-

carbazona
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OH /= / i _c&j
SO, G0

5) HBB 6) Bis-bencimidazol
{0 HC-0
How’ HENH,
(OH HOGH
HCOH | H(-OH
H-0H, H{-OH
- HE-OH
7) 2-deoxi-D-glucosa 8) Glucosamina

a,no modificaron la sintomatologfa caracterfstica de la FHA en el co-
bayo(37).

Algunos afios mds tarde la amantadina se ensayd con éxito frente a
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DROGAS ANTIVIRALES ENSAYADAS EN ARENAVIRUS

En 1969,Coto y c0l.(7)(8) encontraron que la amantadina impedfa la
replicacién del virus Junin en células Vero.Los mismos autores observa-
ron que la amantadina no protegfa a los a los cobayos infectados con la
cepa patégena XJ y tratados oralmente con distintas dosis de droga(?7).
La aceiédn sobre los cobayos fue drdstica ya que 'a amantadina potencid
el curso de 1la enfermedad.Los cobayos tratados con 20mg diarios murie-
ron antes que el grupo control mientras que dosis menores,10 mg por df-
a,no modificaron la sintomatologfa caracterfstica de la FHA en el co-
bayo(37).

Algunos afios mds tarde la amantadina se ensayd con éxito frente a
los virus LCM,Tacaribe,Parand y Pichindé(6)(9) in-vitro.Los sistemas ce.
lulares empleados fueron las BHK(cepa celular de rifién de hdmster bebé)
Yy las L (1fnea continua de fibroblastos de ratén).El mecanismo propues-
to,por estos autores,fue que la amantadina actuaba a nivel de penetra-
cién y no durante la adsorcidn,encontrando también una acoidn inhibi-
dora sobre la liberacidén de los viriones.

La amantadina se ensayé en enfermos de FHA(38),en 108 cuales produ-
Jo alguna mejorfa,disminucién del estado febril,pero su uso no prosperd

debido a sus efectos anfetamfnicos colaterales,

El bis-bencimidazol afeta la replicacién de algunos miembros del grupo
Arenavirus: LCM,Parand{ y Pichindé en células cultivadas in-vitro(39).Lot
estudios se hicieron extensivos a ratones adultos infectados con virus

1.CM.E1 tratamiento con 0,5 mg de droga por dia retrasé el dfa promedio
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Je myerte (25),aunque los animales murieron con una sintomatolosia
caracteristica.Se postuld que el compuesto no actuaria en forma direc-
ta como antiviral sino indirectamente mediante su accidn como inmuno-

supresor(25).

lLos derivados de la tiosemicarbazona iel isatin beta-tiosemicarba-
zona y el N-metil isatin beta-tiosemicarbazona también bloquean la re-
plicacidn de los virus LCM,Parand y Pichindé en células HeLa( linea
continua de carcinoma humano) o en células L(17)(18).Simultdneamente
se encontréd que ciertos cationes bivalentes aumentaban considerable-
mente la actividad antiviral de la N-metil isatin beta-tiosemicarbazo-
na(1?7).El catién mds efectivo fue el idn cﬁprico(Cu+2) cuyz aceidn an-
tiviral se debid a una inhibicidén por contacto directo de la infecti-
vidad.

La administracidn combinada del N-metil isatin beta-tiosemicarbvazo-
na con iones cipricos no produjo una respuesta bien definida ya que en
algunos experimentos los ratones adultos infectados con virus LCM y
tratados oralmente con la mezcla,se recuperaron de la infeccidn mien-
tras que en otros casos los ratones murieron con la sintomatologfa

tipica(40).
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FIE3IE HE¥ISRASICA ARGENTINA

La Piebre Hemorrdgica Argentina (FHA) es una enfermedad endemo-eri-
démica que causa un alto grado de mortalidad entre los pobladores de
una vasta zona agricola ganadera de nuestro pafis.

Los primeros enfermos de FHA se denunciaron a partir de 1943,8in
embargo recién en 1955 se la reconoce como una nueva enfermedad de prc
bable etiologfa viral.Es en ese aflo,cuando ademd{s se describieron las
manifestaciones clfnicas,los sfntomas y su evolucién.

El agente etioldgico de la FHA,el virus Junfn,fue aislado simultd-
neamente en 1958 por dos grupos de trabajo independientes(41)(42) a
partir de sangre de enfermos de un hospital de la zona afectada.

La FHA se caracteriza por producir en el hombre una enfermedad de
variada intensidad causando disturbios renales,hematolégicos y cardio-
vasculares.El perfodo de incubacién oscila entre 8 y 12 dfas,Luego
de una etapa aguda febdril de 8 a 10 dfas de duracién sucede una con-
valescencia prolongada con pérdida del cabello,pero por lo comin sin
secuelas permanentes.Los casos graves presentan manifestaciones neu-
roldégicas y/o hemorrdgicas tales como convulsiones,hemorragia profu-
sas,coma,shock o una combinacion de dichos s8ignos que resulta en la
muerte del paciente dentro de las 48 a 72 hs.El porcentaje de morta-
lidad varfa entre un 10 a un 20 %(43).

En un comienzo la FHA estuvo localizada en un drea geogrdfica re-
ducida (16,000 sz) de la provincia de Buenos Aires y afectaba casi

exclusivamente a los trabajadores rurales en especial a aquellos de-
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dicados a la cosecha de cereales tales como girasol,trigo y mafz,Por
esa razén,la enfermedad se conoce también con el nombre de HMal de los
Rastrojos.A través de los afios esa zona se ha ido extendiendo hacia
el norte y el oeste en cientos de kildémetros(100,000 sz) afectando a
una poblacidn de 1.200,000 habitantes.Esta drea endémico-epidéminca a-
barca las provincias de Buenos Aires,Cérdoba y sur de Santa Fé,

El virus Junfn persiste en la naturaleza asociado a los roedores
silvestres que viven en la zona endémica.Las especies mds numerosas
que habitan esos campos son Calomys musculinus y Akodon azarae.Diver-
sos traba jos han demostrado que animales pertenecientes a esas espe-
cies se encuentran persistentemente infectados con el virus Junfn(&h4),
Estudios mds recientes,de microscopia electrénica,han demostrado que
el virus multiplica en gld€ndulas salivales(45)Los animales eliminan
virus por orina y por saliva.

El tratamiento mds empleado de la enfermedad es la administracidn
de suero de convalesciente.Durante algunos afios se ensayd una vacuna
a virus vivo(46) pero actualmente no estd en uso.Sin embargo indepen-
dientemente de 1a obtencién de una vacuna efectiva,es necesario encon-
trar una droga que permita contrarrestar los efectos de la multipli-
cacién viral en el organismo.El tratamiento con drogas antivirales
serfa mds venta joso considerando que la FHA se caracteriza por pre-
sentar una prolongada viremia y que ademds se cuenta con un buen diag-
néstico precoz.Esta terapfa ayudarfa a disminuir la duracidén y la in-

tensidad de 1a FHA.
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QBJBTINOS

El objetivo de esta investigacidn fue encontrar una droge que inhi-
biera en forma efectiva la multiplicacién del virus Junfn y determinar
su mecanismo.. de accién para luego utilisarla como quimioterdpico en
el tratamiento de enfermos de FHA.Con tal fin se es:udié comparativa-
mente el efecto de la amantadina,rimantadina,2-deoxi-D-glucosa,gluco-
samina y un derivado soluble del bis-bencimidazol(BI) sobre la repli-
cacién del virus en cultivos de células Vero.También se realizaron ex-
perimentos in-vivo utilizando ratones jévenes.

La eleccidén de estos compuestos no fue arbitraria sino que para su
eleccidén se tuvieron en cuenta aquellas drogas que actuaban sobre virus
de composicién o estructura andloga aunque no estuvieran relacionados
serolégicamente,o bien se ensayaron drogas actuantes sobre otros Are-
navirus,

Como se indicé anteriormente la amantadina ya habfa sido ensayada
con el virus Junfn(7)(8),sin embargo se la incluyé para usarla como
referencia en el estudio de su derivado la rimantadina.

Los derivados de la glucosa,la 2-deoxi-D-glucosa y la glucosamina
actian inhibiendo la multiplicacifn de virue ARN con envoltura perte-
necientes a todos los grupos taxondmicos conocidos con excepcién de los
Arenavirus que no habfan sido estudiados.Como las propiedades del vi-
rus Junfn concuerdan con esas caracter{sticasiposser un genoma consti-
tufdo por ARN(47) y una envoltura lipoproteica,se probd la accidn de

ambos compuestos sobre la replicacidn viral.
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£l 31 se eligid por su actividad antiviral sobre el virus LCM v c-
tros integrantes de la familia Arenaviridae a 1a que pertenece el vi-
rus Junfn(49),

En cosideracién a los resultados obtenidos en los primeros ensayos se
selecciond 1a droga de mejor indice quimioterdpico (IQ) para dilucidar
Su mecanismo de accidn in-vitro.Como no existian datos bibliogrdficns
para otros Arenavirus las investizaciones se extendieron a los virus

Pichindé y Tacaribe,.
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AATERIALES Y 1ETPTODOS

CULTIVOS CELULARES

Células Vero: El cultivo celulir empleado en la mayor parte de 103

experimentos fue 1a linea continua de rifidn de monoverde africano,Cer-
copithecus aethiops,denominada Vero.Las células fueron crecidas en ne-
dio de Hank's (solucidn salina tamponada),suplementado con 1% de sc-
lucidn de hidrolizado de lactalbdmina al 5%,con 6% de suero de tarae-
ro inactivado y 50 ug/ml de zentamicina(HLS).T.a 1{nea 3e mantuvo median-
te uno o dos repiques semanales en dicho medio y se 1as utilizd entre
los pasajes 250 a 320,.E1 medio de mantenimiento utilizado fue,en alcu-
‘'nog casos,el mismo de crecimiento(HN.S),mientras que en otros experi-
mentos se usd el medio de Xagle conteniendo 3% de suero de ternero -
nactivado y antibidticos.

Células RK13: La lfnea continua RK13 de rifidn de conejo fue creci-

da en medio 199 suplementado con 10% de suero de ternero inactivado v
1la migma concentracidn de gentanicina que el medio HI,3.Estas células s=»
mantuvieron en el laboratorio por repiques semanales de la misma for-

ma que las células Vero.

VIRUS

JUNTN: Se utilizd la cepa atenuada denominada XJC13(50),1a prototi-
po XJ(41) y 1a cepa Vones Cazdén(51),mantenidas todas ellas por pasaje=z

aucesivos en cerebro de ratdn lactante.los titulos da 1os stocks de las

7 6

distintas cepas fueron de Qx108:1x10 11x10° UFP/ml respectivamente,
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TACARIE1Se trahaid con cepa TRIV 11573 crecida en cerebro de -a -

lantante.£1 tftulo del stock fue de 6x10’ UFP/ml.
PICHINDE: Se empled la cepa An-3839 mantenida por pasajes sucesivos

en cerebro de ratdn lactante.El t{tulo del stock fue de 2x107 UFP/m1,

PREPARACION D< STOCKS DE T.0S VIRUS JUNIN,TACARIBE Y PICHINDE

Los stocks de los distintos virus se prepararon en cerebro de ratd-
lactante para lo cual ratones albinos suizos se inocularon intracere-
bralmente con 1x10° D150 para ratén de virus Junfn (XJ,XJC13 O ¥ones
Cazdn),o0 de virus Tacaribe o de virus Pichindé.lLos animales se sacri-
ficaron al séptimo dfa después de la inoculacidn,cosechdndose 1los cere-
bros.Luego se prepard un homogeneizado al 10% de cerebro de ratdn en
solucién de buffer fosfato suplementado con 10% de suero de ternero i-
nactivado y antibidticos.E1l homogeinizado se centrifugd a 12,500 « du-
rante 1 hora utilizdndose el sobrenadante como fuente de virus(47).Los
stocks se fraccionaron y se conservaron a -70C.l.a infectividad de ca-
da uno de ellos se determind por la técnica de formacidn de placas ba-

jo azar.

COMPUESTCS QUIMICOS

l.0s compuestos quimicos utilizados fueron:
-Sal soluble del (S,S)-1,2-bis(5-metoxi-2-bencimidazolil-1,2-etandiol)

que se denomind BT,fue obtenido de Abott laboratories,cddiao comercial

A3753
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~2-deoxi-D-xlucosa, fue adquirida en Signa Chemical Company
- #lucogamnina-ClH, fue adquirida con fines comparativos en distintos
laboratoriog: K&K l.aboratories,Plainview,NY ;Sigma Chemical Company
y Pfanstich Laboratories,Alemania,
-amantadina-C1H,Virasol, fue obtenida de los Laboratorios Phoenix.

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

La solucidn de 31 se prepard estérilmente en medio de Eagle suple-
mentado con 3% de suero de ternero inactivado y antibidticos,diez ve-
ces mds concantrada antes de ser usada.lLas soluciones de 2-deoxi-D-
zlucosa y glucosanina se prepararon @,1 M en agua destilada y se es-
terilizaron por filtracidn a través de membranas Millipore.Estas so-
luciones se guardaron a 4% hasta su uso.Los medios conteniendo las
distintas concentraciones de ambos compuestos se realizaron de tal mo-
do que su composicidn final resultd igual a 1a del medio control.lLas
soluciones de amantadina y rimantadina se hicieron en medio de Eagle

suplementado con suero y antibidticos antes de usarse.

DROGAS RADIACTIVAS

Para la marcacién del dcido ribonucleico celular (ARN) se empled
3H-uridina cuya actividad especifica fue de 35 uCi/mi.La 35S-metio-
nina se utilizd para la marcacidén de las proteinas celulares,siendo
su actividad especffica de 489Ci/mM.Ambos radioisétopos fueron obte-

nidos de New England Corporation.



21."
DETERMINACION DE LA INFeCTIVIDAD

Todas las muestras de virus provenientes de sobrenadantes o extrac-
tos celulares ge titularon en células Vero por registro de la accidn
citopatéaénica (ACF) o mediante el método de unidades formadoras de
placas bajo agar(UFP).

TITULACION POR OBSERVACION DEL EFECTO CITQPATICO:Los cultivos de

células Vero crecidos en tubos de ensayo se infectaron con diluciones
apropiadas de cada muestra viral.El indculo se dejd adsorber durante
1 hora a 37C.Al finalizar la adsorcidon se descartd el indculo y los
cultivos recibieron 1 ml de medio de mantenimiento.Siempre se utili-
zaron cuatro cultivor por Jiiuciédr,Durante 10 dfas se onservs el etec-
to citopdtico producido por el virus en los cultivos.l.os resultados
se regisiraron diariamente cuantificdndose la ACP de 1 a 4 de acuer-
do a escalas pre-establecidas,correspondiendo el valor de 1 al 25%
del tejido con alteraciones caracterfsticas,2 al 504,3 al 75% y % al
100%.A partir del 50% se considerd ACF positiva.Se calculd la dosis
infectante cincuenta (DICT50) para cultivo de acuerdo al método de
Reed y Milench(52).

TITULACION_POR_EL METODO_DE UNIDADES FORMADORAS Dif PL.ACAS:Las mono-

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

similar a la descripta en el método anterior.tl indculo se dejé adsor-
ber durante 1 hora a 37C con agitacidén suave cada 195 minutos.Luego de
la adsorcidn se retird el virus no adsorbido y las células se lavaron
con buffer salino fosfato (PBS).Inmediatamente las células se cubrie-

ron con una capa de agar nutritivo y se incubaron a 37C durante una
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semana.Transcurrido ese tiempo los cultivos se fijaron con una solu-
ciédn de formaldehido al 10% durante 20 minutos,retirdndose luego la
capa de agar.Seguidamente las células se tifieron con una solucidn de
cristal violeta al 1% durante 20 minutos.Se contd el nimero de placas
obtenidas para cada dilucidn y el tftulo se calculd teniendo en cuen-
ta el volumen del indculo y la dilucidén.Los resultados se expresaron

como UFP/ml.

REACCION DE NEUTRALIZACION

PREPARACION DE INMUNOSUEROS ANTI-VIRUS JUNINi:Se prepararon inmuno-

gueros especificos anti-virus Junfn inoculando conejos con los sobrena-
dantes purificados de las células Vero infectadas con la cepa XJC1l3.
Los cultivos infectados a una multiplicidad de 0,5 UFP por célula se
incubaron con medio HLS conteniendo 10 »Mde glucosamina o en medio HLS
8élo.A las 24,48 y 72 hs pi se cosecharon los sobrenadantes,los que se
purificaron de acuerdo a procedimientos ya descriptos (53)(54).E1l pro-
ceso de purificacidn comprendié los siguientes pasos: a)centrifugacidn
a baja velocidad para separar los restos celulares y las células muer-
tas. b)precipitacidn con igual volumen de una solucidén saturada de
SOU(NHQ)Z en buffer TES(Tris-Cl1H 0,0iM,EDTA 0,001M y ClNa 0,1M) duran-
te 30 minutos a 0°C ¢)separacidn del precipitado por centrifugacidn

a 12,000 rpm durante 20 minutos en una centrifuga Sorvall y posterior
lavado del mismo con una solucidn al 50% de saturacidén de Sou(m’“&)2
en TES., d)disolucidén del precipitado en TES y centrifugacidén en las

nismas condiciones, e)ultracentrifugacidén en gradiente discontinuo de
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3acarosa de 15-60% a 25.000 rpm durante 4 horas(rotor 3w 27 Ultracentri-
fuga Beckman modelo L-2). f)cosecha de la interfase en la que se en-
cuentra el virus purificado.

Lstos antfgenos purificados se inocularon en conejos New Zeland
white,El esquema de inoculacidn consistid en administrar semanalmente
por via endovenosa tres dosis de 0,8 ml de cada uno de los antigenos.

A los 45 dfas de finalizada la inmunizacidén se sangraron los animales

y los sueros se mantuvieron estériles a -20°Chasta su titulacidén.Se de-
nomind inmunosuero C al obtenido por inmunizacién con los sobrenadan-
tes purificados de los cultivos infectados en ausencia de la droga e in-
munosuero G al resultante de inocular con los sobrenadantes purificados
de los cultivos infectados y tratados con la droga.

ENSAYO DE NEUTRALIZACIONil,os anticuerpos neutralizantes de los inmu-

nosueros especificos anti-virus Junfn se midieron por la técnica de re-
duccidén de placas bajo agar o por inhibicidn de la ACP.Los inmunosueros,
preparados como se describid en el pdrrafo anterior,se inactivaron a

56 °Cdurante 30 minutos,luego se diluyeron al medio desde 1:5 hasta 1180
en medio de mantenimiento.Cada dilucidén se mezclé con 100 UFP de virus
Junin,cepa XJC13 y se incubaron a 37C durante 1 hora.3imultdneamente se
incubaron mezclas controles de virus con inmunosuero normal de conejo.
Al finalizar la neutralizacidén se midié la infectividad residual por

el método de unidades formadoras de placas o por ACP.Los resultados ob-
tenidos se expresaron como porciento de neutralizacidén,haciéndose el
cociente entre el titulo de la serie tratada con inmunosuero anti-virus

Junin y el titulo de la serie tratada con el inmunosuero normal de cone-
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jo.Se considerd neutralizacidén positiva para el método de placas a una
reduccidén en los titulos de 80% o mds y para el método de ACP una re-

!

duccidn de dos lozaritmos(55)

AICROSCOPIA DE FLUQRESCENCIA(IF)

Los antigenos citoplasmdticos sintetizados en los cultivos de célu-
las Vero infectados con la cepa XJC13 se determinaron por la técnica
indirecta de IF (56).Las células normales e infectadas a distintas mul
tiplicidades,con y sin tratamiento con glucosamina se estudiaron a las

24,48 y 72 hs pi.Las células fijadas con acetona a 4C se hicieron reac

cionar primero con anticuerpos especfficos anti-virus Junin(suero ae
convalesciente o l1iquido ascitico de ratones hiperinmunes) y luego con
gama-glubulina humana o de ratén conjugada con isocianato de fluores-
ceina a temperatura ambiente(20-25C).Después de cada reaccidn los cu-
bres se lavaron dos veces con PBS.Finalmente se montaron con Elvanol

y se examinaron en un microscopio Zeiss con equipo de iluminacién para
fluorescencia EPI.

Para detectar el antfgeno de superficie se incubaron los diferentes
cultivos con el inmunosuero especifico y luego se fijaron con una solu-
cién de tormaldehido al 10%(57);La reaccidn se continué en forma simi-
lar a la anterior.El porcentaje de células fluorescentes se determind

contando 500 células por cultivo.
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AICROSCOPIA ELECTRONICA(ME)

La presencia de partfculas fisicas se determind por ¥E en células
Vero infectadas con 12 cepa XJC1? a alta multiplicidad de infeccidn.
A las 24,48 y 72 hs pi se fijaron 1os cultivos con una solucidn de
zlutaraldehido al 2% en buffer fosfsto a 4C.Tuezo de 12 horas de la-
vadn en dicho buffer se trataron con tetrdxido de osmio al 1% en bu-
ffer.Finalmente »1 material se# incluydé en Araldita y se cortaron sec-
ciones ultrfinas con un micrdtomo LKB,coloredndoselas con citrato de
plomo y acetato de uranilo.Los cortes se analizaron en un microscopio
Philips 200 operado a 60 Kw.[,as conclusiones se sacaron luego de obser-

var 500 células,infectadas con y sin tratamiento con glucosamina,

PUREZA DE 1.03 CQIMPUESTOS

En todos los casos las drogas se utilizaron tal como habian sido
provistas por los laboratorios con 1la excepcién de 1la glucosamina que
fue sometida a un and1isis risguroso para descartar la presencia de ca-
tiones contaminantes tales como Mn,Fe,Co,Ni y Cu qua actdan poten-
ciando el efecto de algunas drogas inhibidoras de 1a multiplicacidn
del virus LCM(16)(17).E1 estudio comprendid la determinacién del po-
der rotatorio,el ensayo de glucosaminas de distinto orizen comercial
v un andlisis por absorcidén atémica.

DETERMINACION Dil, PODER ROTATORIQ:iCon el objeto de estudiar la pu-

reza de 1a glucosamina se determind el poder rotatorio de la misma.
Para 1o cual se prepard una solucidn en un matraz de peso conocido.

ina cantidad de 23,5 mg de glucosamina se disolvié en 3,865 dm3 de
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agua destilada.lLa solucidn se dejé estabilizar a temperatura ambiente
y las lecturas se realizaron a 1las 24 horas.las mediciones se efec-
tuaron en un polarfmetro automdtico Parker calculdndose el poder ro-

tatorio por 1a siguiente férmula:

o= leclura_x.yeluneo.
masa x long, tubo

.08 valores ontenidos con 1a solucién problema fueron:
0,43010,431;0,43310,435 v 0,429
Con e1 promedio de las lecturas (x=0,432) se calculd el valor de
A =71,1,Este valor es bastante prdximo al valor tedrico & =72,540,9,
por 1o que en primera aproximacidn se pudo asegurar que el compuesto e-
ra glucosamina aunque adn no se podfa descartar que estuviera conta-

minado con trazas de impurezas,

ENSAYO DE GLUCOSAMINAS DE DISTINTO ORIGEN COMERCIAL:Una segunda for-

ma de encarar el problema de los contaminantes de la droga consistid
en probar simultdneamente la actividad bioldgica del compuesto de tres
marcas diferentes,las que se detallaron en pdrrafos anteriores.Con e-
se fin se midié el rendimiento viral en presencia de 16mi de las tres
glucosaminas luego de 24 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 influyd en la

efectividad.

ANALISIS DE LA GLUCOSAMINA POR AB3QRCION ATOMICA:5i bien los méto-

dos anteriores permitian suponer que el efecto observado se debia a 1la
droga ninguno de ellos aseguraba la ausencia de cationes bivalentes en

la solucién de glucosamina,Por esa razdn se la analizd por absorcidn
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atémica.Estas experiencias se realizaron en la Comisién de Energia A-
témica.Fue necesario preparar una solucién testigo que contuviera los
cationes buscadosila concentracidén de los mismos fue de 2ppm(partes

+2 y Zn+2 en agua destilada.Se midid

por millidn) de Fe+2.Co+2.Ni+2.Cu

comparativamente la absorbancia de la solucidn testigo y la muestra pro

blema,que consistid en una solucién 0,5M de glucosamina.las lecturas

se hicieron en un equipo marca Jarrell-Ash modelo MBAA 82-529(Tablaz2).
Con estos resultados se concluyd que la droga utilizada era glucosa-

mina y que no estaba contaminada con cationes bivalentes.

TASLA 1 1 Produccidn de virus infeccioso en presencia

de glucosaminas de distinto oricen comernrial.

Compueston g Rendimiento viral ’;
E (UFP/m1) i
[ niﬁéuﬁo. - % 2,5 x 103 i
glucosamina A*'’ 1 {5 i
glucosamina B*''* : & :
2lucosamina C'' ' i (5
. R S

' determjnado a 1as 24 hs pi
'* K%K laboratories

** Pfanstich Tahor2tories

'*' Siema Chemical Co



Tabla 2 : Determinacidn de cationes por

Absorcidn Atdmica.

catidn Concentracidn
. Apgm)
Fe'? 0,0003
cu'e 0,001
nit2 0,003
o e 0,0006
Zn 2 0,008
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TOXICIDAD DE LOS COMPUESTOS

A los efectos de utilizar las drogas dentro de los mdrgenes no tdéxi-
cos8 para los cultivos se sometieron los mismos a los siguientes proce-
dimientos:

DETERMINACION DE LA MAXIMA CONCENTRACION NO TOXICA PARA LAS CELULAS:

Cultivos de células Vero de 72 horas se incubaron con medio de Eagle con-
teniendo concentraciones crecientes del compuesto en cuestidn durante 24,
48,72 y 96 horas.Se utilizaron tres cultivos por cada concentracién en-
sayada,las que variaron segin el compuesto.Para el BI se probaron 1315310}
204503753100 y 200 ug/ml.Para amantadina y rimantadina se ensayé dUnica-
mente 40 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 (,8;4,0:8,0 y 16
mM y para la segunda de 1;5310 y 20 mM.Los cultivos se observaron dia-
riamente al microscopio dptico comparando su morfologia con cultivos nor-
males no tratados.Se considerd efecto téxico a la presencia de células
redondas sobre la monocapa(necréticas),a las células en el sobrenadante,
a las varlaciones de pH anormales y/o al desprendimiento de las células
de 1a monocapa.

DETERVINACION DE LA VIABILIDAD CELULAR: La viabilidad celular se de-

termind por la prueba de exclusidn del azu) tripdn(58).Las monocapas de
células Vero tratadas con las distintas concentraciones de inhibidor se
dispersaron con tripsina-EDTA al 0,25% en PHS de acuerdo a técnicas ya

descriptas(58).Las c€élulas se suspendieron en medio HLS mezcldndose con

azul tripdn al 5%.luego de 30 minutos de incubacidn a temperatura ambien-
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se sembrd§ con pipeta Pasteur una cdmara de Neubauer.

El nimero de células vivas,incoloras, y el nimero de células muertas
azules, se determinaron contando las células de los cuadrados de los
vértices.Se realizaron ocho lecturas por cultivo.El promedio de las
lecturas multiplicado por el volumen de la cémara(lou) did 61 nimero de

células vivas o muertas por mililitro.

ESQUEMA DE DETECCION DE LA ACTIVIDAD DE LAS DROGAS SOBRE LA MULTI-

PLICACION VIRAL

Para determinar el efecto de las drogas sobre la replicacién viral
se recurrid a distintos procedimientos como seriefecto sobre la repli-
cacidn,sobre el rendimiento y ademd€s 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.

EFECTO SQOBRE LA REPLICACION VIRAL:En este caso,la actividad antivi-
ral se evalud cualitativamente observando la evolucién del efescto ci-
topdtico que el virus produce en la célula huésped.Para medir la accidn
citopatogénica del virus Junin en presencia de los inhibidores se in-
fectaron 108 cultivos con la cepa XJC13.Después de 1 hora de adsorcidn
se retird o1 inédculo y las células se lavaron una vez con PBS,Inmedia-
tamente se agregd medio HLS con y sin droga.Las concentraciones proba-
das fueron las resultantes del ensayo de toxicidad.Experimentos reali-

zados con LCM habian demostrado un mayor efecto del BI al pretratar los
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cul tivos durante 24 horas con el inhipidor (39),por esa razdn se repi-
tiéd el ensayo en esas condiciones.l.os medios de mantenimiento se reno-
varon cada 443 horas.Jl,os cultivos se observaron diariamente al microsco-
pio registrdndose las alteraciones producidas.la ACP se cuantified de
1 a 4 como se describid en la titulacidn por efecto citopdtico.A par-
tir del 50% se considerd ACP positiva.,

EFECTO SOBRE [E7. REMDIMIENTO VIRAL:Por medio de esta técnica se cuan-

tificd la capacidad inhibidora de los compuestos.Para medir el rendi-
miento viral las células se infectaron en forma similar a la descripta
en el pdrrafo anterior.Los cultivos infectados tratados y sin tratar se
incubaron a 37 °C durante 48 horas,al cabo de ese tiempo 3s cosecharon
los sobrenadantes que se mantuvieron a -70 °C hasta su titulacidn por
la técnica de LFP.3imultdneamente ge determind el virus asnciado a las
células.Para ello,a 108 tiempos indicados,se lavd 1a monocapa y las cé-
lulas se sometieron a dos ciclos de congelado y descongeladn.iil extrac-
to celular :s8i obtenido se centrifuzd a baja velocidad para eliminar

restos de membranas y células enteras,.k)l sobrenadante se tituld por UF?

CURVAS DE CRECI 1IEVNT) DT, VIRUS EN PRISKICTA Y AUSEICYA Do TAS DR0G4

Las curvas de crecimiento permitieron deterninar el afecto de las dro-
Zas sobre ciclos multiples del virus y conncer el agrado de inhibicidn

de 1os compuestos.lAa curva de crecimiento del virus Junin se estudid er
presencia de las concentraciones &ptimas da cada inhibidor.El esquema ¢

infeceidn fue el nismo que se aplicd en la determinacidén del efecto so!
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la replieracidn viral,Para determinar el virug libaradn aspantineamente
s5e Sasaron alicuotas a 1as 24,48,72 y 96 hs pi.L3a titnlacidn de las mie

mas Se realizd por FI' o ACP sesin nonviniara,

DETERMTNACION DET. HFECTOQ Nif TA STUCOSAMTINA SCHRE TA STVYIESTS NE T.AS

MACRNMOLECULAS DET. (NS PED

Se determind »1 efecto de 12 nresencia de 16 m des olucosamina sobre
12 g{ntesis de dridn ribonucieico y protefnas en c€lulasg Vero infectads
con virus Junin,

INCORPORACTICON DiE JH-Ii<IDIVA :Cultivos confluentes ds células Vero s

infectaron con 1a cepa XJC13 como se describid en pdrrafos anteriores.
L.os cultivos infectadoa =e incubaron en medio HIS sin Aroza durante 24
horas,Trangcurrido ese tiempo se reemplazd el medin de 103 cultivos no
medio HLS conteniends &% de suero de ternero dializado,16 mv de glucos
mina y 0,58 ufi Ae 3H-nrid1qa.A las 4,8 y 24 horas subsiguientes se de-
tuvo 13 incorporacidn y los cultivos se lavaron tres veces con PBS fr{
Tos cultivos se econcelaron con 1 ml de agua destilada para facilitir s
ruptura posterior.Al degsconcelar se azrezd otro mililitro de agua y se
precipitd con una solucidn de TCA(Leidn tricloroacético) a1 50%.Bl pre
cipitado se filtré sobre discos de papel y se 1avd con una solucién de
TC4 a1 10%,Tos discos sSecoS se cnlacarcon an 10 ml de mezcla PPC=-POPOF-
tolueno y 1a radiactividad se midid an un contador Packard.l.os cultive
normales con y sin tratamiento con droza se procesaron simultdneamente
de 1a misma manera.Ta concentracidn de protefnas se determind por el

método de Towry (59). Ta incorporacidn se calculd como cuentas(Cr)
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por minutos por miligramo de protefna.

INCORPORACTION DE 35S-METIONINALos cultivos infectados se incubaron

con medio de Eagle conteniendo 3% de suero de ternero inactivado y dia-
1izado y 16mM de glucosamina,la marcacién se realizd mediante pulsos

de una hora a los tiempos 0,3,7 y 23 hs pi.Cada cultivo recibié 84 uCi
de 3SS-metionin&t.La incorporacién en la fraccidén dcido precipitable se

determind una hora después como se describidé en el pdrrafo anterior.

ANIMALES : Se usaron ratones albino suizos criados en el bioterio
de "Microbiolozia de 1a Facultad de Ciencias Kxactas y Naturales,

Los ratones lactantes se inocularon por diversas vias de acuerdo
al esquemg de trahajo.l.os ratones de 20 d{as de edad se anestesiaron
levemente antes de ser infectados recibiendo un inéculo de virus de
0,02 ml por via ic.Todos los animales infectados fueron observados
diariamente registrdndose la evolucidén de 1os pesos y 1os sintomas de

enfermedad o muerte,



RESULTADOS

ANALISIS COMPARATIVO DE LA ACTIVIDAD ANTIVIRUS JUNIN IN-VITRO DE

LOS SIGUIENTES COMPUESTOS:AMANTADINA,RIMANTADINA,2-DEOXI-D-GLUCOSA
GLUCOSAMINA Y BT

Tal como se eaquematizé en Materiales y Métodos,la actividad antivi-
ral de cada compuesto se establecid con la realizacién de distintos ex-
perimentos.Las alteraciones observadas en 1a evolucidn del efecto cito-
pdtico (ACP) sirvieron como ensayo orientador del probable efecto inhi-
bidor,mientras que la valoracidn de los rendimientos virales y las cur-
vas de crecimiento del virus en presencia y ausencia de los mismos per-

mitié cuantificar la capacidad antiviral de las drogas.

Toxicidad de los compuestos para la célula huésped.

A fin de establecer la cantidad mdxima de cada compuesto compatible
con la viabilidad celular se procedié como se indicé en Materiales y
Métodos.

lLa concentracién del clorhidrato de amantadina probada fue de 40ug/m)
ya que ésta,de acuerdo a datos ye publicados,era la mayor concentracién
no téxica para los cultivos de células Vero(7).Por analogfa para la ri-
mantadina,un derivado de la amantadina,se e1igid la misma concentracién
de 40 ug/ml.Para las otras drogas,2-deoxi-D-glucosa,glucosamina y BI,se

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

Las monocapas tratadas con amantadina no presentaron manifestaciones
t8xicas auin después de 96 horas de incubacidn a 37C.No ocurrid lo mis-
mo con las de rimantadina que a partir de las 72 horas de iniciado el
tratamiento presentaban un mayor nimero de células muertas en el sobre-
nadantejeste efecto se acentud a las 96 horas.

La incubacién con 200 ug/ml de BI produjo a las 48 horas la muerte
de los cultivos lo que se caracterizé por redondeamiento celular y des-
pesue de la monocapa.las concentraciones restantes,ain la de 100 ug/ml
no mostraron un efecto nocivo para las células,

La glucosamina no indujo cambios morfoldgicos detectables por micros-
copfa éptica con ninguna de las concentraciones probadas,hubo sin embar-
go una disminucién del metabolismo celular que se detscté por el mante-
nimiento del pH del medio.Casi similar fue el comportamiento de los cul-
tivos tratados con 2-deoxi-D-glucosa,excepto que con la concentracidn de
20 mM se observé,a partir de las 72 horas,un ligero efecto tdxico demos-
trado por el redondeamiento de algunas células de la monocapa.

La técnica de exclusién de colorantes vitales permitid cuantificar
el porcentaje de células viables,

El recuento celular se efectud en cultivos tratados con BI y glucosa-
mina,eligiéndose,de acuerdo a los resultados de la observacidén microscé-
pica,las concentraciones de 75 ug/ml de BI y 16 mM de glucosamina.

Los resultados obtenidos,de acuerdo a la técnica descripta en Mate-

riales y Métodos se resumieron en las Tablas 3 y 4.

Como se obaerva en la Tabla 3 la incubacidn con 75 ug/ml de BI no mo-
dificé el nimero de células viables ain después de 120 horas de trata-

miento,
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Los cultivos normales duplicaron el nimero de células a las 48 hs.
Este efecto no se observd en las monocapas de células Vero tratadas
con 16 mM de glucosamina sin embargo se mantuvo la viabilidad celular,
estos resultados coincidieron con las observaciones anteriores que indi-
caron una reduccidn en el metabolismo celular,
En la Tabla 5 se resumen los valores limites de concentracién selec-

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

Tabla 3: Determinacidn del nimero de células viables
en presencia de 75 ug/ml de BI,

o ——— o
CONCENTRACION Dfa 1 Dfa 5
ug/ml N cé1/ml N cé1/ml
0 2,2 x 109 1,8 x 10°
75 2,3 x 10 1,9 x 10°
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Tabla 41 Determinacidn del nimero de células viables

en presencia de 16 mM de glucosamina,

CONCENTRACION Dfa 1 Dfa 2
mM N cél/ml N cél/ml
e et P— I e — =
0 2,0 x 1o6 3,8 x 1o6
16 1,7 x 10° 2,2 x 10° |

Tabla 5: Concentracidén mdxima de cada droga
compatible con la viabilidad celular.

e s e e —_—

DROGA | CONCENTRACION
MAXIMA NO TOXICA

= — e e <ot} SR — == e

Amantadina ' 40 ug/ml.
Rimantadina 4o ug/ml
|
BI 75 ug/ml i
|
2-deoxi-D-glucosa 10 mM ?

Glucosamina 16 mM ‘
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Efecto sobre la replicacidn viral.

El virus Junfn multiplica en distintos sistemas celulares (60) (61)

(62) produciendo en algunos de ellos (células Vero) modificaciones mor-
foldgicas caracter{sticas que se denominan efecto citopdtico (62). La
alteracién que el virus induce en la célula huésped sirve para detectar,
jdentificar y cuantificar a los distintos agentes virales.£]1 tiempo de
deteccién de estos efectos depende del sistema virus-célula huésped, del
nimero de partfculas y de las condiciones de infeccién.

La avolucidn de la accidn citopatdgena (ACP) de los cultivos tratado
e infectados con los distintos inhibidores se estudid en forma compara=-
tiva con cultivos infectados sin tratamiento. Las células Vero infectada
con virus Junin presentan un perfodo de latencia de aproximadamente 30
horas en el cual no se observa ningin cambio, sin embargo, entre las 48
y 72 hs. p.i. aparecen c€lulas redondas, mds oscuras solas o en pequefios
grupos (3 6 4 células) distribuidas sobre la monocapa. A las 72 horas
este efecto es mds notorio ya que los pequefiog grupos forman focos bien
visibles de células redondas y oscuras, observdndose algunas células
muertas en 1los sobrenadantes. A las 96 horas la ACP se generaliza obser-
vdndose casi la totalidad del tejido modificado.

Las monocapas de células Vero infectadas con virus Junin 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 aparecid la ACF notdndose un ligero efecto
inhibidor de la rimantadina puesto de manifiesto por la reduccién 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 mds notoria ya que los primeros focos
ge observaron a las 96 hs., p.i.

En el estudio de 12 evolucién de la ACP en presencia de distintas con-
centraciones de BI los cultivos se pretrataron durante 24 horas para ob-
tener una mayor eficiencia del compuesto, como se habfa demostrado para
LCM (39). E1 tratamiento con 53 10 y 20 ug/ml de BI no modificé el tiempc
de aparicién ni la intensidad de 1a ACP. Sin embargo concentraciones ma-
yores que 50 ug retrasaron en 2 dfas la ACP sugiriendo un efecto inhibi-
torio sobre la replicacidén viral.

Los tratamientos realizados con las distintas concentraciones de glu-
cosamina mostraron la ausencia total de efecto citopdtico al tratar con
dosis superiores a 4 mM,

Conly 5 mM de 2 deoxi-D-glucosa se observé la misma evolucidn de la
ACP que en los cultivos controles. Para concentraciones mayores que 10 mV
8e aprecid un retraso de 2 dfas mientras que con 20 mM fue diffcil detec-
tar esta diferencia debido a 1la toxicidad exhibida por la droga como se
vié en loe 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 ©: Determinacidn del grado de efectividad

de los compuestos,

!

COMPUESTO CONCENTRACION GRADO DE
EFECTIVIDAD'

Amantadina 40 ug/ml regular
rimantadina 40 ug/ml bueno i
BI 50 a 100 ug/ml bueno j
|
2-deoxi-D-glucosa 10 mM bueno i
i
' glucosamina b4 a 16 mM muy bueno %
! i

{

Determinado en funcidn de la evolucidn de la ACP de los cultivos infec
tados y tratados con los diferentes compuestos en comparacidn con cul=-

tivos infectados sin tratar.
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Etecto sobre el rendimiento viral.

Los ensayos preliminares serfialaron la mayor efectividad de algunos
de 108 compuestos, sin embargo no es posible cuantificar su accién en
esta forma., Por tal motivo se decidid establecer con mayor exactitud el
efecto de cada uno de ellos sobre 1a multiplicacidn del virus Junin. La
determinacidn de los rendimientos virales permitid, ademds la eleccidn
de la concentracién éptima Ae cada drogun en basa a su afecto antiviral,

El1 rendimiento de virus Junin producido después de 48 horas de incubsz
cién con las concentraciones comprendidas dentro de 1os valores no téxi-
cos se realizd como se describid en Materiales y Métodos. Cada punto
representa el cociente entre el titulo obtenido en presencia de una dete
minada concentracién de inhibidor y el tftulo obtenido sin tratamiento.

Como puede observarse la 2-deoxi-D-glucosa, el BI y la glucosamina
presentaron un efecto inhibidor que fue dependiente de la concentracidén
o 8ea que cuanto mayor fue la dosis empleada menor resultd la producciér
de virus, El1 grado de inhibicién mostrado por cada uno de ellos fue di-
ferente, as{ las mayores concentraciones de BI (75 y 100 ug/ml) redujerc
en un logaritmo 1a replicacidén viral, mientras que concentraciones meno-
res o iguales que 40 ug/ml carecieron de efecto.

Conly 5 mv de 2-deoxi-D-glucosa no hubo en los tftulos una reduccic¢
significativa, sin embargo con 10 mM ésta fue de un logaritmo y con 20m
se acentud la inhibicién alcanzando un valor de 99% ( 2 logaritmos).

A partir de 4 mV de glucosamina, todas las concentraciones ensayadas
produjeron una marcada disminucidn del rendimiento viral. El tratamientc

con 16 mifl de glucosamina no permitid detectar particulas infecciosas en
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los sobrenadantes de 10s cultivos infectados indicando que no habria
formacidn de viriones. iEsta dosis (16 mM) redujo &1 titulo en un 99,99
(4 logaritmos).

El rendimiento viral en presencia de 40 ug/ml de amantadina o rimanta.
dina fue prdcticamente idéntico al valor del control.

De acuerdo a estos resultados se selecciond la concentracién de cada
compuesto de mdximn sfecto inhibitorio y mfnima toxicidad para el sistem:
cé€lulas Vero-virus .Junin.

las concentraciones de 75 y 100 ug/ml de SI produjeron el mismo nivel
de inhibicidén por lo que se prefirié trabdajar con la menor de ellas, La
concentracidén de 2-deoxi-D-glucosa elegida fue de 10 mM ya que si bien
la concentracién de 20 mM produjo una reduccidén mayor en el rendimiento
viral, en algunas experiencias se observé un ligero efecto téxico. La
ausencia de toxicidad de todas las concentraciones de glucosamina ensaya.

das permitid elegir la de 16 mi.
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Curva de crecimiento de virus .Jun{n en presencia de los distin-

tos compuestos.

Luezo de saleccionar 1as concentraciones dntimas de cada inhibido:
ge decidid investisar el efecto dm las mismas sobre varios ciclos
multiples 4e renlicacidn virail,

las curvas de multiplicacidn del virus Tunin #n prresencia de 40 u:
ml de amantadina o rimantadina,de 75 ux/ml de B7,d= 10 m¥ de 2-daoxij-
N-clucosa v 16 w4 de clucosarina se realizaron como se detalld en ma.
rerizles y métodns,

fn 1a Figur2 TT se represantaron 10= resultados obtenidos en rre-
asqcia de 40 ye/m)l de amantadina o rimantadina.

las curvas obtenidas en presencia de amantadina o rimantadina(cur-
vag inferiores no difirieron significativamente de 1a del control.cs
resul tados concordaron con 1a ohservacién de 1a evolucidn de) efecto
citopdtico de 10s cultivos infectados y tratados con ambas drogas.

Fa l1a Figura II] se presentaron comparativamente las curvas de cr
cimiento del virus Junin en presencia y ausencia de BI,

Bl virus Junin replic§,aunque en menor grado,en presencia de 75 u:
ml de BT.la inhibicidn observada a las 24 horas fue de 1 logaritmo,
1a que se hizo mds evidente a las 96 horas alcanzando un valor de
99,9% (3 lo<aritmos).

Ta Figura TV mnuestra 1as curvas de crecimiento en presencia de

16 "M de clucosamina y 10 mf de 2~deoxi-D-glucosa.
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De 1a forma de las curvas se dedujo que en presencia de glucosamina

no hubo replicacidn viral.Los niveles de inhibicidn alcanzados variaror
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 Junin
fue en las primeras horas similar a la del control,sin embargo a las
48 hs pi se observé un 92,5% de inhibicién alcanzando a 1as 96 hs pi
un valor de 99, 04%.

De acuerdo a estos resultados se puede concluir que el rendimiento
extracelular del virus Junfn resultd afectado significativimente en
presencia de BIl,2-deoxi-D-glucosa y glucosamina,no ocurriendo lo mis-

mo con la amantadina o rimantadina.
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Accidn del BI;2-deoxi-D-glucosa y glucosamina sobre la sintesis de

virus asociado a las células

il e

A fin de establecer si el bloqueo de la replicacidn viral observada
en presencia de los inhibidores ocurrfa en la etapa de brotacidn,se de-
termind la sintesis de virus asociado a las células en presencia o au-
sencia de los compuestos como se describid en Materiales y Métodos.

Los resultados obtenidos se detallaron en la Tabla 7

Tabla 7: Rendimiento de virus asociado a las células en

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

e G ——
COMPUESTO CONCENTRACION TITULO | % DE INHIBICION
A LAS 48 HS PI
0 2 x 107 0
BT
75 ug/ml 2 x 10° 90
0 3,4 x 106 0
2-deoxi-D-glucosa
10 mM 2,0 x 10° 15
|
| 0 5 x 10%(1) 0
glucosamina ] :
| 16 mv | <s 99,99
' |

e - S PSS || S — S| S—

(1) el rendimiento se determind a las 24 hs pi.



50, -

La reduccidn del rendimiento de virus asociado a las células obser-
vado en presencia de BI o glucosamina fue similar a 1a que ocurrid con
el virus liberado espontdneamente,

Los porcentajes de inhibicidn alcanzaron un valor de 90%, un loga-
ritmo,para el BI y de 99,99, cuatro logaritmos,para la glucosamina.

El1 nivel alcanzado por las células tratadas con 2-deoxi-D-glucosa
fue idéntico al control.Este hecho sugirid que el bloqueo producido
por el compuesto ocurrirfa a nivel de liberacidén de las particulas al

extracelular,

Indices Quimioterdpicos de los distintos compuestos

31 se censideran los resultados obtenidos con los diferentes compues-

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

Tabla 8: Indices Quimioterdpicos de las distintas drogas.

( S -—

COMPUESTDO I Q
l - —n i e e

Glucosamina 0,25
2-deoxi-D-glucosa 0,50

B I 0,75 ?

i

Amantadina 1,00 l

Rimantadina 1,00 }

Los IQ indicaron a.la glucosamina como el mejor quimioterdpico in-vi-

tro.
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MECANTSMO DE ACCION DE LA GLUCOSAMINA

Efecto unitario o especifico de 12 zlucosamina.

Fodrfa ser que la inhibicidn observada en presencia de glucosamina
no fuera debida al compuesto sino a un contaminante presente en la mis-
ma.Se ha demostrado que la adicidn de cationes bivalentes,especialmente
de la primera serie de transicién (Mn,Fe,Co,Ni y Cu),aumentan la efecti-
vidad del N-metil isatin-beta tiosemicarbazona(16)(17) que inhibe la mul
tiplicacidn del virus LCM o Sarcoma de Rous.

La verificacidr de la naturaleza del compuesto y sSu pureza se deter-
mind mediante ensayos de polarografia y absorcidn atdmica.Asi mismo se
estudié el efecto de tres compuestos de distinto origen comercial sobre
el rendimiento del virus Junin en células Vero para confirmar el efec-
to especffico de 1a glucosamina.Todas estas pruebas y sus resultados
se detallaron en Vateriales y Métodos.

[.a precisidn de 1as mediciones realizadas por absorcidn atdmica per-
mitid asegurar la ausencia de cationes bivalentes.lLa determinacidn del
poder rotatorio indicéd que la droca era glucosamina y 1a comparacidn
entre los tres compuestos demostré que su origen no influyd en su efectc

En consecuencia 1a falta de partfculas infecciosas detectables por
la técnica de unidades formadoras de placas se debid exclusivamente al

efecto del compuesto.
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Accidn de 1a =lucosamina sobre la infectividad de distintas cepas

de virus Junin,

Podria ocurrir que la actividad de la
XJC13 fuera debida a una pecurialidad de
sayd,en forma comparativa,el tratamiento
infectados con diferentes cepas de virus

la patdgena,XJ(l41),la atenuada,XJC13(50)

glucosamina sobre la cepa

la misma.Por esa razdn se en-
con glucosamina en cultivos
Junin.lLas cepas usadas fueron

y la Mones Cazdn(51).

Los cultivos se infectaron como se describidé en Materiales y Méto-

dos,midiéndose 1a iiberacidn de virus alas 24 hs pi.Los resultados ob-

tenidos se detallaron en la Tabla 8,

XJC13

Mones Cazdn

Tabla 8: Rendimiento de distintas cepas de virus Junfin

en presencia de glucosamina.

‘determinado a las 24 hs pi

CONCENTRACION DE RENDIMIENTO VIRAL®
GLUCOSAMINA (mi) UFP/ml
0 5,8 x 102

16 {5
0 2,5 x 107
16 {5
0 5,0 x 102
. , s .

Las tres cepas probadas fueron inhibidas por la droga ya que no se
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detectd iafectividad en los sobrenadantes de 10s cultivos tratados

con glucosamina,

Determinacidn de 1a etapa de la multiplicacidén del virus Junin

mds vulnerable a 1la accidn de la glucosamina,

Ensayo in-vitro: La accidén inhibitoria producida por la glucosami-

na en 108 cultivos infectados con virus Junin podrfa ser el resultado
de una inactivagidn directa ejercida sobre el virus infectante.Con el
objeto Ae determinar si ésta ocurrfa,se incubd una suspensidn virica
de 5 x 10“ UFP en medio HLS conteniendo 16 mM de glucosamina o en HLS
solo durante 1 hora a 37C.Al cabo de ese tiempo se diluyd convenien-
temente el material para diluir a la glucosamina a 1imites de concen-
tracidn no activos.La actividad residual se tituld por la técnica de
unidades formadoras de placas.En 1a Tabla 9 se resumieron los resulta-
dos obtenidos.

La suspensidén viral tratada con 16 mM de glucosamina produjo el mis-
mo nimero de placas que la suspensidn control.De esta forma se descartd

12 posibilidad de un efecto directo de 1la droma sobre el virus Junfn.

Pretratamiento de 1los cultivos con glucosamnina:los rendimientos obte-

nidns en presencia de distintas concentraciones de glucosamina (Figural
mostraron que la droga bloqueaba significativamente la formacién de par-
ticulas virales infecciosas pero en esos casos la droza hahia sido aszre.

gada después de 1a adsorcidn.A fin de analizar si sdlo el tratamiento de
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de 1as células con dichas concentraciones antes de la infeccidn era su-
ficiente para 1a inhibicidn o si se necesitaba la droga al comienzo del
ciclo de replicacién del virus se obgservd la evolucidn de 1la ACP de los
cultivos infectados pretratados con medio HLS conteniendo 0,0;0,8:4,01
3,0 y 16 mv de glucosamina.

El1 tratamiento de los cultivos con las distintas concentraciones de
glucosamina 24 horas antes de 1la infeccidn con virus Junfn,no inhibid
la replicacidén viral ya que todos los cultivos pretratados o no presen-
taron 108 primeros indicios de ACP al cuarto dfa post infeccidn,alcan-
zando los dfas subsiguientes los niveles normales de positividad.

De estos datos se concluy$ que la preincubacidn dnicamente no era
efectiva,se necesitaba la droga presente en una etapa posterior o du-

rante 1a multiplicacidn viral

Etapa del ciglo viral sobre la que actua la gzlucosamina: Con el fin

de establecer 1a etapa de replicacidn bloqueada por la droza se traba-

jé de l1a siguiente forma:los cultivos de células Vero infectados con la
cepa XJC13 se trataron con 16 mM de glucosamina durante distintos perfo-
dos,1,5,8 y 12 hs pi,al cabo de los cuales se lavaron 1os cultivos y se
agregd medio HIS 8in droga hasta completar las 24 hs pi,momento en el

que se midié el virus liberado al extracelular.Simultdneamente se proce-
86 otro grupo de cultivos infectados que recibieron la droga después de
4,8 y 12 horas de iniciada la infeccién.E1 medio HLS conteniendo la dro-
za se dejé hasta cumplir 1as 24 hs pi.En ese momento se determind la in-

fectividad de los sobrenadantes.Los resultados de ambos grupos se tabu-
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laron en 1la Tabla 10,

La presencia de 16 mM de glucosamina durante la adsorcién redujo en
un 70% el rendimiento viral de 24 horas.Asi mismo se observé una mayor
inhibicidn a medida que se aumenté el tiempo de incubacidén con la droga

Estos resultados indicaron un efecto ya a nivel de adsorcién y pene-
tracién sin embargo las etapas mds sensibles serfan las comprendidas en

tre las 4 y 8 hs pi.

Efecto de 1a glucosamina después de varios ciclos de replicacidn: Pa

ra conocer si la glucosamina actuaba sobre la replicacién del virus Ju=-

n{n una vez completado el ciclo,los cultivos infectados se mantuvieron
en medio HLS sin droga por 24 & 48 horas después de iniciada la infecci
Transcurridos esos tiempos las c€lulas se trataron con glucosamina.A la
24 horas subsigulentes se midieron los rendimientos virales,los datos
se representaron en la Figura V,

El tratamiento con 16 mM de glucosamina redujo un 95%(1,5 logarit-
mos) el rendimiento viral independientemente de que ésta se aplicard a
las 24 6 48 ns pi.

De esta forma se probd que la droga inhibe la replicacidn viral ain

aplicada despuéds del transcurso de varios ciclos de multiplicacidn.
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Tabla 9: Efecto de la zlucosamina sobre el virus Junin

in=-vitro,
TRATAMIENTO DILUCION
1073 10~%
ninguno 14'-9-10 0=-0=2
16 mM gluco-
20-8=-13 2=0=1

samina

' nimero de placas obtenidas por cultivo.

-

TITULO
Log, 4 UFP/ml

s e e il ot e+

5,74

577

e i it




57|-

Tabla 10: Accidn de la glucosamina en distintos estadios

de la multiplicacidn viral.

Tiempo de incubacidn Rendimiento de virus
en presencia de glucosamina extracelular'
(horas) (UFP/ml)

0 (control) 2,2 x 10“
0 - 1 (adsorcién) 6,0 x 103
5 = 8 1,5 x 107
0-8 4,9 x 102
0~ 12 1,2 x 10°
0 - 24 <5

4 - 24 5

8 - 24 2,0 x 10°
12 - 24 1,5 x 107

' rendimiento medido a las 24 hs pi.
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DIAS PI
O——-0O Control

®—® Glucosamina

Figura V : Efecto de la glucosamina después de varios
ciclos de replicacidn viral(A 24 hs pi,B 48 hs
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Reversibilidad del efecto de la glucosamina

Para conocer la intensiuad del dafio producido por el tratamiento con
la droga ,se diserid un exparimento en el cual las células infectadas se
mantuvieron con medio HLS ccateniendo 16 mW de glucosamina.Al cabo de
24k horas de incubacisn a 37C se retiraron los sobrenadantes y los cul-
tivos se lavaron una vez con 2 ml de PBS,Inmediatamente se agregd medio
HLS sin droga y se cosecharon alicuolas de los sobrenadantes a las 12,24
y 48 horas post lavado para determinar el rendimiento viral.En estos
cultivos se observd la evolucién de la ACP durante 9 dfas(Figura VI ).

La presencia del inhibidor durante las primeras 24 horas de infeccidn
no modificd ni el tiempo ni el grado de la ACP observada en los cultivos.

l.os rendimientos virales obtenidos a las 24,36,48 y 72 hs pi se deta=
llaron en 1a Tabla 11,

De esta manera se ha demostrado que el efecto bloqueador de la gluco-
samina se revierte ror lavado ya que los cultivos no productores de virio
nes liberaron a las 12 horas de levantada la restriccién partfculas infec
ciosas,

Se comprobd ademds,que 1as células tratadas mantuvieron no sdlo su via

bilidad sino también la capacidad de producir virus.

Cinédtica de reversibilidad

Los datos de la Tabla 10 y los de reversibilidad(Figura VI y Tabla 11)
indicaron que en presencia de glucosamina el virus conservdé su integri-

dad genética,indispensable para su replicacidén,ya que,como se indicé an-
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teriormente se formaron viriones libres a partir de cultivos no pro-
ductores,Sin embargo no j& pudo establecer si el virus sélo penetrd
o si ademds prcsizuid su proceso replicativo teniendo en cuenta que
lo8 rendimientos se determinaron a las doce horas post lavado y ese
tiempo coincide con el encontrado para el ciclo de multiplicacidn del
virus Junfin.

Con el objeto de establecer el tiempo necesario para la formacidn
de las partfculas infecciosas a partir de cultivos infectados en pre«
sencia de la droga,se trabajd en las mismas condiciones que el experi-
mento anterior tomando muestras a las 2,4 y 6 horas post lavado.

En la Figura VIT se muestran los resultados obtenidos.

Las partfculas infecciosas se detectaron asociadas a las células
& las 4 horas post lavado mientras que en el extracelular se hallaron
a las 6 horas de levantada la restriccién,

lLa integracidén de todos estos resultados permitid conocer la ciné-

tica de la reversibilidad de la sglucosamina(Figura VIIIL).
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Figura VI : Evolucidén de la ACP después de 24 horas de

tratamiento con 16 mM de glucosamina,
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Tabla 11: Recuperacidon de la infectividad después de 24 ho-

ras de tratamiento con 16 mM de glucosamina,

~3
4

Tiempo RENDIMIENTO |
|
(horas post lavado) | (10@10 UFP/m1) i
| Control Tratados |
‘ 0 4,06 {5
i
| 12 4,30 3,30 |
| |
; 2l 4,65 4,14
|
J{ 48 5932 4,17
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Figura VIT : Reversibilidad de-la accidén de la slucosamina

después de 24 horas de tratamiento.



Log UF P/ ml
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Estabilidad de las estructuras sintetizadas en presencia de gluco-

samina.

Los experimentos anteriores permitieron concluir que el virus Junin,
inicia su ciclo replicativo en presencia de glucosamina pero éste queda
detenido en un estadio en el cual no se lo puede detectar por la técni-
ca de formacidn de placas bajo agar.

A fin de determinar si los precursores virales eran degradados por la
célula huésped se investigd 1a estabilidad de los mismos en tratamientos
mds prolongados,.Con este fin las células infectadas se incubaron en me-
dio HLS conteniendo 16 md 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.Luego se incubaron en medio
HLS sin droga durante 24 horas m4s.

Se determinaron los rendimientos virales de las muestras pre y post-
lavado.Los resultados se muestran en 12 Figura IX

Mientras la zlucosamina estuvo presente,no se detectd infecciosidad

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

la restriccidn todos los cultivos produjeron,24 horas mds tarde,rendi-

mientos virales semejantes al control de 24 hs pi (Figura IX 8).

La produccidn viral de los cultivos infectados en ausencia de la dro-
ga aumentd como consecuencia de nuevos ciclos de replicacidn viral mien-
tras que en los tratados el nivel fue el mismo debido a que en ellos
el virus inicié un uUnico ciclo.

La estabilidad observada permitid concluir que los precursores vira-

les sintetizados en presencia de 1¢ m1 de olucosamina estahan protegidos

de 1as enzimas del hudsped.
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Figura TX : Estabilidad de las estructuras sintetizadas en

presencia de 16 mM de glucosamina.
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Sintesis de macromoléculas del huésped en presencia de zlucosamina

El efecto de la zlucosamina sobre 1la sintesis de 4dcido ribonuclei-
co (ARV) y proteinas celulares se jinvestiacd en cultivos normales e in-
fectados,tratados o no con 16 m” de zlucosamina como se describid en
Vateriales y .4étodos.

Ep 1as Ficuras X y XI se mnestra 1a cinética de incorporacidn de

3H-UTP en 1a fracecidn dcido precipitable expresada comn cuentas por mi-
muto (epm) por microzramo (ug) de protefna.Cada punto de las figuras re
presenta el promedio d= tres determinaciones,

Los cultivos normales incorporaron la radiactividad 1inealmente du-
rante 1as primeras doce horas mientras que los cultivos tratados con
16 mv de zlucosamina 10 hicieron durante menos tiempo (8 horas).A par-

3H-II'I‘P fue constante en amn-

tir de esos de esos tiempos 12 entrada de
bos cultivos,

El tratamiento con el inhibidor produjo una disminucidn del 50% a-
proximadamente de 1a sfntesis de ARV celular.

Ta infeccidn con virus Junin aumentd la velocidad de sintesis de
ARN aunque el nivel de incorporacidn de 3H-U’I‘P,a partir de las 8 horas
fue menor que en los cultivos normales sin infectar.

En presencia del inhibidor 1as células infectadas incorporaron a las
24 horas un 30% de 1a radiactividad an comparacidn con los infectados

en ausencia de droza.

En 1a Tabla 10 y Ficura XIT se detallaron 1los resultados de la sf{n-

tesis proteica medida como incorporacidn de 35S-metionina.
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La incorporacidn de 35S-motionina en las células Vero normales tra-
tadas con.16 mi1 de glucosamina resultd en las primeras horas un 23% me-
nor que las mismas células sin tratamiento.

A las 8 horas los valores de incorporacién fueron similares para am-
bos cultivos independientemente del tratratamiento con el inhibidor.

Los cultivos infectados,tratados o no,incorporaron el isdtopo en la
misma proporcién (Figura XII).

De estos resultados se concluyd que la glucosamina no inhibié la

sintesis proteica en 1as células Vero infectadas con la cepa XJC13.

En resumen estos resultados demostraron que en presencia de glucosa-
mina no se detectan partfculas virales asociadas a las células ni 1li-
beradas al medio extracelular seflalando que la sfntesis de viriones
estd bloqueada.As{ mismo se comprobd que su efecto no se ejercfa a ni-
vel de adsorciédn o penetracién sino en una etapa posterior,.

Loe ensayos de reversibilidad indicaron que las etapas tempranas
de .la replicacién viral no eran afectadas sin embargo,fue diffcil es-
tablecer el estadfo tardfo inhibido por 1la glucosamina.

Con el objeto de aclarar algo mds el mecanismo de accidén de la dro-
ga se investigd la sIintesis de antfgenos virales y la produccién de

particulas ff{sicas,
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Tabla 12 1+ Tncorporacidn de 355-metiontna en c€lulas Vero

normales en presencia de glucosamina,

- S — iy e . — i ———re-

CPu/me de protefna

Tratamiento
4 hs 8 hs

ninguno 34, 634 39.728

16 m4 glucosamina 26,022 34,504
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Accidn de la mlucosamina sobre 1a sintesis de antigceno viral

y produccién de particulas fisicas,

Sintesis de particulas virales antigénicas:Los ensayos de inhibicidn

demostraron que no hubo liberacidn de particulas infecciosas (viriones)
en presencia de glucosamina,pero podria suceder que las particulas se .
formaran y carecieran de 1a capacidad de infectar una célula,como se ha
demostrado para el virus Herpes Simplex (36) y para un oncornavirus mu-
rino (31) en presencia de 2-deoxi-D-glucosa.

Para esclarecer esta hipdtesis se purificaron los sobrengdantes de
los cultivos infectados con y sin tratamiento con glucosamina y se ino-
cularon a conejos para la obtencidn de sueros hiperinmunes,como se des-
cribid en Materiales y Métodos.

La presencia de anticuerpos neutralizantes antivirus Junin (Tablas
13 y 14)se detectd por la prueba de neutralizacién que se realizé por
las técnicas de reduccidn de placas bajo agar y por la inhibicién de 1la
ACP,

El inmunosuero C,diluido 1:80,neutralizdé la capacidad infectante del
virus Junin .Lo contrario ocurrié con el inmunosuero G,dilufdo 1:5,que
se comport§ como el suero normal de conejo.

la carencia de anticuerpos neutralizantes en el inmunosuero G indi-
cd la ausencia de particulas antizénicas en los sobrenadantes de las cé-
lulas Vero infectadas con la cepa XJC13 y tratadas con 10 mii de gluco-

samina,
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Tabla 13:Deteccidn de antigenos neutralizantes en los

suercg C v G por reduccidn de placas bajo agar.

:
Promedio del niime- }
Mezcla ro de placas por cultivo'’ } %Neutralizacién
r
XJC13 + suero normal 93 i 0
1:5 l‘
[
XJC13 + inmunosuero C 15 | 84
1:80
XJC13 + inmunosuero G 92 1
1:5

' obtenido de cinco cul tivos,
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Tabla 14:Deteccidn de antigenos neutralizantes en los

sueros C y G por inhibicidn de la ACP.

T{tulo .’
Mezcla (10310 DICT50) Logy g IN
S SN, N !
XJC13 + suero normal 6,50 0 i
1:5 |
}
XJC13 + inmunosuero C 4,50 2 :
1:80 I
|
!
XJC13 + inmunosuero G 6,50 0 g

! Loglo IN calculado como 21 logaritmo del cociente entre el
titulo del virus tratado con suero normal de conejo y el ti-

tulo del virus tratado con los inmunosueros C y G
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3fntesis de anticenos virales en c£€lulas tratadas non z)ucosamina

las célylas infectadas producen como consecuencia de 13 replicacidn
viral anticenos mspecificos detactables por inmunofinorescencia (IF).

“ediante estas técnicas se pueden marcar antisenos virales intra-
celulares sintetizados en el citoplasma de las célu)as infectadas y fi-
jadas cor acetona.Asi mismo es posible detectar antigenos virales loca-
lizados en 1a membrana citoplasmdtica ,los cuales se observan en la sSu-
perficie de las células infectadas sin fijar.

Con el objeto de estudiar si en presencia de glucosamina se bloquea-
ba la formacidén de 108 ant{eenos citonlasmdticos o el de superficie o
ambos se procesaron cultivos como se descrihid en Materiales y vMétodos.

En 1a TAbla 15 se resumen 1os resul tados de una experiencia realiza-
da con una relacidn virus-célula de 2:1,

T.os porcenta jes de antfgenos citoplasmdtico o de superficie se de-
termind contando 500 células por cultivo.

Las células normales,con y 3in tratamiento con glucosamina,no pre-
sentaron fluorescencia indicando que no hubo reacciones inespecificas
entre el inmunosuero y las células,

En las células infectadas se observs,en el citoplasma de las células
fijadas,la presencia de antfgeno viral fluorescente formando imigenes
sranulares que se iban haciendo mdas difusas con el transcurso de los
dfas.Mientras que en las células viables se detectd en la superficie
determinantes antizénicos como ardnulos de forma irrecular que fluores-

cian intensamente,
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E1 porcentaje de células con antigeno de superficie aumentd con el
transcurso de la infeccidn(Tablal5)mientras que el citoplasmdtico se
mantuvd constante,

T.08 cultivos infectados y tratados corn 16 mv de glucosamina presen-
taron antiereno citoplasmdtico de las mismas caracteristicas que las cul
tivos infectadns sin tratar,aunaque 1os porcentaies fueron algo inferio-
res,

Vo <e visualizd anticeno de superficie en estas célunlag,infectadas
vy tratadas con 1a droca,en ninzuno de 1os tiempos ensayados(Tabla 15).

T.os rendimientos virales de estos cultivos se determinaroh por iIFF
v <e detallaron en 1a Tabla 16.

Yuevamenta no fue posihle detectar virus infeccinso en los sobrena-
dantes de 1os cultives tratados con elucosamina.l.os cultivos infectados
gin tratar mo=traron 10s niveles normales de prnduccidn viral.

Sa mstudiarorn rélulas infectadas con distintas multiplicidades da ir

farcidn ohtenjéndoce resultados similares a Jos presentados,
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Pabla 15:5Tntesis de antiweno citonlasmdtico y de suverficie

Tiempd'

24

L

72

en presencia de glucosamina.

% anticeno citorlasmdtico'’

I -0 O
13 1
30 19
30 24

% antisano de suparficie'’

- control tratado
7 0
24 0
30 0

* horas post adsorcidn.

't ga determind contando 500 células

vor preparado,
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"abla_16:xendimiento de virus Junin en presencia de clucosamina,

iandimiento viral

'ienmpo
| (hs pi) ; (UFP/ml)
| | control tratado g
' i . e |
2 ; 2,4 x 107 {5
| .
|
} 4R 2,2 x 10% s
|

72 1,3 x 10° 8

[




praseancis de antigeno citoplasmatico en los cultivos intectauous
y wragados con glucosamina demostré que &1 virus inicid su ciclo repli-
cativo pero no se liberd al medio extracelular lo que explica la au-

sencia de antigeno de superticie,

tt

Estos hallazgos confirmaron 105 experimentos praliminares en 108 cud-

1as s« hahia obhsarvado &1 mismo efecto,

¥n 1as Fotozrafias 1,? y 3 se observan

- - e e w e e e

’ . ; .
Tos antioenng citoplasmdticos

Aatentadns por TF en 1as célnlas Varn infectadaz con virus JTunin,cepa

L1013 ,con v sin tratamiento con zlucosanmina,

FntQ5r¢Ff7 1: An?fvﬂwn.hiTﬂh‘WTﬂdtiCﬂ sn células Vero infec-

tadas ron virus JJunin 2 las U8 ks pi (8500 X
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Fotogzrafia 2: Antigeno citoplasmftico sintetizado

en célyulas Vero infectadas con virus

Junin., Aumento 1000 X,

Fotografiz 3:Antf{ceno citoplasmdtico sintetizado en

presencia de zlucosamina (500 X).



En las tres fotografias se observaron grdnulos intensamente fluores-
centes,la imagen presentada por cada uno de 1o8 cultivos resultd idén-
tiea,sin variaciones an 12 intensidad ni en 1a distribucidn de los grd-
nulos.

En la Fotografia 4 se observa 1 anticeno de superficie presentado por

1as c€lulas Vero infectadas sin tratar con glucosamina,

Fotografia 4: Antfgeno de superficie en célulzs Vero

infectadas con virus Junin (1000 %),

.

Sobre 1a membrana de las células infectadas se visualizd erdnulos bri-

1l1antes de forma irregular,
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Formacidn de partfculas fisicas en cultivos tratados con glucosamina

Los cultivos de cé€lulas Vero infectados con una alta dosis de virus
Junin,cepa XJCl3,aproximadamente 100 UFP por célula se procesaron para
microscopia electrénica como se detalld en Materiales y Métodos,

La Fotografia & muestra partfculas virales brotando de 1a membrana

citoplasmdtica de una célula infectada con virus Junin.

Fotografia 5: Fotomicrografia electrdnica de células

Vero infectadas con virus Junin

La fotomicrografia electrdnica muestra una célula Vero después de
72 horas de infeccidén con el virus Junin.En 1a superficie de 1a misma

se observan partfculas brotando y otras libres en el medio extracelu-
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lar.l.a morfologfa de estas particulas correspondid a las tipicas des-
criptas para los Arenavirus(63-66).

En 1as células infectadas se observé un aumento en 1a cantidad de
ribosomas y alteraciones morfolégicas en las mitocondrias,

En las células infectadas y tratadas con 16 mM de glucosamina no se
observé la presencia de estructuras relacionadas con partfculas virale:
ni en 12 membrana externa de las células ni en el medio extracelular.
Estas conclusiones se obtuvieron después de observar 500 células infec-

tadas con y sin tratamiento con glucosamina.
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ACCION DE LA GLUCOSAMINA SOBRE OTROS ARENAVIRUS

Se determind el efecto de la glucosamina sobre l1a replicacidn de

lo8 virus Tacaribe y Pichindé€,

Virus Tacaribe
Células Vero infectadas con virus Tacaribe se trataron con medio HL!
conteniendo 16 m¥ de zlucosamina durante 24 horas a 37C.Al finalizar

el tratamiento se midid el rendimiento viral por 1a técnica de unida-

des formadoras de placas(Tabla 17)

Tabla 17: Rendimiento de virus Tacaribe en presencia

de zlucosamina,

P -
Tratamiento Rendimiento viral'’
| (UFP/ml)
| 2
I ninguno 83,0 x 10
16 mV @lucosamina {5 |

‘medido a las 24 hs pi.

Ta slucosamina impidid 1a nroduccidn de particulas infecciosas ta)



ACCTO4 Dil, BI Y LA GLUCOSAMINA SOBRE LOS VIRUS JUNIN Y

TACARIBE TN VTVQ

Los compuestos de mayor Aactividad antivirus Junin in-vitro se en-
sayaron en diferentes animales de laboratorio a fin de determinar su

valor terapeitico in-vivo.

Seleccidédn de! huésped aoropiado.

El virus Junin multiplica en diversos animales de lahoratorio co-
mo ser cobayo,hdmster,ratdn y rata,

T.o8 cobayos son 108 mds usados porque reproducen en forma experi-
mental la enfermedad que el virus produce en los seres humanos.

La inoculacidn de la cepa prototipo,XJ,causa en el cobayo un cua-
dro hemorrdgico caracter{stico dado por 1a aparicidén de petequfas en
las mucosas,plaquetonenia,leucopenia y variaciones en el sedimento
urinario con una acidificacidn creciente de la orina(67).T.os animales
pierden peso en forma continva,se ajsla virus de ranglios y plasma y

mueren entre los dias 11 y 15 pqst inoculacidn(37).

L.a susceptibilidad de] ratdn frente a la infeccidn con virus Junin
es independiente de la cepa de ratén y-de la dosis de virus,sin em-

barzo depende de 1a edad del mismo(68).



UFP/mi

U FP/mI control

0 5 10 15 20
Glucosamina mM

Figura XTIT: Rendimiento de virus Tacaribe en presencia de cone

centraciones crecientes de glucosamina,
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Tabla 13: Rendiento de virus Tacaribe en presencia de

16 mi1 de glucosamina an célnulas RK13.

"ratamiento Kendimiento! % Inhibicidn

(UFP/m1)

| L
ninguno 1 5,0 x 10 0
|
1

16 my glucosamina | 1,0 x 103 | 98

A EITOREDNVERRY (SHRPE S

[ e

rendimiento viral determinado a las 30 hs pi.
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Virus Pichindé

Los datos de la Tahla 19 muestran la inhibicidn observada al tra-
tar los cultivos infectados con virus Pichind€ con 16 m¥M de slucasami-

na.,

Tabla 19: Rendimiento de 24 y 48 hs pi de virus Pichindé

en presencia de 16mM de glucosamina,

Tratamiento Rendimiento viral
(UFP/m1)
24 nhs pi 48 hs pi
ninguno 6,3 x 103 1,1 x 10°
|
16 mM 2lucosamina {5 (5 F

lLos cultivos infectados con virus Pichind€é y tratados con glucosami=-
na no presentaron ninguna alteracidn morfoldgica (ACP),sin embargo el
virus se mantuvo viable ya que dichos cultivos produjeron,24 horas mds

tarde 3,4 x 10°

UFP/ml a1 levantarse 12 restrccidn.
lLos ensayos de reversibilidad realizados en 108 cultivos infectados
con virus Pichindé y tratados con el inhibidor confirmaron la estabili-

dad de 108 precursores virales tal como ocurrid con el virus Junfin.
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ACCTOY Del, BT Y LA GLUCOSAMINA SOBRE 10S VIRUS JUNIN Y

TACARIBE TN VTVQ

Los compuestos de mayor Actividad antivirus Junin in-vitro se en-
sayaron en diferentes animales de laboratorio a fin de determinar su

valor terapedtico in-vivo.

Seleccién del huésped anropiado

El virus Junin multiplica en diversos animales de lahoratorio co-
mo ger cobayo,hdmster,ratdn y rata,

T.08 cobayos gon 1os mds usados porque reproducen en forma experi-
mental la enfermedad que el virus produce en los seres humanos.

La inoculacidén de la cepa prototipo,XJ,causa en el cobayo un cua-
dro hemorrdgico caracteristico dado por la aparicidén de petequias en
las mucosas,plaquetonenia,leucopenia y variaciones en el sedimento
urinario con una acidificacidn creciente de la orina(67).T.08 animales
pierden peso en forma continva,se ajsla virus de ganglios y plasma y

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

La susceptibilidad del ratdn frente a 1la infecciédn con virus Junin
es independiente de la cepa de ratén y-de la dosis de virus,sin em-

barzo depende de 1a edad del mismo(68).
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El ratdn lactante desarrolla una enfermedad del sistema nervioso
central que le causa la muerte,nientras que el ratdn adulto inaculado
con la misma dosis v por 12 migsma via resiste 1a infeccidn =in simnos
clinicos(69).

La enfermedad neuroldgica que mata al ratén recién nacido se dete a
un fendmeno inmunoldgico producido por la invasidén masiva de leucoci-
tos en el sistema nervioso central(?70),mientras que en el ratén adul-
to el virus Junin induce un estado de sensibilizacidn de tipo celular

que no produce manifestaciones clinicas(71).

En 108 hdmsters recién nacidos la infeccién por virus Junin origina
un cuadro agudo con localizacidén del antigeno viral y virus infeccioso
en los 8rganos linfdticos,higado,cerebro y pulmdén.En cerebro la concen-
tracién de antigeno aumenta hasta el dia de muerte que ocurre airededo”

del aia 12 post inoculacidn(72).

£1 virus Junin,cepa X7,produce un 100% de mortalidad en ratas recién
nacidas.£ste valor disminuye gradualmente a partir de los 12 dfas apro-

ximadamente,como ocurre con el ratdn(73).

Para determinar la eficacia de una droga in-vivo es necesario elegi-
un modelo que peruiia detectar la replicacién del virus y al mismo tiem
po al que se le pueda administrar el antiviral en estudio preferente-

mente por via oral.
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La eleccién de1 animal dptimo para realizar un ensayo con drogas
antivirales y virus Junfn no es fdecil.

i£1 aninal mds apropiado parece ser el cobayo por 1a forma en que
reproduce 1a enfarmedad y por 1a facilidad de administracidn por via
oral.Sin embargo este animal no se selecciond debido a que »n los en-
sayos preliminares 108 compuestos administrados resultaron excesive-
mente tdxicos rara 1os mismos.Ademdis existian datos en 1a bibliogra=-
ffa acerca de 12 elevada sensibilidad de 1os cobayos frente a dife-
rentes drozas(17).

E1 virus Tacaribe,relacionado antizénicamente con el virus Junfn
(?74) produce un 100% de mortalidad en 1os ratones recién nacidos in=-
fectados experimentalmente,.ista sensibilidad no se altera hasta los
11 dfas dismiauyendo luezo gradualmente.

La mortalidad a los 20 dias de edad es de un 60 a 80% (75) a dife-
rencia del virus funin que 38lo mata al 20% de 1os animales.lLa mayor
parte de 1os exnerimentos se realizaron con el virus Tacaribe porque
se considerd anropiado el porcentaje de mortalidad ,cstos animales
rueden alimentarse por si mismos lo que facilita la administracidn de
la droza.En 10s mds pequefios los tratamientos por vfa oral se ven en-

torpecidos por el hecho de ser lantantes,
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Toxicidad del BI mara l1os ratones

Para determinar 1a toxicidad del BI a un grupo de 20 ratones de 20
dfas de edad se l1es admninistrdé 0,5 mg/ml de BT en el acua durante 14
dfas,mididéndoas todos los dfas =1 volumen de agua ingerido,

Un erupo de caracteristicas similares pero al que no se le adminis-
tré droza sirvidé como control.

Como fndice d= toxicidad se determinaron las variaciones en las cur
vas ponderales pesandn 108 snimales durante 30 dfas,Ademds se conside-
r4 la supervivencia de los animales tratados.la FiguraXIV muestra las
curvas obtenidas,

la evolucidn de.los pesos en ambos grupos,tratados y fin tratarv,
fue casi idéntieca,aunque un 30% de los animales tratados murié entre
los @ y 13 Afas después de iniciado el tratamiento por 1o que se deci-
did que los animales infectados serfan tratados durante 9 dfas o me-

nos,

Adminigstracidn de BIa ratones infectados con virus Tacaribe

Los ratones se anestesiaron levemente antes de ser inoculados por
vfa intracerebral (ic) con 10 DI.50 para ratdn de virus Tacaribe,

El tratamiento consistié en 1a administracién de 0,5 ma/ml de BT
durante 9 dfas.la droga se renové cada tres dfas y una vez finaliza-
do el tratamiento se les administrd azua sin drorma,

TLos animales se pesaron diariamente y se registrd la mortalidad
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acarrida en cada srupo (Figurag XV Y XVI)

la administracidén de B T (0,5 mz/ml) no modificd 1as curvas pone-
derales obtenidas para los distintos grupos indicando que la evolucidn
de 103 pesos fue independiente del tratamiento.

K1 tratamiento con esa dosis de BT reduio significativamente 1la mor-
talidad de 1os ratones inoculados con virus Tacaribe,

lLos ratones de ambos zrupos,tratados o no,murieron entre los 8 y 11

dfas post inoculacidn,

A fin de establecer si otros tratamientos con 1a droea también pro-
tegian a lo8 animales infectados con virus Tacaribe se repitid el ex-
perimento variando 1a concentracidn de BI o el tiempo de administraciér

Se trabs jé con cinco grupos de 30 ratons3s cada uno inoculados con
10 DL&0 de virus "acaribe.,las concentraciones suministradas fueron
710,25:0,5 y 1,0 az/ml de BI durante 9 dfas, E1 quinto grupo se tratd
con 0,5 me/ml de 4T pero durante sdlo 7 dfias,

Ta concentracidn de 1,0 mg/ml se ensayd para poder establecer si los
animales resistian completamente a la infeccidn.

En la Figura XVIT se observan las curvas de mortalidad de los dis-

tintos grupos.

l.a inoculacién con 10 DILSO para ratén de virus Tacaribe resultd le-
tal para el 807 de los animales infectados.l.a mortalidad de los ratones
tratados con 0,5 ma/ml de BI se redujo al 10%,

la doxis de 0,25 mg/ml no protexid a los animales mientras que 1la
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dosis de 1,0 mz/ml potencid el efecto de la infeccidn ya que el 100%
de 10s animales murid al décimo dfa post inoculacidn.

Administracién de BI a ratones infectados con virus Junin

El tratamiento mds efectivo, tomando como base 1os datos obtenidos con
el virus Tacaribe,se ensayd en ratones inoculados con virus Junfn,

Grupos de 25 ratones cada uno de 20 dfas de edad se inocularon por
vfa ic con 10 DL50 para ratén de virus Junfn,cepa XJ o XJC13.

Los animales infectados se trataron con 0,5 mg/ml de BI en forma oe
ral durante 9 dfas.Diariamente se registré la evolucién de los pesos
y la mortalidad de los distintos grupos.

Los grupos control y tratados,para cada cepa viral,presentaron los
mismos valores de mortalidad(59% para el grupo control inoculado con
la cepa XJ y 49% para el tratadojel otro grupo control,inoculado con
XJC13,presentd un porcentaje de mortalidad de 61% y el tratado de Si%)
indicando que la droga no evité el desenlace de la enfermadad.

las experiencias se repitieron tres veces ohteniéndose siempre los
mismos resul)tados o sea valores de mortalidad algo inferiores para loe

animales tratados,alrededor de un 10%,que no se considerd significativo.
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Glucosamina

Toxicidad de 1a glucosamina para ratones

Para determinar 1la toxicidad de l1a glucosamina a un grupo de 18 ra-
tones de 7 dfas de edad se le inoculd diariamente por via intrperitoneal
0,5 mg/m1 de droga en medio isoténico.Otro grupo de caracterfsticas si-
milares al que se le inyectd el diluyente sirvié como control.

La inoculacién se realizd durante cuatro dfas y se registrd el peso
de 108 animales durante 10 dias.

Los incrementos de pesos fueron idénticos para amhos grupos no pre-

sentando 1 grupo tratado ninguna manifestacidn tdéxica.

La administracién de 0,5 mg/ml de glucosamina en forma oral se rea-
1126 en un srupo de 20 ratones de 20 dfas de edad durante 10 dfas.

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

Administracidén de glucosamina a ratones inoculados con virus Tacaribe

La inoculacidén se realizd con 10 & 100 DL50 para ratén de virus Taca-
ribe de acuerdo a la vfa de infeccidn.

La administracidn de glucosamina se efctud por diversas formas a fin
de encontrar 1a mds \til para combatir 1a infeccidn experimental.

E1l tratamiento por vfa intraperitoneal de 0,5 mg/ml de <lucosamina
durante cuatro dfas no protecid a los ratones inoculados por iec o ip.
Los animales de amhos arupos,tratados o no,murieron con cuadro tfpice

entre los dfas 10 y 15 post inoculacidn.
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£1 tratamiento por via oral con Ja misma dosis de glucosamina no
arroid ninmin resultado ya gue no se rrodujo 13 muerte de 108 animales
inoculados intranassalmente con 100DI.50 para ratdn de virus Tacaribe,

E1 mismo trataniento carecid de valor terapeitico en ratones de 20
dias de edad inoculados por via ic con 10 DI,50 para ratdn de virus la-
caribe,Vo hubo diferencias sianificativas entre la mortalidad de ambos
grupos de ratones(60% para los controles y 624 para los tratados),

Administracidn de glucosamina a ratas

En estos experimentos se usaron ratas de 10 dfas de edad en las cua
1e3s el virus .unin produce un 100% de mortalidad.

Gruvros de 15 ratas de 1C dias de edad se inocularon por via ic con
10 DI.,50 para rata de virus Junfn,cepa XJ,

£1, tratamiento consistid en 1a administracidn. diaria:'de 1,0 mg/ml
de glucosamina por via intraveritoneal hasta el décimo dfa observdndo-
se que los animales de cualquiera de los srupos,tratados o no, morian
simu)t{neanente dentro de los plazos previstos con 1la sintomatolozia

rropia.

Estos resultados indicarian que la glucosamina carece de valor te-
ravedtico in-vivo sin embargo,teniendo en cuenta l1a velocidad de meta-
holizacidén de la clucosamina en el organismo debe ocurrir que el nivel
necesario de droca para el bloqueo viral no se alcance o que la gluco-
samina no llesne como tal al sitio donde ocurre la replicacién del vi-
rus,Serfa apropiado,para evitar en parte estos problemas,la copulacidn
con alguna molécula que le impidiera metabolizarse rdpidamente,Durante

la ejecucidn de este trabajo no se realizaron tales intentos,
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DIFERENTES COMPUESTOS.

&1 estudio comparativo de las cinco drogas ensayadas indicé que
tres de ellas inhibieron sirnificativamente la replicacién del vi-
rus .Junin en cultivos de células Vero.Estos compuestos fueron el de-
rivado soluble del bis-bencimidazol (BI),la 2-deoxi-D-glucosa y la
glucosamina,

La amantadina y la rimantadina no produjeron,en la concentracién
utilizada (40 ug/ml),niveles significativos de inhibicidn.Sin embar-
20 ambos compuestos prolongaron en dos dfas el periodo de latencia
en la aparicién de los efectos citopdticos que el virus induce en
las c€lulas como consecuencia de su replicacidén.Coto y col. (8) tra-
pa jando con la cepa patdgena sefilalaron el mismo resultado para la a-
mantadina,

La cuantificacién de estos ensayos demostré que los rendimientos
virales de cultivos infectados con y sin tratamiento cun amantadina
y rimantadina eran idénticos (Figura I)indicando ademds que ambas
drogas carecieron de actividad antiviral.

Resultados similares se obtuvieron al realizar las curvas de cre-

cimiento viral en presencia de 40 uz/ml de los compuestos.kn ellas
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1a replicacidn viral estuvo por debajo de los valores del con*rol (Fi-
gura IT)pero esa disminucidn nuedd comprendida an el intervalo de a-
rror del nétodo,

T.os fndices terapedticos (Tahla R8)confirmaron la poca actividad de
amhasg dromas.5in embargo considerando los resultados obtenidos con 132
cepa patdgena (8) habria para cada cepa un comportamiento diferente
frente a 13 amantadina.

Estcs resultadns no coincidieron con 10s obtenidos por welsh y col,
(6) que trahajandn con distintas cepas del virus 1.C¥ demostraron que
la amantadina posefa un marcado efecto antiviral.Probablemente un faet
muy importante y decisivo en estas diferencias de comportamiento entre
Arenavirus fue el empleo de concentraciones mds elevadas.illos usaron
una dosis de 100 ugz/ml de droga 1la cual no lesiond los cultivos de cé-
lulas BHK o células L durante los tiempos ds experimentacidn (6).5in
emhargo pa~a &1 sistema celular empleado =n esta investizacidn se ence
trd que concentraciones de 57 uz/ml1 o mayores produc{in camnhios morfo-

18xgicos despudés de 48 horas d= incubacidn a 37C (8).

En relacién al BI se encontrd que para actuAar como antiviral denhia
sstar presente mucho tiempo antes de la infeccidn,24 horas de pretra-
tamiento,y dAurante 12 misma para ser efectivejeste hecho también fue
observado por Stella y col. (39) en un estudio realizado con el virus
LCH,

No se conoce exactamente 1a metabolizacidn del compuacto en las cé-

lulas sin embargo,es evidente que se requiere un nivel determinado pa-
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ra que inhiba 1a replicaciédn viral,.

Ta actividad antiviral del #T,alucosamina y 2-deoxi-D-zlucosa resul-
t5 ser dependiente de 1a concentraciédn (Figura T).

E1 grado Ae inhibié{Sn producido por caca uno de ellos fus diferente
y rermitiéd saleccionar la concentraridén Stima de droga capaz de blo-
quear 1a replicacidn viral sienificativamente sin que produjera un =-
facto nocivo para los cultivos celulares,

Dichas concentraciones fueron de 75 ue/ml para )1 $7,16 m4 para la
glucosamina y 10 mM para 12 2-deoxi-D-glucosa.

la concentracién de BT fue superior a 1a establecida por Stella y
eol. (39) quienes encontraron uda inhibicidn significativa con concen-
traciones de 5 a 50 uz/ml de BT en células T,.

l1a replicacién del virus T1.CH resultd afectada en un 98 y 99,7% de
inhibicidn respectivamente en presencia de dichas concentraciones.,

Los mismos autores sefialaron que el efecto antiviral del BI disminu-
yé entre un 25 y 50% cuando los cultivos celulares eran Vero y que la
actividad virucida desaparecid al utilizar cultivos de células BHK ain
tratadas con 100 ug/ml (39).

Estos hallazgos apoyaron los datos obtenidos para el virus Junin ya
que el sistema celular empleado correspondid a 1a 1fnea continua Vero.

Los valores haltlados para los derivados de la zlucosa se encuentran
entre los usados por otros investicadores en diferentes sistemas celula-
res y con otros virus.De acuerdo a los datos biblioerdficos 1la concén-r
tracida. mixima no téxica de zlucosamina fue de 50 71 y se usé en célu=

1as de embridn de pollo infectadas con Fowl Plague (30).As{ miamo Dudd
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y col trabajaron con 20 mv1 de zlucnsamina an c€lulas BHK infectada=
con virus Sindbis (76),

Ta concentracidn de 2-d=oxi-D-glucosa para un oncorna virus murino
fue de 30 mi! en 1as céinlas VKR-K (células de rifidn de rata normal
transaformada por el virusg sarcoma murino Kirsten-1eucsania KivMSV(KiMuLV)
(31),aunque 1a concentracidn mds frecuentemente usada fue la de 10 m¥
en la 1inea Hep-? (1inea continua humana) con 108 virus Respiratorio

Sinecicial,Parainfluenza 3 y “arampidn (32).

E1 virus asociado 3 las ec£lulas en presencia de las concentraciones
mencionadas anteriormente resultd afectado en forma similar en presen-
cia de BT o <lucosamina (Tabla 7). |

Los datos del 3T para e] virus I.CM en c€lulas L (39) irndicaron i-
gual erado de inhibicidn para el rendimiento extracelular como para el
asociado a 13s célnlas,concordando con 108 obtenidos en este trabajo.

Ta 2-deoxi-D-rlucosa no afectd 1a produccidn de virus asociado a
1as células 1o que semalarfa que e) proceso de brotacidn es bloqueado

por la vresencia de 1a droga.

lags curvags de multiplicacidn del virus extracelular en presencia de

371,2-deoxi-D-olucosa y glucosamina (Figuras IIf;y IV)mostraron que la

sintesis viral se encontréd afectada en todos los casos,correspondien-
do 1a mayor inhibicidn a la clucosanmina,
£1 resultado mds sorprendente fue la ausencia total de partfculas

infecciosas en el medio extracelular de 1los cultivos infectados y tra-
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tados con 15 mv de glucosamina en todos los tiempos ensayados.
La exactitud del método de titulacidn,unidades formadoras de placas
bajo agar,empleado para evaluar 10s rendimientos virales peraitid ase-

zurar la coneciusion anterior.

Ta determinacidn de 108 indices quimioterdpicos in-vitro demostrd
la variabilidad entre 108 tres compuestos.De acuerdo a ellos la gluco-
samina cumplirfa con una de las condiciones que debe reunir un buen

quimioterdpico.

MECANISMO DIs ACCION DE LA GLUCOSAMINA

l.a glucosamina se sometid a un riguroso andlisis analitico el cual
demostrd la ausencia de contaminantes,en especial de los cationes bi-
valentes de 1a primera serie de transicidn:vm,Co,Ni,Fe,Cu y 7Zn (rlablas
1y2).

Tevison y col.(16) trabajando con un virus oncosénico(Sarcoma de
Rous) demostrarnn que el N-metil-isatin beta tiosemicarbazona en pre-
sencia de iones hivalentes era mucho mds efectivo que actuando sdlo.
T.ogan y col.(17),describieron el mnismo efecto para ese compuesto y
los virus 1.CM y otros Arenavirus indicando que el idn ciprico (Cu+2)
era el de mayor actividad,

Fox y col.(15) investigaron la accién del iédn ciprico con el mis-

mo inhibidor en infecciones realizadas con virus ARV o ADV pertenecien
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tes a los oénevrns Vesfculo-,lyssa-,Alpha-,®avi-,Paramixo~, [nfluenzi-
mntero-,0rthopox- y 3eovirus,in todos ellns se observd una rdpida inac-
tivacidn vir21,postnlando dichos autores que los iones cidpricos inac-
tivaron vor contacto directo 1a infectividad de dichas particulas pe-
ro ellas retuvieron sus proniedades anticénicas tales como la capaci-
dad de hemoasrlutinar o 1a actividad de neuroaminidasa del virus Influen-
za tipo A (15)(LQO).

Korant v anl.’77) demostraron que los jones zinc (Zﬂ+2) bloquearon
'a replicacisn de diferentes rhinovirus.El mecanismo propuestn fue la
inhibicidn dA» 1a ruptura normal de los nolipeptidos precursores vira-
les.A través de este mecanismo l1os iones zinc tambien impidieron la
mul tiplicacidn de los virus Encefalomioéarditis y Po i0(783).

£Zn niestrn caso 12 ausencia de contaminantes permitid asecurar que

el efecto observado se dehia exclusivamente a 1a accidn de la sluco-

gamina,

las distintas cepas de virus Juain: X.J,XJC13 y Vones Cazdn ensayadas
gimultfneamente (Tfabla 8)demnstraron que 1la sensibilidad a la glucosa-
mina era una nrorviedad comin a todas el112s y no una reaccidn especifi-

ca con 13 cera atenuada X.JC13,
Flemine (33) invegtirando diferentes cepag de virus Semliki encon-

trd una Aistinta snscertibilidad frente a la 2-deoxi-D-zlucosa de las

mismas.
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Ta inantivacidn Airecta no fue 1a cusa de 1a inhibicidn observada en
los eultivos infectadas eon virus .fnfn y tratados con 16 mi1 de gluco-
s2mina (Mabla 9),

a jncubacidn cnn diferantas concentraciones de droca antes de 1a
infeccidn no impidid 1a replicacidn viral.uste feadme1o tamhién se nb-
servd con 108 virus Fowl Plaonm y Semliki Forest (27).Sin embaruo cvan-
do @1 aminoazicAar se acrecd despuds de transcurridos varins ciclos de
renlicacidn vira) se observd una disminuecidn sionificativa de 108 ren-

dinientos extracelnlares (Ficura V),

T.os ensayos de reversibilidad indicaron que la droza debia permane-
cer siempre en el 1edio para no detectar particulas infecciosas y de-
mostraron que el efecto de la slucosamina desaparecid por lavado ya que
a las cuatro horas de levantada la restriccidn se encontraron particu-
las virales iafecciosas asociadas a las células y dos horas mds tarde
en los sobrenadantes de esos cultivos (Figuras VII y VIII).

Dado que se conoce que el ciclo viral del virus Junin es de aproxi-
madamente de doce horas se concluyd que el virus inicid su replicacidn
en presencia de glucosanina pero quedd detenida en uno de los Ultimos
estadios(47).

12 reversibilidad de la clucosamina también fue observada por Hunter
y col. (34) y por Kaluza y col.(27).L;s primeros trabajando en cultivos
de embridn de pollo transformados por la cepa Praga del subgrupo 8 del

virus Sarcoma de ous (PR-33V-3) encontraron que la sintes1is viral se
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rees.abiecidéd a las seis horas de retirada la droga,
©1 grupo de Kaluza senald que luego del lavadn de los cultivos trata-
408 con glucosamina se reestablecid la produccidén de hemocaglutininas y

neuroaminidasa,Ademds observaron 13 formacidn de particulas (27).

.08 precursores3 virales sintetizados en preseicia de 16 md de gluco-
samina mantuvieron su funcionalidad adn después de 96 horas de tratamisn.

to (Figura 1X A v B),

ste hechn sirnificd no sé10 la estabilidad de 1as estrusturas sino
que ademds denostrd que la sluensiainag no habia afectadn 13 viabilidaAd

celular demostrada por 1a prodiccisn de viriones,

Ta glucosanina presentd 1a mircado efecto sobre 13 siatesis de dcido
ribonucleico celular (Figura X),Estos dates concordaron con los publi-
cados con Bekesi y col.(23) y vpor 3choltissek (29) quienes demostraron
que la glucosamira reduce drdsticanente el pool de UIP celular y que si
ademds el medio contiene zlucosa como fuente de energia interfiriria
con 1a activacidn de otros aziicares por el azotamiento de dicho pool(35).

Coto y c¢0l.(62) encontraron que 12 velocidad de sintesis del ARV =n
1ag células Vero infectadas con 12 cepa X.JC13 Aumenta durante 1as prime-
ras doce horas del riclo manteni&ndosea Juezo an 1os niveles normales de
incorporacidn. .

T.08 datos presentados en 13 Ficura X1 indicaron una mayor incorpora-
cidn 4e uridina marcada en 108 cultivas infectados pearo durante un perfo-

do m4ds breve,ocho horas,
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Los cnltivos infectados y tratados con 16 mid de 3lucosamina incor-

oraron un 30% de 1a radiactividad sefalando un significativo efecto

J

re 1a sintesis total de Ax .

'y

S0

Ta incornoracidn de metionina marcada demostrd que 1a sintesis pro-
teica total ocurrid normalmente an los cultivos infectados tratados o
nn eon glucosamina (Fizura XIT) por 1o que se coneluyd que 1a droea no
afectsd dicha sintesis,sin smbareco 13 produccidn Ae proteinas virales
debid estar afect2da conn consecuencia 4e 1a inhibicidn 4= 1a sintesis
de ARY,

Resultadng sinilares se obtuvieron en fibroblastos de embridn de pn-
110 infectados con virns Fowl ™Mazue (35), ‘

A pesar de 12 marcada ancisn de 1a clucosamina sobre 1a sfntesis de

ARN este efectn nn ser¥a el Unico mecanismo responsahle de 1a inhibicidn

observada .

1 mecanismo de acecidn de 1a clucosamina sobre la multiplicacién del
virus Junin,de acuerdo a los resultados obtenidos,seria interferir con
172 etapa de sintesis v maduracidn viral,

Zstas conclusiones se basaron en: el tratamiento durante distintos
rerfodos con glucosamina (Tabla 10), en @)1 efectd sobre 1a sintesis de

macromoléculas v an los ensayos de reversibilidad,

1 efecto de 1a =lucosamina sobre 1a produccidén de virus infeccionso

y partfculas virales se complementd con estudios inmunoldégicos y de mi-
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croscopia electrdnica.
Los antizenos citoplasmdticos se visualizaron nor 'a téenica indi-
recta de IF en células fijadas con acetona.

lLas células infectadas en presencia de glucosamina mostraron 1a mie

ma distribucidn dAe fluorescencia que los cultivos infectados sin tra-
tamiento,confirmando qie el virus Junin replicé en presencia de 1a dro
Como consecuencia del proceso de brotacidn y 1ibheracidn da las par-
t¥culas virales se detectan en 1a superficie de 1as c€lulas infectadas
antigenns virales,
l.as células infectadas sin fijar presentaron intensa fluorescencia

en su periferia (Fotoesrafia W)mientras que 1as mismas células en pre-

gencia de «lucosamina carecieron del antfzeno de superficie (labla 1l

Kaluza y col. (27) demostraron que 108 nicleos o los citoplasmas de
células infectadas con el virus Fowl Plaaue en presencia de 10 mM de
zlucosamina sintetizaron los anticenos de 1a ribonucleoprotefna y de
1a hemoaclutinina que se detectaron por IF.

Resultados similares a 10s obtenidos en esta investigacidn fueron
nresentados por Hunter y col. (34).!stos avtores demostraroan 1la inhi-
bicidn de la formacidn del anticeno de superficie an presencia de 20m¥
de zlucosamina en fibrohlastos de embridn de pollo transformados por

el virus Sarcoma de Rous,

lL.os cultivos infectados y tratados con <lucosamina no liberaron par
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ticulas antivénicas ni ffaicas.rsto ar establecid estuditndo 1a capaecidad
antigénica de 10s sohrenadantes purificados de esos cultivos v por mi-
croscorfa electrdnica,

Ta titulacidn de los inmunosueros C y G sefiald que en presencia de
#lucosamina,una dosis menor(10 mi), no se liberaron particulas antisé-

nicas virales,

Ta morfologia de los viriones de la familia Arenaviridae ha sijido
establecida por distintos autores (63-66).

Las marticulas varian en tamafic y forma pero en su interior se en-
cuentra un nlUmero variable de srfnulos densos,los cuales parecerian ri-
bosomas aunque son mis srandes y mds densés que los ribosomas celulares,

El estudio de microscopia electrdnica reveld que los cultivos infec-
tados 8in tratamiento produjeron partfculas cuyas caracteristicas mor-
foldgicas correspondieron a las descriptas anteriormente.

2n los ouliives tratados con la droga no se observd ningin tipo de
partfcula ni asociada a las membranas celulares ni libre en el medio
extracelular.

Lstos resultados egstablecieron que no hubo formacidn de particulas
en presencia del aminoazicar.

Conclusiones sjimilares fueron presentadas por Hunter y col. (34) que

indicaron que en presencia de 2" /i de glucosamina no se produjeron par-

ticulas ffsicas.

Prochwnik y col., (31) sin arbarco,sefialaron que la droza inhibid 1a
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infectividad,en otro sistema oncogénico, perc no 'a liberacid» de par-
ticulas fisicas,

En experimentos realizados con 2-deoxi-D-glucosa se encontrd que 12
virulencia del virus Herpes Simplex era bloqueada por el compuesto pe-
ro que igualmente se liberaban particulas no infeccionsas(36).

Todos estos hallazgos no se contradicen si se tienen en cuenta los
tres efectos que 10s andlogos de 1la glucosa producen como consecuencia
del disturbio producido en la sfntesis de las glicoproteinas:

1.- No se forman partfculas fisicas ni infecciosas (virus Fowl Pla
gue(35),Semliki Forest (27) y Sarcoma aviarios (34).

2.- Se forman particulas fisicas que contienen glicoproteinag in-
correctas y en consecuencia resultan no infecciosas (virus Her
pes Simplex (36).

3.- Se forman particulas fisicas que contienen glicoproteinas in-
correctas pero que a pesar de ello son infecciosas (V3V (27).

De acuerdo a estos tres caminos el efecto de la glucosamina sobre

el virus Junin corresponderfa al primero de ellos,

21 virus Junin posee seis polipéptidos estructurales de 108 cuales
cuitro por 1o menos son ¢licosilados (79).

La ausencia de partfculas infecciosas en presencia de plucosamiia
indicarfa que 1as elicoproteinas del virus juesan un papel importante

en la capacidad infectante de los viriones.
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l.os resultados obtenidos i~-vitra iadicaron que 13 oluycosanina Yy
tal vez el BT serfan quinioterdnicos apropiados para comhatir la FdA.
Por esa razndn se los ensayd in-vivo,en distintos aninales de laborato-
rio.

21 problema mis dificil de resolver fue 1a eleccidn del modelo a u-
tilizar ya que @) cobayo resultia extremadamente sensible a 1a adminis-
tracisn de cuzlquier fdrmaco,

Ta serunda dificultad fue nnue en el modelo elecido,ratdn de 20 dias

de edad inoculado con virus Tacaribe, &1 animal muere nor conflieto

Qa

topdtica diracta del viru

e

ifmunoldsico ¥ no 4ahide a una 2aceidn c

T.08 tratamientos rezlizados con 8T no fueron satisfactorios porque
el intervalo (itil de draca resultd muy eritico y tal como habfa ocu-
rrido con 1a amantadina an cohayns (8) una sobredosis exacerbd el cur-
S0 y desenlace de 1a enfermedad,

143 desalentadnras fueron las pruebas realizadas con slucosamina
aunque en este caso 1a droga no resultd tdxica.

la nulidad de 10s tratamientos hacen pensar nque probablemente 1a
causa se debid al bajo nivel de ~lucosamina en el oreanismo .

Independientemente de 1a via de inoculacidn 1a <Iucosamina se me-
taboliza rdpidamente en el hisado desapareciendo de la circulacién en
un tiempo breve.De esa forma no se obtendria 13 concentraridn necesaria
nara impedir 1a renlicacidn viral,

Ademds rodria snuceder que 1a clucasamina no aleance 1os sitios de
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replicacidn viral,que en 1a mayoria de 108 cazos fue el cerabro
ror ser 1a via jatracerebral 1a mfs sensible a 14 infeccidn.

3i estas fueran 1as causales cadria la posibilidad de maasayar dis-
tintos comnuestos que en el or<inismo liberasen <sradualnente =lucosa-
mina o quizds adninistrarla de alouna manera para que pueda l1lecar a

l1os dreanog donde acurre 1a revlicacidn del virus.
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Estas invastimacionaes en cnnjunto permitieron conocer 13 accidn
de distintos antivirales sobre 12 multinlicacidn del virus .Junin,
agente canga]l de 1a WAL

l,o8 antivirales 3T7,?2-deoxi-D-«lucnsa y glucosamina quedas como
armas fqtiles para ~1 estudio del virus in-vitro.

Ta 2-deoxi-D-glucosa se puade u=ar para aclarar el mecanismo de
12 morfogénesis viral ya que inhibe 1a salida del virus de la célula

pero 10 la =intesias intracelular,

Tos hechos mds sohresalientes de la accidn de la eslucosamina sobre

1a replicacién del virus Junin en células Vero fueron:

.-%1 tratamiento con la droga bloqueé en forma absoluta la forma-
cidn de partfculas virales infecciosas,

.=-A las cuatro horas de levantada la restriccién se reasumié )la sin-
tesis de virusms intracelular v dos horas mds tarde se liberaron
particulas infectantes completas al medin extracelular,

.~Ta inhibicidn se produjo en un estadfo anterior a la lihreracidn

esto se deduio por 1a ausencia de anticeno de superficie y de

pariticulas ffsicas,

W{%M% (heotts Gl
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