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Resumen

Melia azedarach L es un arbol oriundo de Asia de cultivo muy difundido en la
Argentina cuyo nombre vulgar es paraiso. Apreciado por su sombra y madera, se lo consi-
dera una hierba ayurvédica por sus principios curativos y es fuente de compuestos insecti-
} cidas. En nuestro laboratorio hemos encontrado actividad antiviral contra virus ARN y
ADN en extractos de hojas verdes. En este trabajo se describen los resultados con meliacina
(MA), presente en los extractos, obtenida con distintos grados de pureza, sobre la multipli-
cacién de virus patogenos para el hombre: Junin (VJ), agente de la fiebre hemorrégica
argentina, en cultivos celulares y herpes simplex tipo-1 (HSV-1) en un modelo de queratitis
murina. Cuando células Vero se tratan con MA antes de la infeccion el VJ no puede desnu-
darse vy por lo tanto no ingresa a la célula. La causa de este efecto se debe a gue MA
basifica los endosomas y la fusién de membranas necesaria para el ingreso de la
nucleocapside no tiene lugar. Si MA se agrega después de la infeccién el virus puede ar-
marse pero no puede brotar por lo que la progenie queda retenida en la célula. La adminis-
tracién de MA antes o después de iniciada la infeccién ocular de ratones con HSV-1 cura la
queratitis herpética estromal sin mostrar efectos téxicos, con una efectiva disminucién de
los sintomas clinicos y de titulo viral. Aunque los mecanismos actuantes durante el pre y el
post- tratamiento parecen ser de diferente naturaleza, los resultados seilalan una posible
aplicacién de MA en la infeccién humana.

Palabras clove: Melia azedarach L., Viras Junin, Virus herpes simplex tipo-1,
Antiviral vegetal, Melidceas.

Abstract
Melia azedarach L, common name Chinaberry, is a decidous tree native of tropi-

cal Asia widely distributed in Argentina appreciated by its wood and desirable shade.
Some parts of the tree are used in ayurvedic medicine and it is also considered as a source
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of insecticidal compounds. Research performed in our laboratory demonstrated the pres-
ence of antiviral activity against RNA and DNA viruses in crude fresh green leaves ex-
tracts. In this report we described the results obtained with meliacine (MA), a purified
firaction present in the crude extracts, which inihibited de replication of Junin virus (JV),
the agent of argentine hemorrhagic fever, in cell cultures. Administration of MA impeded
the development of herpetic stromal keratitis produced by HSV-1 in a mice model. In Vero
cells pretreated with MA, the multiplication of JV is inhibited because virus uncoating is
blacked due o the effect of endosomal basification produced by MA. Once the virus en-
tered the cell, the presence of MA interfered with virus budding without affecting the
formation of virus particles. Pre and post- treatment of mice ocular infected with HSV-1
prevenied the development of stromal herpetic keratitis, not only ameliorating the clinical
signs but effectively reducing virus titers in the eyes. Although, the underlying mecha-
nisms operating in both treatments could be of different nature, the important results
obtained, withont aparent toxicity fo animals, deserve a future application in humans.

Key words: Melia azedarach L, Chinaberry, Antiviral activity, Junin virus, Her-

pes simplex virus.

Introduceion

Los virus que producen enfermedad
en el hombre lo han acompaiado a través de
los siglos en su vida némade o sedentaria. Las
mayores epidemias ocurren en los grandes
conglomerados de las ciudades pero en la sel-
va y en zonas despobladas hay virus endémi-
oos en los reservorios animales a la espera de
un huésped susceptible.

La estrategia m4s exitosa para com-
batir las enfermedades de origen viral es la
vacunacién preventiva. Sin embargo, no exis-
ten vacunas efeclivas para todos los virus y
muchas virosis de importancia sanitaria no
pueden evilarse por vacunacién.

Uno de los campos de investigacién en
activa expansion es la bisqueda de antivirales
efectivos con baja toxicidad para el huésped.

- Se dispone, en la actualidad, de numerosos
antivirales aprobados para su uso clinico para
el tratamiento de unas pocas virosis. Estas
drogas, aunque eficaces, dejan de serlo en los
tratamientos prolongados debido a la alta
variabilidad de los virus, siendo ésta una de
las razones principales que justifica la bis-
queda de nuevos antivirales.

Son varias las estrategias que se apli-
can y comprenden, desde el disefio racional,
hasta el ensayo sistemtico de medicamentos
conocidos por su accién en afecciones no
virales. Una tercera via muy transitada es la

investigacién de nuevas estructuras molecu-
lares provenientes de productos naturales.

Nuestro grupo de trabajo ha elegido
esta ultima estrategia y durante veinte afios
hemos estudiado compuestos de plantas, hon-
gos, bacterias y algas. ‘

En este trabajo sélo se presentan re-
sultados obtenidos con extractos purificados
de hojas verdes del drbol Melia azedarach L
sobre dos virus de importancia sanitaria: el
virus Junin (VJ) agente causal de la ficbre
hemorragica argentina (FHA) y el virus her-
pes simplex tipo 1 (HSV-1) que produce, en-
tre otras patologias, queratitis, que puede
derivar en ceguera si se reactiva frecuente-
mente.

La seleccién de M. azedarach para
realizar las investigaciones que se describen
aqui no fue arbitraria, sino que surgié como
resultado de un muestreo de extractos de plan-
tas con tradicién de actividad farmacoldgica
en medicina popular [35].

Melia azedarach L es el nombre cien-
tifico latino de un arbol muy abundante en
nuestro territorio oriundo de Asia. Su deno-
minaciin es una combinacién de Melia, en
griego, (porque sus hojas se parecen a las de
una planta de ese nombre que se cultiva en
Grecia) y azedarach que es el nombre persa
del 4arbol. En nuestro pais se conoce vulgar-
mente como paraiso, sin embarge, el nombre
verdadero de este drbol en espariol es Cina-
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momo. Pertenece a la familia Meliaceae, or-
den Sapindales, subclase Rosidae, clase Mag-
noliatae.

El cinamomo es un drbel caducifolio
de unos 10-12 m de altura con porte en para-
sol de tronco delgado de corteza oscura y
fisurada y copa densa que a veces toma la for-
ma de sombrilla. Sus hojas son alternas, nor-
malmente bipinnadas, de hasta 60 cm de lon-
gitud, con pinnas de 5-7 folioles peciolados,
ovales, ligeramente dentados, de 2-5 cm de
longitud, de color verde oscuro en €l haz y més
claros en el envés. Sus flores aparecen en
paniculas axilares, son colgantes, muy nume-
rosas y fragantes, de color blanco y violeta,
con los estambres reunidos en un tubo cen-
tral. Sus frutes sen drupdceos, globosos, de 1
cm de didmetro, de color amarillo-naranja al
principio, dispuestos en racimos muy orna-
mentales que permanecen en el srbol todo el
invierno.

En la Argentina el cultive de este 4r-
bol es muy extendido ya que crece réapidamen-
te resultando muy resistente a los insectos
plagas y aunque es una planta invasora es
muy apreciada por sumadera y su proverbial
sombra. A diferencia de otras melidceas nati-
vas se lo encuentra ficilmente en parques, pa-
seos y veredas de la Cindad de Buenos Aires
y también en las provincias de Buenos Aires,
Santa Fe, Cordoba y otras regiones de clima
subtropieal.

Melia azedarach es pariente cercano
dela Azadirechia indica, arbol conocido como
“Neem” y que es la fuente de numerosos pro-
ductos utilizados en la medicina tradicional
de la India denominada ayurveda. Esta me-
dicina natural es un sistema helistico para
curar que evolucioné entre los sabios Brah-
manes de la antigua India hace 3000-5000
anos y que aim esta vigente. Al “Neem” se le
atribuye un amplio espectro de propiedades
terapéuticas y constituye un arbol venerado
en la India. También para Melic azedarach
se han descripto una variedad de acciones
tales como: emético, antipirético, antihelmin-
tico, emenagogo, antiinflamatorio, desobstru-
yente, astringente, antiparasitario, antiviral
y tonico amargo.

Las partes de la planta que se utili-
zan son: la corteza del tronco y raices, las ho-

jas, las flores, los frutos y el aceite de las se-
millas. La corteza de la rafz se muele hasta
obtener un polvo que sirve de medicamento
[23] v la corteza del tronco se hierve a ebulli-
cién para extraer los principios activos que se
administran como un té con propiedades
antihelminticas [25]. Dentro de la medicina
India estas preparaciones estan indicadas con-
tra la fiebre, la dispepsia, vermes intestina-
les, la escréfula, lepra [22], cefaleas de origen
nervioso y en forma externa se recomienda
para cicatrizar heridas, forinculos, piojos ca-
pilares y erupciones pustulares. El polen del
Cinamomo causa enfermedad respiratoria de
tipo alérgica [9] y los frutos tienen componen-
tes toxicos que ingeridos en cantidad pueden
producir la muerte de nifios gue los coman ac-
cidentalmente o de animales como cerdos y
caballos que se alimenten con ellos [41].

Fuera del ambito de la medicina na-
tural se sabe que diferentes partes de la planta
poseen actividad antimicrobiana [24], insec-
ticida [28], [17], [11], antimalAdrica [26] y
antiviral.

Se puede decir que todas las eviden-
cias cientificas que prueban la existencia de
actividad antiviral en extractos erudos y pu-
rificados de las hojas de este arbol provienen
de nuestro laboratorio.

En 1982 reportamos que extractos
hidrealedlicos de M. azedarach mostraban
actividad antiviral frente a un amplio espec-
tro de virus ADN y ARN, tanto si se agregaba
el extracto después de la adsorcién del virus
y permanecia hasta su cosecha o desencade-
nando en las células un estado refractario a
la infeccion por pretratamiento [35]. Posterior-
mente se demostré que extractos acuosos de
hojas también poseian actividad antiviral de
amplio espectro exhibiendo baja citotoxicidad,
para una serie de lineas celulares de uso ruti-
nario como Vero, L929, MDCK, BHK-21 y
otras [5]. Se probé luego que la recoleccién de
1as hojas se puede realizar de noviembre a
mayo sin que se observen variaciones en los
niveles de la concentracién activa de los ex-
tractos [20]. La cosecha y almacenamiento de
hojas permitié entonces disefiar un método de
purificacién destinado a caracterizar él o los
principios actives. Una fraccidn, con actividad
antiviral, parcialmente purificada a partir de

-163 -



Anales Acad. Nac. de Cs. Ex., Fis. y Nat., tomo 53 (2001): 161-177.

extractos crudos la denominamos meliacina
(MA) [6]. En trabajos posteriores se realiza-
ron algunas modificaciones en el proceso de
purificacién [34], [1] que condujeron a la es-
tandarizacién de la obtencidn de MA con dis-
tinto grado de pureza, lo que denominarmos
fraceidn sflica (MAS) o MAS cromatografiada
en TLC que da lugar a dos compuestos (ban-
da 1 y banda 2) de diferente RF perc ambos
con actividad antiviral. Por razones de obten-
cién de masa hemos continuado trabajando
con la denominada banda 2 (MAB), la que
sometida a nuevos procedimientos de purifi-
cacion ha permitido el aislamiento y caracte-
rizacién del principio activo antiviral. Se tra-
ta de un limonocide que pertenece a la familia
de las meliacarpinas y es, de acuerdo al ana-
lisis de su espectrs en el RMN, el compuesto
lo-cinamoil-3o,11-dihidroxi meliacarpina que
resultd ser antiviral frente a la multiplicacién
en cultivos celulares de los virus de estomati-
tis vesicular (VSV} y herpes simplex tipo
H{HSV-1) [4].

Debido a las dificultades de obtencién
de material puro en cantidad, los resultados
que se presentan en el presente frabajo se ob-
tuvieron con MA. Nuestro interés en este com-
puesto radica en sus llamativas propiedades
como antiviral de amplio espectro in-vitro y
como droga de uso potencial in-vivo. Como se
trata de una investigacién que abarea varios
afios de labor de investigacién, del conjunto
de nuestro extenso trahajo hemaos selecciona-
do para esta presentacion resultados que per-
miten deducir el modo de accién de MA como
antiviral en cultivos celulares y su aplicacién
en un modelo animal. Algunos datos que se
presentan aqui han sido publicados separa-
damente y pueden ser consultados en la bi-
bliografia que se cita al final de esta revisién.

Materiales ¥y métodos

Células: Se emplearon células Vero (ri-
fién de mono verde africano Cercopithecus
aethiops) v células BHK-21 (hamster bebé)
que se cultivaron en monocapas con medio
minimo esencial de Eagle (MEM, Gibco) en
solucién salina de Earle, suplementado con
5% de suero de ternera inactivado (MEM 5%)
v 50 pug/ml de gentamicina. Las monocapas

fueron mantenidas en MEM suplementado
con 1,5% de suero bovino inactivado (MEM
1,5%).

Virus: Se trabajoé con el virus Junin
(Vd), cepa 1V 445 vy HSV-1, cepa KOS. Estos
virus fueron propagados y titulados por uni-
dades formadoras de placas (UFP) en células
Vero de acuerdo a protocolos estindar. Los
stocks de virus utilizados tenian titulos de:
VJ (IV,45,) 4 x 10° UFP/ml y HSV-1 (KOS) 5 x
107 UFP/ml.

Animales: Se utilizaron ratones Balb/
¢ machos y hembras de 6-8 semanas de edad
que fueron comprados en el I.LN.T.A de
Castelar (Buenos Aires). Los ratones fueron
tratados de acuerdo con el protocolo de cuida-
do de animales, recomendado por el Instituto
Nacional de la Salud de Estados Unidos y de
la "Association for Research in Vision and
Ophtalmology" de Estados Unidos.

Material vegetal: Se usaron hojas ver-
des de Melia azedarach 1. recolectadas en la
zona de Palermo y Nufiez de la ciudad de
Buenos Aires, entre los meses de diciembre y
marzo. Una muestra de hojas se deposité para
su identificacién en el Laboratorio de Botéani-
ca, Departamento de Ciencias Bioldgicas de
la Facultad de Ciencias Exactas y Naturales,
U.B.A., y se identificéd como Argentina
BAFC1432.

QObtencidn de MA: La preparacion de
rutina de los extractos purificados de MA se
realizé de la siguiente manera: las hojas ver-
des recién cosechadas ¢ guardadas a —20°C
se lavaron con agua destilada y luego se tri-
turaron en buffer fosfato de potasio 10 mM,
pH 7,2, conteniendo 0,35 M de KCI (1g de ho-
jas por ml). La preparacion cruda se filtré a
través de una gasa y luego se clarifies por cen-
trifugacién a 10,000 x g durante 45 min, El
sobrenadante liofilizado se extrajo con aceta-
to de etilo y la fase orgdnica se cromatografié
por absorcién con silica gel 230-400 mesh
(Merck, Darmstadt, Alemania), eluyendo con
cloroformo ¥ cloroformo-metanocl. Las fraccio-
nes eluidas con cloroformo:metanol 95:5 con-
tienen la actividad antiviral frente a VSV, vi-
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rus utilizade como indicador. Las fracciones
activas se mezclaron, evaporaron y solubili-
zaron en PBS a una concentracién de 1 mg/
ml para los experimentos realizados in-vivo
{MAS). Para los estudios de mecanismo de
accidn se realizd un paso adicional de purifi-
cacion que consistio en una cromatografia en
capa delgada (TLC) del material proveniente
del eluido de la ¢olumna de silica concentra-
do. Una de las dos bandas activas, banda 1
{MAB1)}, se usé como fuente de antiviral.

Ensayo de citotoxicidad: Monocapas
de células Vero y BHK-21 se trataron con di-
ferentes concentraciones de MAB1 (entre 0,20
pg/ml y 50 pg/ml} y al cabo de 24 hs de incu-
bacion a 37°C se realizé un recuento de célu-
las viables por el método de exclusién de azul
Tripan. Ninguna de las concentraciones de
MABI1 ensayadas tuvo efecto citotéxico va que
el nimero de células no varié significativa-
mente respecto del control sin tratar adn para
1a mayor concentracién de MAB1 usada (50

ug/ml).

Ensayo de actividad antiviral: Mono-
capas de células Vero y BIIK-21 crecidas en
microplaca de 24 pocillos se infectaron con VJ
utilizando una multiplicidad de infeccién
{m.i.)de 1 UFP/célula y luego de 1 h de adsor-
cién los cultivos se trataron con distintas con-
centraciones de MAB1 durante 24 hs (post-
tratamiento). Los sobrenadantes se cosecha-
ron a las 24 hs post-infeccion (p.i.) y el virus
extracelular se cuantificé por el método de
formacién de placas (UFP} en monocapas de
células Vero. La actividad antiviral de MAB1
para ambos tratamientos se expresé como la
concentracién efectiva que redujo en un 50%
el rendimiento viral respecto al control de vi-
rus sin tratar (CEg).

Pretratamiento de las células con
MABRBI: Se entiende por pretratamiento la in-
cubacién de monocapas de células Vero con
concentraciones de MABI1 no citotéxicas por
un periodo de 2 hs a 37°C (el estado antiviral
no se establece a 4°C) y luego se lavan las
monocapas y se agrega medio MEM sin
antiviral. Las células quedan completamente

refractarias a la infeccidn por un periodo de

12 horas [6].

Ensayo de penetracion: Células Vero
preincubadas 2 hs a 37°C con MEM 1,5% con-
teniendo o no 50 pg/ml de MAB1 se infecta-
ron con VJ (m.i. = 5). La adsorcién se realizé
durante 45 min a 4°C y luego de descartar el
indculo se realizaron dos lavados con PBS para
remover el virus no adserbido. Posteriormen-
te, las células se incubaron con MEM 1,5% a
37°C durante distintos tiempos (0, 45, 60, 90
0 120 min). Al cabo de dichos tiempos se agre-
g6 antisuero anti-VJ hecho en congjo (dilu-
cién final 1/100) y las céhulas se mantuvieron
por 30 min a 37°C. Luego, los scbrenadantes
se descartaron, las células se disgregaron con
tripsina y se centrifugaron durante 10 min a
2000 x g. El precipitado se lavé y resuspendio
en MEM 1,5% y el virus internalizado se cuan-
tificéd mediante un ensayo de centros infeccio-
sos en células Vero, Para determinar la ac-
cién de MAB1 por post-tratamiento, el ensa-
vo de penetracion se realizé en forma similar
al descripto con el agregado de MAB1 (50 ug/
ml} luego del periodo de adsorcién.

Cuantificacion de la infectividad aso-
ciada a célules durante la penetracion viral:
Células Vero pretratadas o no con 50 ug/ml
de MAB1 se infectaron con V.J (m.i. = §). Lue-
go de 45 min de adsorcién a 4°C las células se
incubaron a 37°C en MEM 1,5% y parte de los
cultivos sin tratar en MEM 1,5% contenien-
do 15 mM de cloruro de amonio. A distintos
tiempos post-adsorcién, el virus no internali-
zado se inactivd con proteinasa K (0,5 mg/ml)
como se describié previamente [14]. Finalmen-
te, las células se resuspendieron en MEM
1,5%, se rompieron por congelado y desconge-
lade y la infectividad asociada a células se
determind por el método de UFP,

Ensavo de formacidn de sincicios:
Monocapas de células Vero crecidas en cubre-
objetos e infectadas con VJ (m.1.= 1) se trata-
ron can MAB1 (50 ug/ml) a diferentes tiem-
pos p.i. Alas 24 hs p.i. las células se lavaron e
incubaron en MEM pH 5,0 conteniendo 0,2%
de seroalbimina bovina (Sigma) v 10 mM de
Hepes. Al cabo de 2 hs los cultivos se incuba-
ron en MEM 1,5% durante 15 hs a 37°C. Fi-
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nalmente, las células se fijaron con metanol,
se fifieron con Giemsa (0,4%) y se observaron
al microscopio para detectar la presencia de
células multinucleadas {14]. El porcentaje de
células fusionadas se calculd a partir del re-
cuento de 20 campos seleccionados al azar con
la siguiente férmula: (ndmero promedio de
ntcleos en policariocitos / nimero promedio
de niacleos totales por campo) X 100.

Inmunofluorescencia indirecta (IFI):
Monocapas de células Vero crecidas en
cubreobjetos se infectaron con VJ (m.i. = 1)y
a distintos tiempos p.i. se agregé MAB1 (25
ug/ml). A las 24 hs p.i. los sobrenadantes se
deseartaron y las céhilas se lavaron con PBS.
Luego, las monocapas se fijaron con metanol
{15 min a -20°C) 0 con 4% de paraformaldehido
(15 min a temperatura ambiente) para la IFIT
citoplasmatica o de membrana respectiva-
mente. Las células fijadas se incubaron en
primer lugar con el anticuerpo monoclonal
anti-GG1,GB03-BE0S [30], v posteriormente
con un antisuero hecho en cabra anti-Ig de
ratén conjugado con isotiocianato de
fluoresceina (Sigma). Los porcentajes de cé-
lulas fluorescentes se calcularon a partir del
recuento de 20 campos seleccionados al azar.

Infeccion ocular de los ratones: Los
ratones se anestesiaron por via intraperito-
neal con 2 mg de ketamina (Ketalar, Parke-
Davis, Morris Plains, NJ, USA) y xylacina
(Rompun, Mobay, Shanee, KA}. La cérnea de-
recha de cada ratén se raspd 8 veces siguien-
do un patrén de entrecruzamiento con una
aguja de calibre 27 y se instilé una suspen-
sién conteniendo 2,5 x 10* UFP de virus HSV-
1 (vol = 5 ul). MAS se administré tres veces
por dia aplicando diferentes esquemas. Los
ratones controles recibieron PBS en lugar de
MAS. La severidad de la queratitis herpética
se determiné usando un microscopio binocu-
lar y tabulando la severidad.

Evaluacion clinica: Los ratones fue-
ron evaluados clinicamente desde el dia 2 p.i.
hasta los 16 dias, tiempo en que se dio por
terminado el experimento. Se aplicé un siste-
ma de puntaje basado en la densidad de los
infiltrados inflamatorios, neovascularizacién

y la presencia de dlceras superficiales o pro-
fundas. Sin lesion: 0, presencia de escasas
células inflamatorias en el limbo y eseasos
infiltrados celulares en el estroma: 1; mode-
rados infiltrades inflamatories difusos: 2;
neovascularizacién pronunciada, edema, erc-
sién epitelial o focal, ulceraeién superficial: 3;
importantes infiltrados difusos, intensa
neovascularizacién, extensa ulceracién, necro-
sis estromal o perforacién de la eérnea: 4. [31].

Aislamienio de virus y determinacion
de los titulos wirales: A distintos tiempos des-
pués de la inoculacion, se sacerificaron grupos
de cuatro ratones y se extirparon los ojos que
se mantuvieron a —T0°C hasta su procesa-
miento. Una vez descongelados, se homoge-
neizaron en un Potter manual usando MEM
5%. Los homogeneizados al 10% se centrifu-
garon a 10.000 x g por 30 min a 4°C. Se cose-
charon los schrenadantes que fueron titula-
dos por UFP. El titulo viral se expresi en UFP/
gr de tejido.

Resultados

* 1. Mecanismo de accién de MABI sobre
el ciclo de multiplicacion de VI in-vitro

En las primeras experiencias con ex-
tractos crudos de Melia azedarach se habia
demostrado que el viros Junin era inhibido
tanto por pretratamiento de las células como
por post-tratamiento [35]. Posteriormente,
una vez que se dispuso de material purifica-
do, se traté de averiguar cudl era el paso de
replicacién viral afectado.

1.1. Accion virucida

A fin de deseartar un posible efecto
directo de MAB | sobre las particulas virales,
se midié la infectividad residual de suspen-
siones virales pre-incubadas 2 hs a 87°C en
presencia de concentraciones crecientes de
MAB1 (0 a 50 pg/rnl). No se enconfraron dife-
rencias significativas en el titulo viral respecto
al control preincubado con medio sin MAB1,
Tanto la ausencia de citotoxicidad como de una
accién directa sobre las particulas virales in-
dican que MAB1 no se comporta como un
agente virucida sino como un compuesto
antiviral.
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Fig. 1, Inhibicién de la muitiplicacién de VJ en células Vero y BHK-21 en funcién de 1a dosis de MABL
Monocapas de células Vero (A) o BHK-21 (B) se incubaron a 37°C en presencia de diferentes concentra-
ciones de MAB1 y al cabo de 24 h se determiné el niimero de células viables por el método de exclhusian
con azul Tripdn (A). Otra serie de cultivos infectados con V.J (m.1.=1 UFP/célula) se incobaron con MEM
1,5% conteniendo diferentes concentraciones de MAB1 ({). Alas 24 h pi. se titulé el virus Iiberado al
sobrenadante por el método de UFP. Los resultados corresponden al promedio de tres determinaciones +

el desvio esténdar.

1.2. Efecto antiviral

Para investigar el efecio de MAB1
sobre la produccién viral, monocapas de célu-
las Vero o BHK-21 se infectaron con VdJ y al
cabo de 1 h de adsorcién los cultivos se incu-
baron con diferentes concentraciones de
MAB]1. A las 24 hs p.i. se cuantifico el rendi-
miento viral. En los dos sistemas celulares,
MABI causé una inhibicién de la produccién
virica dependiente de la dosis (Figura 1Ay
B). La CE;q (concentracion efectiva de droga
que reduce en un 50% el titulo viral) fue de
0,94 pg/ml y 0,54 pg/ml para células Vero y
BHEK-21, respectivamente.

El efecto inhibitorio de MAB1 se co-
rroboré analizando la expresién de antigeno
viral en células Vero infectadas con VJ y tra-
tadas con MAB1 durante 24 hs utilizando un
ensayo de inmunofluorescencia indirecta. La
presencia de MAB1 (25 pg/ml) produjo una
inhibicidn del 98,5 % en el niimero de células
que expresaban antigeno viral respecto a los

cultives sin tratar (no se muestran los datos).
En los cultivos control, el poreentaje de eélu-
las fluorescentes para la m.i. utilizada fue de
un 50% mientras que en los cultivos tratades
s6lo un 0,75% del total de células exanmins
das presentaron fluorescencia, indicando que
MABI interfiere con la expresién de protei-
nas virales.

1.3. Efecto de MAR1 en diferenies etapas de la
infeccion viral

Con el objeto de ubicar temporalmen-
te el paso de la replicacién viral afectado por
MAB]I, células Vero o BHK-21 infectadas con
VJ se incubaron en MEM 1,5% (contrel) o
MEM 1,5% conteniendo 25 pg/ml de MAB1
agregada en diferentes periodos a lo largo de
la infeccién. En todos los casos, alas 24 hs pi.
se determiné el titulo de virus extracehalar.
Los resultados indican que la presencia de
MAB:! durante las primeras 4 hs. post-
adsorcién inhibe la multiplieacién viral en amn
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Iig. 2. Efecto del pretratamiento de células Vero
conn MAB1 sobre el rendimiento viral, Células Vero
se incubaron durante 2 h a 37°C con diferentes con-
centracienes de MAB1 (@ ). Luego los cultivos se
lavaron e infectaron con VJ (m.i.=1 UFP/célula). A
las 24 h p.i. se determiné el titulo de virus
extracelular por el método de UFP. ( () células
infectadas sin tratar con MAB1. Los resultados co-
rresponden al promedio de tres determinaciones
el desvio estdndar.

97,97 %. Cuando MAB1 se agregd a partir de
las 5 hs p.i., también se observd una inhibi-
cién del mismo orden y en forma independien-
te del sistema celular ensayado. La reduceidn
en el rendimiento viral observada cuando
MABI1 estuvo presente sélo al principio de la
infeccidn sugiere que MABI estaria afectan-
do una etapa temprana del ciclo de multipli-
cacién viral. Sin embargo, no se puede des-
cartar una accién de MAB1 sobre eventos pos-
teriores de la infeccidén de acuerdo a los bajos
titulos de virus extracelular obtenidos cuan-
do MAB1 se agregé a las 5 hs p.i. Conel fin de
poder distinguir entre los efectos inhibitorios
tempranos y tardios se decidié examinar el
efecto del pre y post-tratamiento con MAB1
sobre distintos eventos de la infeccién viral.

1.4, Inhibicion de la multiplicacion del VJ en

células Vero pretratadas con MAB1

En cultivogs pretratados con diferen-
tes concentraciones de MAB1 y posteriormen-
te infectados con VJ se cuantificé la produc-
cién de virus extracelular a las 24 hs p.i. Como
se observa en la Figura 2 el pretratamiento
con MAB1 produjo una inhibicién del rendi-
miento viral dependiente de la dosis. A bajas
concentraciones de MAB]1, se establecid un
blogueo de la replicacién del virus observan-
dose una caida del titulo viral de m4s de dos
logaritmos para una concentraciéon de MAB1
de 6,25 pg/ml siendo la CE5; de 0,127 pg/ml,
menor a la obtenida cuando MABI era agre-
gada lnego de la adsorcién (Figura 1A). Estas
resultados estarian indicando que el efecto de
MAB1 no es directo sobre el virus sino que la
célula huésped en estado refractario no es ca-
paz de permitir que se complete el ciclo de
replicacién.

1.4.1. Efecto del pretratamiento con MAB1
sobre las etapas tempranas del ciclo de multi-
plicacion viral

Nos preguntamos, entonces, a qué ni-
vel se producia el blogueo, por lo cual se deci-
dié analizar en detalle el efecto de MAB1 so-
bre las primeras etapas de la infeccidn:
adsorcién, penetracién y desnudamiento.

La adsorcién viral no fue afectada por
el pretratamiento con diferentes concentracio-
nes de MAB1 dado gue los titules de virus
adsorbido (asociado a células) en células tra-
tadas y sin tratar no presentaron diferencias
significativas. Lo mismo ocurrié comparando
los titulos de virus remanentes en el indeulo,
por lo que se descarté la adsoreidn viral como
blanco de la accion de MABL.

A fin de determinar si MAB1 tenia
algin efecto sobre la penetracién viral, se
cuantificé el nimero de centros infecciosos no
neutralizables por suero policlonal anti-VJ en
cultivos de células Vero pretratados o no con
MAB1, adsorbidos con VJ a 4°C y luego incu-
bados a 37°C durante diferentes tiempos para
permitir la internalizacién viral. El analisis
de la cinética de penetracién en los cultivos
sin MAB1 mostré que a los 45 min. post-
adsorcién la internalizacién fue casi comple-
ta (Figura 3). En los cultivos pretratados con
MAR]1, se observé una reduccién significati-
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Fig. 3. Accidn del pretratamiento con MABI sobre
la penetracién viral. Cultivos de células Vero
pretratadas (@) o no{ () con 50 ug/ml de MABI1
se infectaron con VI ¥ luego de 1 h de adsorcién a
4°C los eultivos se incubaron a 37°C. A diferentes
tiempos post-adsorcidn el virus internalizado se de-
terminé mediante un ensayo de centros infeccio-
sos. Los resultados corresponden al promedio de
tres determinaciones + el desvio estandar.

va de la internalizacién viral con un 90% de
inhibicién en el ndmero de centros infeccio-
sos luego de 120 min. de incubacion a 37°C.

El VJ entra a las células Vero por.un
mecanismo de endocitosis mediada por recep-
tor {14]. Las bases débiles acidotrdpicas, como
el cloruro de amonio, que elevan el pH de las
vesiculas acidicas intracelulares, impiden los
cambios inducidos por la acidez que son esen-
ciales para la fusién de membranas y por lo
tanto inhiben el desnudamiento de los virus
con actividad de fusién pH-dependiente [27],
[40]. Este tipo de agentes inhibe de forma in-
directa la reaccidn de fusidn gin afectar la
adsoreidn viral o 1a endocitosis.

En consecuencia, las diferencias en la
cinética de penetracion observadas en los cul-
tivos pretratados con MAB1 y los cultivos sin
tratar podrian deberse o bien a una inhibi-
cién de la internalizacién de los viriones en
vesiculas endogsomales o bien al blogqueo del
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Fig. 4. Accién del pretratamiento con MAB1 sobre
el desnudamiento viral. Cultivos de células Vero
pretratados (@) o no { [l ) con 50ug/ml de MAB1
se infectaron con VJ y luego de 1 h de adsorcién a
4°C los cultivos se incubaron a 37°C. Algunos culti-
vos no tratados con MAB1 y adsorbides a 4°C con
Vd se incubaron a 37°C en presencia de cloruro de
amonio 15 mM ([]). A diferentes tiempos post-
adsorcién se cuantificé la infectividad asociada a
células. Los resultados corresponden al promedio
de tres determinaciones £ el desvio estandar.

desnudamiento viral. A fin de poder distin-
guir entre estas dos posibilidades, cultivos de
células Vero pretratados o sin tratar, adsorbi-
dos con VJ a 4°C, se incubaron a 37°C y, a
distintos tiempos, el virus adsorbido vy no in-
ternalizado se inactivé por tratamiento con
proteinasa K y se determiné la infectividad
asociada a células. En los cultives control a
partir de los 20 min. post-adsorcién se detec-
t6 una disminucién progresiva del titulo de
virus internalizado, consecuencia de la pérdi-
da de infectividad asociada al desnudamien-
to viral. Por el contrario, en los cultivos pre-
tratados con MABI se observd una acumula-
cidn de particulas virales infecciosas (Figura
4). Un perfil similar al obtenido con MABT se
encontrd para otra serie de cultivos no trata-
dos con MAB1 para los cuales la internaliza-
cion se llevd a cabo en presencia de cloruro de
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Fig. 5. Efecto del tiempo de adicién de MAR1 sobre
1a produccién de virus extracelular y virus asocia-
do a células. Células Vero se infectaron con VJ
{m.i.=1 UFF/célula} y a diferentes tiempos p.i. se
agregé MAB1 (25pg/ml). Alas 24 h p.i. se determi-
n6 la produccién de virus extracelular a partir de
los sobrenadantes de cultivos tratades ()} y sin
tratar ([_]). Las células se rompieron por congela-
do y descongelado y se cuantificé la infectividad
asociada a células en cultivos tratados (@ ) y sin
tratar ( [l ). Los resultados corresponden al pro-
medio de tres determinaciones + el desvio estdn-
dar.

amonio. El conjunto de estos resultados indi-
ca que en células pretratadas con MABI el
virus no puede desnudarse.

1.5. Efecto del post-tratamiento con MARB1
sobre la infeccion con VJ

Dado que los eventos tardios de la
multiplicacién viral (brotacién y liberacién de
progenie) comprenden la fusién de membra-
nas al igual que la penetracién, y consideran-
do que MAB] inhibe la multiplicacién viral
cuando es agregada a las 5 hs p.i., se analizé
la accién de MABI1 sobre eventos tardios del
ciclo viral.

1.5.1. Efecto diferencial de MAB1 sobre la pro-
duccidn de virus extracelular y asociado a cé-
lulas

Se analizé la produccién de virus
extracelular y de virus asociado a eélulas en
funcién del tiempo de adicién de MAB1, El
agregado de 25 ug/ml de MABI1 a distintos
tiempos luego de iniciada la infeccién produjo
una marcada inhibicién del rendimiento viral
(superior al 30%) atin en aquellos cultivos in-
cubados con MAB1 a partir de las 8 hs p.i.
(Figura 5). Por el contrario, la infectividad aso-
ciada a las células aumenté en forma progre-
siva y en los cultivos en los cuales MAB1 fue
agregada a las 8 hs p.i,, el porcentaje de inhi-
bicién respecto a los cultivos sin tratar fue sélo
de un 45,52%. Por lo tanto la produccién de
virus extracelular fue significativamente mas
sensible a la accién de MAB1, indicando que
la adicién tardia de este compuesto permite
la formacién de particulas virales infecciosas
gue permanecen asociadas a la célula.

1.5.2. Efecto del tiempo de agregado de MAB1
sobre la formacidn de sincicios

Estudios previos demostraron que la
capacidad del VJ de producir células multi-
nucleadas podia ser inducida en condiciones
de acidez [15]. A fin de estudiar la accién de
MAB1 sobre la fusién eelular, monocapas de
células Vero infectadas con VJ se trataron con
MABI1 a diferentes tiempos luego del comien-
zo de la infeccidn. A las 24 hs p.i., se determi-
né el rendimiento viral a partir de los sobre-
nadantes y las células se incubaron en medio
4cido a fin de inducir la fusién celular. Los
porcentajes de inhibicién de la produccion de
virus extracelular y de la formacidén de sinci-
cios fueron similares cuando MABI1 se agregé
a lo largo de las primeras 8 hs de la infeccién
(Figura 6). Si bien el rendimiento viral no dis-
minuyé en forma significativa en los cultives
tratados con MAB1 durante las iltimas ho-
ras de la infeccion, la formacién de sincicios
resulté inhibida atin cuando MAB1 se agregé
a las 20 hs p.i. El porcentaje de células fusio-
nadas en los cultivos sin tratar fue del 72,5%,
mientras que en los cultivos incubados con
MABI1 a partir de las 16 hs p.i. y 20 hs p.i., los
porcentajes de células fusionadas fueron del
13,05% y 19,35% respectivamente.

1.5.3. Efecto del tiempo de adicion de MAB1
sobre la expresion de la glicoproteina viral G1
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Fig. 6. Efecto del tiempo de agregado de MAB1 so-
bre la formacién de sincicios. Células Vero se in-
fectaron con VJ (m.i.=1 UFP/Célula) y a distintos
tiernpos p.i. se agregé MEM 1,5% conteniendo 50
ug/ml de MAB1. Alas 24 h p.i. se cuantifico el ren-
dimiento viral () y la produceién de sincicios (@).
Los valores presentados corresponden a los por-
centajes de inhibicién calculados respecto del con-
trol sin tratar.

La ausencia de policariocitos en los
cultivos tratados con MAB1 durante las dlti-
mas horas de la infeccién podria deberse ala
falta de expresién de G1, principal glicopro-
teina del V.J en la superficie de las células in-
fectadas.

Con el objeto de analizar la aceién de
MAB]1 sobre la expresién y transporte a la
membrana celular de las proteinas virales, se
analizé el efecto del tiempo de adicién de
MARB]1 sobre la expresion de G1. Para ello, cé-
lulas Vero infectadas con VJ se incubaron con
MABI1 a partir de diferentes tiempos pi. Al
cabo de 24 hs se cuantificé el nimero de célu-
las que expresaban antigeno viral en el eito-
plasma o en la membrana celular mediante
ensayos de inmunofluorescencia indirecta
citoplasmaética o de membrana, utilizando
como primer anticuerpo un anticuerpo mono-
clonal anti-G1. Como se muestra en 1a Figura
7, en ambos ensayos se observé una disminu-
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Fig. 7. Efecto del tiempo de agregado de MB1 so-
bre la expresidn de la glicoproteina G1. Células
Vero infectadas con VJ (m.i.=1 UFP/eélula) se in-
cubaron a diferentes tiempos p.i. con 50 pg/ml de
MABI1. A las 24 h p.i. las células se fijaron y se
cuantificé la expresién de G1 en el citoplasma (O)
o en la membrana celular ( @ ) mediante ensayos
de IFI. Los valores representados corresponden a
los porcentajes de inhibicién calculados respecto
del control sin tratar.

cién progresiva en los porcentajes de inhibi-
cion de la expresion de GG1 en funcion del tiem-
po de adicién de MABL.

El ndmero de eélulas que expresan
(:1, tanto en citoplasma como en la membra-
na celular, fue significativamente menor res-
pecto al control sin tratar en aquellos culti-
vos en los cuales MABI se agreg6 en las pri-
meras horas de la infeccién. El agregado de
MAB1 a las 8 hs p.i. redujo en un 50% el nd-
merg de células fluorescentes en concordan-
cia con la disminucién de la infectividad aso-
ciada a células que se muestra en la Figura 5.
Estos resultados confirman la accién de MAB1
sobre una etapa temprana de la replicacién
viral. Por otra parte, para todos los tiempos
de adiciéon de MAB1 analizados, 1a inhibicién
de la fluorescencia citoplasmaética fue similar
a la observada cuando se determiné la expre-
sién de G1 en membrana , lo cual indica que
MAB1 no afectaria el transporte de G1 a'la
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Cuadro I. Diferentes tratamientos de ratones infectados por via ocular con HSV-1 con
MAS administrada por la misma via.

Dia-I Dia0 Dial Dia2 Dia3 Diad4 Dia5 Dia6
Pre-tratamiento MAS HSV-1 MAS MAS MAS - — s
Post-tratamiento MAS24 = HSV-1 MAS MAS MAS - — -
Post-tratamiento MAS96 - HSV-1 -- - - MAS MAS MAS

membrana celular. Asimismo estos experi-
mentos permiten descartar que la reducecion
en la capacidad de producir sincicios cuando
MAB] es agregada a las 20 hs p.i. (Figura 6)
se deba a una disminucién significativa de la
expresién de G1 en la superficie celular. Comao
se observa en la Figura 7, 1a adicién de MAB1
a este tiempo p.1. produjo una escasa inhibi-
cién de la fluorescencia de membrana (8,5%).

1.5.4. Efecto del post-tratamiento con MABI
sobre la adsorcidn y penetracidn viral

Los resuitados presentados en la Fi-
gura 3 demuestran que el pretratamiento de
las células con MAB1 inhibe la penetracién
viral sin afectar la adsorcién del virus a la
célula huésped. Se decidié entonces analizar
cudl era el efecto de la presencia de MAB1
durante estos dos eventos tempranos, De for-
ma similar a lo observado en los cultivos pre-
tratados, la infectividad remanente en el
inéeulo (titulo de virus no adsorbido) obteni-
do a partir de cultivos celulares infectados a
37°C con VJ en presencia de MAB1 durante 1
h, no presentaron diferencias significativas
con log cultives control, indicando que el pro-
ceso de adsorcién no estd afectado por MAB1
(datos no mostrados). Por oira parte, se ana-
lizo la cinética de penetracion viral en culti-
vos adsorbidos con VdJ a 4°C y posteriormente
incubados a 37°C en presencia de 50 pg/ml de
MAB1, determinando a distintos tiempos
post-adsorcién el ndamero de centros infeccio-
sos 1o neutralizables por suero policlonal anti-
VJ, como medida de virus internalizado. La
einética de penetracién de los cultivos trata-
dos fue similar a la obtenida en los cultivos
sin tratar (datos no mostrados). Si compara-
mos estos resultados con 1a marcada inhibi-

cion de la penetracién observada en los culti-
vos pre-tratados con la misma concentracién
de MAE1, se puede concluir que la inhibicién
de la internalizacién viral requiere la presen-
cia de MAB]1 antes de iniciada la penetracién.
El conjunto de estos resultados indica que el
past-tratamiento con MAB1 impide principal-
mente el egreso de progenie viral infecciosa
al medio extracelular.

* 2. Accion antiviral de MAS sobre la que-
ratitis herpética murina

La replicacién del virus HSV-1 es in-
hibida cuando se pretratan células con MA o
cuando MA se agrega después de la infeccién
(8]. Estudios posteriores demostraron que ni
la adsorcion ni la penetraciéon de HSV-1 se ve
afectada en células Vero tratadas con MAS
[34]. n cambio, se observa que hay una inhi-
bicién significativa de los polipéptidos virales
intracelulares involucrados en el empaqueta-
miento y ensamble de las particulas [34]. Es-
tudios ultraestructurales mostraron que en
las células tratadas con MAS se acumulan en
el citoplasma una gran proporeién de nucleo-
capsides virales sin envoltura y s6lo una pe-
quefia proporeién de virus maduro se encuen-
tra en las vesiculas citoplasmaticas [3].

Con el objeto de establecer si MAS
podia ejercer su efecto antiviral en un siste-
ma de infeccién in-vivo se probd su accién so-
bre la evolucién de ia queratitis herpética
(QH), ensayando distintos esquemas de tra-
tamiento topico en el ojo derecho de ratones
infectados con HSV-1, como se muestra en el
Cuadre L.

Se trabajdé con cuatro grupos de 20
ratones Balb/c adultos cada uno, 3 de los cua-
les fueron sometidos a los esquemas de trata-
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miento detallados en el cuadro, y el grupo res-
tante fue mantenido como control de infeccién

viral del experimento (ver Materiales y Méto-
dos).

2.1, Signos clinicos de enfermedad ocular in-
ducida por HSV-1

Los ratones presentaron sus primeras
lesiones oculares a los 7 dias de la infeccién
con HSV-1 y la observacion continud hasta el
dia 16 p.i. El primer signo de enfermedad ob-
servade fue la blefaritis, que consiste en la
inflamacién de los parpados y produccién de
secrecidn. Los ratones comenzaron a presen-
tar sintomas de opacificacién corneal y vas-
cularizacién a partir del dia 7 p.., con
neovasos extendidos hasta la poreidn central
-hecho patolégico- ya que la cérnea es
avascular. El conjunto de estos signos clini-
cos sumados a la necrosis corneal conforman
la gqueratitis estromal herpética, cuya evolu-
cién se detalla en la Figura 8 para el grupo
control y cada esquema de tratamiento. En el
dia 7 p.i, el 63% de los animales infectados
presentan signos de enfermedad, en tanto que
los valores se reducen a 25, 12,5 y 5% para los
3 grupos de tratamiento (MAS96, MAS24 y
pre-trat, respectivamente} (Figura 8A). La
enfermedad progresa y a los 10 dias p.i. se
registra un 79% de ratones con QH mientras
que los porcentajes correspondientes a los gru-
pos de tratamiento permanecen practicamen-
te invariables. Al final del periodo de obser-
vacidn (dia 16 p.i.}, se alcanza el maximo por-
centaje de animales infectados con signos de
QH (90%), los cuales parecen mejorar en los
grupos de tratarniento con MAS a las 24 y 96
h.p.i. dado que hay una leve disminucion en
el porcentaje de ratones enfermos (Figura 8A).
Estos resultados indican que MAS no sélo in-
hibe el desarroello de la QH sino que ademds
actuaria sobre la recuperacién de aquellos
animales que inicialmente habian enferma-
do.

Las observaciones de los signos clini-
cos se correlacionan con observacienes histo-
patoldgicas (resultados no presentados). Las
cérneas de los animales que no recibieron nin-
gun tipo de fratamiento presentaron engro-
samientos y edemas. El epitelio mostré evi-
dencias de necrosis e infiltrado de polimorfo-

nucleares, al igual que el estroma corneal. De
la misma forma, la vascularizacion del estro-
ma también se observé en los cortes de las
cérneas pertenecientes a los animales del gru-
po control. Por el contrario, el tratamiento con
MAS eliminé completamente cualquier signo
de dafio histolégico. Para los tres tipos de tra-
tamientos, las cérneas fueron histolégicamen-
te normales, sin evidencias de necrosis, infla-
macién ni vascularizacién.

2.2. Severidad de las lesiones provocadas por
la QH

El registro del porcentaje de anima-
les con QH se complementé con la observa-
cién de los diferentes grados de severidad de
las lesiones. Si bien algunos de los animales
tratados enfermaron, la severidad de la en-
fermedad no resulté la misma en todos los
casos. Mientras que el grupo de animales in-
fectados no tratades con MAS alcanzé una
severidad de las lesiones de 2,6, los animales
pre o post-tratados con cualquiera de los dos
esquemas de tratamiento con MAS presenta-
ron un rango de severidad de la QH que osci-
16 entre 0,05 v 0,6 (Figura 8B).

2.3. Aislamiento de HSV-1 « partir de cdrneas

Paralelamente al registro de los pa-
rametros de enfermedad, se sacrificaron tres
animales de los grupos de pre-tratamiento con
MAS, MAS24, MAS96 v control, en los dias
1, 2y 3 pi, y se extirparon los cjos. Estos
érganos fueron procesados segin se describe
en Materiales y Métodos para detectar infec-
tividad viral mediante una titulacién por for-
macién de placas bajo metilcelulosa en célu-
las Vero. Consideramos que los animales pro-
venientes del grupo MASY6 se comportaron
de forma similar al control durante los pri-
meros tres dias, dado que en este periodo no
recibieron ningdn tipo de tratamiento. Los
resultados obtenidos se presentan en la Figu-
ra 9.

Se observa que los animales que reci-
bieron MAS por pretratamiento y los anima-
les controles presentaron titulos virales simi-
lares (2 y 5x10° UFP/gr de ojo) en el dfa 1 p.i.,
en tanto que los animales que recibieron MAS
par post-tratamiento (MAS24) presentaron ti-
tulos significativamente menores (<102 UFP/
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Fig. 8. Evolucién de la enfermedad ocular inducida por HSV-1 en ratones tratados y no tratados con
MAS. A: signos clinicos de queratitis herpética; B: severidad de la lesién ocular. Control de infeccién con
HSV-1 (l); pretratamiento con MAS (@ ); MAS24 { A ); MAS96 (V).

-174 -



C.E. Coto, L.E. Alché y V. Castilla. Actividad antiviral en productos naturales: Melia azedarach L.

100000 ¢
] ]
10000 |
(=]
=S
3
1000 k&
&
=
3 oe——9
wo L
A
A A
10 ) ] L 1 ] 1
1 2 3 4
Dias post-infeccion

TFig. 9. Aislamiento de H3V-1 a partir de ojos de
ratones tratades y no tratados con MAS. Control
de infeccién con HSV-1 ( [l ); pretratamiento con
MAS (@ ); MAS24 (A ).

gr. de ojo) (t-Student, p = 0,001). Sin embar-
go, en el dia 2 p.i., las diferencias entre los
grupos tratados y los animales controles se
hicieron mas pronunciadas, pudiéndose apre-
ciar una disminucién de méas de 2-3 érdenes
de magnitud en los titulos virales de los ojos
de los animales tratados, resultando también
en este caso una diferencia significativa utili-
zando el mismo estadistico. A partir del dia 3
p-i., los titulos virales de los aislamientos co-
rrespondientes al grupo control comenzaron
a decaer, y no se detecté infectividad viral en
el dia 4 p.1., tal como se describe en la bhiblio-
grafia.

La disminucién de los titulos virales
observada en los grupos de animales pre y
post-tratados con MAS en ¢l momento de re-
plicacién viral mdxima (dia 2 p.i.} sugiere que
MAS actuaria inhibiendo la multiplicacién de
HSV-1 en los ojos.

Discusion
Numerosas familias de virus utilizan

la via endocitica para infectar la célula hués-
ped como medio para internalizarse o como

via para trasladarse al sitio de replicacién.
Dentro del endosoma el virus todavia se en-
cuentra en el espacio extracelular y necesita
fusionarse con la membrana del endosoma
para ingresar al citoplasma. En la actualidad
se conoce que ademds del proceso endocitico
clasico, que comprende la denominada endo-
citosis mediada por receptor en la que parti-
cipan las fosas reculnertas de clatrina, los vi-
rus utilizan otras vias como la macropinoci-
tosis, vesiculas no cubiertas de clatrina y otras
formas de ingreso [33].

Los resultados que se presentan en
este trabajo, utilizando como modelo de estu-
dio una cepa de VJ aislada de un caso leve de
fiebre hemorrégica argentina [12], indiean que
MA es un potente inhibidor de la multiplica-
cién viral en cultivos celulares y que el blo-
queo ocurre porgue el desnudamiento de las
particulas virales no tiene lugar.

Resultados similares se obtuvieron
con el virus VSV en dos sistemas celulares,
Vero y BHK21, en los que el ciclo de infeceién
se bloquea porque el desnudamiento de la
nuclecapside no tiene lugar (10]. Hay prue-
bas en apoyo de esta afirmacién, cuando el
virus se fuerza a ingresar a la célula por fu-
sién de su envoltura con la membrana plas-
madtica, evitando el camino endocitico, el efecto
inihibitorio se revierte significativamente [10].
También se observé mediante la técnica de in-
munofluorescencia, utilizando anticuerpos
contra la proteina M de VSV, que en las célu-
las tratadas con MA las particulas virales per-
manecen dentro de los endosomas.

Hemos demoestrade que el tratamien-
to eon MA provoca el incremento del pH de
las vesiculas Acidas intracelulares [37]. Este
efecto es similar al que produce el tratamien-
to con cloruro de amonio o cloroquina. Sin em-
barge, Ia accién del cloruro de amonio es
reversible, mientras que una vez que MA in-
duce un estado antiviral, éste persiste al me-
nos por 12 horas {6]. Llamativamente, se ha
demostrado que la basificacién de los
endosomas persiste aproximadamente ese
mismeo tiempo [10], lo que sugiere una corre-
lacién directa entre ambos eventos. Asi es de
esperar que los virus que ingresan a la célula
por endocitosis sean afectados por MA y esto
es lo que hemos encontrado en los virus
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testeados. Ademads de los nombrados, también
podemeos incluir al virus Sindhbis [36] y al vi-
rus de la fiebre aftosa [37].

El analisis del efecto de MA agregada
a tiempos tardios de la infeccién reveld gue a
diferencia de la escasa inhibicién tanto de la
infectividad asociada a células como de 1a ex-
presién de antigeno viral, la produccién de
virus extracelular resulté fuertemente inhi-
bida lo cual indica que MA produce una acu-
mulacién de progenie viral en la célula impi-
diendo Ia liberacién de particulas virales in-
fecciosas al medio extracelular. Por otra par-
te, los ensayos de inmunofluorescencia espe-
cifica, citoplasmética y de membrana, demos-
traron que MA no afecta el transporte de las
glicoproteinas virales a la membrana celular.
De lo expuesto, se puede inferir que MA no
estaria afectando la morfogénesis de las par-
ticulas virales sino la brotacién, aunque la
reduccidén en la actividad fusogénica en pre-
sencia de MA podria estar indicando la ex-
presion en la membrana de glicoproteinas vi-
rales con alteraciones en su procesamiento.
Es interesante agregar que observaciones si-
milares se realizaron con la infeceién de célu-
las Vero con IISV-1 en presencia de MA. El
HESV-1 ingresa a las células por un mecanis-
mo de fusién de membranas en las que inter-
vienen sus numerosas glicoproteinas, En este
caso, MA sélo impide la maduracién y egreso
de las particulas virales [3]. £n ese sentido
MA pareceria funcionar como la brefeldina A
que afecta la produccién de HSV-1 [17], indi-
cando que MA actia sobre el sistema de Gol-
gi.

En resumen: sobre el mecanismo de
accion de MA como antiviral podemos sefia-
lar que impide el ingreso de log virus que usan
la via endocitica y el egreso de aquéllos, que
por ser envueltos, necesitan un Golgi funcio-
nante. in consecuencia, para el virus Junin
MA tiene m4s de un blanco de accién antivi-
ral: el ingreso del virus parental y el egreso
de la progenie.

No se conocen antivirales especificos
para el tratamiento del virus Junin si bien se
han ensayado en cultivos celulares compues-
tos de diferente naturaleza quimica capaces
de inhibir la replicacion del virus [7], [13], {38].
Los estudios en modelos animales [39] v en

humanos [21] se han realizado solamente con
ribavirina, un antiviral de amplio espectro
[32], sin demasiado éxito. Los datos aporta-
das en este trabajo y los ya publicados indica-
rian que MA debe ser un compuesto apropia-
do para engayar su aceién en modelos anima-
les. Al respecto hay que destacar que extrac-
tos crudos de M. azedarach impidieron el de-
sarrollo de la encefalitis en ratones infec-
tados con virus Tacaribe, un arenavirus es-
trechamente relacionade antigénicamente al
virus Junin [18].

La oportunidad de probar la eficacia
de MA en un modelo animal se facilité por el
gran nimero de experiencias realizadas enun
modelo murino que remeda la queratitis
herpética occular en el hombre. Los resulta-
dos presentados en este trabajo y en los tra-
bajos publicados por nosotros en revistas es-
pecializadas [1], (2], [29] muestran inequivo-
camente que MA inhibe el desarrollo de 1a QH
cuando es aplicada antes y después de la in-
feccién corneal con HSV-1. Asimismo, se po-
dria inferir que el modo de accién seria dife-
rente en ambos tipos de tratamiento.

Dado que MA tiene un marcado efec-
to inmunomodulador sobre el sistema inmu-
ne de ratén [19], podemos concluir que, cuan-
do MA es suministrada a las 96 h.p.i., la inhi-
bicion de la QH podria deberse a la aceién in-
munomoduladora de la MA, pues en ese mo-
mente ya no se detecta multiplicacién viral
en la cérnea. Los resultados obtenidos con el
tratamientc con MA alas 24 h.p.i. indican que
ambas propiedades, antiviral e inmunomodu-
ladora, serian necesarias para limitar el de-
sarrollo de la QH.
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