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INTRODUCCION

Resulta 6bligado admitir que, dﬁrante las cuatro
Gltimas décadas, una nueva disciplina cientifica haya sido
desarrollada a partir de diversos campos de investigacién:
La Quimioterapia. Efectivamente, desde que DOMAGK (1935)
empleara por primera vez las sulfonamidas como agentes anti-
infecciosos hasta hoy, cientos de antibi6ticos y quimioter&-
picos se han descubierto y sintetizado y se han fijado las
bases experimentales que permiten estudiar nuevos mecanismos
de accibn antiinfecciosa e incluso disefiar modernos f&rmacos
‘de sintesis con una actividad antimicrobiana. Pese a todos
estos resultados positivos,en el campo de la Biologia de
Infeéciones, existe un reto a la investigacidn que los cien-
tificos estudiosos de la Biologfia y de la Medicina, estamos

obligados a atender: las infecciones virales.

Prueba.: decisiva es que en EE.UU., en 1974, junto a
cientos de antibibticos antibacterianos y quimioter&picos anti-
pfotozoarios, tan sblo existian tres fdrmacos antivirales para
‘uso clinico. Poco han variado las cosas en estos filtimos cuatro

afios, cuando en un resumen sobre la actualidad de los medicamen-
antivirales que hace WERNER (1977) comentando los avances sobre

guimioterapia antiviral presentados en el X Congreso Internacio-

nal de Quimioterapia, tan sb6lo retiene la atencibén sobre el



arabindsido de adenina (Ara-A 6 Vidorabina), la iodoxuridina
(IDU), el ribofuranosilttriaZOI—carboxamida (Virazol) y el
clorhidrato de amino-l-adamantanol (amantadina).

En. este mismo Congreso, ALBERT .SABIN se pronuncié
varias veces contra la filosofia y la metodologia de las in-
vestigaciones en el campo de la Quimioterapia antivirus. Se?
gGn €1, nos estamos esforzando vanamente en buscar una acti-
vidad terapeutica en productos que no son mas que unos inhi-
bidores de la replicaci6én viral y no pueden actuar por tanto

mas que en un estadio inicial de la infeccibn.

El hecho de que, subsiguientemente a la Antibiotera-
pia, apareciera la antibioticoresistencia, obligé a los cien-
tificos a poner en juego toda una extraordinaria mec&nica in-
vestigadora para conocer la intimidad de los distintos meca-
nismos de antibiosis y resistencia en la Biclogia de Infecciones
Microbianas. Sin embargo, en el campo de la Virologia, los acon-
tecimientos observables en la Quimioterapia no guardaron ning(n
paralelismo con los observados en bacterias, hongos y protozoos.
En el caso de los virus, las mayores dificultades residen en el
peculiar estado de parasitismo intracelular del agente infectivo
gue le hace mas inaccesible al f4rmaco; en su peculiar morfogé-
nesis y estructura dificil de vulnerar desde el exterior sin al-
terar el propio mecanismo de la célula huesped; en que, practi-
camente, tan s6lo, son posibles dos vias de aproximacién en la
Quimioterapia antiviral, la sintesis de proteinas y la de &4cidos
nucleicos. Es curioso observar que aunque entre los virus no
pueda afin hablarse de quimioresistencia como sucede con las bac-
terias, sin embargo sea muy dificil conseguir progresos en el

campo de la Terapia antiviral.



" Esta situacibn, derivada de las muchas dificultades
que entrana el estudio de los virus, unido al hecho de que
existan graves problemas de oncogénesis que han de resolverse
a través de un mayor conocimiento de la infeccidn viral y de
sus posibilidades de control, han atraido nuestra atencibn
hacia este interesante y prometedor campo de la Investigacién
Biolégica, con el buen deseo de que nuestros resultados expe-
rimentales puedan constituir una aportacién mds al mejor cono-

cimiento de la actividad de las sustancias antivirales.

Asi, en esta Memoria de Tesis, nos proponemos =-en ‘
primer lugar- actualizar la problematica cientifica relacionada
con el aspecto particular del tema y estudiar, después, un sis--
tema biol6gico que nos permita controlar la actividad antiviri-
ca dé distintas moléculas actuando a diferentes niveles de la
multiplicacién viral para, ultimamente, investigar sobre las
variaciones que estas substancias pueden condicionar sobre los

distintos parédmetros de una interaccién virus-huesped-farmaco.
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I. RELACIONES ESTRUCTURA-
-FUNCION EN LOS VIRUS

Parece 16gico que antes de revisar la bibliografia
mas particularmente relacionada con nuestro tfabajo experimen-
tal recopilemos una serie de datos que nos den ideas de lo que
son y representan los virus como entidad biolbégica, ya que
tanto el control de la infeccibn viral como la posible resis-
tencia del virion a un fdrmaco antagonista, van a depender de
la composicibn y estructura de estos agentes infecciosos con-
siderados como los elementos_genéticos mas simples capaces de
alternar entre dos estados distintos intracelular y extracelu-
'lar (BROCHK, 1973). Posteriormente iremos precisando particula-
ridades que corresponden a la estructura y funcién de los virus

sobre los que hemos de realizar nuestro trabajo experimental.

1. Aspecto general del problema

Desde nuestro punto de vista de bi6logo, los virus
-de acuerdo con CURTIS (1972)- pueden quedar clasificados
dentro del reino de las Moneras, en tanto no se pueda definir -
exactamente su origen. Evolutivamente considerado existen di-
ferentes teorias sobre el origen de los virus, que dependen
tanto del punto de vista del autor que lo considera como de la
vertiente biolbdgica considerada, hasta el punto que para algu-

nos todavia permanece en discusidn el dilema de si los virus



son las formas de vida m4s sencillas o son sustancias quimicas
inanimadas. Puesto que los virus aparecieron relativamente

tarde en la evolucidn y son entes pardsitos estrictos, habréa

que pensar que se originaron de forma an&loga a las bacterias

y que después perdieron sus facultades metabdlicas o bien,
interpretarlos como particulas de células que han iniciado una
existencia independiente. Parece que lo mas generalmente acep-
‘tado en la actualidad, es que los virus son formas abortivas de
células degeneradas; de todas maneras resulta méds dificil expli-
car el origen de los RNA-virus, puesto que el RNA nunca pre-

senta autoreplicacibén en las células normales.

Aunque en la presente memoria utilicemos exclusiva-
mente virus pertenecientes a dos grupos de virus animales
(ORTHOMIXOVIRUS y PARAMIXOVIRUS), cuyo genoma estd constituido
por RNA, consideramos conveniente dar una visién panoré&mica de
los distintos grupos de virus animales y dejar establecidas las

relaciones que entre todos ellos puedan existir.

1.1, Estructura de Las panticulas vindicas

En la actualidad se tienen perfectamente determinadas
la estructura y composicibén quimica de diferentes viriones. Pa-
ra ello fue necesario disponer de cuidadosos métodos de purifi-
cacién semejantes a los que se utilizan en la quimica de pro-

teinas.

Generalmente hablando y aunque las estructuras de los
virus son muy diversas, poudemos decir que el viribén o particula

virica completa consta de una porcidn central -conocida como



CORE o NUCLEOIDE- en el que se localiza el 4cido nucleicd,

que se rodea de una cubierta'proteinica denominada CAPSIDA;

las proteinas individuales o unidades morfolbdgicas que forman
la envuelta viral se llaman CAPSOMEROS y pueden estar dispues-
tos aisladamente como monémeros o agruparse formando unidades
oligoméricas. En mﬁchos casos las estructuras son mas compli-
cadas, y el complejo nucleo-cépsida puede aparecer rodeado

de una ENVOLTURA membranosa externa cuyos componentes pueden
tener su origen en las estructuras periféricas de la célula
huesped. Asimismo existen virus de mayor complejidad afin, pre-
sentando ESPICULAS fijadoras en su cipsida; o también como
sucede en los bacterib6fagos, que disponen no s6lo de una cabeza
con extructura semejante a los citados, sino que también tienen
una cola mas o menos compleja (sin &cido nucleico) y unas for-

mas de anclado o fijacibén a la superficie del huesped.

Como puede verse, la actividad funcional y biolbgica
del propio virus ir& estrechamente ligada a su estructura. Asi
mientras que los &cidos nucleicos se encargén de transmitir la
informacibén para la sintesis de nuevos virus, la cépsida cons-
titﬁye un dispositivo de empaquetamiento que asegura la esta-
bilidad de las moléculas automultiplicables durante la perpe-
tuidad de la especie y facilita la adsorcibn y penetracibn en
la célula huesped. En esta primera fase de contacto entre el
virus y la célula huesped, la envuelta membranosa del virus
(cuando existe) o las formaciones espiculares como en el caso
de los mixovirus, o bien los dispositivos de fijacibn de la
cola de los fagos, tienen una influencia decisiva en el reco-

nocimiento de la cé&lula huesped.



1.1.1. EL nucleoide viral, segGn hemos dicho, est4d
formado por una s6la molécula de &cido nucleico y esto con-
diciona un caricter taxonbmico entre los virus, permitiendo
clasificarlos en dos grandes grupos, segfin se trate de DNA-
-virus 6 RNA-virus. La longitud y peso molecular de cada
dcido nucleico -cdnstituyendo el nucleoide- permanece in-
variable para cada tipo de virus; ello hace inalterable la
informacibén que codifican, aunque también estén sujetos a
evolucidn por alteraciones genéticas de caracter mutacional
o por recombinacién. De esta forma pueden originarse nuevos
tipos de virus e irse transformando progresivamente; es mds,
también pueden producirse hibridaciones entre genes de dos
virus distintos y quedar juntos constituyendo un nuevo virus,
aunque conservando la presencia exclusiva de DNA 6 RNA segflin
al grupo al que pertenezcan. Dentro de los virus animales,
por los cuales tenemos especial interés, los DNAévirus, -salvo
el caso particular de los parvovirus que es monocatenario- po-
seen un DNA bicatenario y por tanto un genoma con mayor peso
molecular que los RNA-virus que son monocatenarios, excepto
los reovirus que poseen un RNA bicatenario. Estos 4cios nuclei-
cos pueden estar dispuestos en forma circular o lineal y su

longitud variar de 1 a 100 nm aproximadamente.

En cuahto a la estructura molecular del &cido nuclei-
co viral no consideramos oportuno entrar en una descripcibn
detallada, pero a continuacién reproducimos un esquema de la
estructura del DNA que, aparte de completar este estudio gene-
ral serviri para interpretar mejor el mecanismo de accibén de

algunos férmacos (Fig. 1).
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1.1.2, La cdpsida véﬁal, que condiciona el empaque-
tamiento de la informacibn genética mantenida en el nucleoide,
puede ser de diversas formas segfin que su simetrfa sea heli-
coidal, isométrica, pleombrfica o binaria. En el primer caso,’

cidpsida helicoidal, se incluyen la mayoria de los virus vege-

tales en los que los capsdmeros (monbmeros o subunidades pro-
téicas) aparecen ordenados de forma helicoidal alrededor del
nucleoide que también presenta esta disposicibén y condiciona

una morfologia tubular semirigida. Las cépsidas isométricas

presentan caras triangulares, equildteras, que condicionan la

formacién de poliedros deltaédricos que, al agruparse, origi-
nan icosaedros regulares con tres ejes de simetria; este tipo
de envuelta existe en algunos fagos y virus vegetales y en la

mayor parte de los virus animales. Las cépsidas pleomb6rficas

son de mayor complejidad porgque en ellas pueden entrar dos o
mas orientaciones simétricas mezcladas, como sucede en los
poxvirus que tienen una simetria helicoidal entrecruzada
(LWOFF y cols, 1968) o en el virus vacunal (EASTERBROOK, 1966)
de complejas estructuras en forma de ladrillo. Por Gltimo, las

c8psidas de simetria binaria, que aparecen en bacteribéfagos,

son todavia mas complicadas ya que en ellas se puede distinguir
una cabeza (isométrica alargada) y una cola, de longitud va-

riable, que puede estar protegida o no con una vaina.

El nGmero de capsémerés es muy variable dependiendo
del tipo de simetria: puede ser muy numeroso en los helicoida-
les (dependiendo del peso molecular del &cido nucleico, de la
estructura terciaria de la proteina viral y del di&metro de la

nucleocdpsida); es finito y constante en los isométricos, pu-=-
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diendose calcular su nfimero por la f&6rmula de VASQUEZ y
TOURNIER (1962); y es variable en las pleombérficas, sin
conocerse qué constituyentes quimicos pueden condicionar

el entrecruzamiento ( LWOFF y cols. 1962).

Una idea de los tipos fundamentales de estructura
viral se presentan a continuacibén siguiendo los modelos de
MATTERN (1977) y de HUCK (1964) (Fig. 2).

1.1.3. En cuanto a La envoltura o cubienta membranosa,
que presentan algunos virus y bacteri6fagos, principalmente, se
forma casi siempre a partir de las‘estructurés periféricas del
huésped Y, pdr tanto, pueden entrar en su composicidén moléculas
de lipidos, proteinas y, ocasionalmente, glcidos. Pese a la
comunidad de origen entre la membrana del viridn y la del hues-
ped, pueden existir algunas diferencias de composicidén como
ocurre en la hemaglutinina y neuraminidasa de los mixovirus que
no se presentan en las membranas de la célula huesped (SCHErD g,
1972) o en algunos lipidos que aparecen en el fago Dp-1 de
pneumococos LOPEZ 'y cols. (1977). En casos particulares,
como sucede en los herpes virus, la membrana del viridn tiene
su origen en la membrana nuclear de la cé&lula huesped y se
forma antes de pasar a la cisterna perinuclear.

1.2. Funcibn de Las particulas virnicas

Si partimos del condicionahte general de que los
virus s6lo pueden multiplicarse dentro de células vivas que,
consecuentemente, son dafiadas o destruidas en funcién del éra-
do de parasitismo al que han llegado evolutivamente por pérdi-
da de otras estructurasvy funciones biolbégicas, habrémos de
admitir que las estructuras actuales -de las que hemos dado

una idea general- dardn origen a funciones especificas que
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VIRUS VACUNA VIRUS ORF VIRUS DE PAROTIDITIS
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HERPES VIRUS TIPULA VIRUS

INFLUENZA VIRUS
BACTERIOFAGO T
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VIRUS DEL MOSAICO ADENOVIRUS POLIOMA VIRUS DE
DEL TABACO VIRUS POLIOMIELITIS

Fig. 2.~ Los cinco virus con estructura poliedrica presentan
simetria cibica; el virus del mosaico del tabaco y los
componentes internos de los virus del sarampibén y paro-
tiditis son de simetria helicoidal, mientras que los
otros virus muestran una simetria compleja.
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' éseguran la automultiplicacién de estas particulas virales
submicroscbpicas y que estas funciones, a su vez, guardarén
estrecha relacidén con la particularidad estructural en cada
caso, modificando las relaciones par&sito-huesped. Por prin--
cipio, en esta situacibn de parasitismo estricto, habremos de
admitir que las estructuras menos virulentas encontrarén mas
facilidad en la seleccibn natural hasta llegar al equilibrio
adecuado. De aqui que resulte l1l6gico examinar las relaciones
estructura-funcién en cuanto que son capaces de favorecer la
multiplicacibn virica por inducir a la célula viva a sinteti-
zar los propios componentes esenciales de la particula viral
Yy a ensamblarlos ordenadamente hasta dar lugar a un nuevo

agente infeccioso.

Los diversos ESTADIOS DEL CICLO VITAL de un virus

pueden resumirse en 6 etapas:

i) Adsorcibn o fijacibn del viribén a la célula suscepti-
ble. a través de receptores especificos situados en la membrana

del huesped.

ii) Penetracibn del virus o de su nucleoide en la célu-
la; en el caso de los fagos, existen enzimas localizados en la
cola del mismo que degradan pequefias porciones de la pared ce- .
lular bacteriana, originando poros a través de los cuales se

inyecta el 4cido nucleico a la célula.

iii) Replicacidn del &cido nucleico viral produciendo una
subversién de todo el metabolismo de la cé&lula huesped en pro-
vecho del parésito; segQin se trate de DNA 6 RNA-virus, el pro-
ceso replicativo tiene distintas variantaes. En esta fase se
codifican una serie de enzimas que son necesarios tanto para
degradar los &cidos nucleicos del huesped como para sintetizar

las proteinas propias del virus.
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iv) Produccibn de los distintos componentes separados de
la particula viral, tanto los caps6meros como otros constitu-
yentes esenciales del virus.

v) Maduracibn,. durante la que se combinan los distintos
elementos aislados, para dar lugar a la progenie infectiva de

viriones maduros.

vi) Liberacién del virus mediante concurso de diversos
enzimas liticos, como se produce en la lisis por fagos, o por
un proceso de evaginacién a nivel de membrana nuclear .(en unos
casos) y a nivel de membrana citopl&smica. A continuacibn se
representan esquematicamente la replicacién de un RNA virus paras
to con cubierta (Fig. 3) y de otro que carece de esta envol- )
‘tura (Fig. 4).

En cuanto a la funcién del nucleoide viral, esti

claro que constituye la reserva de toda la informacién mole-
cular necesaria para la sintesis de nuevos viriones. Una idea
resumida del proceso de replicacién de los RNA virus, de los
que’nos ocupamos, se indica en los esquemas que siguen mas
adelante. La cantidad de informaci6n almacenada depende‘del
.grado de polifuncionalidad del virus (6-7 regiones en el DNA
de polioma, 11 regiones en el RNA de reovirus y mas afin en el
DNA de adenovirus).

Parece suficientemente claro que los DNA-virus se re-
plican en el nucleo de la célula huesped, excepto los poxvirus
que lo hacen en el citoplasma. Los RNA-virus, sin embargo, se
replican generalmente en el citoplasma, aunque existan algunos

grupos (especialmente mixovirus) en los que no se descarta la
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Fig. 3.-Peplicacidn de un RNA virus monocatenario
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Fig. 4 Replicacidén de un RNA virus monocatenarios
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pogibilidad de que también lo puedan hacer  en el nucleo de la
célula . huesped.

 Existe la duda de si el nucleoide lleva también la
informacibén que emite el ensamblado, al@ordenar las diferentes
sintesis proteicas en un orden fijo, cuya estructura podria
tener puntos especificos de contacto que continuaran como fac-
tores morfogenéticos o bien se sintetizan proteinas especificas

capaces de modular este ensamblado especialmente.

Por otra parte, la clpsida -donde se localizan carac-
teres antigénicos diferenciales del virus- tiene como princi-

pal funcidn el proporcionar proteccibén a la informacidén que

est8 codificada en el nucleoide, empaquetando los &cidos nuclei-
cos con el mayor ahorro de energia y con la mixima estabilidad
desde el punto de vista termodin&mico y evitando, ademds, que
sean destruidos por las nucleasas del huesped. Asimismo, esta
cdpsida interviene en el proceso de adsorcibén y fijacién del
virus a la célula huesped, participando también =-en el caso de
los fagos- en el mecanismo de inyeccibén del &cido nucleico vi-

ral durante el proceso de infeccibn.

Finalmente, en los virus, pueden existir envolturas

membranosas o membranas cuyo origen puede deberse al huesped,

o pueden tener proteinas cuya sintesis est8 codificada en el
nucleoide; asi sucede con la hemaglutinina y neuraminidasa de
las espiculas de los mixovirus. Estas espiculas especificas
tienen la funcidn de localizar y fijarse a los receptores de-
la célula huesped.



Se sabe que los DNA-virus son resistentes al eter y
otros disolventes, lo que implica que no poseen envoltura
lipidica, excepto los DNA-virus mas complejos, como son los
poxvirus y herpesvirus que si la poseen; sin embargo, entre
los RNA-virus se encuentran muchos grupos que son acusadamenﬁe
sensibles al eter y disolventes lipidicos, a excepcidn de 1los
picornavirus y reovirus.'Segﬁn parece admitirse por algunos
autores (HAMPARIAN y cols. 1963), los virus con envoltura mem-
branosa no poseen nucleocdpsida icosahédrica, excepto los vi-
rus herpes y encefaliticos. Para una mejor comprensién de la
disposicifn estructural que se puede encontrar en los virus
con membrana se presenta un esquema de secciones transversales
de un viribn con capsida icosaedrica y de otro con capsida he-
licoidal (Fig. 5).

2. Taxonomia y posible sistematizacibn del estudio de los Mixo-

virus.

Eh cuanto a criterios para taxonomia de estos virus,
cuyo nombre "Mixovirus" es relativamente nuevo y que fu€ intro-
ducido en la terminologia por ANDREWS, BANG y BURNET (1955),
habrémos de sefialar que las enfermedades producidas por ellos
son conocidas y padecidas desde hace siglos. Ello constituyb
una primera clasificacidr en funcibén de la enfermedad, pudiendo
décirse que en su origen, este grupo, contaba con seis miembros:
Influenza A, B y C; FPV; NDV y parotiditico. Posteriormente,
estos virus, fueron divididos en dos grupos basdndose en la na-
turaleza del viridbn. ' '
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~ UNIDAD ESTRUCTURAL

[~ Unidad morfologica
O capsfmero

CAPSIDA NUCLEOCAPSIDA
Acido nucleico

MEMBRANA

CAPSIDA , }NUCLEOCAPSIDA
Acido nucleico

MEMBRANA

A = yiridn con nucleocapsida icosaedrica

B } Seccibn esquematica

virién con nucleocapsida helicoidal

Fig. 5.- Diagrama de dos viriones de diferente estructura
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Estbs dos grupos (que en la actualidad se conocen
como CEthomixovifusjy Paramixovirus) se asemejan s6lo en la
ppsesién de la ribonucleoproteina helicoidal y en una cubier-
ta lipidica derivada de la cé&lula huesped, que tiene una gran
capacidad de unidén con las mucoproteinas. Esta membrana esté
revestida de glucoproteinas codificadas por el virus y difie-
ren entre si en algunos otros aspectos seg@in la estirpe viral.

Mas tarde, el grupo de Paramixovirus se ha visto am-
pliado en tres virus mis, tales como sarampibén, peste bovina
y moquillo, que guardan una cierta relacibén con los del grupo
yvque morfolb6gicamente son iguales. Los Mixovirus no s6lo son
un excelente modelo para el estudio de los RNA virus en gene-
ral, sino que también son un magnifico instrumento en campos
tales como el estudio de las infecciones por virus lentogénicos,
de los virus tumorales RNA y para un mejor conocimiento de la '

membrana de las células animales.

A continuacibn exponemos un esquema (Fig. 6) que pue-
de ilustrar sobre las relaciones que existen entre los distin-
tos virus anteriormente resenados en funcibén de la morfologia
de la particula viral y de la membrana, por una parte, asi como
de los receptores para mucoproteinas y presencia de neuramini-

dasa, por otra.

Mas recientemente,y con los datos sobre la arquitec-
tura viral -antes indicados~ que condicionan un determinismo
caracteristico para las relaciones huesped-pardsito, se ha po-
dido asimismo establecer una ordenacidn taxonfmica que =-utili-
zando los criterios de FENNER (1976)- se recoge en los traba-
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SARAMPION
PESTE BOVINA
MOQUILLO

NDV
PAROTIDITIS
PARAINFLUENZAS

MORFOLOGIA DEL NDV ENVUELTA

BIOLOGICAMENTE ACTIVA

NEURAMINIDASA-RECEPTORES PARA
MUCOPROTEINAS

' Fig. 6.- Relacibn existente entre los distintos Mixovirus
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jos del Comité Internacional de Taxonomfa de Virus Yy precisa-
mente en los Symposia mantenidos en Madrid en 1975 con motivo
del III Congreso Internacional de Virologfa. Seglin las deci-

siones aqui tomadas, todos los virus fueron agrupados en cinco

~grupos seglin que incluyan:

A) Especies que se multiplican en mas de una de las 4
clases de huespedes que han sido considerados (B-C-D-E).
' B) Especies que se multiplican s6lo en vertebrados
C) Especies que se multiplican s6lo en plantas
D) Especies que se multiplican s6lo en bacterias

E) Especies que se multiplican s6lo en invertebrados

A partir de estos 5 grandes grupos, se hizo una sub-
divisibn, dentro de cada uno,(por familias) segfin el &cido
nucleico del viridn; después, dentro de cada tipo de &cido nu-.
cleico se dividen también en mono y bicatenarios. A partir del
anterior criterio sigue otra divisi6n que atiende a la relacibn
peso molecular del &cido nucleico/concentracibn porcentual de
&cido nucleico en las particulas infectivas. Ademds de todo
ello pueden establecerse subdivisiones segfin la forma de la
particula viral y presencia de envoltura proteica, forma de
la nucleocépsida o, por Gltimo, en funcién de la naturaleza del
huesped infectado, del modo o modos de transmisi6n y del hues-

ped transmisor.

Una somera idea del estado de clasificaci6bn de los
virus se da en el Cuadro I con datos tomados de MELNICK (1971).
Para los interesados en el tema remitimos a la clasificacién
actual de FENNER (1976)
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- A la vista de la clasificacién previamente sefalada,
cabe particularizar a partir del gran grupo B de FENNER a los
mixovirus, por ser objeto del presente trabajo. Estos virus,
que solamente se multiplican en vertebrados, puede ser dividi-=
do en las familias: ORTOMYXOVIRIDAE y PARAMIXOVIRIDAE; de ellas,

la primera, con un sb6lo género (Influenza virus) y la segunda

con tres géneros (Paramixovirus, Morbillivirus y Pneumovirus).

Todos estos virus del gran grupo B, tienen un gran interé&s por
su significacibn patbgena y posibilidades de mutagénesis (espe-
cialmente en el influenza humano), lo que dificulta su control
inmunol6gico. Ello hace que nuestro estudio se centre en este
tipo de virus y empezemos por revisar y actualizar los datos

que sobre su biologia existen.

3. Estudio de algunos caracteres diferenciales

A la vista de cuanto hasta agqui llevamos dicho en
relacidén con las particularidades estructurales de los virus
y después de considerar en la Figs$6,7 las posibles relaciones
de parentesco biol6gico entre algunos de ellos. Parece indica-
do precisar aqui, de un modo resumido, las diferencias substan-
ciales que se pueden detectar entre distintos individuos de

los dos grupos que particularmente mas nos interesan.

3.1. Diferencias entre FPV o Tnfluenza con NDV y Sendai

En particular, la morfologfa a nivel molecular entre
estos virus, revela que mientras el FPV es idéntico a otras ce-

pas de influenza puede quedar claramente separado del NDV,
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3.2, Difenencias entrne Paramixovinus clLésdicos y el
grupo sarampion, pestfe bovina y moquillo.

Todos estos virus son morfol6gicamente idénticos y-

producen fusidn celular desde fuera de la célula, pero aunque
los virus del sarampién, moquillo y peste bovina estén rela-

cionados serolbgicamente entre si, el del sarampibn, sin em-
bargo, es capaz de aglutinar los eritrocitos de mono y los
otros no. Los tres primeros virus de la serie poseen neuramini-

dasa. _
El grado de analogias y diferencias entre estos virus

aparece representado esquematicamente a continuaci6n en la

Fig. 7.
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Fig. 7.- Diferencias esenciales entre los paramixovirus



II. ESTUDIO BIOLOGICO DE ORTHOMIXO-
VIRUS Y PARAMIXOVIRUS

- En principio, se consider6 que ambos grupos cons-
tituian uno s6lo, ya que todos los pertenecientes al grupo
orthdmixovirus, al igual que, los virus parotiditis y NDV
de paramixovirus poseian una glicoproteina con la actividad
hemaglutinante y el enzima neuraminidasa caracteristicos de
los virus influenza; después se ha visto, que, si bien en
los orthomixovirus, ambas actividades est&n separadas morfo-
16gicamente, en NDV y parotiditis no lo estdn. Esto qued6
perfectamente claro al aplicarse‘la microscopia electrébnica
al estudio de los virus, asi como otras técnicas m&s precisas
y complejas, pudiendose separar los distintos tipos de virus
influenza (orthomixovirus),por una parte, y por otra los virus
NDV, parotiditis y otros (paramixovirus) .

_ Aunque nos proponémos estudiar monogr&ficamente, por
separado, cada una de estas dos interesantes familias de virus,
creemos serd de utilidad senalar previamente las diferencias
mas importantes que, segln criterios de CHOPPIN y COMPANS (1974)
existen entre ambos grupos (CUADRO II).
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1. Orthomixovirus

Hace tiempo gque ANDREWES y cols. (1955) definieron
a este gfupo como virus con un genoma constituido por un RNA
monocatenario y provisto de una membrana. Por su gran conteni-
do de 1lipidos en la envoltura eran sensibles al eter; agluti-
naban los eritrocitos de varias especies, eluyendose de ellos
enzimdticamente, y causaban enfermedades con predominio de

cuadros respiratorios.

Entre los polipéptidos presentes en los viriones de
este grupo, se destacan dos que se localizan en la superficie
y poseen actividades hemaglutinante y neuraminid&sica, existien-
do adem&s una ribonucleoproteina interna. La antigenicidad de
estos polipéptidos dan lugar a la clasificacidn en tipos, sub-
tipos y cepas. Asi se distinguen 3 tipos serolbgicos A, By C;.
y dentro de ellos, subtipos debidos a cambios antigé&nicos de
la hemaglutinina y neuraminidasa.

De la clasificacibén de los orthomixovirus (virus
influenza), tal como se admite en la actualidad (COMPANS vy
CHOPPIN, 1978), da idea el Cuadro III advirtiendo que, hasta
ahora, los tipos B y C, tan s6lo se han encontrado en infec-

ciones humanas.



30.

pae

gae

N H
NU@Z ﬁ>mm
A gae,
§ e ZAB speR
TAR vae,
AR gaey
ammz N>mm
‘ EA'N
3D03soy mez a>mm Add - Y IeTay
N@wz N@wm
. 2:L ﬂwmm 4. eutnbg
ST HZ HSmm Y euIng
€eCT o)
~297T g
mn;mywwmﬂ buoy-bHbuoy NZ mm
: .H._,,,.,\,mom\mmn ‘. S/1d (N Cu
W‘_fv IWNA \ﬁZ Aﬁm wf
4, TEIG ABEZCWEM - .n.z e e T e e D&m PO PR * SR S . wﬁmﬁ&m
T e ey — e - — e ——
'ﬂuiﬁ%nma ap seds) (¥¢N) odraqns (¥H) odragqns () odra wmﬁnﬂmawmmevﬂmmm
r— S
i

—oxnsu X (VH) seurtur3inibewusy

* (¥N) esepTuTtuw

‘(Ng) eurojoxadosTonuodgra ns unboss ‘sodrigns X
sodT3 UD SOTOPURTOUSIDIIP SNITAOCXTUWOYJIO SOT 9P UQTIOLDTIISBTO BT 9ap evepIl

="III O3davno




31.

1.1. Estudio particular del Vinibén Influenza

Después ‘de definir las caracteristicas generales
de los orthomixovirus pasaremos a estudiar la biologia del
viribn tipo, actualizando distintos datos acerca de su mor-
fologia y estructura, tanto como de composicién quimica y
ciclo vital.

1.1.1. En nelacdibén con su esdtrvctura y morfologia
habreémos de senalar que, al microscopio electrénico, los vi-
riones de este grupo aparecen con simetria pleombérfica, aunque
normalmente son esferas irregulares con un difmetro medio de
800 a 1.000 A (TAYLOR y cols, 1943) o tambfen como formas fi-
lamentosas con un didmetro pérecido y una longitud media de
4 .

‘CHOPPIN y cols. (1960) demostraron que, en pases
seriados, particularmente en embriones de pollo, se producia
un cambio de formas filamentosas a esféricas. Quizd ello sea
debido a que con este procedimiento de replicacidén, al cabo
de un cierto tiempo, pierden la capacidad de sintetizar alguna
proteina que intervienen en la orientacién de los capsdmeros

durante la maduracibn.

Al aplicar técnicas de tincibn negativas, se encon-
tr6 que el nucleoide era de forma helicoidal, en tanto que en
la superficie de la particula viral aparecian una serie de pro-
yecciones o espiculas con una longitud aproximada de 100 A .
(HOYLE y cols. 1961). Cuando estos viriones se sometieron a
tratamiento con eter, se producian roturas con separacién de
su componente interno (ribonucleoproteina), por un lado, y
las espiculas por otro (HOYLE, 1952). Asi se pudo comprobar



" que la hemaglutinina estaba materializada en una especie de
espicula de aproximadamente 140 R ge longitud y 40 A de an-
chura, que en ausencia de dodecil-sulfato s6dico (SDS) (utili-
zado en la técnica) se agrupaba en rosetas; ello permitif su-
gerir que uno de los'extremos de la espicula era de caracter
hidrofébico y hacfia que se orientaran y unieran entre si las
distintas unidades espiculares.

También, mediante tratamiento con SDs, se aislaron
dtras subunidades morfolbgicas que eran semejantes a alfile-
res de cabezas redondeadas, de unos 85 x 50 2 y con una vari-
lla central de 100 ﬁ ; ésta (iltima, parecia tener en su ex-
tremo un pequefio botén de 40 R (LAVER y VALENTINE, 1969) y
segln fue comprobado después, en estas subunidades, residia
la actividad neuraminid&sica. Ultimamente al tratar la cepa
B)Lee con tripsina se observd que dicha subunidad, con acti-
vidad neuraminid&sica, constaba de 4 esferas con un difmetro
aproximado de 40 R (WRIGLEY y cols. 1973); las cuales, es-
taban éituadés en un mismo plano y observadas desde un extre-
mo correspondian a la formacibn botonosa (85 x 50 X ). Estas
recientes observaciones sugieren que las espiculas superficia-
les de los viriones son de dos tipos; uno de los cuales lleva
asociada la actividad neuraminidfsica, mientras que al otro

le corresponde la actividad hemaglutinante.

También, por otra parte, se ha observado que susten-
tando a estas espiculas, existen envolturas membranosas con
morfologfia similar a la unidad de membrana de la superficie
de las cé&lulas huespedes; esta membrana parece tener un es-
pesor de unos 75 A y estd constituida por una bicapa de 1li-
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pidos. Por debajo de esta envoltura viral, siguiendo este or-
den de fuera hacia dentro, NERMUT (1972) encontrd una membra-
na de 30-40 R de espesor, que estaba constituida por una pro-
teina estructural y que aparecia separada de la envoltura mem-
branosa por una zona de unos 103- . Finalmente, por debajo de
la capa anterior se encuentra la nucleocépsida o ribonucleo-
proteina (RNP)'. Estas son estructuras alargadas de aproxima-
damente 90-100 R de didmetro y con una longitud media de 600
R (HOYLE y cols. 1961).

1.1.2, En cuanto a La estructura submicroscdopica y
composdLcibn molecular que d4 lugar a la caracteristica morfo-.
l6gica de estos virus, examinandolos a través de las diversas

subunidades, se pueden distinguir:

i) ESPICULAS .

Seglin se ha comprobado, en estas formaciones peri-
féricas residen ciertos mecanismos de virulencia, ya que al
tratar los viriones con proteasas (bromelina, quimotripsina o
pronasa) pierden su capacidad infectiva por falta de sus acti-

vidades hemaglutinante y neuraminid&sica.

La hemaglutinina (HA) es una glicoproteina que, de-
pendiendo de la cepa viral, cé&lula huesped y condiciones de
crecimiento, se puede escindir (en mayor o menor proporcidn)

en 2 polipéptidos HA1 Yy HA2 gue se unen por enlaces bisulfuro.

El peso molecular de la espicula HA intacta es apro-
ximadamente 150.000 d ( LAVER y VALENTINB, 1969). Dado que el
polipéptido HA (compuesto de HA; + HA2) tiene un peso molecu-
lar de aproximadamente 75.000 daltons, ello parece significar
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que la espicula esté compuesta‘por dos polipéptidos de HA.

(2 de HA, + HAZ)' Ahora bien, vistas al microscopio elec-
trénico y desde un extremo, las espiculas hemaglutinantes
tienen forma triangular lo que hace sugerir a GRIFFITH (1974):
que estén compuestas de 3 polipéptidos HA.

La neuraminidasa (NA), que fue aislada por KENDAL
y cols. (1968) es también una glicoproteina, sobre la que
mas tarde BUCHER y KILBOURNE (1972) comprob® (mediante elec-
troforesis en gel de poliacrilamida y por sedimentacién en
gradientes de sacarosa) que el peso molecular de la espicula
NA era de 200.000 - 250.000 d. Cuando este enzima se disocia,
se obtienen subunidades proteicas de 50.000 a 60.000 4., lo
que parece sugerir que la espicula es un tetr@mero. WRIGLEY
y cols. (1973) observaron al microscopio electrbnico que las
subunidades tienen unas dimensiones de 40 x 40 x 40 A y dque
la partfcula intacta es un agregado que formé un tetréamero

dentro de un mismo plano.

ii) BICAPA LIPIDICA

LANDSBERGER y cols. (1973) demostraron, mediante
técnicas fisicas, que los lipidos del virus influenza forman
una estructura en bicapa, en la que los glicolipidos ocupan
la parte mas externa y por tanto pueden interactuar con diver-
sas lectinas especfficas (KLENK y cols. 1972). Asfmismo, otros
estudios bioquimicos y de electromicroscopia por criofractura,
realizados previo tratamiento con enzimas proteoliticos y eh
presencia de reactivos marcados especificos para las proteinas
de las superficies mas externas, han demostrado otras particu-
laridades de la estructura fina de la envoltura del virus in-

fluenza, tales como: a) que la bicapa es continua y no esté



‘atravesada por moléculas préteicaé, yé que ias enzimas éro-
teoliticas degradaron tan sé6lo las glicoproteinas de la super-
ficie pero no afectaron a la capa lipidica; b) que los polipep-
tidos conocidos como (P) y (NP} permanecen asociados a la ribo-
nucleoproteina (RNP) mientras que otro polipéptido (M) aparece
asociado con la superficie interna de la membrana viral (WHITE
y cols, 1970; COMPANS y cols,1970); y c) que, finalmente,el
polipéptido (M) no atraviesa la capa lipidica, puesto que no
resulta afectado por las enzimas proteoliticas (COMPANS y cols.
1970; KLENK y cols. 1972).

iii) RIBONUCLEOPROTEINA

Este constituyente se compone de 10-12% de RNA y,
partiendo de un extracto de RNP viral (previo proceso de sedi-
mgntacién en gradientes de glicerina), se distinguieron tres
fracciones de ribonucleoproteinas (RNP) (COMPANS, y cols. 1972):
la RNP I,con una longitud de 90 a 120 nm que contiene un RNA -
cuyo peso molecular es de 0,9 a 1 x 106 d.; la RNP II con una
-longitﬁd de 60 a 90 nm que contiene un RNA cuyo peso molecular
es de 0,6 a 0,8 x 106 d.; vy, finalmente, la RNP III con una
longitud de 30 a 50 nm, que contiene un RNA cuyo peso molecu-
lar es de 0,3 a 0,4 x 106

del mismo di&metro.

d. Estas tres moléculas de RNP son

La estructura de la RNP sugiri6 que estaba compuesta
de una cadena de RNA, doblada sobre si misma y empaquetada den-
tro de una doble hélice regular en la que existian de 20-26
subunidades de proteina por cada vuelta de la doble hé&lice y
20 nuclebtidos por cada subunidad de proteina.
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Hasta édui la estructura sﬁbmicrdscopica de este
importante grupo de virus, pero antes de entrar en el estudio
detallado de su ciclo biolSgico parece l6gico hacer una ligera
mencién de las diversas funciones biol6gicas desempefiadas por
los distintos compoﬁentes virales, segin se resume a continua-

cién junto con algunos datos de su composicién:

a) La hemaglutinina (HA) se une a los receptores de
superficie de las células susceptibles que contienen &cido
neuraminico y con ello se inicia el proceso de infeccibn. Si
previamente a la infeccibn tratamos los viriones con.anticuer-

pos especificos para esta (HA), la infeccibén no tiene lugar.

b) La neuraminidasa (NA), por otra parte, rompe los
residuos de &cido neuraminico existentes en las glicoproteinas
y.gangliésidos de los receptores especificos localizados en
las células susceptibles de infeccibn y con los que han entra-
do en contacto mediante el elemento anterior (HA) .

. | \

c) La bicapa lipidica y la capa de proteina (M) son
componentes estructurales que resulta necesarios para el en-
samblado y mantenimiento de la estructura viral y probablemente

también para la penetracibn y decapsulacibn viral.

d) La ribonucleoproteiné (RNP) contiene toda la in-
formacién genética necesaria para la replicacibén viral y una
RNA polimerasa que ha de catalizar la sintesis del RNA, que re-
sulta complementario para el RNA del viribdn. No se sabe a cien=
cia cierta, si la actividad viral se debe al polipeptido (P),

al polipéptido (NP) o a ambos juntos.
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‘e) Segﬁﬁ datos de‘distiﬁtos-autorés (ADA y PERRY, 1§54
FROMMHAGEN y cols, 1959),completados mas tarde por BLOUGH y
cols (1967), estos virus influenza tienen una composicibén glo-
bal de 0,8 - 1% de RNA, con 70% de proteina, 20% de lipidosvy'
5 - 8% de carbohidratos. Estos datos no resultan muy exactos
para la particula normal infecciosa, ya que se estimaron sobre
grandes concentraciones de virus y sabido es que, en estas po-

blaciones, existen muchos virus incompletos.

Por otra parte no parece existir acuerdo para el
peso de estas particulas virales; considerando el "fowl plague .
virus" (FPV) como un caso particular y utilizando técnicas de
sedimentacibn y microScopIa eleCtrénica, se obtuVo un peso dé
270 - 290 x 106 d. (SHARP y cols. 1945), mientras que cuando
se calculaba por medio de coeficientes de sedimentacibn y di-
fusibn se obtenian pesos aproximados a los 151 x 106 d. (SCHA-

FER y cols, 1952).

iv) ACIDO NUCLEICO
En cuanto a las caracteristicas del &4cido nucleico,

podemos decir que est8 unido a la proteina mas interna, llaman-
dose al conjunto ribonucleoproteina o nucleocépsida. SKEHEL
(1971) y BISHOP y cols. (1971) -mediante electroforesis en gel
de poliacrilamida- han estimado para este RNA un peso molecu;‘
lar de 4 a 5 x 106 d. El viri6n contiene toda la informacibn
genética necesaria para codificar todos los polipéptidos es-
tructurales y no estructurales especificos del virus, y para
ello se requiere que su genoma tenga por lo menos un peso mo-

lecular de aproximadamente 4 x 106 d.
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El que este virus poSeé un &cido nucleico sensible
a la ribonucleasa (RNasa) y que, ademis, sus valores de coe-
ficiente de sedimentacibén esten condicionados por la concen-
tracibn de sales, sugirib que el genoma del virus influenza
era un RNA monocatenario posiblemente fragmentado, ya que pre-
senta una frecuencia de recombinacidn extremadamente alta
(HIRST, 1962, DUESBERG y ROBINSON, 1967).

Este RNA fue analizado por electroforesis en gel de
poliacrilamida (puUeseere , 1968; CHOPPIN vy PONS, 1970) y asi
se pudieron distinguir 6 especies diferentes de RNA, cuyo ta-
mano oscilaba de 3,4 a 9,8 x 105 seglin se puede comprobar en
el CUADRO IV segfin datos tomados de SKEHEL,(1971)y LI y SETO,
(1974

El detalle molecular de que este RNA monocatenario
estd fragmentado se revela, ademds de por su elevada frecuen-
cia de recombinacién, por tres tipos de pruebas cuyos resul-

tados se resumen a continuacibn:

a) La RNA polimerasa RNA-dependiente de cé&lulas infec-
tadas con virus influenza es capaz de sintetizar "in vitro" una
mezcla de &cidos ribonucleicos (RNAs) de simple y doble cadena
(MAHY y BROMLEY, 1970). La ultracentrifugacién de estos RNAs
en gradientes de sacarosa, permite separar un RNA de simple
cadena de 8S y otro de 18S; ademéds, tambié&n se encontraron otro
RNA de doble cadena que sedimentaba a 11 S, asf como moléculas
replicativas intermedias que lo hacian de 14 a 20 S, segfin se

puede ver en el Cuadro 1IV.
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“b) Expefimentos aé hibridaéién cruzada, usando 3
clases de tamafio de RNAs monocatenarios de viriones frente
a RNAs bicatenarios de células infectadas, indicaron que la
frecuencia de bases -presente en la clase de tamano mas pe-
quefio- no existian en las moléculas de RNAs mas grandes. Asf,
HORST y cols. (1972) encontraron distintas secuencias de oli-
gonuclebtidos en varias clases de RNAs virales.

c) Déspués de un breve tratamiento a pH 3, o perma-
nencias prolongadas de estos RNAs por encima de 4° C,tan sb6lo
aparecen moléculas de RNA del tamano mas pequefio (LI y SETO,
1974) . |

Al estudiar la fraccibn proteica, nos encontramos

con qhe es la mas importante -cuantitativamente considerada-
ya que supone aproximadamente un 60-70% de la masa total. Hace
casi diez anos que DIMMOCK (1969) ;DIMMOCK y WATSON, (1969), con
métodos serolbgicos y electroforéticos, alcanz6 a separar 7
componéentes serolbfgicos, mientras que CONTENT y DUESBERG (1970)
no lograron separar mas éué 5 componentes por electroforesis en
gel de poliacrilamida, aungue sospecharon que podria existir
alguno mas. Después de los filtimos trabajos ( COMPANS y cols,
1970; KLENK y cols, 1972; LAVER, 1971; LAZAROWITZ y cols, 1973 a;
LAZAROWITZ, 1973b; SCHULZE, 1970; SCHULZE, 1972 y WRIGLEY y
cols, 1973)quedan definitivamente admitidos los 7vcomponentes
cuyas caracteristicas se indican en el Cuadro V.

La funcibén y localizacibn exacta del polipéptido (P)
no ha sido establecida, pero es un componente interno del vi-
rién (COMPANS y cols, 1970; KLENK y cols, 1972). En algunos
sistemas se han encontrado 2 polipéptidos de este tipo (Pl' P2)
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(SKEHEL vy SCHILﬁ, 1971; BISHOP y cols, 1972). El polipéptido
(NP) es la subunidad de la ribonucleoproteina (RNP) (PONS y
cols, 1969 y JOSS y cols, 1969).

En cuanto al polipeptido (NA) -al igual que el (HA)-
contiene moléculas glucidicas y es la subunidad de la neurami-
nidasa viral (WEBSTER, 1970; GREGORIADES, 1972). La glicopro-
teina mas grande (HA) posee actividad hemaglutinante; se sinte-
tiza como un producto primario del gel pero puede ser escindi-
da proteoliticamente en dos polipéptidos: (HA,) y (HA,) (LAZA-
ROWITZ y cols, 1973a; RIFKIN y cols, 1972; KLENK y cols, 1972;
STANLEY y cols, 1973). El que la glicoproteina se escinda en
mayor o menor proporcién depende de la célula huesped, de la
estirpe viral y de la presencia o ausencia de plasminégeno en

el suero que entra a formar parte componente del medio.

Por otré parte, WEBSTER (1970) también ha purificado
y estudiado comparativamente preparaciones de neuraminidasa y
hemaglutinina; de esta forma, utilizando criterios electrofo-
réticos, ihmunolégicos y de microscopia electrbnica, se pudo
establecer que ambas espiculas estaban compuestas de subunida-
des cuyo peso molecular era de 58.000 y 47.000 4., respectiva-

mente.

El polipéptido (M) resultd ser el més abundante del
viridén, aunque su tamano molecular sea el mas pequeno; estas
caracteristicas, junto con la propiedad de no estar glicosilado,
sugirid que es el constituyente de la membrana proteica que se

situa por debajo de la bicapa lipidica.
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Finalmente, la molécula conocida como (NS) resulta
ser un polipéptido no estructural que aparece en grandes can-
tidades en las células infectadas con virus (LAZAROWITZ y cols,
1971); mientras que los polipéptidos (HAl) Yy (HAZ),vdistingui—
dos en el cuadro anterior, no se consideran por separado ya
dque ambos son constituyentes primarios que se derivan del po-
lipéptido (HA) por escisién.

_ Aunque no estd muy claro, estudios con marcadores
radioactivos, en tiempos inmediatos a la infeccibn viral o
mediante marcados prolongados, parecen indicar que las protei-
nas del virus influenza se escinden en uno o mas precursores
polipeptidicos; Yy también, mediante‘anélisis de estos péptidos,
se ha confirmado que las tres principales proteinas comparten
péptidos comunes (ETCHISON y cols, 1971).

Asimismo, se han podido establecer relaciones de
proporcionalidad directa entre los tamanos moleculares de los
diferentes RNA virales y los polipéptidos por ellos codificados,
lo cual parece l1l6gico seglin se puede ver en los datos citados
en el Cuadro VI.

- Al considerar los datos del Cuadro V habremos de
admitir, de acuerdo con COMPANS y CHOPPIN (1975), que éstos
no son totalmente rigurosos y han de estar condicionados por
el método de andlisis y las -posibles variaciones dentro de una

misma cepa viral. Asi habremos de tener en cuenta que:

a) Los pesos moleculares de las glicoproteinas no
pueden ser totalmente ciertos porque no se tiene en cuenta
como influye la presencia de carbohidratos en las movilidades
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electroforéticas y esta es normalmente 1a.técnica‘qﬁé se ha
seguido para calcular los pesos moleculares. Como consecuen-
cia, el nfimero de moléculas por viribn no parece ser el correc-
to ya que tampoco se conocen con exactitud el peso molecular
de las proteinas.

b) Los polipéptidos virales no glicosilados son de
peso molecular constante en los distintos individuos de un mis-
mo tipo, aunque crezcan en difefentes células; sin embargo,
las glicoproteinas si varian segfin las cepas, y por tanto esta

es otra fuente de variabilidad no tenida en cuenta.

Los lipidos, segfin ya hemos dicho, constituyen apro-
ximadamente el 20% de la masa total del virién influenza o FPV’
Y no son especificos del propio virus sino que los adquiere
durante el proceso de exocitosis o gemacién ("budding" en la
terminologfa anglosajona) a través de la membrana de la célula
huesped; de aqui, que dentro de un mismo virus, la composicidbn
-tanto cuantitativa como cualitativa- de lipidos pueda variar
segin las caracterfsticas de la célula huesped (CHOPPIN y cols,
1971; KLENK y CHOPPIN, 1970 a, b; LAINEyes, 1972) .

Finalmente, los glicidos que entran en la composiciGn
total de estos virus en una proporcién del 5 al 8%, pueden apa-
recer unidos en forma covalente a otras moléculas de proteina
o lipidos dando origen a glicoproteinas o0 glicolipidos de una
cierta significacib6n biolbgica en las interacciones huesped-
-par&sito. FROMMHAGEN y cols. (1959) han demostrado que la
galactosa, manosa, fucosa y glucosamina son constituyentes de

los polisacéridos del virus influenza. La secuencia y tamafio
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del carbohidrato viral estd determinado por la célula huesped,
ya que se necesitan al menos 4 transferasas especificas para
la biosintesis de estas cadenas glucidicas; cabe suponer que
el virus no posee suficiente informacibén genética para codi-
ficar todas estas transferasas. Mas tarde, KLENK y CHOPPIN
(1970 b), encontraron que los viriones que poseen neuraminida-
sa no tienen écido neuraminico en sus carbohidratos; y SCHULZE
(1974) ha demostrado que la falta de &cido neuramfnico no es

esencial para la infectividad viral.

1.2, Ciclo vital o rneplicacibén del virus influenza

Aunque en el capitulo anterior, hemos hablado del
proceso de replicacidén viral, parece necesario revisar en
profundidad los distintos datos que particularmente se refie-
ren al ciclo vital del virus influenza y a los mecanismos y
ordenacibn de las distintas sintesis de macromoléculas, hasta
llegar al proceso de liberacién de una nueva particula viral
al cabo de las distintas fases -~ya conocidas= de adsbrcién,

penetracién, eclipse, ensamblado, maduracién y liberacién.

1.2.1. En cuanto a La adsorcidén, €sta se produce
a través de la glicoproteina hemaglutinante por medio de un
fenbmeno fisico de atraccibn electrost&tica. KILBOURNE y cols.
(1968) demostrar6n que el antisuero X-7F1 obtenido frente a
una estirpe hibrida de Ag y A, (que posee la hemaglutinina de
Ag y la neuraminidasa de A,) no inhibia la neuraminidasa de
los virus AO pero si inhibfa la hemaglutinacién y la infecti-
vidad de los virus Ao. En cambio, el mismo antisuero, era ca-
paz de inhibir la actividad neuraminidfsica pero no la hema-

glutinante e infectiva de la A,. Estos resultados sugieren la
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importancia de la hemaglutinina en el proceso de adsorciéh.

También, por otra parte, se ha estudiado la natu-
raleza quimica de los receptores celulares de membrana, par--
tiendo de investigaciones sobre un sistema bioldgico como el
de interaccibn eritrocito-virus. Asi, despué&s de que HIRST
(1941) , por una parte, y McCLELLAND y HARE (1941) por otra,
descubrieran que el virus influenza causaba la aglutinacién
de eritrocitos, se pudo comprobar que la neuraminidasa viral
destruia los receptores de la superficie del eritrocito; de
esta manera queda supuesto que el receptor del virus influenza

es una glicoproteina que contiene &cido neuraminico.

MARCHESI y cols. (1972) observaron que al tratar
con tripsina la superficie de cé&lulas eritrociticas humanas
se producia una agregacibén de los receptores glicoproteinicos
en placas. Si en ese momento producian una infeccién con vi-
rus y luego observaban al microscopio electrbénico, veian que
estos virus quedaban fijados a dichas placés.'Asimismo se ha
comprobado que numerosas sialoproteinas solubles, son recepto-
res de los viriones influenza y pueden actuar como inhibidores
de hemaglutinacidn. (KRIZANOVA y RATHOVA, 1969).

1.2.2. Dunante La fase de Penetracién, el virus
debe entrar dentro de la célula y a la vez (o después) ha
de liberar la nucleoproteina o nucleocépsida. Existen dos
tendencias para explicar este fendmeno: para un grupo de in-
vestigadores el fenbmeno de "eclipse", que tiene lugar des-
pués de la infeccibn, ocurre en la superficie celular de

forma que queda la envoltura viral en la superficie celular y
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penetra en la cé&lula unicamente,“ia nuclebproteiné.“Sin em-
bargo, para otro grupo de investigadores, el descapsulamien-
to durante el periodo de "eclipse" tiene lugar dentro de una
vacuola fagocitaria. Tanto en un caso como en otro se necesi-
ta, primero, romper la envoltura con el fin de liberar la nu-
cleocipsida y a continuacién liberar, de esta Gltima, el RNA.
Como referencia a los autores que sustentan ambas teorias
remitimos al estudio que sobre este punto hacen DURAND y cols.
(1970).

Esto parece haber quedado claro mediante el empleo
de la molécula l-adamantanamina (amantadina), que es capaz de
inhibir el crecimiento del FPV a este nivel: Para que esta
molécula sea eficaz hay que administrarla antes de la infeccidn
viral ya que no tiene efecto alguno ni sobre la adsorcibn ni
sobre la penetracién.

Recientemente STEPHENSON y DIMMOCK (1975), ha obser-
vado que la penetracién y descapsulacibén puedenocurrir a 4° C;
a esta. temperatura no tiene lugar ni la fusibén del virién a la
membrana celular, ni viropexis. Esta observacién contradice
las dos teorias, antes mencionadas, de la penetracibén y descap-
sulacién del viridn; complicando, afin mas, estos fendmenos ini-
ciales de 1la multiplicacién viral. Ademés, estos mismos investi-
~gadores encontraron que a 4° C el 50% de los viriones,.llegan
a estar asociados con el nucleo a los 15 minutos de la inyeccién
y esta proporcién aumentaba hasta el 85% a las 3 horas; este
proceso a 37° C es mucho m8s r&pido. Después los viriones salehn
del nucleo, quedando unicamente 20-30% a 37° C, y se incorporan

al citoplasma.
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1.2.3. En nelacibn con La biosintesis de Los com-
ponentes vénaléé, se sabe que una vez que el nucleoide viral
atraviesa la membrana éé la célula huesped, tiene lugar un
periodo llamado de "eclipse" en el que se produce la biosin-
tesis de todos los componentes virales. Este periodo es quizé
el mas estudiado pero a la vez el mas incierto y dificil de
conocer, puesto que pueden existir particularidades condicio-
nadas por la naturaleza del virus y que todavia no son conoci-
das. Como visi6én general del problema, referente a la biosin-
tesis de los distintos componentes de los orthomixovirus, ire-
mos resumiendo los antecedentes que existen en cuanto a sinte-
sis del RNA, proteinas, lfpidos, y glfGcidos.

En cuanto a la sintesis del RNA viral, todavia que-

dan algunas etapas inciertas en relacién con el exacto papel
del nucleo celular en la replicaci6én de estos virus o sobre

la posibilidad de inhibicién por actinomicina D &6 por c{~amani-
tina. CHOW y SIMPSON (1971) al estudiar la transcripcidn del
viribn, previa disrupcién de la envoltura viral con un deter-
gente no éniénico, descubrieron una RNA polimerasa RNA-depen-
diente'que interviene en el proceso biosintético de los vi-
riones influenza. Esta enzima parece no ser inhibida por una
exonucleasa (DNasa), ni por o-amanitina, ni por antibiqti—
cos tales como actinomicina D o rifampicina, pero es sensible
a una RNA nucleasa (RNasa). Esta actividad enzimidtica requiere,
ademéds de los 4 trifosfatos de ribonucleosido, iones Mgz+, Mn2+
y cationes monovalentes (BISHOP y cols, 1971). La actividad
biosintética estd localizada en las ribonucleoproteinas que
contienen el RNA viral, nucleoproteina (NP) y pfoteina (P).

Esta enzima, que se la denomin6 RNA-transcriptasa, es capaz
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de producir "in Qitro" por lo menos el 95% de las especies
RNA virales complemenfarios'y puede funcionar durante la
transcripcién sin un réﬁuerimiento en la sintesis de nuevas
proteinas. Ha sido descubierta por HO y WALTERS (1966) en la
fraccién microsomal de cé&lulas de membrana corioalantoidea
infectadas con virus influen:za (AO/PRS). Esta actividad de la
RNA-polimerasa  RNA-dependiente alcanza un mdximo de actividad
a las tres horas después de la infeccibn viral y requiere,
seglin dijimos antes, los 4 trifosfatos de ribonucleésido y
cationes divalentes y monovalentes. Su actividad enzimética
resulta inhibida por actinomicina D tan s6lo cuando el anti-
bi6tico se anade 1 hora después de la infeccibn, pero si se
afiade 2 horas despuds o mas tarde afin, el antibi6tico carece

de efecto.

~ Experimentos de ZIMMERMANN y SCHAFER (1960), demos-
traron que si la p-fluorofenilalamina (FPA) se daba dentro
de los primeros 60 minutos subsiguientes a la infeccién de
las células de embrién de pollo con Fowl plague virus (FPV),
se podia inhibir la formaciétn de todo el material virico,
mientras que si se administraba 2 horas después de dicha in-
feccibn, se formaba una cantidad normal de RNA viral; cabe
deducir, de esto, que se necesita la formaci6én de alguna pro-
teina o proteinas imprescindibles para iniciar la sintesié
de &cido nucleico (SCHOLTISSEK y cols. 1962).

Se ha demostrado'que las diversas estructuras mole-
culares aisladas presentando esta actividad enzimftica, son
complejos de ribonucleoproteina (RNP) similares en morfologia
a las ribonucleoproteinas (RNPs) presentes en los viriones
influenza y contienen los polipéptidos (P) y nucléoproteina
(NP) pero no el polipéptido (NS) (COMPANS, 1973). Asimismo,



".se ha comprobado, ademis, en el caso de FPV, que la ribonucleo-
proteina funciona como un ribosoma activo (SCHOLTISSEK y cols.
1962) y que el producto de la RNA polimerasa citoplésmica es
un RNA complementario para el RNA del viridn (CALIGURI y COM-
PANS, 1974). Por medio de técnicas de hibridaci6n con RNA del
virién, 'se han identificado en el citoplasma celular de las
células infectadas distintas especies de ribonucleoproteinas(RNP
Y RNAs especificosAdel virus. Estas moléculas de RNA virales,
.mono y bicatenarias (resistentes a RNasa), son complementarios
al RNA del virién; asimismo, se han aislado por este procedi-
miento, RNP virales y se ha comprobado que eran semejantes a
las encontradas en el virién. También SCHOLTISSEK y ROTT (1970),
mediante experimentos de hibridacién, y KRUG (1972), por ais-
lamiento de RNPs virales de nucleos y citoplasmas, vieron que
las distintas especies de RNA especificas del virus aparecian
en una fase temprana subsiguiente a la infeccifn. En un siste-
ma de Fibrdblastos—FPV, la mé&xima proporcién de sintesis de
RNA complementario se produce a las 2 horas, mientras que para
la sintesis de RNA del viribén se llegan a alcanzar las 3 horas.

Por su parte, el Gltimo autor citado encontrd que
en el sistema célular MDCK-cepa WSN influenza era posible de-
tectar cadenas de RNA complementario tanto en el nucleo como
en el citoplasma. A partir de las 2 horas de la infeccibn, la
cantidad de RNA complementario en el nucleo permanecia cons-
ténte, mientras que la concentracidén molecular del mismo en
el citoplasma, segufa aumentando hasta las 4 horas, para des-
pués quedar ya sin variacibn. Se ha comprobado que a partir
de las 4 horas post-infeccibn, unicamente sé sintetiza RNA
del viribn y este se va incorporando dentro de las RNPs cito-
plasmicas. Sin embargo, las moléculas de RNP que contiene RNA



‘complementario no son incorporadas dentro de los viriones y
su funcibn es todavia desconocida. Las RNPs nucleoplésmicas
que contienen RNA viral, son ensambladas en una proporcidbn

mas baja que las RNPs citoplésmicas.

Seglin parece la RNA polimerasa del viribén y la RNA
polimerasa aislada a partir de cé&lulas huesped son capaces,
ambas, de sintetizar RNA complementario "in vitro” y no son
inhibidas por ia actinomicina D. Sin embargo, la actinomicina
D si es capaz de inhibir la replicacién viral'cuando se anhade
tempranamente én el ciclo de crecimiento, lo que sugiere que
una funcibn celular -que es sensible a actinomicina D- re=
sulta especialmente imprescindible para la replicacién viral.
La mayoria de los RNA virus, incluyendo paramixovirus, son
insensibles a este inhibidor; y lo mismo puede decirse con

respecto a .la mitomicina y o{-amanitina.

Si las cé&lulas que luego han de ser infectadas con
virus influeﬁza, se irradian con rayos ultravioleta (UV), tam-
bién puede resultar después inhibida la replicacién viral. Ello
puede ser debido a un posible deterioro de las cadenas gque han
de actuar como moldeadoras.

Aunque la sintesis de RNA del viribn resulta inhibida
por la cicloheximida, ésta no tiene efecto sobre la transcrip-
cibén primaria (BEAN y SIMPSON, 1973) ni es capaz de bloquear
la sintesis de RNA complementario cuando esta molécula se afha-
de tardiamente en el ciclo de crecimiento. Todo ello parece su-
gerir que es necesaria la sintesis de una o mas proteinas ca-
paces de intervenir en la formacibén de enzimas comprometidas
en la sintesis del RNA del viribén (PONS, 1973; SCHOLTISSEK y
ROTT, 1970).
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En relacién con la sintesis de proteinas durante

.la replicacidn viral, diferentes investigadores, analizando
las distintas moléculas de RNA asociadas por la regién poli-
soma de células infectadas (después de marcar radiactiva-
mente el RNA en presencia de actinomicina D), encéntraron que'
el RNA extraido de esta regién (y marcado en el periodo com-
prendido entre los 210 y 390 minutos después de la infeccibn),
tenfa una sedimentacién igual a la del RNA del virién (NAYAK
y BALUDA, 1968). Asimismo ha podido ser también comprobado,
gque los RNAs viral y complementario se encuentran localizados
en la regién del polisoma. SegGn PONS (1972) (1973), el RNA
complementario funciona como un RNA mensajero. Sin embargo,
otros investigadores (KINGSBURY y WEBSTER, 1973), en sistemas
acelulares de reticulocito de conejo, encontraron que, el RNA
total extraido de cé€lulas infectadas es capaz de dirigir la
sintesis de polipéptidos especificos de virus y también, que
el RNA extraido de viriones, era inactivo; ello se opone a

la teoria anterior de que esta molécula tenga capacidad como

mensajero.

Por otra parte, en las células infectadas, se han
encontrado todos los polipéptidos del viri6én, m&s uno o dos
polipéptidos no estructurales especificos del virus (KLENK y
cols, 1972; LAZAROWITZ y cols, 1971; SKEHEL, 1972). La subuni-
dad (NP) de la nucleoc8psida resulta ser el polipéptido mas
abundante que existe en las cé&lulas infectadas; en tanﬁo que
la proteina (M), pese a ser la mas abundante en el viribn, se
encuentra en relativamente poca cantidad en la célula huesped,
lb que sugiere que la sintesis de esta proteina estd controla-
da y debe constituir una etapa limitante en la produccidn vi-
ral (LAZAROWITZ y cols. 1971). También en las cé&lulas infecta-
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das, se encuéntré en grandes cantidades el polipéptido hema-
glutinina (HA), que no estd escindido, y el polipéptido no
estructural (NS); sin ehbargo los polipéptidos (P) y (NA) se
éncuentran en cantidades menores. Debido a que, en el sistema
cé€lula-FPV los polipéptidos (P;) (NP) y (NS) son los primeros
en detectarse, SKEHEL (1973) sugirid que estas moléculas pue-
den ser los productos directos de la transcripcibn selectiva
de 3 segmentos del genoma viral producidos por la polimerasa

del virién.

Al estudiar la localizacibn intracelular de estos
polipéptidos virales, mediante té&cnicas de inmunofluorescen-
cia, se han encontrado antigenos nucleocipsulares tanto en
el nucleo como en el citoplasma y tambi&n se ha visto cémo
en el transcurso del tiempo llegan a desaparecer del nucleo,
lo que hace pensar que exista un transporte de nucleocépsidas"
desde el nucleo al citoplasma. Mas recientemente se ha compro-
bado que todos los polipéptidos virales parecen ser sintetiza-
dos en el citoplasma (TAYLOR y cols, 1970).

Finalmente, hemos de sefialar que se han hecho estu-
dios de coelectroforesis (LAZAROWITZ y cols, 1971) en las dis-
tintas fracciones celulares y se han llegado a conclusiones

de este tipo:

i) En el nucleo celular se ha encontrado que la
nucleoproteina (NP) es el polipéptido mas abundante en el nu-
cleoplasma y que este, est& tambi&n presente en las RNPs vira-
les. Ademds se encontraron los polipéptidos no estructurales
(NS), (P) y un polipéptido no estructural (NSZ) cuyo peso mo-
lecular es de aproximadamente 11.000 d. No hay duda de que
existen emigraciones de los polipéptidos (NS) y (NP)y es, el
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primero de ellos, el m&s r&pido en dicho proceso; también

se ha comprobado que la emigracién no es afectada por la
cicloheximida ni por actinomicina D. La funcién de los poli-
péptidos virales en el nucleo no esti clara aungque es proba-
ble que los procesos nucleares resulten esenciales en la re-
plicacibn virai, ya que ésta no puede producirse en fragmen-
tos del citoplasma del que se haya eliminado el nucleo; en.
estas circunstancias los paramixovirus son capaces de repli-
carse (CHEYNE y WHITE, 1969).

ii) En la fraccibén soluble (que es el sobrenadante

- que queda después de centrifugar los restos celulares a 100.000
X g dﬁrante 60 minutos 6 200.000 x g durante 30 minutos), se
encontraron los polipéptidos (NP) y (P). Es 1l6gico que esto

sea aéi, ya que estos Gltimos polipéptidos son los integrantes
externos de las RNPs y &stas son conocidas desde el principio
como "antigenos solubles" (S) (COMPANS, 1973 a; KLENK y cols,'
1974).

iii) En la fraccibén de grédnulos citopldsmicos, se
pueden separar, por velocidad de sedimentaéién, 3 subfracciones
distintas: a) Membranas lisas, en‘cuya ~subfraccibn el poli-
péptido mas abundante es la hemaglutinina (HA), y se puede en-
contrar escindido en los polipéptidos (HAl) y (HA,) como su-
cede en el caso de células infectadas con FPV; también se pue-
den encontrar en pequefias cantidades los polipéptidos (NA) y
(M). b) Subfracci6én intermedia que sedimenta entre la fraccién
membranas lisas y membranas rugosas; en ésta, el polipéptido
mas abundante es el polipéptido (NP) y adem&s contiene la ma-
yoria de la actividad RNA polimerasa. c) Microsomal rugosa,
que contiene los polipéptidos (HA), (NP) y (NS); paralelamente,
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y por medio de té&cnicas en las que se dan~pulsos con moléculas
marcadas, se comprob6 que el polipéptido (HA) emigra de las
membranas citoplésmiéas rugosas a las lisas; de aqui se dedu-
jo que la glicoproteina viral se sintetiza en los ribosomas
asociados con el reticulo endoplédsmico (RE) rugoso y que las

cadenas completas emigran después a las membranas lisas.

iv) En la fracci6n polisoma, se encontraron grandes
cantidades de los polipéptidos (NP) y (NS) (PONS, 1972); lo
que sugiere que dichos polipéptidos permanecen asociados a
los ribosomas y polisomas.

v) En la fraccibn membranas plasmiticas se éueden
encontrar, a excepcidn de los polipéptidos no estructurales,
da mayorfia de los polipéptidos encontrados en el viribn salvo -
la (HA) no escindida, que se encuentra en mayor proporcidn;
en cualquier caso, siempre guardan la misma proporcién cuan-
titativa que existe en el viribén (LAZAROWITZ y cols. 1971;
STANLEY y cols. 1973); de ello se deduce que los componentes
virales de la envoltura, son los primeros en llegar a la mem-
brana plasmitica, y a continuacibén se van asociando a esas

zonas los otros componentes internos.

KLENK y ROTT (1973), al investigar sobre las posi-

.bilidades de inhibir esta sintesis de proteinas, encontraron

que la fluorofenilalanina y los inhibidores de proteasas inhi-

ben la escisibén de (HA) en (HAl) y (HAZ). Asimismo se observé,

que la temperatura podia causar un efecto inhibidor especifico,
ya que células infectadas e incubadas a 25° C no producian vi=-

rus infectivos (ROTT y SCHOLTISSEK, 1968). Por otra parte, tam-
bién se ha observado que la sintesis de glicoproteinas resulta

inhibida por altas concentraciones de glucosamina y de 2-deso-

xiglucosa (KILBOURNE, 1959).



" Referente a la sintesis de 1fpidos, el hecho de
que la composicién lipidica del virus influenza sea practi-
camente andloga a la de la célula huesped, indica que los
lipidos virales derivan de los de la célula parasitada; de
aqui, que la sintesis de los lipidos virales sea un proceso
normal de la célula y siga sus mismos patrones metabdlicos
(ARMBRUSTER y BEISS, 1958; FROMMHAGEN y cols. 1959; KATES
y cols. 1962).

Finalmente, la sintesis de glficidos durante la

formacién de nuevos viriones, se ha seguido a través.de mar-
cadores radioactivos con moléculas precursoras tales como
fucosa y glucosamina marcadas con 3H y 14C. Asi se ha compro-
bado que las cadenas de carbohidratos pertenecientes a las
glicoproteinas, son sintetizadas durante la infeccibfn. También
ée ha visto que la glucosamina esté asociada al polipéptido
(HA) en las fracciones de membranas citoplé&smicas lisas y ru-
gosas, mientras que la fucosa aparece asociada con la (HA) en

las mémbranas lisas, pero no en las rugosas (COMPANS, 1973 b).

1.2.4. Durante el Ensamblado, se lleva a cabo la
disposicibn ordenada de los distintos elementos estructurales
y, en dicho proceso, cabe distinguir varias fases segln que
se refieran al empaquetamiento del genoma segmentado, a la
reorganizacidén de las distintas moléculas que forman la nu-
cleocdpsida o al momento de gemacibén o exocitosis ("budding").

En cuanto a la fase de empaquetamiento del genoma
segmentado, puede plantearse la cuestién de por qué siendo
el genoma de naturaleza segmentada y necesitando todas 1las
piezas para que un viribén sea infectivo, ¢cbmo pueden repar-
tirse uniformemente todas las piezas en los viriones, de tal
forma que a cada viribén le corresponda una especie de cada

RNPs ("pieza")?. Para explicarlo se han emitido las dos teo-
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rias siguientes: a) los segmentos de ribonucleoproteinas
(RNPs) quedan asociados por medio de un esqueleto continuo
de proteina, lo que implica que los distintos segmento de
ribonucleoproteinas no se separan (PONS, 1970, KRUG, 1972);
y b) las ribonucleoproteinas, seg@n HIRST (1973), se incor-
poran al azar dentro de los viriones.

Para la formacidén de la nucleocipsida se ha demos-
trado, seglin varios experimentos, que las ribonucleoprotei-
nas pueden existir tanto en el nucleo como en el citoplasma,
y que las ribonucleoproteinas citoplédsmicas no parecen estar
asociadas con membranas intracelulares (COMPANS y CALIGUIRI,
1973) . La proteina nucleocédpsida se incorpora r&pidamente en
las ribonucleoproteinas (RNPs) virales; por otro lado, el
RNA se incorpora dentro de las ribonucleoproteinas a partir
de un conglomerado ("pool") de &cidos nucleicos previamente
sintetizados.

En relacibén con el proceso de gemacibén y exocitosis
("budding"), hace bastante tiempo que MURPHY y BANG (1952)
observaron mediante microscopia electrénica que en células
de membrana coriocalantoidea de embribén de pollo (infectadas
con virus influenza) los virus liberados no producian lisis
Posteriormente, MORGAN y cols. (1961), usando anticuerpos’ -
marcados con ferritina, y observando también al microscopio
electrbnico, vieron que la ferritina quedaba fijada en zonas
donde se formaban virus; eé decir, en zonas de la superficie
celular donde habfa antigenos virales especificos de los anti-
cuerpos virales empleados. Mas recientemente se ha demostrado

que los virus liberados poseen una envoltura, donde se aprecia
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"la unidad de membrana Yy extérnameﬁte‘é esta, una capa dé espi;
culas (BACHI y cols. 1969). Parece completamente demostrado,
en este proceso de exocitosis, que lo primero que se incorpora
a la membrana de la célula huésped son las glicoproteinas vi-
rales de la envoltura viral; a continuacién se incorpora, por
la parte interior,la proteina de membrana (M) y después la ri-
bonucleoproteina (RNP), que se une a la membrana (M), dando
lugar al proceso de exocitosis. Varios hechos demuestran lo

anteriormente expresado:

i - Cé&lulas infectadas, cuya morfologia al -microsco- .

pio electrbnico es absolutamente normal, pueden adsorber eri-
trocitos en determinadas regiones de 1a membrana celular. De
lo que se deduce, que afin no viendose la liberacibn de virus,
aparecen zonas donde existen hemaglutininas virales que ad-

sorben a estos eritrocitos.

ii.— Las glicoproteinas de la envoltura viral, se
asocian antes con la membrana que con la ribonucleoproteina
(RNP) (LAZAROWITZ y cols. 1971).

iii - Todos los polipéptidos celulares se excluyen
de aquellas zonas de la membrana celular en las que va a tener
lugar el proceso de exocitosis. Esto explica el que no se en-
cuentre ninguna proteina celular en la envoltura viral (HO-
LLAND y KIEHN, 1970).

iv - En la parte de membrana celular donde se produ-
ce el proceso de exocitosis no se han encontrado residuos de

&cido neuraminico, lo que demuestra que en esa zona existe una
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- -actividad-enzimitica de neuraminidasa. (KLENK y CHOPPIN, .1970)..

1.2.5. Finazmente,Aen el proceso de Liberacién de
las nuevas particulas virales formadas, se ha comprobado la
gran significacién de las moléculas de neuraminidasa previa-'
mente sintetizadas; ya que anticuerpos especificos anti-neura-
minidasa son capaces de inhibir esta liberacibén del virus (SE-
TO y ROTT , 1966; WEBSTER y cols. 1968); y también, por otra
parte, en células infectadas con mutantes que no poseen neura-
minidasa se forman grandes agregados de virus ‘que no pueden
salir al exterior. Asimismo y como complemento de esta afirma-
cibén se ha comprobado, que estos virus tienen &cido neuramini- -

co en su envoltura.

2. Paramixovirus

Este grupo de virus, que a partir de recientes cla-
sificaciones, cuenta con mas componentes que el de Orthomixo-
virus ©y entre ellos, existen algunos, como los parainfluenza
1 al 5, NDV y el de la parotiditis que tienen propiedades muy
afines a las del grupo Orthomixovirus. Otros virus del grupo,
sin embargo, no poseen las actividades hemaglutinantes y neu-
raminidisicas, aunque todos ellos poseen caracteristicas mor-
folbgicas semejantes que permiten diferenciarlos facilmente
de los Orthomixovirus. Las diferencias mas importantes entre
d}thomixovirus y Paramixovirus ya se vieron: en otro apartado

precedente. (Cuadro II)

Atendiendo a lo anteriormente dicho y al tipo de or-
ganismos que parasitan, se clasifican en distintas entidades,
tal como se indica en el Cuadro VII (DINTER y cols. 1964; WALDER
1971; WATERSON, 1962).
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Del cuadro anterior se deduce que todos ellos causan
un amplio espectro de enfermedades, en los sistemas respirato-
rio y nervioso, siendo alguno de ellos capaces de atacar a ca-

si todos los tejidos del organismo.

2.1. Morngologia y estructura.

Como caracterfstica general, podemos sehalar que los
Paramixovirus son mas grandes y pleomérficos que los Orthomi-
xovirus, son isodiamétricos y con un difmetro medio de 1.500
a 2.000 A . Poseen envoltura lipidica y en su superficie mas
externa se aprecia una capa de espiculas. Las nucleocéapsidas
tienen una disposicib6n en simetria helicoidal (HORNE y WILDY,
1961).

En cuanto a la ultraestructura de las distintas par-
tes que componen el virib6n, habremos de considerar por separa-

do la nucleocépsida y la envoltura.

Seglin es sabido, la nucleocdpsida es la parte mds

interna del virién y consta de una mol&cula de RNA asociada

a proteina,lo que constituye la ribonucleoproteina. Al micros-
copio electrbnico, acudiendo a la técnica de tincibn negativa,
se ha demostrado que la nucleocipsida posee una estructura fle-
xible de hélice sencilla, monocatenaria,con un difmetro entre
170 a 180 & y con un espacio circular central de aproximadamen-
te 50 X (HORNE y cols. 1960).

E1l RNA de la nucleocipsida, tan s6lo supone del 4
al 5% del peso total de la misma, siendo el resto proteina
(HALL y MARTIN, 1973). La proteina se puede descomponer en
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subunidades que tienen un peso'molecular de unos 60.000 4
seglin MOUNCASTLE y cols, 1971 de 56.000 a 61.000 4.

Ademds de la subunidad proteinica de la nucleocéap- !
sida -que es la mas abundante-, se han encontrado otras pro-
teinas asociadas tambi&n a la nucleocépsida; la funcibn de
estas Gltimas no es muy conocida, aunque se cree gue tienen

actividad transcriptasa (MARX y cols. 1974).

La envoltura es la parte mas externa del viribn y
al tratar de ella habremos de tener en cuenta que en dicha
estructura existen, por un lado, las espiculas (que estan
formadas por glicoproteinés) y, por otro, la bicapa lipidica

con la capa de proteina asociada por su cara interna.

Las espiculas forman una capa externa alrededor
de la bicapa lipidica y poseen una longitud éntre 80 y 120 2.
Por medio de enzimas proteoliticos tales como la pronasa,
CHEN y cols. (1971) comprobaron -en viriones-SVS—i a) que
las espiculas est&n formadas por moléculas de glicoproteinas;
b) éue estas espiculas no llegan a atravesar la capa lipidica;
c) que las espiculas no intervienen en el soporte fisico de
las estructuras membranosas; y d) que, al eliminar las espicu-
las, desaparecian las actividades hemaglutinante y neuraminid&-

sica.

A diferencia de los Orthomixovirus, que poseen 1aé
actividades hemaglutinante y neuraminid8@sica separadas morfo-
1l86gicamente y que estas son realizadas por dos glicoproteinas
distintas, en los Paramixovirus, ambas actividades van juntas

Y son realizadas por la glicoproteina mas grande de las dos que



'-componen‘la espicula. La glicoproteina grandé, ~‘denominada
(HN) o (HA/NA), posee un peso molecular de aproximadamente
67.000 d Yy la pequena (F) tiene un peso molecular de aproxi-
madamente 56.000 d (SCHEID y cols, 1972). Asimismo se encon-
tr6, que la glicoproteina pequefia era la responsable de la .
hemolisis y la fusidn de las células infectadas (SCHEID y
CHOPPIN, 1973).

La bicapa lipidica es de naturaleza semejante a

la de la célula parasitada y, al microscopio electrbnico, se
pudo comprobar que estaba dispuesta en una forma muy similar
al modelo unitario de membrana (McCONNELL y McFARLAND, 1972).

Al igual que los Orthomixovirus, los Paramixovirus
(al menos los SV5, NDV y algfin otro) tienen una membrana de
proteinas asociadas con la superficie interna de la bicapa
lipfidica (SCHEID y CHOPPIN, 1973). La existencia de esta mem-.
brana proteica ha sido localizada por varios hechos: a) me-
diante estudios de difraccibén con rayos X; b) porque la pro-
teina o proteinas componentes de la capa proteica no eran
accesibles al marcado con reactivos especificos de superficie;
c) Porque resultaba resistente a enzimas proteoliticos; y d)
Porque previa disrupcibn de la bicapa, se aisl6 el componente
proteico de esta membrana, y se comprobd que era una proteina-
no glicosilada, proteina (M), que tenia un peso molecular de

aproximadamente 38.000 d.

Segfin 'CHOPPIN y cols (1972) la proteina (M) tiene
dos funciones fundamentales: a) mantener la estructura e inte-

gridad de la envoltura viral, lo que consigue mediante las
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interacciones que mantiene con los lipidos de la bicapa
lipidica; y b) producir la exciusién de las proteinas ce-l
lulares en aquellas areas de la membrana celular que van

a constituir la envoltura viral. Por otra parte, la nucleo-
cipsida reconoce a esta proteina (M) y ello constituye la
sefial para que las nucleocdpsidas se incorporen a las re-
giones de la membrana celular donde existen unicamente com-
ponentes virales (CHOPPIN y COMPANS, 1970).

2.2. Composicibn quimica

En términos generalés, KLENK y CHOPPIN (1969),
haciendo andlisis quimicos de viriones SV5 muy purificados,
encontraron una compdsicién globalkde 0,91% de RNA,k73% de
proteinas, 20% de lipidos y 6,1% de carbohidratos, mientras
gque otros autores encontraron valores similares, aungque no
totalmente idénticos, para otros paramixovirus (NDV, etc...)
(NAKAJIMA y OBARA, 1967). '

En cuanto a las particularidades de los distintos

componentes, cabe establecer algunas precisiones:

_ i - E1 genoma de este grupo de virus estd constitui-
do por un RNA monocatenario de gran peso molecular, cuyo coe-
ficiente de sedimentacibn, en gradientes de sacarosa, oscila
entre 50 y 70 S (ADAMS, 1965; BLAIR y ROBINSON, 1968; COMPANS
y CHOPPIN, 1968; KINGSBURY, 1973; NAKAJIMA y OBARA, 1967). Su
peso molecular medio estéd alrededor de 5,5 y 7,5 x 106 a.
(COMPANS y CHOPPIN, 1968).
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Analizando los coeficientes de sedimentaci6n de dis-
tintos RNA especificos del virus, que han sido aislados a par-
tir de células infecﬁadas,se ha encontrado que estos RNA sedi-
mentan a 18, 22 y 35 S, y que unicamente una pequeha parte de
ellos lo hacian como los RNAs de los viriones (50-57 S); 1lo

que demuestra que la mayoria de este RNA analizado es RNA-men-
sagero (RNAm) para codificar proteinas especificas del virus
(BRATT, 1969).°

ii - Las proteinas, estudiadas en principio, en NDV
- mediante electroforesis sobre gel de poliacrilamida estaban
formando un conjunto de 3 proteinas mayoritarias y un n@mero
variable de otras proteinas que aparecen en menor proporcidén
(EVANS, 1969). Posteriormente se han hecho estudios similares
con los viriones de SV5, Sendai y NDV (CALIGUIRI y cols, 1969;
KLENK y CHOPPIN, 1970) y se ha encontrado que el virién estéd
compuesto por 5 a 7 proteinas distintas, y que posiblemente

existan una o dos proteinas mds, aunque en menor proporcién.

Como caracteristica comfin, todos los viriones de
este grupo poseen los siguientes polipéptidos: a) una proteina-
-unidad de la nucleocdpsida que tiene un peso molecular de
aproximadamente 60.000 4 (MOUNTCASTLE y cols. 1971); b). dos
glicoproteinas, por lo menos, de las que la mds grande y abun-
dante tiene un peso molecular qomprendido entre 65.000 y 74.000
d y la mds pequefla de 53.000 a 56.000 d. Dichas glicoproteinas
estén situadas en la zona mds externa, puesto que forman las
espiculas que, en este grupo, son uniformes y cada una posee
las dos actividades hemaglutinante y neuraminid&sica; c) otra
proteina no glicosilada, con un peso molecular entre 38.000 y
41.000 d. Estas moléculas constituyen la membrana proteica que



esté pegada a la pérte interﬁa de ia énvoltﬁra. Es la eqhiva~‘
lente a la proteina (M) de los Orthomixovirus; y d) otras 2

a 4 proteinas no glicosiladas, que estén en proporcién mino-
ritaria y pueden variar en nﬁméro, tamano y proporcibén rela-.
tiva, puesto que ellas sirven para establecer las diferencias
entre los diversos individuos de este grupo.

Una propiedad importante de las glicoproteinas, es
que tienen que estar siempre en la superficie mas externa del
viribén, mientras que las proteinas no glicosiladas estén en
la cara interna de la envoltura viral. El1 hecho de que el peso
molecular del RNA que constituye el genoma, sea de aproximada-
mente 6 x 106 d., hace pensar que existe informacién potencial
para codificar una o mas proteinas no estructurales, que no
son facilmente reconocidas por estar en muy pequeila proporcién
(KINGSBURY 'y GRANOFF, 1970).

. NEURATH y SOKOL (1963), por una parte, y ROUX y
KALAKOFSKYk(1974) por otra, encontraron enzimas del tipo de
ATPasa y algunas quinasas asociadas a los paramixovirus; lo
que no est8 claro afin, es si estds enzimas son adsorbidas
por los viriones al liberarse de las cé&lulas huesped o son

enzimas codificadas por el genoma del viribn.

En el Cuadro VIII que sigue, se indican las distintas
proteinas estructurales del virién SV5, seglin datos tomados de’
distintos autores (MOUNTCASTLE y cols, 1971; SCHEID y cols.,
1972; SCHEID y CHOPPIN, 1973).

iii - Los lipidos, estudiados en primer lugar por
KLENK y CHOPPIN (1970 b) y CHOPPIN y cols. (1972) en viriones

SV5, parecen pertenecer a 4 tipos diferentes segfin la proce-



dencia de las células del cultivo. Asi se ha encontrado que

los viriones tienen una composicién lipidica muy parecida a la
de la membrana de la.célula huesped parasitada. Por otra parte,
QUIGLEY y cols. (1971), estudiando la composicién lipidica de
viriones Sendai y NDV qﬁe crecian en fibroblastos de pollo,
encontraron que la composicién lipidica de ambos tipos de vi-

riones se parecia a la de la membrana celular eucarionte. Sin
embargo, los viriones que contienen la neuraminidasa no contie-
nen glicolipidos con &cido neuraminico. Esto es 16gico ya que

también se encuentra allf la enzima neuraminidasa.

En resumen se puede decir, que la composicién lipi-
dica de la envoltura viral estd deterrminada principalmente

por la célula huesped.

iv- Finalmente, los glficidos existentes en los para-
mixovirus se encuentran formando distintas molé&culas glicopro-
teicas; KLENK'y CHOPPIN (1970 a) encontraron asi, carbohidra-
tos tales como galactosa, manosa, fucosa y glucosamina. Estos
mismos investigadores encontraron grandes diferencias en la
composicibn glucidica de un mismo'tipo de viribn cuando cre-

cfa en diferentes células.

Se sabe poco de la estructura exacta de las cadenas
hidrocarbonadas existentes en las glicoproteinas y glicolipi-
dos de los paramixovirus, sin embargo se admite que dicha es-
tructura esti determinada por la cé&lula parasitada.
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2.3. Cicko vital o nepticaci&n de £06'panamixovinu5

Aunque el ciclo biol6gico de este grupo de virus
es semejante al de los orthomixovirus, parece apropiado re- .
sumir los distintos estadios o fases, con el fin de poder
indicar las particularidades que puedan existir durante la
adsorcién, penetraciébn, biosintesis de macromoléculas, en-
samblado y liberacifn.

i~ adsorcibn:

Este proceso biol6gico se lleva a cabo mediante
uniones, por diferencia de carga eléctrica, entre la glico-
proteina HN y los receptores celulares de membrana, locali-
zados en la cé&lula huesped.

Al igual que en orthomixovirus, el proceso de
adsorcibn en este grupo, es independiente de la temperatura y
dentro. de amplio margen de pH con requerimiento de determina-
dos éationes; a diferencia de los orthomixovirus, muchos pa-
ramixovirus se eluyen de los eritrocitos a 37° C y a tempera-
tura ambiente, sin embargo, el NDV, presenta una unibn irre-
versible (BURNET y ANDERSON, 1946).

Se ha comprobado que el proceso de adsorcibn es répi-
do y finicamente desciende el ritmo de fijacibn cuando ya se
ha adsorbido el 70 - 80% del virus (LEVINE y SAGIK, 1956).

Aungue el proceso de adsorcifén se ha establecido
7 . . . Y ‘. . .
con la maxima seguridad en el sistema eritrocito-paramixovirus,
es igualmente v&dlido para todos los sistemas célula-paramixo-

virus, y que en todos los casos, los receptores celulares se-



- rian mucoproteinas que contienen &cido neuraminico (WATERSON,
1964) . Una excepcibn importante es la del virus del sarampién,
qué unicamente es capaé de aglutinar eritrocitos de mono, y
nunca se adsorben a receptores que contienen scido neuramini-

co, quizas porque no poseen neuraminidasa (ROSEN, 1961).

ii - Penetracibn y perdida de la capsula ("uncoating")

El proéeso es comfin para todos, o casi todos, los
virus provistos de envoltura y =-aunque no se conoce el meca-
nismos intimo del fenbmeno- se han propuesto dos modalidades
de penetracibn: a) mediante un proceso de viropexis o fagoci-
tosis, en el que el viribén se desprivaria de la envuelta, den-
tro de una vacuola digestiva, por medio de lisosomas (COMPANS
'y cols, 1966); b) mediante una fusibn de la envoltura viral
con lé membrana celular penetrando Gnicamente la nucleocé&psida
én el citoplasma (HOWE y MORGAN, 1969).

Actualmente se cree que, una vez libre la nucleocép-
sida en el interior de la célula, el genoma viral puede ser
transcrito inmediatamente sin liberarse de esta: nucleocépsidé;
ya que se ha descubierto un complejo transcriptor asociado a
la nucleocépsida (LERNER y cols, 1969) y, por otra parte, tam-
bién, porque con la puromicina (WHEELOCK, 1962) y la ciclohexi-
mida (ROBINSON, 1971 a) no se inhiben los procesos biosintéti-
cos mds tempranos; ello parece implicar que no es necesaria
ia sintesis de proteinas en las etapas mds tempranas, que son

las de transcripcién.

iii - Biosintesis de los componentes virales:
Una vez que la nucleocépsida estd dentro de la cé-
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lula parasitada, se produce el fendmeno de "eclipse", durante
el cual tiene lugar una gran actividad biosintética en la que
se producen todos los componentes virales. Para su mejor estu-
dio, iremos considerando por separado los distintos tipos de

macromoléculas que se originan:

a) Para estudiar la sintesis del RNA viral hay que tener

en cuenta la existencia de una transcriptasa asociada al vi-
rién, ya que el RNA de los paramixovirus (cuando se utiliza
aislado) no presenta infectividad. BALTIMORE y cols (1970) y
poco mds tarde HUANG y cols. {1971), encontraron actividad

RNA polimerasa en viriones ND; también, en esta décadé; ROBIN-
SON (1971 b), encontrd una actividad semejante en viriones
Sendai; y MOUNCASTLE y cols. (1971) en el SV5. Esta actividad -
enzimatica "in vitro", requiere los cuatro trifosfatasde ribo-
nucleosido, cationes Mgz+ y un agente reductor. De esta forma,
el producto de la reaccifn es un RNA complementario del RNA
del viridén que sedimenta a 16 S. Esta reaccibn es sensible a
la ribonucleasa (RNasa) y a la tripsina, mientras que es com-
pletamgnte insensible a la desoxiribonucleasa (DNasa) y a la
actinomicina D.

MARX y cols. (1974) aislaron el complejo transcrip-
tasa del viridn Sendai, y comprobaron qﬁe estaba formado por
la subunidad nucleoc&psida y por una proteina no glicosilada
de un peso molecular de aproximadamente 69.000 a 75.000 d
(proteina P), siendo necesarias las dos proteinas para la
transcripcibén.
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La traﬁscriptasa también funciona "in vivo", debien-
do ser una etapé antefior a la replicacidén y a la transcrip-
qién general de mRNA; y; que esta actividad no es inhibida
por la cicloheximida. Esta actividad enzim&tica da lugar a
los primeros mRNA especificos del virién.

En cuanto al lugar donde se lleva a cabo la sinte-
sis de este RNA viral, WHEELOCK (1963), mediante autoradiogra-
fia, trabajando con NDV comprob6 que dicha sintesis se efec-
tuaba en el citoplasma. BLAIR y ROBINSON (1968), analizaron
las moléculas de RNA viral encontradas en células infectadas
con NDV y Sendai y demonstraron que la mayoria de estas molé-
culas de RNA eran complementarias al RNA del viri6n (genoma).
Su coeficiente de sedimentacidn variaba entre 18 y 50 S, sien-
do los mas abundantes los 18 S y menos abundantes los 50 S
(genoma del virién); ademds, también se encontraban RNAs inter-
- medios que sedimentana 22 y 35 S. Mas tarde BRATT y ROBINSON
(1971), analizando diferentes moléculas de RNA viral proceden-
tes de célﬁlas infectadas, encontraron varias moléculas de
RNA mono y bicatenarios que .estaban localizadas en el ci-
toplasma y parecian ser formas intermedias de la replicacibn
y transcripcién del RNA viral. Ademds de en el citoplasma,
puede hallarse RNA viral por sintesis en el nucleolo (BUKRINSKA
YA y cols, 1966) y también en el nucleo, procedentes del éito-
plasma (BUKRINSKAYA y cols. 1969).

Posteriormente, COLLINS y BRATT (1973), por medio
de electroforesis en gel de poliacrilamida, separaron los RNAs
de las fracciones 18 y 22 S, procedentes de células infectadas

con NDV, en seis 6 siete especies distintas de RNA y cuyos pesos



5 4. Estos datos,

‘moleculares oscilaban entre 5,5 y 15 x 10
que concuerdan muy bien con los tamanos de las proteinas del
viridén ND; hacen sugerir que cada especie de RNA debe corres-

ponder a un mRNA de una proteina distinta.

La replicacibén y transcripcibdn viral -segfin ha si-
do observado por distintos autores (ROBINSON, 1971 b; EAST y
KINGSBURY, 1971)-  no se llevan a cabo mediante un mismo enzi-
ma o complejo enzimdtico, ya que como se ha visto "in vitro",
ﬁo se produce replicacién ni tampoco RNA viral o RNA de 50 S.
Por transcripcibn "in vivo", en presencia de cicloheximida, -
tan s6lo se producen RNA de 18 y 35 S, pero no el de 50 S
(ROBINSON, 1971; EAST y KINGSBURY, 1971). Por otra parte, tam-
bién se ha comprobado que la replicacidn del RNA viral requie-

re una sintesis continuada de proteinas.

b) La sintesis de proteinas virales, en las células

infectadas por paramixovirus, tiene lugar en el citoplasma
segﬁn.se ha demostrado por métodos de inmunofluorescencia
(COHEN y cols, 1961). En general,podemos afirmar que se detec-
tan tres proteinas muy abundantes, como son la HN (glicopro-
teina formadora de las espiculas), NP (nucleoproteina) y MP
(proteina de la membrana proteica); también se encuentran una
serie de proteinas mucho menos abundantes y mas variables en
cuanto a sus posibilidades de existencia (LOMNICZI y cols.
1971).

Recientemente se ha comprobado que existe un precursor
(HNo) de la glicoproteina HN del NDV. Este precursor que tiene
un peso molecular de 82.000 daltons se convierte, por un proce-
so de prbteolisis, en la glicoproteina HN de peso molecular
74.000. Parece comprobado que la virulencia de las cepas de NDV
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dependen del grado de escisiéﬁ de HNo durante la infeccién
(NAGAI y cols. 1976).

c) En relacibén con la sintesis de lipidos, sabemos -

que no existen lipidos especificos de estos virus y por tan-
to su sintesis, necesaria para la formacién de la envoltura .
viral, se realiza normalmente en la célula huesped y a sus

expensas.

d) Por Gltimo, la sintesis de glficidos virales, tam-

bién se lleva a cabo por la célula parasitada, ya que no se

ha demostrado que existan glicosiltransferasas inducidas por

el genoma de paramixovirus. Por otra parte, y por medio de pre-
cursores radiactivos tales como fucosa, glucosamina y galacto—‘
sa, se ha demostrado que los azucares se incorporan en cadenas
en la parte glucidica de glicoproteinas y glicolipidos que

se sintetizan de "novo".

iv. - Ensamblado

Para estudiar el proceso, habremos de distinguir
tres fases segfin que se refiera a la formacibén de la nucleo-
cipsida, de la envoltura y de la liberacibn mediante gemacibn
(budding) . : .

a) El autoensamblado de la nucleocipsida tiene lugar
principalmente en el citoplasma aunque también pueda hacerse
en el nucleo. La nucleoproteina se une fuertemente, por medio
de enlaces no covalentes, dl RNA viral y deja a €ste protegido
de la digestidn por ribonucleasas. Una vez asi formada la nu-
cleocépsida, y sin rodearse de ninguna membrana interna, emigra
hacia zonas especificas de la membrana plasm&tica que ya estén
predestinadas a ser envolturas virales (COMPANS y cols. 1966).
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b) En 1la formacién de la envoltura viral, lo finico
que se sabe es que hay una sustitucién de proteinas celulares
por las glicoproteinas virales en las zonas de membrana celu-
‘lar donde se va a dar el proceso de gemacibn o exocitosis
("budding"). Pese a todo, se cree que este proceso es similar

al de orthomixovirus.
v - Liberacién

Bn relacién con el fenbmeno de liberacién, pode-
mos decir que también es muy parecido o idéntico al que se

realiza en los orthomixovirus.

3. Analogias y diferencias entre los Mixovirus

Dado que, segfin hemos visto precedentemente, existen
algunas caracteristicas comunes entre distintos virus de ambos
grupos y también, por la circunstancia de gue ocasionalmente
se han citado algunas diferencias de comportamiento biolbgico
ante yna misma situacibn de infectividad, no hemos querido
terminar este capitulo sin precisar de un modo mas concreto
cuales son las analogias y diferencias -perfectamente defi-
nidas- entre estos dos grupos de virus tan relacionados. Ello
proporcionard nuevos datos que anadir a los distintos criterios
de diferenciacibn biolbgica.

3.1. Propiedades comunes entre Orthomixovirus y Paramixo-

vinus .

Siguiendo un criterio ordenado, esta comunidad de
comportamiento la examinaremos desde cuatro puntos de vista
relacionados con: a) diversas alteraciones durante las bio-

sintesis celulares; b) formacibn de virus defectivos; c¢) varia-
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ciones en sus efectos citopdticos; y d) su aglutinabilidad

por lectinas vegetales..

3.1.1. En cuanto a Las altenaciones o modificaciones
producidas durante Las biosintesis celulanes, se ha visto que

la infeccibn con virus influenza, no causa un paro rdpido de
la sintesis de RNA celular aunque si tiene varios efectos so-
bre el metabolismo de la proteina y del RNA celular. También en
un sistema fibroblastos de pollo-FPV, se ha observado un aumen-
to de la actividad de RNA polimerasa dependiente del DNA (MAHY
1970) ; incluso usando o/{-amanitina, que es capaz de inhibir la
RNA polimerasa nucleopl&smica DNA— dependiénte (forma II) pe-
ro sin afectar a la RNA polimerasa nucleolar (forma I) se ob-
serv6 una disminucibn de la actividad RNA polimerasa I hasta
menos del 26% de la actividad control a las 3-4 horas después .
de la infeccibn. Sin embargo, en idénticas condiciones, la
actividad polimerdsica II se estimulaba en un 70% més que los
controles a partir de 1,5 horas después de la infeccién (MAHY
y cols, 1972). Estos estudios, asf como el hallazgo de que la

o{-amanitina inhibe la multiplicacién viral, sugiere que la ac-
tividad de la polimerasa II, pueda ser esencial en la replica-
cidén del virus. Asimismo, después de producir esta infeccién
viral, se ha observado una disminucibén en el marcado de los
diversos RNA citopl&smicos (STEPHENSON y DIMMOCK, 1974). Sin
embargo un fenfmeno que parece estar en desacuerdo con que la
RNA polimerasa I DNA-dependiente se inhibe, es que se oObserva
una perfecta transcripcién del RNA ribosomal normal.

Se ha comprobado, que se reguiere alguna funcifn nu-
clear para que el virus influenza se multiplique, ya que las
células sin nucleo o célula con nucleo expuesto a radiaciones
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UV o tratadas con actinomicina b y mitomiéina c, ﬁd'permiten
la multiplicacibén viral (NAYAK y RASMUSSEN, 1966), (ROTT y
cols, 1965) KELLY y cols, 1974). Por otra parte, MAHY y cols,.
(1972) observaron que la RNA polimerasa nucleopldsmica depen-
diente del DNA (polimerasa II) se estimulaba en fases tempra-
nas de la infecciéh viral, mientras que la RNA polimerasa ri-
bosomal dependiente del DNA (polimerasa I) se inhibia . Todo
ello hace suponer que al menos la polimerasa II esta implicada

en la replicacibn viral.

Por otra parte, tampoco est& claro el fundamento de
la inhibicidén de la sintesis proteica celular, aungque algunos
investigadores (PONS, 1972; COMPANS, 1973) consideran que en
tal inhibicibén interviene la asociacibn del polipéptido (NS)

con los polisomas citoplasmicos.

En el caso de paramixovirus, la rapidez de inhibicién

de la biosintesis celular varia considerablemente segin los
virus y estirpes. Ello no obstante, la inhibicién de biosinte-
sis celular tambidn ocurre con algunos paramixovirus, siendo
el’caso mas estudiado el NDV. Asi, WHEELOCK y TAMM (1961), en
un sistema celular HeLa-NDV, encontraron que la sintesis de
proteina y DNA celulares llega a ser répidamente inhibida; en
este caso, sin embargo, la inhibicidn de la sintesis de RNA

resultaba ser mas tardia.

En estos virus, el mecanismo de inhibicién de la’
sintesis de DNA es el mas estudiado y se ha observado que el
paso inhibido es el de iniciacibén de nuevas cadenas de DNA,
va que cuando las cadenas estin empezadas ya se siguen forman-
do a un ritmo normal, durante la infeccidn (ENSMYNGER y TAMM,
1970; HAND y TAMM, 1972). Segln parece, la inhibicién de 1la



sintesis de DNA celular, es una consecuencia de la inhibicidn
de la sintesis de proteinas celulares, necesarias para la ini-
ciacibn de la sintesis de DNA, pero que no intervienen en la

elongacidén de la cadena de DNA.

Segfin parece, no estd totalmente claro el mecanismo
por el cual, la sintesis de proteina y RNA celular se inhibe -
en estas infecciones virales. Se cree que después de la infec-
cibén con NDV, se sintetiza alguna proteina especifica del virus,
capaz de producir una desviacibn de la sintesis de RNA y protei-
nas celulares (WILSON, 1968; LANCZ y JOHNSON, 1971). También se
ha sugerido que la proteina inducida por el virus puedé estar in
volucrada en la degradacidn del RNA celular (HUO y WILSON,1969).

No se ha encontrado proporcidn directa entre inhibi-
cidn de sintesis de RNA celular y lisis celular; se ha observa-
do que la sintesis del RNA se réprime mas lentamente en fibro-
blastos de pollo infectados con NDV, que en células L infecta-
das con el mismo tipo de virus, aunque el dano morfolbdgico ce-
lular sea mé&s grande en las células de fibroblastos de pollo
(THACORE y YOUNGNER, 1970). Se conocen un cierto nlGmero de facto
res, ademds de la inhibicibén de la biosintesis celular, que pue-
den jugar un papel en la citopatologia de estos virus. Dichos
factores pueden ser alteraciones de membrana ocasionadas por la
actividad de fusibn de los virus, la actividad neuraminidasa,

y la liberacibén de enzimas lisosémicos (REEVE y cols, 1971;
SATO y cols, 1971).

3.1.2. Sobre La gormacibn de virus incompletss o defec-
t4ivos, se ha observado que, en la mayoria de los sistemas célu-
las-virus influenza , que son infectados con inéculos de alta

multiplicidad, se producen particulas hemaglutinantes no infec-

ciosas que se llaman virus "incompletos" ("fendmeno Von Magnus")

(VON MAGNUS, 1954). Estas particulas virales defectivas se ca-
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racterizan por poseer todos los componentes antigénicos de

los virus infecéiosos aunque su poder infectivo es muy peque-
ﬁo o nulo. En cuélquier caso, la formacibén de estas particulas
virales se presenta mejor en pases seriados no diluidos, de vi-
rus influenza, en huevos. Posteriormente se ha demostrado que
estas particulas poseen menos cantidad de RNA que las parti-
culas normalmente infectivas (DUESBERG, 1968; NAYAK y BALUDA,
1969). Paralelamente, PONS y HIRST (1969), demostraron que
aunque existfa una sintesis defectiva de RNA en estos viriones,
los procesos de ensamblado y liberacibdn seguian siendo norma-

les.

Por otra parte, parece claro que depende de la cé-
lula huesped, la cantidad de virus infecciosos y no infeccio-
sos que se producen en varios pases seriados y asi, se ha com-
probado que, en células MDBK, infectadas con alta multiplici-
dad de virus influenza, se produce en menor grado el "fenomeno

Von Magnus" que en la mayoria de las células (CHOPPIN, 1969).

‘En cuanto a las propiedades morfolb6gicas y bioqui-
micas se pueden establecer las siguientes diferencias entre
los virus normales e "incompletos" o defectivos: a) los virus
"incompletos" sedimentan a 500 S, mientras que los normales
lo hacen a 700 S (VON MAGNUS, 1954); b) al microscopio elec-
trb6nico, se observé que los virus "incompletos", eran clara-
mente pleomérficos (MOORE y cols, 1962). Pese a todo, esta
relacién pleomorfismo-"fenbmeno Von Magnus" no parece clara;
Y ¢) el contenido de RNA en viriones "incompletos" es siempre
mas bajo (ADA y PERRY, 1956) y también se ha comprobado por
estudios de electroforesis en gel de poliacrilamida, que las

"especies" mas grandes de RNA son las que faltan en los virus



“"incompletos", existiendo un aumento en la cantidad de las
especies pequenas de RNA, para una poblacibén de virus deter-
minada (NAYAK y BALUDA, 1969; PONS y HIRST, 1969).

CHOPPIN y.PONS (1970) han sugerido un mecanismo
para explicar la formacién de virus "incompletos", que en
esencia es el sigquiente: Dado que las "piezas" de RNA viral
de virus influenza se replican independientemente usando la
misma polimerésa, las "piezas" pequenas se replicarén mas ré&-
bidamente que las grandes. De esta manera, habré& una tendencia
a producir mas moléculas pequenas de RNA en las células infec-
tadas. Por otra parte, si el RNA se incorpora al azar dentro
de la progenie de viriones, es l6gido pensar que habr& un ex-
ceso de poblacidn de virus con un exceso de "piezas" mas peque-
Nnas ; de esta manera es mas f4cil encontrar viriones que sblo

contienen moléculas pequenas de RNA.

Ademds de la formacibn de virus tipo "Von Magnus",
se ha ‘observado infeccibn "abortiva" en sistemas HeLa-influen-
za (WHITE y cols, 1965) y en cé&lulas L-FPV (ROTT y SCHOLTISSEK,
1963) . Estas infecciones se caracterizan porque el antigeno
nucleoproteina se sintetiza y acumula en el nucleo. Las parti-
culas virales producidas son hemaglutinantes y no infectivas
y contienen menos cantidad de nucleoproteina que los viriones
normales. En resumen, también en estos casos, la infeccibn
"abortiva" es similar al fenbmeno "Von Magnus". Adem&s, se ha’
encontrado que las particulas no infectivas producidas por cé-
lulas HeLa, muestran el mismo defecto en su contenido de RNA
que los virus "incompletos" (CHOPPIN y PONS, 1970); es decir,
pérdida de las "piezas" grandes de RNA y consiguiente aumento,

en cantidad, de las piezas pequenas de RNA.



Asimismo, en sistemas infectados con paramixovirus,

se encontraron particulas virales hemaglutinantes'ho infecti-
vas (GRANOFF y cols, 1950) y mas tarde se observ6 que la in-
feccibén con alta multiplicidad de virus Sendai también produ-
cia virus no infectivos (SOKOL y cols, 1964), siendo este ’
fendbmeno muy parecido al fenbmeno "Von Magnus" de los sistemas
infectados con virus influenza. Hace unos anos KINGSBURY y
cols (1970) han encontrado que existen particulas virales

que contienen especies de RNA mas pequenas que la especie

50 S (el RNA 50 S representa al genoma viral completo). Estos
viriones defectivos se dan con mayor proporcién en infecciones
de alta multiplicidad. Los RNAs aislados de estos viriones
sedimentaban, en gradientes de sacarosa, a 19 y 24 S respecti-
vamente, conteniendo secuencias similares a las encontradas en.

el RNA 50 S del genoma viral.

También se ha comprobado la existencia de particulas
defectivas en células infectadas con otros paramixovirus, tales
como parotiditico (EAST y KINGSBURY, 1971) y sarampibén (PARFA-
NOVICH y cols, 1971). Seglin HUANG (1973) parece ser que, bajo
ciertaé condiciones, la produccibn de este tipo de viriones es

general para este grupo y para otros no considerados aqui.

Al igual que en orthomixovirus, la produccibén de vi-
rus infectivos depende del tipo de cé&lula infectada no produ-
ciendose nlimero significante de viriones defectivos en'pases
seriados a alta multiplicidad de NDV en embriones de pollo
(GRANOFF, 1955) ni con SV5 en células primarias de rinén de
mono Rhesus (CHOPPIN, 1964).
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Recientemente, se ha encontrado que particulas de-~
fectivas de parémixovirus pueden interferir con la replicacidn
de viriones normales (PORTNER y KINGSBURY, 1971). Esta inter-
ferencia aumenta si los viriones defectivos se afiaden antes
que los viriones normales, aunque desaparece dicho fenbmeno
por irradiacién UV de los viriones defectivos. La interferen-
cia es especifica para virus homb6logos y no requiere la pro-
duccibén de interfer6n. Este hecho fué el que puso sobre avi-
so a ISAAC y LINDENMAN para el descubrimiento del interfer6n.

En virus Sendai, mientras el interfer6én causa inhi-
bicibén en la produccién de todas las especies de RNA (RICHMAN
y cols, 1970), la inhibicién del viruvs normal por el virus de-
fectivo se caracteriza por una inhibicifn mayor del RNA 50 S-
que del RNA 18 S (PORTNER y KINGSBURY; 1971). El mecanismo
de interferencia de la replicacibn de paramixovirus por vi-
riones defectivos ho ha sido afin estalzlecido definitivamente,
pero existen evidencias de que la intorferencia es probable
que actue a nivel de la replicacib6n viral, implicando una com-
peticidén del RNA defectivo y el RNA normal, frente a la repli-
casa viral (PORTNER, y KINGSBURY, 1971 ; KINGSBURY, 1973).

Se han observado, adem&8s de la interferencia anterior,
otras interferencias hom6logas entre cepas de NDV, tales como:
a) Interferencia por irradiacibén UV ¢ el tiempo de la adsor-
cién, (BALUDA, 1959) y la penetraciér del virus (BRATT y RUBIN,
1968), no pareciendo alin claro este racanismo de inhibicién;

b) Interferencia intrinseca (MARCUS y CARVER, 1967), segfin la
cual el NDV se ha empleado como indicador para detectar la.

presencia de virus no citopatogénicos; tales como la rubeola.
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Quizi, la explicaci6n~mas probable de este mecanismo,’sea que

la RNA replicasé del virus interferente interactua con el ge-

noma de NDV, evitando ié replicacién del RNA de NDV por su ‘
propio enzima (MARCUS y ZUCKERBRAUN, 1970).

3.1.3. También por elfectromicroscopia se han obsen-
vado cambios en Los efectos monfolégicos sobre Las células pa-
rasditadas que son especificos con virus influenza. E1 efecto
citopdtico del virus influenza sobre células en cultivo, con-
siste generalmente en un redondeamiento y desprendimiento de
las células; ademds el nucleolo adquiere una apariencia inde-
finida, se agranda gradualmente y se dispersa en gran parte
del area nuclear (COMPANS y DIMMOCK, 1969). En el citoplasma,
aparecen inclusiones densas que muestran estriaciones perib--
dicas de aproximadamente 50 K, (CIAMPOR, 1972), pudiendose
encontrar estas inclusiones tambié&n en el nucleo (ARCHETTI y
cols, 1970).

En el caso de paramixovirus, existen una gran varie-

dad de interacciones, abarcando desde una muerte répida de la
c€lula hasta una infeccibn persistente que consiste en una in-
feccién moderada con poca evidencia del dano celular. Algunas
cepas son mas virulentas que otras, tanto en animales como en
células cultivadas; este es el caso de muchas cepas de NDV
(KENDAL y ALLAN, 1970; REEVE y WATERSON, 1970). Por otra parte,
también la célula tiene un papel condicionante, ya que tipos
distintos de células, pueden mostrar diferencias marcadas en
el grado de citopatologfia, aun infectando con la misma cepa

de virus. Asi, cé&lulas MK (rinén de mono) infectadas por SV5
producen una gran cantidad de virus infectivos mostrando pocos

0 ninglGn cambio morfolbgico o bioquimico que ponga en eviden-



85.

cia el dano celuiar. En contraste con ello, las cé&lulas BHK
21-F (lineas de'célulés de rin6én de hamster recien nacido),
se fusionan para formar-un sincitio gigante (después de las
12ﬁ24 horas post-infeccibn) produciendose pocos virus y las
nucleocépsidas se acumulan para formar grandes agregados en
el citoplasma; esto Gltimo, es debido a un bloqueo en la ma-
duracidn de la membrana celular (COMPANS y cols, 1966; HOLMES

y CHOPPIN, 1966).

3.1.4. En nelacibn con el fgenémeno de aglutinabi-
Lidad porn Lectinas de plantas, se ha visto que cé&lulas infec-
tadas con distintos virus con envoltura, incluyendo virus
influenza, eran capaces de aglutinarse con lectinas tales
como aglutinina de semilla de trigo y Concanavalina A (BECHT -
y cols, 1972). Subsiguientemente, se ha demostrado que las
lectinas se unen a las cé&lulas transformadas formando racimos;
mientras que se unen de una manera mas dispersa, sin formar

racimos, a las cé&lulas normales.

'Segﬁn se ha senalado, las proteinas de la envoltura
viral se incorporan en placas sobre la superficie celular y
la exocitosis de las particulas virales se corresponde también
en localizacibén con las placas de glicoproteinas(NICOLSON, 1972)
Por otra parte,'ségﬁn KLENK y cols, (1972), las glicoprotéinas
de virus influenza actuan como receptores de la Concanavalina
A; puesto que esta lectina aglutina a los viriones influenza
intactos pero no a los viriones tratados con proteasa, cabe
pensar que, estos filtimos, contienen menos glicoproteinas. Es
posible que los receptdres glucidicos de lectinas sean mas acce-
sibles en la superficie de células infectadas que en las no
infectadas.
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~ Como ya se ha dicho ‘anteriormente, se ha observado
el fendmeno de la aglutinabilidad, por Concanavalina A, en
células infectadas con virus que poseen envoltura y conse-
cuentemente también se observ6 dicho fendmeno, en células in-
fectadas con paramixovirus tales como NDV y SV5 (POSTE y REE-
VE, 1972; NICOLSON, 1974). Por otra parte, se ha comprobado
que la fusibn celular de las células BHK21-F infectadas con

SV5 se suprime de una manera total con Concanavalina A (ROTT

y cols, 1972). A diferencia de las células infectadas con
virus influenza, que formaban grandes flb6culos, casi inmedia-
tamente después de anadir la lectina, las cé&lulas infectadas
con NDV se aglutinan mas lentamente formando agregados de apa-
riencia mds granulosa que los flbéculos que se forman por célu-
las infectadas con influenza (BECHT y cols, 1972). El mecanis-—
mo de unién de las lectinas a las células infectadas con para-
mixovirus es el mismo que el descrito para las cé&lulas infec-

tadas con orthomixovirus (KLENK y cols, 1972).

3.2, Caracteristicas diferenciales entre Orthomixovinus

Yy Panramixovirus.

En este apartado se resumenalgunas particularidades
que pueden resultar especificas para los grupos de virus que
nos ocupan. Asi veremos en primer lugar una capacidad de va-
riacién'oA“enmascaramiento" antigénico que se puede producir
en el virus influenza (Orthomixovirus) y después revisaremos
dos propiedades de los paramixovirus relacionadas con la pato-
genia de la enfermedad, como son sus posibilidades de producir
fusibén celular o de persistir en el organismo parasitado y lle-

gar a producir enfermedades crdnicas.
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3.2.1. En cuanto a La vardiacibn antigénica del
vinus Lnfluenza habréd de considerarse, en primer lugar, su
alta frecuencia de reccinbinacién y quizé ello, haya llevado
a estudiar con detalle su variacidén antigénica. Asi se han
encontrado, para el virus influenza A, dos clases de varia-

ciones antigénicas:

i - Deriva antigénica (BURNET, 1955), que parece ser
debido a cambios y mutaciones graduales en las proteinas
virales y que estan condicionados por la presibn selectiva
de anticuerpos en una poblacidén inmune, segfin se ha demos-
trado en el laboratorio (HAMRE y cols, 1958; LAVER y WEBSTER,
1968) . Este fenfmeno de deriva antigénica en la naturaleza,
afecta tanto a la neuraminidasa como a la hemaglutinina; y se
produce, ademds de en el grupo influenza A, también con el '
tipo B (SCHULMAN y KILBOURNE, 1969; MEIER-EWERT y cols, 1970).

. ii - Desviacidn antigenica ("antigenic shift") tan sb6lo
se observa en virus influenza del tipo A. Tales cambios ocu-
rren con poca frecuencia, e implica la aparicidén de cepas
virales con antigenos de superficie, que no tienen ninguna
relacién con los encontrados previamente en el hombre. Esta
clase de mutacidn es importante, puesto que da lugar a nuevos
subtipos de virus que son responsables de epidemias de virus

influenza en el hombre.

Para explicar los cambios principales (major shifts)
se han propuesto dos teorias: a) Mutacidén directa; y b) Recom-
binacidén entre una cepa humana y una animal. En este segundo
caso se produce la adquisicibn, por la cepa humana, de nuevos
antigenos de superficie (WEBSTER y LAVER, 1971). Esta Gltima



AalternatiQa es muy factible; puesfo Que el virus influenza
tiene una gran frecuencia de recombinacién debido, posible=-
mente, a su genoma segmentado. Por otra parte, también se
han conseguido aislar en el laboratorio antigenos hibridos
de cepas animal y humana (KILBOURNE, 1968).

3.2.2. La fusidn celulan que ocurre como resultado
de una infeccibdn por paramixovirus, requiere la sintesis de
nuevas proteinas virales y, aparentemente, es debida a la in-
corporacidén de proteinas especificas del virus a las membra-
nas celulares del huesped. El mecanismo bioquimico de este
fenbmeno no estd claro y en cuanto a su significacibn, esta
fusibn puede ser un factor importante en la aparicibén de efec-

tos citopaticos en ciertos sistemas virus-células.

3.2.3. Las Ainfecciones pernsistentes, causadas por
paramixovirus constituyen una de las propiedades mas impor-
tantes de este grupo. Se ha descubierto esta propiedad en to-
dos los individuos del grupo: asf ha sido citado en parotidi-
tis (WALKER, 1968), sarampidn (RUSTIGIAN, 1966), parainfluenza
IITI (COLE y HETRICK, 1965), Sendai (MAENO y cols, 1966), NDV
(PREBLE Y YOUNGNER, 1973) y SVS5 (CHOPPIN, 1964).

Estas infecciones conocidas como "cultivo portador"'
("carrier culture") se caracterizan porque {inicamente se infec-
tan y producen virus unas pocas células del cultivo. La presen-
cia del virus, en el cultivo, se limita por resistencia gené&-
tica de las células de la poblacibn, o por factores inhibido-
res, tales como: presencia de interferdn en el medio, particu-
las defectivas interferentes o anticuerpos (THACORE y YOUNG-
NER, 1969).
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Otro tipo de infeccibn persistente, en células in-
fectadas por paramixoVirus, es la infeccibn conocida como es-
tado estacionario ("steady state"), en la que todas las célu-
las se infectan, pero superviven todas ellas. En algunos sis-
temas de este tipo, los virus continuan produciendose, aunque
en una proporcién mas baja que durante la infeccidn inicial
en otros, sin embargo se producen pocas o ninguna particula
viral. Una diferencia importante, en ambos tipos de infecciones
persistentes, es que en el iltimo no puede neutralizarse si se

afladen en el medio anticuerpos antivirales homdlogos.

No se sabe afin el mecanismo intimo, pero implica un
estrecho control de la biosintesis viral, dado que 1la célula
logra supervivir teniendo ihcorporado un genoma virél. Se cree
que estos factores reguladores se deben tanto al virus como a
la célula huesped (NORTHROP, 1969). Debido a que muchas infec-
ciones pefsistentes se caracterizan por la falta de produccibn
de virus infectivos, pese a que las cé&lulas contienen gran can-
tidad de antigeno viral, cabe pensar que en estos casos queda
bloqueada la maduracidn del virus. Por otra parte, también se
han encontrado defectos en la actividad RNA polimerasa de vi-
riones aislados de células persistentes infectadas con NDV
(PREBLE y YOUNGNER, 1973).

Uﬁ descubrimiento notable, hallado en la infeccibn
persistente por paramixovirus, es que los virus resultantes
son termo-sensibles en relacidn a la cepa original (HASPEL y
cols, 1973).

Asimismo, se han encontrado infecciones persistentes
en el hombre, que conducen a enfermedades crénicas; este es el
caso, de diversas encefalitis esclerosantes subagudas o letales
("subacute sclerosing panencephalitis" (SZPE)) causadas por el
sarampidn (SEVER y ZEMAN, 1968).



III. RESPUESTA DEL HUESPED FRENTE
A LA INFECCION VIRAL

Desde nuestro punto de vista no puede ser abordado
un estudio sobre accibén antivirales sin hacer mencién de las
intefacciones virus-huesped, médxime cuando por la peculiar
biologia de estos agentes su posibilidad de supervivencia
estd ligada a un estado de estricto parasitismo intracelular. -
Esta interaccidn es un proceso dindmico, mas complejo que el
de cualquier infeccibn bgcteriana puesto que en ella, ademés
de una respuesta inmunitafia, existe la produccién de interfe-
rén y todavia no se sabe bien el intimo mecanismo de regulaci®bn

que puede haber entre ambos tipos de respuesta.

Las reacciones inmunol6gicas en general, y en parti-
cular frente a agentes virales, son resultados cdmplejos de
efectos especificos y no especificos. Segfin es sabido los efec-
tos no especificos pueden aﬁarecer a tres niveles: a) por fra-
caso en unibn del virus a los'receptores de la membrana celular
(McLAREN y cols, 1959); b) por insuficiente liberacién del &ci-
do nucleico viral a partir de las células infectadas (HOLLAND
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y ﬁbYER, 1962); y c). por deficiencias en el ensamblado de

las proteinas estructurales del virus (TAYLOR y cols, 1969;

WALL y TAYLOR, 1970). Por otra parte, la multiplicacién viral
puede ser reprimida también por la inducibén de interferoén
(GRESSER y OULL, 1964; GLASGOW, 1970), y por una accibn de
fagocitosis producida por macrdfagos (ZISMAN y cols, 1971). Otra
reacciones muy poco especificas, pudieran ser tenidas también

en cuenta como ‘son los procesos de inflamacibn y de coagulaciébn

de la sangre.

Si a todo esto se une que en esta Memoria se utilizan
substancias antivirales, capaces de modificar las relaciones
entre huesped y agente patdgeno, parece ldgico la necesidad de
revisar algunos datos sobre la respuesta inmunitaria y de inter-
ferén, frente a una infeccibn viral, para disponer de datos que

pudieran ser necesarios a la hora de considerar nuestros propios

resultados experimentales.

1. Los virus como antigeno

Puede considerarse que todos los virus tienen, al me-
nos, una proteina que difiere de las del huesped y esto les con-
fiere individualidad, pero ademads debe tenerse en cuenta que
las proteinas virales pueden actuar como antigenos, unas veces
sin ser modificadas y otras después de ser alteradas por enzimas
de la célula huesped o de combinarse con lipidos de la membrana.
El hecho de que una proteina viral tenga una potencialidad bio-
légicamente importante como antigeno, depende de: a) su locali-
zacibn en la célula parasitada; b) si es o no una proteina es-

tructural del viribén; c) su situacibn en relacién con las super-
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ficies del viribn o de las membranas celulares; d) su proximi-
dad a componentes de la célula huesped o su posible combinacibn

con ellas; y e) su poder inmundgeno propio.

El comportamiento de los virus como antigeno es muy
importante por varias razones. La reaccién inmune que se de-
sarrolla como consecuencia de una infeccibn viral es, normal-
mente, beneficiosa para el huesped puesto que ayuda a la cura-
cibn y ademi&s aumenta la resistencia contra una reinfeccibn por
parte del mismo virus. Los anticuerpos responsables de la pro-
teccibn son, principalmente, los neutralizantes de la infectivi-
dad al combinarse con los antigenos del virién. Otros anticuer-
pos, no neutralizantes, si bien no toman parﬁe en la inactiva-
cibn del virus resultan de gran utilidad para el diagnéstico de

las enfermedades de esta etiologia.

‘Hay dos clases de antigenos virales: unos que llevan
los componentes estructurales del virifén y gue se conocen como
virion-antigenos y otros que s6lo estdn representados por ele-
mentos separados y mas pequenos gque el virién y que se conocen
como no viribén-antigenos o antigenos solubles; el término solu-
ble no tiene en este caso una significacibén fisico-quimica. El
primer grupo est& formado, por lo general, de viriones sinteti-
zados en exceso mientras que el segundo incluiria enzimas reque-

ridos para la multiplicacién viral.

1.1. antigenos de neutralizacidn

Estos antigenos,que en su mayor parte estdn en 13 su-

perficie del viribn, son glicoproteinas como es el caso de VSV
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- .(rhabdovirus) (KELLEY y cols. 1972), virus Chikungunya (toga- -
virus) (IGARISHI y cols. 1971), Semliki forest virus (SFV)
(KENNEDY, 1974), influenza (WHITE, 1974), paramixovirus (NORRBY
y HAMMARSKJOLD, 1972), y Herpes simplex (POWELL 'y cols, 1974);

o bien, proteinas sin carbohidratos como en el caso de adeno-~
virus (KJELLEN y PEREIRA, 1968), picornavirus (BURNESS y cols.
1973) y reovirus (DROUHET, 1960).

Afin no esti aclarado qué parte de la molécula de gli-
coproteina (proteina o carbohidrato) es el determinante antigé-
nico, pero en el caso de SFV (KENNEDY, 1974) y virus Sindbis
(DUDA y SCHLESINGER, 1975), se sabe que reside en la-fraccién
proteina. Esto parece l1l6gico si se tiene en cuenta que el com-
ponente glucidico es originario de 1la célula huesped y por
tanto el sistema inmunitario seria tolerante con estas frac-

ciones.

1.2. Afteraciones de La supenficie celular inducidas por

Las Linfecclones virnales.

La envoltura de los virus estudiados por nosotros
deriva de las membranas celulares del huésped y los viriones
estdn intimamente relacionados con estas membranas durante su
adsorcibn, penetracibn y replicacién. Las infecciones virales
pueden conllevar profundos cambios de la membrana celular, asi
como en la fisiologia y comportamiento de las células. Por lo
general, estas infecciones conducen a alteraciones de la membra-
na celular que pueden ser identificadas por la aparicién de nue-
vos antigenos. Por medio de estudios de inmunofluorescencia,
inmuno-radiomarcado, inmunomicroscopia electrdnica y otros ensa-

yos empleando anticuerpos citotéxicos o células linfoides, BURNS
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y ALLISON (1975) han hecho un estudio de los virus que producen
cambios antigénicos en-las membranas de la cé&lula huesped; en-
tre ellos destacaremos especies de los dos grupos de virus que

nos interesan:

ORTHOMIXOVIRUS ' : PARAMIXOVIRUS
Influenza, tipo_A, humanos NDV
y animales (FPV) Parotiditis
| Sendai
sv5
Sarampibn, peste bovina,
Moquillo

La mayorfa de los antigenos de superficie aparecen
en estadios tempranos de la infeccibn; asi, células infectadas
con virus influenza producen proteina viral al cabo de 1 hora
(NOLL, 1962), y 4 horas después de la infeccibén se pueden de-
tectar antigenos virales derivados de la pared celular (NAHON
y ECKERT, 1972). En células infectadas con NDV, estos antigenos
derivados‘aparecen a las 3 horas, mientras que en infecciones
por virus del sarampidén y moquillo lo hacen 20 6 24 horas des-

pués de dicha infeccibn.

1.3. Andlisis antigénico de Las protfedinas estructurales
del virus influenza

Este se presenta como un modelo completo de lcs dis-
tintos antigenos de un virus determinado. Asi, considerado co-
mo ente antigénico, el virus influenza ha sido el més estudiado
(LAVER, 1973 ; SCHULZE, 1973); en &l se ha comprobado que cada

proteina puede servir como antigeno, pero finicamente bajo el
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. punto de vista inmunoldgico .las glicoproteinas son importantes.’
En contraste con las proteinas virales, que son codificadas por
el virus (HOLLAND y KIEHN, 1970), existen lipidos (KATES y cols.
1961) y carbohidratos (HOWE y cols, 1967) que son especificos
de la célula huesped y que pueden modificar la antigenicidad’

del virus.

En el modelo propuesto por SCHULZE (1973), y que
estd representado en la Fig. 8, se indican las distintas pro-

teinas y su situacibn en el viridn influenza. -

Después del tratamiento de viriones influenza con
solventes de lipidos,se_pueden aislar las espiculas y separar-
se en sus respectivas subunidades de hemaglutinina y de neura-
minidasa. Los anticuerpos originados por la neuraminidasa inhi-
ben la actividad enzimdtica, pero no producen neutralizacibn
viral. Los anticuerpos neutralizantes reaccionan con el extre-
mo distal de la hemaglutinina, seguramente con determinantes
situados en HAl' ya que HA1 puede servir como inmunbégeno para
preparar anticuerpo inhibidor de la hemaglutinacibn (IH) y tam-
bién pueden adsorber completamente los anticuerpos IH de sueros
inmunes (ECKERT, 1973); lo que alin no est8 demostrado es que

existan los mismos determinantes en la subunidad HAZ'

Mientras que las proteinas internas del viribén mues-
tran una gran estabilidad genética, la hemaglutinina y neurami-
nidasa est@n expuestas a influencias inmunolbfgicas selectivas
y sufren grandes cambios antigénicos; sobre todo, alteraciones
en las secuencias de amino&cidos en HAl y HA,; ello da lugar
a profundos cambios en la posibilidad infectiva de los virus,

dejando inermes a grandes masas humanas ante la aparici6n de
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- .virus completamente diferentes en su composicién antigénica,
ante las cuales los anticuerpos preexistentes tienen poca

actividad. Esto explica la aparicién de pandemias ciclicas.

2.~ Mecanismos de la neutralizacibn viral

La neutralizacibén puede definirse como la pérdida
de la infectividad viral por medio de los anticuerpos. STENN-
BERG en 1892 fue el primer investigador que demostr6 la neu-
tralizacibn de virus por suero de convaleciente (BOULTER, 1957).
Lo que en origen parecia ser un proceso simple, se ha ido
viendo que es una reaccibén compleja, no estando ain muy claro
el mecanismo por medio del cual un anticuerpo produce la dis-

minucién de la infectividad viral.

En la reaccidn de neutralizaci6n intervienen tres com-
ponentes: el virus, el anticuerpo y las células huesped. En to-.
dos los estudios de neutralizacibén hay que tener en cuenta: a)
el tipo de virus infectante; b) las concentraciones relativas
del Qirus y de anticuerpos que entran en juego; c) las carac-
teristicas de las inmunoglobulinas antivirales usadas; d) presen
cia de complemento o cualquier otro factor neutralizante en el
antisuero; y e) el tipo y caracter de las células huesped usa-

das en el proceso infectivo.

Como primer paso, se debe tener en cuenta el efecto
del anticuenpo sobre La internaccidn virus-céfula, habiendose
demostrado "in vitro", que cuando los anticuerpos se unen a los
viriones se inhiben los procesos de adsorcién, penetracibn y
desvestimiento de las particulas virales en una gran variedad
de sistemas virus-cé&lula (JOKLIK, 1965; GRANOFF, 1965; MANDEL,
1967; DALES, 1965); en segundo lugar el efecto del anticuerpo
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s0bre La particula vinal, ya que cuando se enfrentan anticuerpo
y virus, el primero se une a la superficie viral. Este proceso
de adsorcibn puede prodiucirse répidamente incluso a 0° C, que-
dando detenido en esta fase si no se aumenta la temperatura;
para que la reaccibn de neutralizacibén tenga lugar de una ma-
nera perceptible, la temperatura debe ser superior a 5° C
(LAFFERTY, 1963) y posteriormente se producen cambios confor-
macionales tanto en la inmunoglobulina como en la proteina
viral a la que estd unida (MANDEL, 1971). Estas dos etapas,
tienen lugar tan répidamente a 37° C que la neutralizacién se

presenta como una reaccién simple.

Los cambios conformacionales que aparecen sobre la
envoltura viral, parecen ser un proceso importante en la neu-
tralizacibn,. pero la unién de anticuerpo por si sblo, puede
no producir alteraciones irreversibles en la superficie viral..
A este reSpecto, hay que distinguir dos casos: a) que existen
anticuerpos tempranos (presentes en las dos primeras semanas
después de la inmunizacibén) que tienen una baja afinidad por
el virus y cuyas inmunoglobulinas se pueden disociar del viribn
restableciendose la infectividad (HAJEK, 1970); y b) que mds
tarde aparecen los anticuerpos tardios (detectables meses des-
pués de la inmunizacibn), que tienen una gran afinidad ocurrien-
do rara vez, en condiciones fisiolbgicas, la disociacién con
1a,subsiguiente reactivaci6bn del virus (MANDEL, 1961). Sin em-
bargo, cuando un virus neutralizado con anticuerpos tard{fos es
expuesto a pH bajo y a altas concentraciones de sales, se pro-
duce la reactivacidn (SVEHAG, 1965). Por otra parte, se ha com-
probado que ciertos virus neutralizados por anticuerpos pueden
ser reactivados por tratamiento con pepsina (KELLER, 1968),
tripsina (RADWAN y BURGER, 1973) o papaina (MUSCHEL, 1962) .



99.

En cuanto a la cinética en La Lnteraccibn anticuerpo-
-vinus, se ha comprobado por ensayos de infectividad en dis-
tintos tiempos, que la neutralizacibn tiene lugar en periodos
cortos permaneciendo la constante de reaccién invariable, para
después disminuir y quedando, a veces, un "residuo" que resiste

la neutralizacién.

En un principio se interpreté la neutralizacibén como
una reaccién de primer orden (DULBECCO y cols, 1956; MANDEL,
1960) , pero mas tarde, por medio de experimentos de naturaleza
cinética (PHILIPSON, 1966) y an8lisis cuantitativos de precipi-
tinas (RAPPAPORT, 1970) se ha demostrado respectivamente, que
existe un retraso inicial en la proporcién de neutralizacibn y
gue en la reaccidn de neutralizacidén de un viribn, interviene
mds de una molécula de anticuerpo. Actualmente se concibe el
proceso como una unién del anticuerpo por el virus pero sin
que se alcance la neutralizacibn, cosa que sucede posteriormen-
te por incorporacidn de nuevas moléculas de anticuerpo (HAHON,
1970; MAJER, 1972). Todo ello lleva a considerar que se nece-
sita mds de una moléculas de anticuerpo para neutralizar un vi-
rién, budiéndose representar la neutralizacibén por las dos reac-

ciones secuenciales siguientes:

1% -VIRUS + ANTICUERPO —> COMPLEJO VIRUS INFECTIVO - ANTICUERP

28-COMPLEJO VIRUS INFECTIVO - ANTICUERPO + ANTICUERPO —— VIRUS
NEUTRALIZAD

Un aspecto muy importante en la neutralizacibén es el

nmero de "sitios criticos"que posee el virién y entendiendo

por "sitios criticos" las proteinas virales de superficie que
llevan aparejada la infectividad (DULEECCO y cols, 1956).



- Con respecto al nfimero de "sitios criticos", se pue-
den distinguir tres tipos de viriones: a) que tengan un fnico
lugar critico como es el caso de los bacteriéfagos T pares;

b) que tengan muchos lugares criticos sobre 1la superficie del
virién, como sucede en los orthomixovirus que tienen muchas
moléculas de glicoproteinas (HA y NA) sobre la superficie y
que son b&sicas para su infectividad. Sin embargo finicamente
realizan la neutralizacién los anticuerpos especificos de las
hemaglutininas; en tanto que los anticuerpos especificos con-
tra la neuraminidasa no contrarrestan la infectividad del vi-
rién (WEBSTER y LAVER, 1967) pero si dan lugar a un complejo
inmuno-infectivo (MAJER y LINK, 1971). Ademis de los orthomi-
xovirus se pueden incluir en este grupo, los NDV (SETO y cols.
1974), los adenovirus (NORRBY, 1969), RNA virus oncogénicos
(IHLE y cols, 1975), el virus de la rabia (WIKTOR y cols, 1973)

y'el sarampién (SALMI y cols, 1972) y:; ¢) que toda la superficie

viral sea "sitio critico" para la infectividad, como sucede con

el bacteribéfago f-2 (WEBER y cols, 1966) y virus del mosaico del

tabaco (CASPAR, 1963).

En cuanto al mecanismo de neutralizacién, BRADISH
y cols, en 1962, explicaron la neutralizacién como el resulta-
do de una agregacién de varias unidades individuales infeccio-
sas por un anticuerpo multivalente, por tanto este mecanismo
implicarfa que la proporcién de la pérdida de infectividad se-
ria dependiente de la concentracién viral. En contra de esta
explicacibn existen los siguientes hechos: a) la neutralizacién
eé relativamente independiente de la‘cantidad de virus en la
reaccibén (FAZEKAS DE ST. GROTH y cols, 1958); b) el anticuerpo
puede neutralizar al virus que ya esta adsorbido a la célula

(KELLER, 1966) y; c) la neutralizacibén aparece incluso con
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fragmentos de anticuerpo, lo que puede equivaler a anticuerpo
univalente (VOGT y cols, 1964 ; CREMER y cols. 1964).

Para comprender la aparicién de una "fraccibn persis-
tente" en las filtimas etapas de la reaccibén de neutralizacibn,
ain cuando exista un exceso de anticuerpo, se han emitido las
teorfas siguientes: a) Antes de anadir el antisuero a la sus-
pensibén viral, pueden existir acumulos de particulas virales,
en los que las particulas centrales no serdn neutralizadas
por el antisuero. De esta manera habra infectividad residual,
ain cuando exista un exceso de anticuerpo (WALLIS y MELNICK,
1967) ; b) También puede admitirse el que los anticuerpos tempra-
nos se unan, alin en grandes cantidades al virus, pero de manera
no muy efectiva, ya que el complejo virus-anticuerpo formado
se disocia facilmente por simple dilucidn apareciendo enton-
ces una fraccidn ﬁersistente (FAZEKAS DE ST. GROTH y WEBSTER,
1963); c) En el proceso de neutralizacidn, algunas particulas
virales son poco eficazmente cubiertas con inmunoglobulinas,
quedando lugares criticos al descubierto, que el virus puede
utilizar para infectar a la célula huesped. Puede haber dos
formas por las que este mecanismo tenga lugar:bien porque las
inmunoglobulinas correspondientes a los lugares no criticos se
unan de tal manera que bloqueen la unibn de los anticuerpos
neutralizantes a los lugares criticos vecinos, adem8s los an-
ticuerpos para los lugares criticos podrian inhibir la unién
de los anticuerpos neutralizantes; bien porque el tamano del
lugar critico sea suficientemente grande y puedan ser necesa-
rias varias o muchas moldculas de anticuerpo para cubrir |
dicho lugar critico. A este respecto, (LANNI y LANNI, 1953)
se encontr, por estudios morfolbgicos de bacteriéfagos T pares
que en el proceso de neutralizacibn se unfan mas de una inmuno-

globulina al lugar critico. Entonces, si el anticuerpo se une
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poco eficazmente y deja zonas sin cubrir, estas podrfan ser
la causa de la infectividad. La explicacién serfia que una
vez se ha unido la inmunoglobulina, esta podria inhibir es-
téricamente la unién de anticuerpos neutralizantes a los
lugares criticos.

Por Gltimo y de una manera muy resumida diremos
que los factores accesonios en La neutralizacibn virnal, son
proteinas que ayudan al anticuerpo en la neutralizacifn viral
y que pueden ser: naturales, tales como factor reumatoide,
complemento y proteina A estafilococal; o artificialmente
inducidos en los animales inmunizados, tales como las anti-

inmunoglobulinas y anticuerpos anti—complemento;

- 3. Inmunorrespuesta humoral frente a la infeccibén viral

El mecanismo inmunol6gico especifico, lo constituye,
preferentemente, la sintesis de anticuerpos y las respuestes
inmunitarias mediadas por cé&lulas. Las caracteristicas de la
inmunorrespuesta especifica mediante producciéh de anticuerpos,
estd muy condicionada tanto por el tipo de virus que produce
la infeccibn y la ruta de dicha infeccién, como por la natura-
leza del tejido base de la respuesta inmune y algunos otros

parémetros resultantes de las interacciones huesped-virus.
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" En cuanto al mecanismo invasor de los virus, en un
organismo vivo, casi siempre se realiza a través de superfi-
cies de mucosas externas (OGRA, 1973), aunque en ocasiones
pueden existir virus (hepatitis B, etc) con capacidad de in-
vadir directamente a través de la corriente sanguinea. Una
vez que los virus se han implantado en las mucosas, después
de una proliferacién inicial, se extienden a otros tejidos

que resulten mas especificos para estos agentes causales

De los cinco grupos distintos de inﬁunoglobulinas
(IgG; IgM; IgA; IgD e IgE) encontrados en el suero y. secre-
ciones externas humanas, tan s6lo los anticuerpos especificos
del virus corresponden a los grupos IgM e IgA (OGRA y KARZON,
1970) aunque también se encuentre IgG capaces de realizar una

neutralizacién de virus.

Todas las inmunoglobulinas se encuentran en la san--
gre, donde existen en mayor cantidad las IgG e IgM. La IgM
tiene un peso molecular de 900.000 d y su coeficiente de se-
dimentacibn es 19SS, teniendo como caracteristicas interesantes
la de atravesar la placenta y poseer actividad frente a bacte-
rias, virus y otras proteinas antigénicas. La IgG (7 S) es la
inmunoglobulina sérica mas abundante (75%), también atraviesa
la placenta y parece ser mas eficiente que la IgM en la neu-
tralizacibn viral, aunque sea mas eficiente, porlel contrario,
la IgM en las reacciones de fijacién de complemento y agluti--
nacibén. La IgA tiene un peso molecular de 160.000 4 (7 S) y
constituye aproximadamente el 10% del total; aungque contribuye
a la respuesta especifica del virus, su funcibn en el suero no
es todavia comprendida. La IgD y la IgE se encuentraren el sue-
ro en pequeiifsimas cantidades y no parecen poseer actividad an-

tiviral.
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"~ Las inmunoglobulinas secretoras, que bafian las su-
perficies de las mucosas externas, esté&n constituidas por to-
das las inmunoglobulinas del suero, pero en este caso la 1in-
munoglobulina predominante es la IgA (TOMASI y BIENENSTOCK,
1968; TOMASI y GREY} 1972) . La IgA secretada por giéndulas
de mamiferos, tracto respiratorio, tracto gastrointestinal y
tejido ocular es distinta a la encontrada en el suero; es di-
mérica (11 S), tiene un peso molecular de 380.000 d y consta
de dos unidadés monoméricas de IgA (7 S) (CEBRA y SMALL, 1967;
TOMASI y GREY, 1972). Generalmente la IgA secfetada, asi como
pequenas cantidades de IgG e IgM, se sintetizan localmente en ‘
superficies de mucosas (TOMASI y BIENENSTOCK, 1968; BIENENSTOCK,
1970), aunque parte de la IgA (7 S) e IgG puedan proceder del

suero.

Por tanto, en la respueéta humoral frente a los virus,
hay que distinguir entre las respuestas de las inmunoglobulinas
del suero y las que corresponden a las inmunoglobulinas secre-

tadas.

3.1. Respuesta primarnia en Las inmunoglobulinas del suero.

La inmunorespuesta primaria frente a virus se carac-
teriza por el desarrollo de anticuerpos IgM, que subsiguiente-
mente van siendo sustituidos por los IgG y por lé IgA, esta Gl-
tima en menor proporcién (OGRA y cols, 1968). Esta afirmacibn’
fué comprobada primero por BROWN y GRAVES (1959) y posterior-
mente por otros investigadores (SVEHAG y MANDEL, 1964 a, b;
UHR, 1964).

SVEHAG y MANDEL (1964 a, b), comprobaron que esta

respuesta bifisica primaria en el suero, era dependiente de la
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dosis: E1 anticuerpo neutralizante IgM (19 S) aparece de 8 a

12 horas después de la administracién de una dosis simple de
antigeno (poliovirus) y el periodo de induccibn es de 3 a 5
horas. Si la inmunizacién es de intensidad débil, se forman
transitoriamente 1las IgM (19 S), para cesar bruscamente su
sintesis 5 6 6 dias mds tarde. Por otra.parte, la induccidn

del anticuerpo IgG (7 S) requiere una cantidad 50 veces

mayor que la que se precisa para la formacién de IgM; apare-
ciendo por lo menos 48 horas mds tarde y en menor proporcién.
Cuando la inmunizacidn se hace con ddsis altés de antigeno, se
forman IgM e IgG; precediendo siempre la formacién de la pri-
mera -‘a la segunda en 36 a 48 horas y alcanzando, la primera,
un maximo dentro de los 7 dfas, aungue con una vida media
corta. La respuesta en antiéuerpos IgG, aumenta en una propor-
cibén lenta y decelerada durante 3 semanas o mds, y su respiesta
se prolonga durante mis tiempo. La cinética de formacibn de an-
ticuerpos‘anti-poliovirus del tipo 19 S y 7 S, es independiente
de la naturaleza del antigeno viral -ya sea vivo o inactivo-
de la ruta de administracibén, edad del animal inmunizado (re-
cien nacido o adulto) y de las especies animales empleadas

(conejo, cobaya u hombre).

Mas recientes estudios (OGRA, 1970; OGRA y cols, 1971)
que emplean técnicas modernas y sensibles, han dado resultados
similares a los obtenidos por SVEHAG y MANDEL (1964b). Dichos
estudios han demostrado que tras la inmunizacibn de pollos jo-
venes con vacuna de poliovirus, los primeros anticuerpos en
aparecer en el suero fueron IgM, los cuales se detectaban a
las 12-24 horas y su titulo mé&ximo se alcanzaba antes de los
12 dias; a partir de dicho periodo de tiempo, la respuesta iba
disminuyendo y dejaba de detectarse a partir de los dos meses

de realizada la inmunizacidn.
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Las IgG aparecieron pr6ﬁtamente;'en conéeﬂtracidnes
muy bajas; sin embargo su nivel aumentd y constituy6 la clase
predominante en el suero, después de la desaparicibén de las
IgM. Las IgA (7 S) aparecieron en un periodo comprendido entre
unos pocos dias y varias semanas después de la aparicibn de
las IgM e IgG. Generalmente la respuesta en IgA es relativamen-
te mas baja en magnitud que la correspondiente a IgG e IgM. |

3.2. Respuesta secundaria en Las Linmunoglobulinas del

sdueno.

Numerosos investigadores han observado una reanuda-
ciébn de la formacibén de anticuerpos IgG después de una nueva
inmunizacién con antigeno activo, lo que prueba la existencia
de una "Memoria inmunol6gica". En el caso de IgA e IgM, la
respuesta inmunolbgica secundaria es mas pequena; aungque en
estudios mas particulares (SCHLUEDERBERG, 1965; LINNEMANN y
cols, 1973) poco o nada se ha observado en cuanto a la res-

puesta secundaria de IgM.

En nifios primovacunados contra la poliomelitis y
reinmﬁnizados un anos después (OGRA y cols, 1968) aparecié.
una respuesta inmunitaria de caracter secundario (IgM) después
del "impulso" de ‘inmunizacibén. Esta respuesta fue similar a la
observada por SVEHAG y MANDEL (1964 a, b) utilizando polio-
virus inyectados en conejos. Peée a todo, la respuesta'secun—
daria IgM parece depender del tiempo y del tipo y ddésis del
antigeno, asi como de la sensibilidad y especificidad de las

técnicas empleadas en su deteccién (OGRA y cols, 1968).
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3.3. Signdificacibn de Los anficuenrpos en La resistencia

antivinal.
-
Los anticuerpos circulantes anti-virus se adquieren
como resultado de una infeccibén natural, mediante inmunizacibn
con vacunas virales, o bien por administracib6n pasiva de inmu-
noglobulinas especificas y tienen una intervencidén decisiva e
importante en la limitacibn y recuperacién de una enfermedad
viral (MURPHY y GLASGOWS, 1968; NATHANSON y COLE, 1970).

En un principio (ZIMAN y cols, 1971), se creyd que
los anticuerpos circulantes y la actividad macrof&gica eran
los Gnicos elementos capaces de intervenir en la eliminacién
de las infecciones primarias virales; pero, mas tarde, seglin
hemos indicado en parrafos precedentex, también se ha compro-
bado la intervencidén de otros mecanismos, tales como interferd
y otros factores no especificos (BARO.:., 1967; LWOFF, 1959) en
la eliminacién de la infeccibn primaria por virus. Asi se ha-
obserQado que el interfer6n se sintetiza antes que el anticuer-
po y que después de una infeccibén por influenza, herpes o viru:
vacunal, la desaparicién del virus estd mas relacionada con la
produccibn de interferdén que con la awaricién de anticuerpos
especificos (ISAACS y HITCHCOCK, 1960; FRIEDMAN y cols,_1962),
aunque los anticuerpos circulantes tengan también una gran im-
portancia en la limitacibn de la virernia y eviten la propaga-
cién del virus a los 6rganos susceptiizles (COWAN, 1973; GLASGO.
1970; MURPHY y GLASGOW, 1968; NATHANSCN y COLE, 1970). Sin em-
bargo, GLASGOW (1970) y MURPHY y GLASGUW (1968) han comprobado
como caso particular que la resistencia frente al virus de la
encefalomiocarditis del ratdn y su el:iminacidén de la corriente
sanguinea coincide mds con la aparicién de anticuerpos circu-

lantes, que con el desarrollo alcanzado por los niveles de in-
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terferdn. Por todo ello, los anticuerpos circulantes se con-
sideran mas relacionados con la proteccién frente a una rein-
feccibn, yva que la presencia de anticuerpos preexistentes es

uno de los conceptos mé&s fundamentales de la inmunologia viral.

Asi, como resumen del comportamiento del huesped fren-
te a una infeccibén viral, habriamos de admitir que inmediata-
mente después de una infeccibn viral o administracién de vacu-
nas de virus inactivados o vivos, se observa en el suero unas
respuéstas de anticuerpos, que sedgfin su orden de aparicibn son:
IgM, IgG e IgA.

Las IgM son los anticuerpos iniciales, primeramente
sintetizados, pero la respuesta en IgG es la principal fuente
de anticuerpos especificos con vida mas larga y que permanecen

aln después de la desaparicibdn de la IgM.

Por otra parte, los anticuerpos de secrecidn pueden
evitar la reinfeccibén de las mucosas y por lo tanto, sirven pa-

ra limitar la extensibn viral a otros O6rganos.

» De aquf que el sistema inmunitario, en una infeccibn
viral, reponda como una combinacidén de 4 efectos: a) factores
genéticos de resistencia: b) actividad macrofdgica; c¢) una in-
munorespuesta mediada por células; y d) con presencia de anti-

cuerpos circulantes y secretados.
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-4. Produccién de interferéﬁ‘

El interfer6n es una glicoproteina antiviral (DORNER
y cols, 1973), con una extraordinaria importancia por su papel
en la defensa del organismo vivo y que se produce, tanto en"
cultivos celulares cbmo en animales, aunque lo sea principal-
mente por una infeccidn viral. E1 interfer6n también puede ser
inducido por un gran nfimero de agentes no virales, hasta el
punto de que ultimamente se estd dedicando mucho mas esfuerzo
investigador quizi por sus implicaciones terapeuticas a la
induccibén inespecifica de interferfn que a la propia induccifn

por virus.

De una manera general, los inductores de interfer6fn
podrian clasificarse en los grupos que siguen: a) Virus RNA
(mono y bicatenarios); b) virus DNA (mono y bicatenarios); c)
bacterias; d) protozoos; e) rickettsias; f) &cidos nucleicos,
naturales y sintéticos, el mé&s activo y por tanto m&s estudia-
do es &l 4cido poliriboinosinico unido al &cido poliribociti-
dflico "poli I:C", s6lo o conjugado con lisina; g) endotoxinas;
h) polimeros sintéticos; i) fitohormonas; j) polisacé&ridos y

k) mitbgenos.

El mecanismo de induccibn de esta substancia, descu--
bierta hace mas de veinte afios por ISAACS y LINDENMANN (1957),
cbn capacidad para hacer resistentes a las células frente a
un ataque por virus es sieméré el mismo e independiente del
ihductor. Se puede definir como una glicoproteina con efecto
antiviral, el cual no se debe a toxicidad sobre las células;
es activa frente a un amplio espectro de virus no relacionados

entre si e inhibe la multiplicacibén viral a través de un efecto
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intracelulaf que lleva aparejado la sintesis de mRNA y protei-
nas. Se encuentra en el organismo o en cultivos celulares sola-
mente cuando han sido txatados con inductores; su peso molecu-
lar puede variar entre 25f000 y 180.000 d dependiendo de las
células o del inductor utilizado y es mucho mas activo en célu-
las de especies homblogas que en cualquier otras células. Es

estable a pH 2.

Para la induccidn del interfer6n por virﬁs, se sabe
que es imprescindible la duplicacibén de la cadena del &cido
nucleico cuando se trata de un virus monocatenario, tanto si
es RNA como DNA (FALCOFF y FALCOFF, 1970). A partir de este
estado bicatenario del &cido nucleico inductor se llega a la
induccibn de la proteina interfer6n mediante un mecanismo
an&logo al admitido para la sintesis y represibén de la /Z;-ga;

lactosidasa.

En cuanto al mecanismo de sintesis de interferodn,
cabe resumirle como sigue:

a) El virus penetra en la célula y pierde su cubierta
liberando su &cido nucleico mono o bicatenario.

b) E1 &cido nucleico viral se replica y una de sus
cadenas se liga a los ribosomas de la cé&lula. Este acontecimien-
to puede servir cbmo senal de disparo para la derrepresidn de
un cistrdén DNA de la cé&lula huesped que condiciona la formacidn
de mRNA del interferén.

c) Los polisomas que tienen asi incorporado el mRNA
del interferbn producen y liberan el interferfn, que pasa al
torrente sanguineo en el caso de seres vivos, o al medio de

mantenimiento cuando se trate de cultivos celulares.
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Una clara idea de este mecanismo a nivel celular y
molecular puede obtenerse de las figuras 9 y 10 respectiva-
mente (RONDA y ALONSO, 1977).

Existen dos teorias sobre el destino del interferén:
una vez liberado de las células productoras: seglin la primera,
que fué mantenida hasta hace pocos afios (BURKE e ISAACS, 1958 a
y b; ANDREWS, 1961; ISAACS y cols, 1961) era imprescindible
la entrada dél interfer6n en otras células para desarrollar
su actividad antiviral y ello implicaria un alto consumo de
estas proteinas. Sin embargo, a partir de los trabajos de
ANKEL y cols. (1973) y CHANY y éolsf(l975) se tuvo una confir-
macidn experimental =-al menos por el comportamiento en cul-
tivos celulares- de la teoria de que el interfer6én no tenia
necesidad de atravesar la pared celular para desde alli, de-

sencadenar el estado de resistencia antiviral.

CHANY y cols (1975) ligaron el intérferdn a parti-
culas CNBr-Sepharosa y anadieron el resultante a cultivos
celulares, mantenié&ndolo dentro de una bolsé dé pléstico que
impgdia el paso de aquellas particulas al resto del cultivo;
pasadas 24 horas era retirado el soporte y el cultivo celular
se infectaba con VSV. Después se llev6é a cabo la observacién
de las marcas infectivas y se encontrd que la porcibn del cul-
tivo que estaba dentro del soporte limitado por las particulas
de Sepharosa con el interfer6n no presentaban las placas infec-

tivas que eran patentes en el resto del cultivo. También, estos

- mismos autores, demostraron que se podian hacer tratamientos

sucesivos de cultivos celulares, por este sistema de particulas
tratadas sin llegar a agotar el poder protector del interferé6n

ligado, esto parece indicar claramente que tan s6lo es necesa-
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rio un contacto del interferdn sobre receptores especificos
situados en la pared celular péra producir la respuesta
(SHEAFF y STEWART, 1969) .Estos :receptores especificos sopor-
tan moléculas gangliosidicas con una gran afinidad para las
glicoproteinas y a su vez disponen de un mecanismo de puesta
en marcha de las subsiguientes reacciones. Muy recientemente,
FILIPIC y cols, (1977) han demostrado la naturaleza sialo-
glicoproteica de estos receptores (p.m. 70.000 - 80.000 &)
"que presentan por analogfa con los - receptores pafa

las fitohemaglutininas, la cinetica de acoplamiento del cor-
tisol y del IF es idéntica presentandose competencia entre
kﬁiosﬂfrente a los receptores due estan situados en la pared
celular; este acoplamiento esta regido por una configuracién

alostérica de las moléculas receptoras.

Efectivamente el interfer6n, desde la pared celular,

dd lugar a una serie de acontecimientos que van a actuar sobre
el genoma de la cé&lula dando lugar a la aparicibn de un nuevo

RNA r €1 mRNA de la proteina inhibidora_de_la traduccidén
(TIP). Se ha comprobado que el mRNA del TIP estd codificado,
en células humanas, por los cromosomas 2 y 5 (CREAGAN y cols,
1975; TAN y cols, 1974) .Este TIP ha sido aislado por SAMUEL
y JOKLIK (1974) en células tratadas con interferén y ha.que-:
dado identificado con un polipéptido de p.m. de 48.000 daltons,
el cual aparece siempre en las cé&lulas tratadas, pero nunca en
células no tratadas. Este polipéptido llega a inhibir la tra-
duccibn del mRNA viral en un 90% (SAMUEL y SOKLIK, 1974) sin
que tenga ninglin efecto sobre la traduccién del mRNA de la
célula, ni inclusive de mRNA ex6geno extranhos o sintéticos
(WIEBE y JOKLIK, 1975).



De los investigadores interesados en el modo de
induccidn del IF, unos se ocuparon de identificar los genes
responsables de la formacién del mRNA del TIP, mientras que
otros se deicaron a la bfisqueda del gene o genes que darian
la senal formadora del TIP en las cé&lulas que recibieron
sobre su membrana al IF va formado (EPSTEIN, 1975; EPSTEIN
y EPSTEIN, 1976).

~ _En experimentos llevados a cabo sobre células humanas
monosbmicas, disfmicas y con células trisbmicas procedentes
de personas con esta anomalia,_se encontrd "que en las trisd-
micas del cromosoma 21 aparecia mayor resistencia a la-infec-
cibn viral después de ser tratadas con IF humano comparados
con la resistencia conferida a c&lulas disbmicas o monosémicas,
para este cromosoma, y en estos estudios se ha identificado el ‘
gene antiviral (AVG en la literatura emgiosajona) localizado
en el extremo distal del brazo largo de dicho cromosoma. Es
curioso senalar a este respecto que afin no exista en la bi-
bliografia ningfin dato sobre experiencias que determinen, en
células animales, los genes responsablcs de la induccibn del
IF y de la formacibén del TIP que confi~re la resistencia anti-

viral.

Por otro lado destacamos el hiecho que frente al ais-
lamiento e identificacibén del TIP, polipéptido de 48.000 d, no
ha podido ser determinado el elemento que desencadena la pro-
duccibén de dicho polipéptido; hipotéticamente se ha senalado
a alguna histona u oligopéptido como ¢l intermediario entre el
momento de la unién del IF a los receptores de la membrana ce-
lular y 1a puesta en marcha del sistema de produccibn del po-

lipéptido regido por el gene antiviral.
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4.1. .Induccibn de intenfenén en §ibroblastos de pollo

por mixovinus

En general los virus que componen el grhpo Mixovirus,
son excelentes inductores del IF, pero muy en particular el
influenza, gracias al cual se descubrib6 la existencia de este
factor antiviral; y también el NDV, por ser uno de los mas uti-
lizados en todos los campos relacionados con la experimentacidn
sobre actividad, modo de acci6én, estandardizacibn, preparacién
de antisueros antiinterferbén y en el estudio de los complejos
mecanismos de interaccibén interfer6n-respuesta inmunolbgica,
asi como en la depresibn y superinduccibn en presencié de qui-

mioterdpicos y antibié6ticos.

Los mixovirus dan lugar a altos titulos de IF en ra-
tén, células murinas, conejo, embrién de pollo y mono, pero el
titulo obtehido en fibroblastos de pollo es bastante més bajo, .
debido precisamente a su poder citopdtico r4pido que impide la
puesta-en marcha del ciclo productor del IF. EsSte inconveniente
se ha obviado inactivando los virus pox irradiacibdn ultravio-
leta (HO y BREINING, 1965), o apfovechﬂndo la termolabilidad de
los virus, utilizando temperaturas de 35-37° C en tratamientos
largos (GIFFORD y HELLER, 1963; LE CLEXC y COGNIAUX - LE CLERC,
1965), y muy concretamente de NDV, a temperaturas mds altas pe-
ro en tratamiento corto (RONDA y ALONSQO, 1974). Seglin estos
adtores, tanto la irradiacién como la inactivacifén a estas
temperaturas, mantienen la cépacidad inductora, permitiendo

alcanzar mds altos niveles gque en el caso de virus con activi-

~dad citopédtica.

Intensos o largos tratamientos de irradiacibén o tem-

peraturas superiores a 40° C dan lugar a la desaparicibn del
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'boder interferente de los virus asi tfatadoé, sugiriéndo que
el inductor puede residir bien en el &cido nucleico viral o
bien en la proteina, pero a partir de los trabajos de BURKE

e ISAACS en 1958 se tiene la séguridad de que es el &4cido
nucleico el responsable de la induccibn, siempre que no hayan
experimentado alteraciones profundas; por tanto el &cido nu-

cleico es el protagonista de la iniciacifén de dos series de

acontecimientos; una que induce a la multiplicacién viral

(abolida por el tratamiento) y otra gque conduce a la formacibn

del IF (favorecida por la integridad fuvncional de la célula);
no obstante las proteinas virales jueg#n, también, un’ papel
importante una vez dada la sefial de formacidn de interfero6n.

Ha habido grandes controvers:ias entre la afirmacién
del FALCOFF y FALCOFF en 1970 de que era imprescindible la du-
plicacibén en los &cido nucleicos para la aparicién de IF, y el
hecho innegéble de que los virus inactivados por UV o tempera- -
tura eran capaces de inducir IF, pero ¢n el mismo ano 1970
LOMNICZI y BURKE, trabajando con cepas salvajes y mutantes
de SFV encontraron que un mutante que no producia RNA viral
en condiciones no permisivas de femperatura, era un mutante
capaz de inducir el IF siempre y cuando se infectase el cultivo
con cantidades superiores a 10 UFP/célula. Asi demostraron que
en el caso de algunos virus RNA, el IF puede ser inducido bien
por el RNA viral sintetizado por las cclulas o bien por el mis-
mo”RNA viral infectante en su forma morocatenaria; en el mismo -
ano GANDHI y cols, (1970) hailaron que varios mixovirus inducian

interfer6én sin que se produjese ningun:: sintesis de RNA viral.
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- A este respecto HO (1964 a) puntualiza que el tér-
mino "virulencia" se aplica normalmente a los aspectos clihi—
cos en el enfermo, pero es muy dificil de definir su signifi-
cacién cuando las infecciones se producen en los cultivos celu-
.lares. Este autor sugiere que en el presente contexto, la
"virulencia” o patogenicidad debiera ser definida en términos
bioquimicos. Dado que la produccibén de IF requiere mecanismos
sintetizadores -propios de la cé&lula, quedaria deprimida esta
produccibn, cuando las células en cultivos han sido infectadas
por virus "virulentos" puesto que aquellos mecanismos han sido
inhibidos, apareciendo el interfer6n cuando el inductor es

un virus "avirulento" en términos bioquimicos.

4.2. Induccdibn de Antenfendn en pollLos por mixovirusb

Los individuos de este grupo son buenos inductores
de IF en todo tipo de aves, sin que las gallindceas hagan ex-
cepcibn. Inmediatamente después del descubriﬁiento del interfe-
ré6n varios autores se ocuparon en la induccibdn de esta proteina
en pollos y asi tenemos ISAACS y LINDENMANN‘(1957) con influenza,
BURKE e ISAACS (1958 a) con FPV, mientras que los primeros tra-
bajds de induccibn en animales vivos con NDV no aparecen hasta
1965 publicados por HO y BREINING.

En 1963, BARON y BUCKLER, trabajando con NDV, Sindbis
y Sendai en ratén, demostraron que cuando una, relativamente, gran
cantidad de material virico era inoculado por via endovenosa, se
podia detectar el interferén en el suero sanguineo una hora des-
pués de la inoculacibn, alcanzando los miximos niveles 4 a 7
horas méds tarde; es decir, antes de que se haya logrado una sig-

nificativa, clinicamente, multiplicacidén viral.
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-La induccién de IF en animales se encuentra favore- -
cida por el poder patbgeno del virus, al contrario de cuanto
sucede en la induccibn sobre cultivos celulares; siendo ademés
la respuesta mas temprana lo que permite hacer detecciones
de IF mucho antes de que el animal presente signos de enferme-
dad o la muerte (fase que podrfa corresponder a la l{sis celu-
lar, estableciendo un paralelo entre ambos sistemas de células
huesped) . ‘
La introduccién en el organismo vivo de un virus
buen inductor va a dar como resultado la aparicifn de interfe-
rén no s6lo en la sangre sino también en otros sistemas u 6r-
‘ganos: rinén, cerebro y bazo (KONO y HO, 1965), si bien ello
depende no sblo del virus utilizado como inductor sino también

de la via de inoculacidén elegida.

ﬁa mayor parte de las células del organismo son capa- -
ces de producir elevadas cantidades de IF al ser tratadas, con
inductor adecuado, pero ha de tenerse en cuenta que los linfo-
citos se han revelado como las células mejores productoras de
la proteina que nos ocupa; los linfocitos T dan lugar a una
mds prematura aparicién en sangre que la debida a los linfocitos
B, que sin embargo es mas potente. En la actualidad se obtiene
interfer6n en cultivos de esplenocitos inducidos por virus (in-
terferdn tipo I o clésico) o por mitb8genos especificos (lipopo-
lisacéridos, fitohemaglutininas), o bien por sensibilizacidn
con antigenos seguida de un tratamiento con el propio antigeno
sensibilizante (interfer6n tipo II o antigénico). Mucho se
podria decir sobre la interrelacién ehtre interfer6n-linfocitos
-sistema inmunitario, pero este tema queda fuéra del presente

trabajo.
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4.3, ITnduccibn de intenfernbn en presencia de divensos
Anhibidones metabblicos y quimiotendpicos

. Actualmente se tiene la certeza de que la produccidbn
de interferén surge como una derepresidn de genes seguida por
una transcripcién de mRNA de interfer6n y la consiguiente tra-
duccibn posterior. Este esquema ha sido basado sobre resultados
obtenidos con un limitadé nfimero de inhibidores metabbdlicos,
principalmente actinomicina D(como inhibidor de la formacién
de RNA dependiente del BNA)y cicloheximida y puromicina (como

inhibidores de proteinas).

La induccibn de IF en cultivos celulares es inhibida
por actinomicina D (HELLER, 1963; WAGNER, 1963) y lo mismo
sucede en conejos tratados con actinomicina e infectados con
virus Sindbis (HO y KONO, 1965); el mismo efecto depresor apa-
rece en ratones tratados con cicloheximida e infectado con NDV
(YOUNGNER y cols, 1965). Idéntico comportamiento presenta la
puromicina tanto en cultivos celulares (WAGNER y HUANG, 1965;
BUCHAN y BURKE, 1966) como "in vivo" en ratones inoculados con
NDV 6 en conejos infectados con Sindbis (YOUNGNER y cols, 1965;
KE y cols, 1966).

Por tanto y a partir de estos conocimientos se pudo
asegurar que la produccidn de IF inducido por virus involucra
la sintesis de RNA dependiente de DNA y la sintesis de proteinas
tanto en cultivos celulares "in vitro" como en tratamientos de

animales "in vivo".

Los trabajos aqui citados fueron el origen de un acfi-

mulo de investigaciones sobre la estrecha dependiencia entre
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induccién de IF e inhibidores metabblicos y todos ellos con-
firmaron lo antedicho. .

_ Por este camino se ha llegado a conseguir una super-
induccidn de IF prolongando el periodo de produccibén del mismo
(TAN y cols, 1970; VILCEK y NG, 1971; HAVELL y VILCEK, 1972;
VILCEK y HAVELL, 1973; SEHGAL y cols, 1975, 1976), muy posible-
mente por el fendmeno descrito por McAUSLAN (1963) en la repre-
si6én de la timidina quinasa en cé&lulas Hela infectadas con vi-
rus vacunal. Asi se consigué por tratamiento de células con ac-
tinomicina D la inhibicibén de la produccibén de un mRNA para
una proteina reguladora del IF, proteina que ejerce un control
negati&o a nivel transcripcional (SEHGAL y TAMM, 1976; CAVALIERI
y COLS, 1977; RAY y PITHA, 1977; SEHGEL y cols, 1977).

No cabe duda de la importancia que tiene cualquier
investigacibén que relacione antimetabolitos e induccién de IF,
lo gue ha hecho que en nuestro Instituto RONDA y ALONSO (1974;
1976) hayan estudiado el efecto de rifamicina y derivados en
la produccibn de la proteina interferente inducida por NDV en
cultivos de fibroblastos o en pollo. Asimismo, RONDA y cols,
(1977) presentaron una comunicacifén al V Congreso Nacional de
Microbiologia sobre induccibn de interfer6n en presencia de
substancias antitumorales,- donde se estudia las alteraciones
en el titulo de interferdén producido por NDV en pollos inocu-
lados con mitomicina C, bleomicina y methotrexato, y los mis-
mos autores presentaron otra comunicacién haciendo un estudio
comparativo sobre el efecto de la ciclofosfamida en la induccién
del interferé6n - respuesta inmune de pollos infectados con NDV

(RONDA y cols, 1978).



IV. ALGUNOS ASPECTOS DE LA
QUIMIOTERAPIA ANTIVIRAL

Si se establece un paralelismo entre la Quimioterapia
Antiviral y la Quimioterapia Antibacteriana, se observari que
esta Gltima estd mucho mas desarrollada que la primera por

las siguientes razones:

a) Los virus dependen obl}gatoriamente del metabolismo
de la cé&lula huesped al serle imprescindible la maquinaria
metabblica de esta. Por tanto, la mayoria de los procesos me-
tabdlicos de los virus se confunden con los de la cé&lula por
el infectada. La eficacia del férmaco antiviral estard muy re-
lacionéda, por una parte, con la ausencia o baja toxicidad
frente a la célula y por otra con su capacidad para incidir
sobre aquellos pasos metabblicos que sean exclusivos del me-

tabolismo viral.-

b) El diagndstico de una enfermedad se basa en sus sinto-
mas y éstos, en las enfermedades virales, aparecen segfin dos
patrones extremos que corresponden el periodo de incubacibn;
si éste es corto, los sintomas aparecen muy pronto y cuando
lo hacen la enfermedad estd muy avanzada (gripe, fiebre amari-

lla, etc.); en otros casos, cuando el periodo de incubacién es
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largo, la enfermedad estd completamente implantada cuando
aparecen los primeros sintomas (enfermedades producidas por
leucovirus, etc). En ambos casos la terapia resulta muy di-

ficil.

Cronolbdgicamente los primeros agentes antivirales
especificos fueron las tiosemicarbazonas, cuya introduccién
en clinica medica se debe a DOMAGK y cols, (1946); mas tarde
fueron 1los benzimidazoles (TAMM y cols,1952) ,el interferén
(ISAACS y LINDEMANN, 1956) y distintos an&dlogos de purinas y
pirimidinas (idoxuridina) (PROSOFF, 1959; HERRMANN, 1961),los
que se han ido utilizando sucesivamente. En la actualidad han
tomado mucha importancia en.la Quimioterapia Antiviral sustan-
cias tales como la amantadina (GRUNERT y cols, 1966; WEINSTEIN
y CHANG, 1973) y la citarabina (UNDERWOOD, 1962; JUEL-JENSEN,
1973).

Para su estudio recurriremos a examinar, en primer
lugar, los distintos mecanismos de accibén antiviral; ellos
nos iran poniendo al corriente del desarrollo de las nuevas
moléculas y de sus posibilidades de disenar otras mas potentes.
Por otra parte, veremos a continuacibn la metodica para contro-
lar las actividades antivirales y la posibilidad de estudiar

los mecanismos de accibn de estos farmacos.

1. Posibilidades de interferir la multiplicacibn viral

Desde la década de los ahfos cuarenta, en que se en-
contraron sustancias claramente antivirales,tales como el

grupo de las tiosemicarbazonas, hasta la fecha, se conocen in-
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-finidad de productos quimicos que-de -diferentes maneras'y en

sistemas biolbgicos variados son capaces de inhibir la multi-
plicacién viral. Por tanto, cabe clasificarles para su estudio

atendiendo al proceso metabb6lico viral que inhiben.

1.1. Substancias que Antenfieren con La adsorcibn del

vinus .,

Los-prihcipales compuestos inhibidores de este pro-
ceso son los polisacéridos sulfatados (TAKEMOTO y LIEBHABER,
1961) y los mucopolisac&ridos (MANDEL, 1957; PIZZA y cols,
1967; AGOL y CHUMAKOVA, 1963L-ninguno de estos agentes son
especificos y su accibn se lleva a cabo al afectar tanto los

sitios éspecificos de las células huesped como de los virus.

1.2. Substancias que Lnfernfleren con La penetracibn virnal

En este grupo encontramos con el clorhidrato de aman-
tadina (DAVIES y cols, 1964; WALLBANK y cols, 1966; GALBRAITH y
cols,.1973) y la cloroguina (ALLISON y cols, 1965; DURAND y
cols, 1970). Generalmente este tipo de compuestos actua a nivel

del desvestimiento del virién.

1.3. Substancias que intenfiren con Las enzimas asociadas
al vinién y a La transcripedibn del genoma parental.

Dentro de este grupo cabe distinguir tres tipos de

substancias que pueden clasificarse:

i - Inhibidores de la RNA polimerasa BNA dependiente

(reverso-transcriptasa), en este grupo se encuentran las ri-
famicinas (SENSI y cols, 1960; GURGO y cols, 1972) y las dis-
tamicinas (KOTLER, 1971; CHANDRA y cols, 1970).
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il - Inhibidores de RNA polimerasas RNA & DNA dependientes

asociadas al viribn, entre los que se encuentran principalmente

la streptovaricina, que ;ctua sobre la RNA polimerasa DNA de-
pendiente asociada al virus vacunal (QUINTRELL y McAUSLAND, 1970)
y el dihidroclorhidrato de selenocistamina, que actua sobre la

RNA polimerasa RNA dependiente de mixovirus (OXFORD, 1973)

iii - Inhibicién de la transcripcibn del DNA parental;'

entre las principales sustancias que inhiben el ciclo multipli-
cativo a este nivel nos encontramos con la adenosina monofosfa-
to ciclica (ZIMMERMAN y RASKA, 1972).

1.4. Substancias que Lintenfilenen con el proceso de trhas-
Lacibn def RNA mensajero.

También dentro de este grupo se pueden considerar

cuatro subgrupos en funcibén de su mecanismo particular.

i -Substancias que interfieren en la interaccibén de mRNA

viral con los ribosomas celulares. Entre los diversos produc-

tos que intervienen a este nivel cabe destacar el interferén,
que estudiaremos mas ampliamente y la isoprinasina (GORDON y
8ROWN, 1972; MULDOON y cols, 1972).

ii - Substancias antivirales que interfieren con la ini-

ciacién de las cadenas polipeptidicas virales. En este grupo

nos encontramos con dos compuestos muy conocidos: La p-fluoro-
fenilalanina (FPA) (ACKERMAN y cols, 1954, WECKER y cols, 1962;
JOKLIK, 1962; KIT y cols, 1963; FUJITA, 1973), y la ciclohexi-
mida (ENNIS y LUBIN, 1964; SCHOLTISSEK y ROTT, 1970; FLEXNER y
cols, 1973).
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iii - Compuestos que inhibern la sintesis de las proteinas

virales. Como ejemplo podemos citar la rodamina (2-tio-4-oxotia-

zolidina) (EGGERS y25,1970) .

iv - Inhibidores de las proteinas precursoras de los pép—

tidos estructurales del virus. Entre los principales nos en-

contramos con el cloruro de zinc (KORANT y cols, 1974) y los
inhibidores de proteasas. (KORANW, 1973). '

H

1.5. Substancias que intenfienen con La sinfesis del ge-
noma de Los virus con RNA ‘

Dentro de este grupo hay que distinguir tres subgru-

pos:

i - Compuestos inhibidores que interfieren con la sinte-

sis del genoma de los virus con DNA. Este es el caso de la

guanidina, HBB (2—(<§\—hidroxibencil)—bencimidazol) y deriva-
dos (raMmyeees 1963 ; EGGERS y WAIDNER, 1970).

ii - Compuestos inhibidores de la RNA polimerasa viral.

Como ejemplo citaremos la gliotoxina (RIGHTSEL y cols, 1964;
LARIN y cols, 1965).

iii - Compuéstos inhibidores de la polimerizacibn de los

ribonucleftidos por las RNA polimerasas virales. Los mas estu-
diados son: virazol (SIDWELL y cols, 1972; HUFFMAN y cols,
1973) y la cordicepina (3'-desoxiadenosina) (LOVINGER y cols,
1973) .




. 127.

1.6. Substancias que inhiben fLa replicacidn def DNA vinal.

Dentro de este grupo se pueden distinguir los siguien-

tes subgrupos:

i- Inhibidores que causan la degradacibén del DNA viral

parental. Entre ellos encontramos la camptothecina (WALL, 1966;
HORWITZ y HORWITZ, 1971) y el azul de toluidina (HIATT y cols,
1960) .

ii - Inhibidores de procesos enzim&ticos relacionados con

la sintesis de DNA. Los representantes mas Importantes de este

grupo son los nucleosidos de purinas y pirimidinas, siendo los
mas estudiados la citosin arabinbsido (ara-C) (LEVITT y BECKER,
1967; EIDINOFF y cols, 1965; CAMPBELL y cols, 1968) y el ade-
nosin arabinésido (ara-A) (MILAER y cols, 1968).

iii - Inhibidores de la sintesis de DNA viral por incorpo-
racién a las moléculas de DNA viral. Los principales represen-
tantes de este subgrupo son los halogenuros de desoxirribonucleb
sidos tales como: 5-iodo-2'-desoxiuridina (IUdR) (PRUSOFF, 1967;
PRUSOFF y GOZ, 1973), 5'-etil-2'-desoxiuridina (GUARI, 1969)

y el 5'-trifluometil-2'~desoxiuridina (Fj TdR) (OKI y HEIDEL-
BERGER, 1971). Actuan por sustitucién de los desoxiribonucleo-

sidos por andlogos estructurales.

iv - Inhibidores de prbcesos enzimdticos en la biosintesis

de los nuclebtidos. El principal representante es el 6-azaura-
cil ribonucleésido (6-azauridina) (FALWE y RADA, 1970).
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v - Inhibidores gque interactuan con el DNA viral. En es-
- te subgrupo destacan las distamicinas (KOTLER y BECKER, 1971)
y la actinomicina D (KIRK, 1960; SCHOLTISSEK y ROTT, 1970).

1.7. Substancias antivinrales que afectan a Los RNA men--

safenos tarndios y proteinas virales ftardias

Las mas conocidas de entre este subgrupo. son la
1sat1n‘F ~tiosemicarbazona (IBT) (HAMRE Yy cols, 1950, EASTER-
BROOK, 1962), el N-metil-isatin- r tlosemlcarbazona (metisa-
zona) (LEVINSON y cols, 1971; LEVINSON y cols, 1973), y la
rifampicina (SUBAK—SHARPE»y cols, 1969; GRIMLY, PM y cols,
1970) . )

1.8 Substancias que inhiben La formacibn de membranas

vinales en. células Anfectadas

Las mas conocidas son la 2-desoxi-D-glucosa (KILBOUR-
NE, 1§59; COURTNEY vy cols( 1973; STEINER y cols, 1973; KALUZA
y cols, 1972; KLENK y cols, 1972) y la D-glucosamina (KLENK y
cols, 1972; DUBIN y cols, 1974; KALUZA y cols, 1972; HUNTER y
cols, 1974; SAMSON y FOX, 1974).

De las substancias precedentemente citadas se pueden
deducir varias consecuencias en primer lugar destaca la varie-
dad de origen (natural, semisintético o sintético); en segundo
lugar, la complejidad estructural de los compuestos es también
muy variada, abarcando desde substancias muy sencillas (guanidi-
na, etc) hasta muy complicadas (rifampicina, etc.) y reuniendo
entre ambos extremos todo tipo de compuestos incluyendo protei-
nas naturales (interferfn); y por dltimo, la multiplicidad de

efectos que es posible conseguir.
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La toxicidad o capacidéﬁ para pfoducir lesiones ©
alteracicnes metabdlicas celulares, abarca un gran espectro
de concentraciones, encontr&ndose substancias que son muy
tbxicas alin a concentraciones muy bajas (rifampicina, etc)
y otras por el contrario no lo son o sb6lo cuando se adminis-
tran en grandes concentraciones (interfer6n). Un caso especial
1o constituye las purinas y pirimidinas halogenadas que, aparte
de su riesgo de toxicidad, pueden alterar el aparato genético
de las células humanas favoreciendo ademds la infeccibén con
oncornavirus y herpesvirus (TEMIN, 1971; KLEIN y DOMBOS, 1973;
BECKER y cols, 1974).

Un andlisis mas profundo de los compuestos capaces
de producir actividad antiviral nos indica que el modo de
accién varfia mucho, encontrando inhibidores poco especificos
que afectan casi por igual a la multiplicacién viral y a
los procesos celulares, pero que en condiciones determinadas
y a concentraciones subtb6xicas pueden resultar eficaces (an&-
logos, tanto de amino&cidos, como de purinas y pirimidinas).
Otros son especificos de la célula, pero que sin llegar a con-
centraciones téxicas pueden afectar claramente al ciclo multi—.
plicativo viral, asi nos encontramos con que los polisacéridos
sulfatados y mucopolisacéridos afectan a la adsorcién viral
porque se unen eléctricamente a los receptores celulares por
los que el virus se une a la cé&lula y los blogquean. Por otro
lado, otro tipo de inhibidor celular lo representa la amanta-
dina, la cual alterando la membrana celular o lisosomal impi-
de el desvestimiento de ciertos virus (ortomixovirus y parami-

xovirus) .

Por filtimo, existe una serie de productos que inhiben
etapas especificas del ciclo de la multiplicacibn viral, tal es

el caso de la rifampicina, que inhibe la reversa-transcriptasa
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en oncornavirus, el virazol y la HBB, que inhiben la sintesis
de RNA viral, etc.

Un caso especial de inhibicidén lo constituye el in-
terferdn, que previamente hemos estudiado con mayor detalle y

que presenta un amplio espectro antiviral.

Una gran limitacibén de las substancias antivirales
confirmadas, es que tienen un pequefio espectro antiviral, y
asi una substancia determinada puede ser eficaz frente a un
determinado virus en un determinado sistema, serlo menos fren-
te a ese mismo virus en un sistema biol6gico distinto y no ser-
lo nada con un virus distinto considerado en los mismos sis-

temas.

De los cientos de productos que tienen actividad an-
tiviral "in vitro", en la pré&ctica s6lo hay unos pocos que son’
aplicableé a la terapia o profilaxis humana, puesto que para
considerarlos como tales tienen que cumplir una serie de con-
diciones: a) la molécula debe ser soluble en los fluidos cor-
porales; b) tiene que tener posibilidad de una administracién
adecuada dentro del organismo: c) el férmaco, frente a proce-
sos enzimdticos, debé quedar inalterado o activado y en cual-
quier caso sin perder efectividad; d) la molécula tiene que
ser capaz de alcanzar los tejidos infectados; e) no debe ser
afectada por’mecanismos inmunes que puedan neutralizar su accibn
f) no tiene que ser téxica; y g) no dar lugar a la aparicién

de mutantes resistentes a ella.

Las finicas moléculas o f4rmacos que hasta hora han

sido aplicadas al hombre son las que se indican a continuacién:
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METISAZONA.- (llamada comercialmente "Marbordn")

Este prdducto es una droga profildctica
| frente a la viruela y para el tratamiento
! "de complicaciones después de la vacunacibn
.antivariolica (BAWER y cols, 1969; RIVEIRO
DO VALLE y cols, 1965).

A

CLORHIDRATO DE AMANTADINA.- (clorhidrato de amino-l-adamantano)v

Por via oral tiene cierta actividad profi-
lactica sobre la gripe. ( .
GRUNERT y cols, 1965; JAGSON y cols, 1963;
WEINSTEIN y CHANG, 1973).

IDOXURIDINA.~ (iodo-5-desoxi-2'uridina, IUdR)

Es un andlogo de la timidina, tiene efecto
terapeutico frente a la multiplicaéion de .
DNA-virus (vacuna, herpes); empleado usual-
mente en la queratitis herpética. Entre la
bibliografia referente al tema encontramos
los trabajos de (PRUSOFF, 1959; HERRMAN,
1961, NOLAND y ccls, 1970, GURWITH y cols,
1971; KAUFMAN y cols, 1962; JAWETZ, 1973)

CITARABINA.~ (citosin arabinbsido, ara-C)
~ Tiene un efecto profiléctico'frente a herpes
virus en infecciones experimentales en cone
jos (queratitis) (UNDERWOOD, 1962) y ratas
(RENIS,1973). En. pacientes humanos también
ha sido aplicada (CHOW, 1970; JAWETZ, 1973;
JUEL JENSEN, 1973).
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La adenosin arabinbsido (ara-A) tiene unas caracte-
risticas similares a la anterior, pero todavia estd en perio-
do de estudio (SIDWELL, 1968).

En-definitiva, aunque estos campuestos se pueden
aplicar en clinica humana, a la hora de administrarlos hay
que tener en cuenta que los resultados no est&n afin plenameh-
te evaluadoé_desde el punto de vista de una investigacibn cli-
nica con gran n@imero de casos Yy que un prolongado tratamiento
con ellos puede llegar a producir efectos t6xicos por acumula-

cibn.

2. Met6dologia de las investigaciones en quimioterapia anti-

viral.

‘En la mayoria de los casos la seleccibn que se aplica
en el ensayo de substancias antivirales es practicamente empi-
rica, ya que, salvo con algunas excepciones, la estructura de
una hipotética substancia antiviral generalmente no nos indica
nada de su modo de accibn ni de su posible espectro de inhibi-
cibn dentro de la gran cantidad de distintos sistemas huesped-
-virus que existen. El que este procedimiento sea empirico,
lleva como consecuencia la necesidad de ensayar una gran can-
tidad de posibles substancias antivirales, en un sistema bio-
16gico adecuado. Como las interacciones células huesped-virus-
-substancia antiviral son muy particulares y selectivas, no se
puede establecer un modelo general de sistema de ensayo biold-

gico que sirva para todos los casos.

El sistema de ensayo elegido debe ser de tal natura-

leza que nos permita detectar y cuantificar la diferencia que
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pueda aparecer entre el sistema tratado con la/posible subs-~-
tancia antiviral y elimismo sistema sin tratar, para ello se
debe disponer de una técnica de cuantificacibén que sea lo mas
éencilla, rédpida y econdmica posible. De aquil que consideramos
imprescindible exponer, de una manera panordmica, los distin-
tos sistemas biolbgicos y té&cnicas de cuantificacibn que exis-
ten, para a continuacién dar cuenta de las técnicas mas usadas
en los ensayos de valoracién y determinacibén de mecanismos de

accibn.

Asi atendiendo al sistema biol6gico empleado, el en-
sayo puede realizarse sobre cultivos celulares, en huevos fér-
tiles (ensayo "in ovo") o por medio de animales de laboratorio
(ensayo "in vivo"). Normalmente la blGsqueda de substancias an-
tivirales comienza con un ensayo sobre cultivos celulares por-
que reunen una serie de ventajas tales como: a) es el més eco-
némico para un proceso de seleccibdn entre numerosas substan-
cias; b) es el més répido, ya que la actividad antiviral se
puede medir a las 48 horas, mientras gque en ensayos "in vivo"
pueden durar, en ciertos casos, dos semanas; e) los efectos
son generalmente mas identificables y mensurables que en los
restantes ensayos; y d) al ser un sistema bioldgico sencillo,
hay menos variedad de respuestas debidas a individualidades,
ya que se trata de un mismo origen com@Gn y por lo tanto lé'
evaluacibén estadistica de los resultados es mucho mas repre-

sentativa que en el caso de un ensayo "in vivo".

Pese a que este sea el sistema bioldgico ideal para
comenzar el ensayo de substancias antivirales, posee ciertas

limitaciones que obligardn a ensayar mas tarde, la substancia
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antiviral, que ha producido efectos inhibitorios, en sistemas

"o

"in ovo" e "in vivo". Como principales limitaciones podemos
considerar que: a) son sistemas muy alejados de la realidad,
puesto que los cultivos de tejidos tienen méhos defensas y 1los
virus no siguen las rutas naturales ni encontraran las mismas
barreras bioldgicas que si penetrasen en un organismos superior
y b) no todos los compuestos que son efectivos en cultivos ce-

*

lulares presentardn la misma actividad "in vivo".

Siempre, antes de aplicar cualquier técnica o método
de ensayo a un determinado siétema biolbégico c€lula-virus, es
necesario realizar pruebas de toxicidad con las nuevas molécu-
las sobre las células hueéped para evitar que si existen efec-

tos téxicos se puedan obtener errdneos resultados.

2.1. Ensayos de antivirales sobre cultivos celulares

Seglin se indicd anteriormente, estos métodos son los
més usados, no solamente en la deteccidn y ensayo de substancias
antivirales, sino también en estudios sobre relacibn estructura
quimica-actividad bioldgica y para conocimiento de su modo de

accibn bioquimico.

En esencia se realizan en dos series paralelas de
cultivos celulares infectados con el virus en cuestibn; una
de las series es tratada con la substancia en ensayo y la
otra serie permanece como testigo; por tanto, si existe una‘
diferencia evaluable en los efectos producidos por el virus

sobre las células, se considerara como substancia antiviral.
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El efecto a considerar en la determinacién de una
substancia antiviral, depender& del sistema de cultivo de
tejidos-virus empleado; asi un virus puede producir lesiones
visibles, citolisis completgs, formaci6én de placas o marcas
infectivas, o puede causar la aparicién de fenbmenos especi-
ficos tales como la hemaglutinacibn, hemadsorcibn o actividad
neuraminidisica. Aparte de estos efectos mas o menos directa-
mente mensurables, existen otros que dan pie a la aplicacidbn
de técnicas de medicibn indirecta tales como: immunofluores-
cencia, inmunoperoxidasa, inmunoferritina, fijacibén del com-
plemento, neutralizaci6n, incorporacibn de material radioacti—

vo, etc.

Logicamente nos encontraremos con sistemas de culti-—

vo de tejidos-virus en los que se podréan cuantificar muchos a2fec
. 7

tos y en otros, por el contrario, se obtendran pocos datos por

falta de los efectos senalados.

Generalmente hablando, los dos tipos principales de
cultivo de tejidos, usados en los ensayos de actividad antivi-
ral, son fragmentos de membrana corioalantoidea y cultivos ce-
lulares en monocapa; entendiéndose por monocapa la disposicién
de las células unidas por contiguidad y no por aposicién de

unas sobre otras.

También se han usado, y aGin se usan, los cultivos
de fragmentos de membrana corioalantoidea de embriones en los
ensayos de actividad antiviral con el virus influenza (ortho-
mixovirus) y varios paramixovirus. Este sistema se basa en el
cultivo de fragmentos de membrana corioalantoidea en medios

adecuados que contengan o no a la substancia antiviral. A con-
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tinuacién se afiade a cada uno de ellos un in6culo de virus
constante y detérminado. Los sistemas tejido-virus asi mante-
nidos en tubos, se incuban durante 36 horas a 37° C en un ro-
tor angular de tubos. Después de este periodo se miden las
concentraciones virales por algunas de las técnicas apuntadas

anteriormente.

Previamente a la realizaci®én del ensayo de la activi-
dad antiviral de un compuesto se tiene que realizar el ensayo
de t6xicidad en las mismas condiciones té&cnicas y en donde se
compara el aspecto y estado funcional de los fragmentos de mem-
brana corialantoidea tratados con una substancia y los no tra-

tados.

Con gran diferencia, las‘monocapas celulares son mds
empleadas en los ensayos de actividad antiviral y constituyen
actualmente el sistema bioldgico mas iddneo para el ensayo de
substancias antivirales. La mayor parte de las cé&lulas suscep-
tibles de ser cultivadas comparten la propiedad de formar,
tras un périodo determinado de incubacibn est&tica, monocapas
fijadas a la cara interna de la base del recipiente del cultivo.

Se pueden distinguir tres grandes grupos de células cultivables:

i - Células en primocultivo.- Son células de origen prima-

. . - . . Ve .
rio; es decir, células procedentes de digestidén tripsica de
organos vivos tanto de adultos como embriones. Una vez cultiva-

das mantienen todas las propiedades de las c&lulas normales del
organismo vivo del que procede, conservando su cariograma inal-
terado. pero con el inconveniente de gue son células que sb6lo

pueden utilizarse durante tres generaciones como miximo.
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‘Entre los principéles tipos'de células que corresponF
den a este grupo, encontramos: células renales de la mayoria
de los mamiferos, células de tiroides, células amnibticas y
fibroblastos; estas ﬁltimas,qué son las mas utilizadas proceden

de embriQnes de pollo, ratbn, hamster y humanos.

ii - Células de linea continua.~- Este tipo de cé&lulas se

caracteriza por poseer una supervivencia indefinida al mante-
nerse durante sucesivos pases en medios de cultivo (como si se
tratara de cultivos bacterianos). Estas células han sufrido mo-
dificaciones que las diferencian morfoldgica, fisioldgica y fun-
cionalmente de las cé&lulas de los tejidos que les han dado ori-

gen, con el cariograma atipicamente alterado.

Las ventajas de los cultlvos de estas células residen
en su facilidad de obtencién (no se necesita recurrir a un or-
ganismo vivo) y en su uniformidad dentro de un mismo laborato-
rio donde no cambian las condiciones del cultivo. Dentro de es-
te grubo nos encontramos cé&lulas de linea continua procedentes
de células normales, o bien procedentes de tejidos tumorales ta-

les como HelLa, KB, etc.

iii - células diploides.- En cierto sentido poseen carac-

teristicas intermedias a los dos grupos anteriores ya que son
células diploides que mantienen un cariograma normal y que pue-

den ser mantenidas en cultivos durante unos 40 pases.

Debido a sus grandes ventajas de la poca modificacibn
de sus células originales y a su uniformidad, estas cé&lulas son
cada vez mas usadas. Sus principales limitaciones son su con-

servacién y control, lo que implica comprobacibn periodica de
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que la célula diploide no se diferencie en su cariograma de

la cé&lula origen.

Tanto las células diploides como las procedentes de
primocultivo son utilizadas en la preparaci6én de vacunas anti-
virales, mientras que las cé&lulas de linea no pueden ser emplea-
das por vehicular en ellas ciertos principios que pueden dar
lugar a la aparicibn de tumores.

, C
2.1.1. Los métodos basados en La titulacibn de Linfec-

1§

tividad vinal, se establecen en paralelo sobre dos series de
cultivos celulares infectados con suspensifén de virus diluidos
decimalmente; una de ellas, se trata con el compuesto antiviral
y la otra, permanece como testigo. Ambas se mantienen en condi-
ciones 6ptimas y a intervalos de tiempo determinados se cbser-
van los efectos citopéticos y se calculan las ddsis infectivas
del 50% para el cultivo de tejidos (DICT 50) por medio del mé-
todo de titulacitn de REED y MUENCH (1938). Si existe diferen-
cia en la infectividad medida por la disminucibén en el titulo
infectivo, del tratado al testigo, podrémos considerar que el com-

puesto posee una determinada actividad antiviral.

Este mismo método de titulacibn de infectividad viral
se puede aplicar -a ensayos "in ovo" e "in vivo" como verémos
mds adelante y en estos casos se miden los aumentos de supervi-
vencia o disminucién en el nfimero de muertes de los grupos tra-

tados con sustancia antiviral frente a los testigos.

En todos los casos, los resultados se consideran es-
tadisticamente con el fin de hallar valores representativos que

nos permitirdn medir y comparar diferencias entre grupos trata-
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dos con distintas concentraciones-de sustancias, por una parte,

y entre los tratados y controles por otra.

El método estadistico mas usado en el célculo de va-
lores representativos es el, ya citado, de REED y MUENCH que ‘
introduce el concepto de dosis letal 50% (DLgg) para cada espe-
cie animal de laboratorio usada y por extensién a embriones
(dosis letal embrién 50%, .DLEgg) representando en ambos casos
la dilucibn decimal de la suspensidn viral que produce efectos,
causados por el virus, en el 50% de los individuos infectados.

¢ ,

Dado que los intervalos entre las diluciones son
grandes y dificilmente la DLgg (DLEgg 6 DICTgg) se puede
corresponder con ninguna dilucidn decimal del virus, sino que
esta comprendida entre dos de ellas, para poder calcular exac-
tamente la dilucibén REED y MUENCH establecieron: a) cada grupo
considerado de animales, huevos o cultivos de tejidos (tubos,
placas Petri, etc) deben tener por 1o menos 5 individuos para
que la representatividad de las evaluaciones estadisticas sea
mds correcta, puesto que depende directamente de la cantidad
de resultados obtenidos; b) la dilucibn critica buscada (DLgq,
DLEgy 6 DICT) debe estar comprendida por lo menos entre dos
diluciones superiores y dos diluciones inferiores; y c) la DLjgj
se calcula, a partir de lds resultados obtenidos, por el método
de totales acumulativos, que suma para cada dilucibén todos los
individuos que han muerto o presentado efecto causado por virus,
a partir de las diluciones menos concentradas de las suspensio-
nes>virales y todos los individuos que han supervivido o no
présentando efecto causado por virus, a partir de las diluciones

mds concentradas. Después,aplicando una formula general con los
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datos obtenidos o bien utilizando una fdrmula simplificada de
cdlculo,que es la que nosotros hemos utilizado en el presente

trabajo, y que viene repfesentada por:

mortalidad inmediatamente superior al 50% -~ 50

DL, =
50=
' (mortalidad inmed. sup. al 50%) - (mortalidad inmed. inf. al 50%)

los resultados obtenidos con esta fdrmula simplificada no varian
sustancialmente a los obtenidos con la formula que utiliza los
totales acumulativos, del mismo modo se calcula la DICT conside-
rando los tubos donde aparece citolisis como datos de mortalidad.
" ( El valor hallado en la férmula se suma al exponente »
negativo de la dilucibn viral mas concentrada de las dos que
comprénden al 50% de las muertes, pudiendose expresar en nime-

ros racionales la dilucibén que representa la DLgg.

2.1.2. Los métodos de valoracibn basados en estudian
Las cunrvas de viabilidad, consisten en el recuento de células
por medio de un colorante vital, generalmente azul Tripano,
gue tine las células muertas y deja las vivas transparentes;
asi sucesivos recuentos de células vivas a determinados tiempos

dan unas curvas caracteristicas.

Si se encuentran diferencias significativas para las
curvas de viabilidad entre ambos sistemas de cultivo de tejidos
-virus, en los tratados y no tratados con la substancia antivi-
ral, ello indicard que la substancia es efectiva como agente

antiviral.
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Este método es muy econdmico, reproducible’'y muy
directo siendo su gran desventaja la de no poder aplicarse

a virus que no produzcan efectos citop&ticos.

2.1.3. En nelacibn con Los métodos basados en La
inhibicién de placas o marcas infectivas, HERRMANN y cols.
(1960) y RADA y cols. (1960), independientemente, desarrolla-
ron unos métodés de ensayo para substancias antivirales que
estdn basados en la propiedad que tienen ciertos virus para
formar marcas infectivas en sistemas de c&lulas determinados
(técnicas de Dulbecco). La inhibicién de la formacidén de es-
tas placas infectivas en células, en presencia de la substan-
cia antiviral, es un método efectivo para detectar su activi-
dad, teniendo la ventaja de que se puede realizar a la vez el
ensayo de toxicidad y el de }a actividad antiviral de un de-

terminado compuesto.

El método utilizado por ambos equipos investigadores
consiste en la utilizacibdn de monocapas celulares sobre placas
Petri, infectadas con cantidad suficiente de virus para produ-
cir un gran nlmero de marcas infectivas. Despu&s de un tiempo
de adsorcidbn del virus, se lava la monocapa y se cubre con una
capa de agar que contenga sales y nutrientes apropiados para
el sistema celular usado. A continuacién y a tiempos determina-
dos se coloca sobre el centro de la capa de agar un disco de
papel de filtro impregnado con la substancia a ensayar, anélo-
gamente a como se hace en la préctica de antibiogramas sobre
medio sb6lido, incubando a continuacién durante un tiempo sufi-
ciente para permitir el desarrollo de marcas infectivas. El
compuesto- ensayado difunde alrededor del disco y si posee acti-

vidad antiviral, disminuir8 el nfimero de marcas alrededor de El.
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Las marcas se visualizan con una segunda capa que contiene
rojo neutro. En caso de que la concentracibén del compuesto
antiviral en el agar sed t6xica para la célula, se formar§
un halo claro debido a la 1isis t6xica celular en esos pun-
tos. Con este método se pueden hacer determinaciones cuanti-
tativas si se utilizah varias concentraciones de la substan-
cia antiviral,.

Fué DULBECCO (1952) quien introdujo esta técnica
de produccién de placas en el estudio de los virus animales.
En la prdctica una particula viral infecta a una célula la
cual libera virus que pasan a infectar las contiguas, siempre
que esten mantenidas bajo un medio sb6lido que impida una di-
seminacién viral a distancia. Las marcas infectivas producidas
por la infeccién viral son de un tamano caracteristico para ca-
da virus, aunque un virus pueda presentar marcas infectivas de.
dos o tres tamanos. DULBECCO y VOGT (1954 a, b) también obser-
varon que la aparicién de las marcas infectivas no tenia lugar
cuando se ahadia antisuero especifico al medio sélido de recu-
brimiento. Mas tarde HSING y MELNICK (1955) simplificaron este
método de trabajo haciendolo accesible a laboratorios poco do-
tados.

La técnica es absolutamente v&lida cuando cumpla -los
siguientes fequisitos: a) no deben formarse placas en ausencia
de virus; b) el nGmero de marcas infectivas debe estar en una
proporcionalidad lineal coﬁ respecto a la concentracién viral
ensayada; c) tiene que ser reproducible, es decir, distintos
ensayos de una misma muestra de virus deben dar resultados

superponibles.
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La técnica, por otra parte, tiene dos variantes segfn
que las células utilizadas esté&n en monocapa O en suspensibn.

La primera de ellas, es .la original,(DULBECCO, 1952) . En este
caso las células, en medip de lfquido de crecimiento y a concen-
traciones adecuadas son puestas en recipientes de pléstico o
vidrio neutro (placas Petri, frascos, etc) y se incuban a 37°

C hasta la formacibén de la monocapa de células que se fijan en 1
curva interna ihferior; en ese momentd se elimina el medio so-
brenadante y se afade, previo lavado con PBS & Hank's un pegueno
volumen de las suspensiones virales a ensayar. Después de un
tiempo determinado de adsorcifn, (tiempo de contacto virus-cé-
lula) que varia segln el tipo de virus ensayado se elimina el
in6culo por absorcibén y se afiade medio nutritivo con agar hasta
formar una capa nutriente s6lida. Los cultivos se incuban a la
misma temperatura durante un tiempo determinado que depende del
tipo de virué en estudio, generalmente de 2 a 4 dias. Pasado
este tiempo aparecen unas marcas incoloras causadas por la des-
truccién de las células en ese area; estas marcas se puede ver
por medio de luz indirecta frente a un fondo oscuro, o mejor
por adicién de una segunda capa de agar mezclado con colorante,
normalmente rojo neutro. De esta manera se resaltan las marcas,
que apareciendo incoloras contrastan con el color rojo de las

células vivas que han tomado el colorante.

La técnica de placas sobre suspensiones celulares en
medios sdlidos fué desarrollada y perfeccionada por COOPER
(1955, 1961) y se efectua como sigue: Se afiade agar nutritivo
en el recipiente en el que se va a realizar el ensayo hasta
formar una capa s6lida, este sustrato se puede almacenar a 4° C
durante 1 6 2 semanas; en el momento de realizar la técnicé, se

afiade a una suspensibn celular determinada un pequefio volumen
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del virus (indculo) a ensayar para, a continuacibén y sin perio-
do de adsorcibn, anadir al sistema virus-cé&lulas un volumen
igual de medio liquido zgarificado, agitando ré&pidamente la mez-
cla y vertié€ndola sobre las capas de'agar almacenadas a 4° C; el
resto de la técnica es idéntica a la variante desarrollada por

Dulbecco.

En cuanto a las ventajas y desventajas de ambas téc-
nicas tenemos que, en la técnica de Dulbecco, las células se
pueden observar microscépicamente y las marcas resultan muy
nitidas, pudiendose contar muy bien; pero tiene el inconvenien-
te de existir muchos riesgos de contaminacibén y que sb8lo se pue-
de aplicar a células que se puedan adherir al pldstico o vidrio
y por tanto puedan dar lugar a la aparicibén de monocapas celula-

res.

'Si consideramos la té&cnica de Cooper verémos las ven-
tajas de no necesitar que las células formen monocapas, que es
menos sensible a la contaminaci6n y que es mds rdpida por no
requerir tiempo de adsorcibén. Entre las desventajas tenemos que
no se puede utilizar con virus que posean un didmetro mayor de
150 milimicras, que las c€lulas no se pueden examinar micros-
cbpicamente, que requiere un mayor nfimero de células y que las
marcas son mds grandes pero menos definidas que las obtenidas

por la técnica de Dulbecco.

Finalmente cabe decir que, entre las muchas aplica-
ciones de estas técnicas de ensayo de placas se encuentra: a)
poder realizar ensayos de &cidos nucleicos infecciosos (ALEXAN-
DER y cols. 1958; FRANKLiN y cols, 1959); b) controlar células
infectadas (TEMIN y RUBIN, 1958) ; c) comprobar la inhibici6n de
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- -marcas infecciosas por antisueros, substancias antivirales o
interferon (BURT y COOPER, 1961; DE SOMER y PRINZIE, 1957;
PORTERFIELD, 1959); d) posibilidad de aislar clones, aplica-
cibén importantisima derivada del concepto de qué cada una de
las placas se origina de una simple partfcula infectiva (DULBE-
CCO y VOGT, 1954 a).

Pese a todo, quiz&d una de las mayores aplicaciones
la constituya la titulacidn de suspensiones virales, ya que
Ios titulos asi conseguidos vienen expresados en unidades for-
madoras de placas (p.f.u), que representa la mé&xima cantidad
de placas o marcas infectivas/unidad de volumen del inéculo
viral. Con ello podemos cuantificar bastante exactamente la
actividad antiviral, por el nfimero de lesiones o marcas infec-
tivas sobre los cultivos celulares, de una forma econémica y
reproducible sin necesidad de acudir a sistemas "in ovo" e "in

vivo".

_ En la pré&ctica, estas técnicas se encuentran limitadas
a ser aplicadas tan s6lo con virus que formen marcas infectivas

en monocapas celulares al crecer en medios s6lidos.

2.1.4. También existen métodos basados en La hemaglu-
tinacibn, dicha técnica fue introducida por TAMM y cols, (1952)
y‘mediante ella se valora la accibn antiviral de derivados del
bénzimidazol en sistemas biol6gicos infectados con virus influen
za Yy se compara el poder heﬁaglutinante del virus multiplicado
en células tratadas y sin tratar. Este m8todo s6lo tiene apli~-

cacibn en el caso de virus con actividad hemaglutinante.

Como datos mas especificos de esta técnica de hema-
glutinacibén (HA) seflalarémos que presenta una variante conoci-

da como inhibici6én de la hemaglutinacibn (HI).
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Fueren HIRST (1941) y McCLELLAND-y HARE (1941) los
-primeros en observar este fenbmeno de hema¢lutinacibn, que
consiste en el distinto comportamiento de la sedimentacidn,
entre los hematies,en presencia de ciertos virus. Los primeros
forman un velo continuo de color rojo salmén sobre el fondo del
recipiente, mientras que los hematies en ausencia de virus se-

dimentan en un botén nitido de color rojo.

La hemaglutinacién es debida a la propiedad que tie-
nen muchos virus o antigenos virales de adsorberse, por medio
de receptores especificos, a la superficie de los hematies ha-

ciendo que estos se aglutinen.

Ya HIRST (1948), por lo mencs en el grupo Mixovirus, .
introdujo la idea de que la hemaglutiracidén era un fenfmeno
enzim&tico, aunque experimentos posteriores hacen dudar de es-
to. Lo que si estd claro es que el fendmeno de HA, al menos en
el periodo de adsorcibn sobre los hematies, es independiente
de la temperatura, pudiéndose realizar a 4° C o a temperatura
ambiente, seglin el tipo de virus. En cuanto a la verdadera
causa de la aglutinacidn de hematies, primero se pensl que las
particulas virales o hemaglutininas harian de puente entre los
hematies; mds tarde CHESBRO y HEDRICKX (1958) han demostrado
que la aglutinacién de los hematies estd causada por la modifi-

cacidén de la tensibén superficial en ellos.

La hemaglutinacidn se puede bloquear por medio de an-
ticuerpos especificos y esta propiedad di6 lugar a la introduc-
cibn de una nueva variante técnica, la inhibicién de la hemaglu-

tinacidn (HI).
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Fue Salk, quien aprovechando la propiedad hemagluti-
nante de ciertos virus, el que introdujo y desarrolld la téc-
nica HA (1944, 1948). Posteriormente se han introducido dis-
tintas variantes aprovechando y utilizando: a) la mayor veloci-
dad de sedimentacibén de los hematies aglutinados (LEVINE y cols.
1953) y b) medidas fotométricas comparativas de la densidad op-
tica antes y después de la hémaglutinacib6n (DRESCHER y cols,
1962) . Aunque estas técnicas en un principio se introdujerdn
y fueron utilizadas con el grupo de Orthomixovirus, actualmen-
te se aplica a otros muchos grupos de virus teniendo en cuenta

determinadas condiciones.

La té&cnica de HA posee muchas ventajas en su aplica-
cibn entre las que destacan: a) es sencilla, r&pida y econbmi-
cay b) mide directamente el nGmero de particulas o antigenos
virales, ya'que existe una proporcionalidad directa entre la
cantidad de virus, o antigenos hemaglutinantes, existentes en
una suspensibén y su titulo hemaglutinante.

Como contrapartida posee una serie de desventajas
tales como: a) muchos sistemas hematies-virus son muy inesta-
bles; b) existen inhibidores no especificos en el suero o en
los fluidos patolbgicos que contienen el virus que pueden en-
mascarar los resultados, pero la importancia de la presenc@a
de estos inhibidores puede disminuir desde el momento en que
se trabaja con muestras de la misma procedencia como verémos

en nuestro caso particular.

2.1.5. Los métodos basados en La hemadsorcidn fueron
propuestos por. primera vez por DRIESSEN y GREENHAM (1959). Se

basa esta técnica en la propiedad que tienen algunos virus
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(mixovirus en general, vacunal, etc) de modificar las cé&lulas
en las que se multiplican de tal manera que los hematies se
adhieren a su superficie. E1 nimero de hematies adheridos al
cultivo es proporcional al nfimero de c&lulas infectadas que
contiene. El efecto se puede medir lisando con agua los eri-
trocitos adheridos al cultivo y determinando la cantidad de

hemoglobina en solucidn por espectrofotometria.

Una técnica cuantitativa de hemadsorcién!fue intro-
ducida por VOGEL y SHELOKOV (1957) trabajando con sistemas de
células de rindén de mono infectadas con virus influenza; esta
técnica resulta muy Gtil para el diagndstico y cuantificacién
de ciertos virus que, sobre determinadas células, no pueden
producir efectos citop&ticos. ansiste en la inoculacién de
células en cultivo con el virus en estudio, lavando previameﬁte
con medio EAGLE sin suero, se mantienen los cultivos a 37° C
y después de cierto tiempo se anade una pequena cantidad de
hematies en suspensibén que se dejan en contacto de 3 a 5 mi-
nutos : después de agitacibn suave se observan las preparaciones
al microscopio 6ptico con cien aumentos. Si la reaccibén es ne-
gativa, los hematies flotan en el medio ya que no se han fijado
sobre las células; por el contrario la reaccibn es positiva
cuando se observa la adsorcibn de hematies sobre las células y
entre los espaciog~ intercelulares lo que indica que existen
hemaglutinihas en las membranas de las células que fueron in-

fectadas.

Los principios tedricos de esta técnica parecen ser
andlogos a los de la HA, y los hematies s8lo se adsorberan so-
bre las células que posean en su superficie hemaglutininas vi-

rales. La hemadsorcibén constituye una técnica francamente Gtil
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para la deteccidn de los virus hemadsorbentes que no presentan
efectos citopdticos visibles (CHANOCK y cols, 1959; PARROT vy
cols, 1959). . -

2.1.6. Métodos basados en La actividad neuraminiddsica
son utilizados por BRAMMER y cols (1968) aprovechando esta pro-
piedad, presentada por los orthomixovirus y algunos paramixo-
virus, para la evaluacibdn de la actividad antiviral de deriva-
dos de isoquinolina. Constituye un método directd, ya que la
actividad de la nauraminidasa es directamenfe proporcional a
la cantidad de virus presente. Se puede considerar un buen
método, que KENDAL y MADELEY (1969) lo han aplicado sistematica-
mente en la blisqueda de substancias antivirales, estando limi-

tada esta técnica a los virus que se han indicado anteriormente.

2.1.7. Mediante técnicas Lnmunofluorescentes, BOYD y
SOMMERVILLE (1974) han disenado un método general que se puede
aplicar a muchos y muy diversos tipos de virus. Haciendo uso de
la inmunofluorescencia para cuantificar la reduccibén del nGmero
de particulas o antigenos virales debida al efecto de una su-
puesta substancia antiviral. Como consecuencia de la compleji-
dad de obtencibn y conservacién de los reactivos (antigeno, an-
ticuerpo y substancia fluorescente), esta técnica resulta muy
laboriosa y en la pré&ctica se emplea mds en el estudio del modo
de accién de un compuesto antiviral que en la cuantificacibn de

su efecto.

Actualmente existen una serie de técnicas mds modernas,
gue se sirven de la inmunoperoxiaasa y la inmunoferritina/qpe
pueden sustituir con ventaja a la inmunofluorescencia, pero que
en la practica no se emplean por ser mas dificiles de manejo y

por estar todavia en fase de perfeccionamiento.
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En cuanto a la técnica-de inmunofluorescencia, fue€
primeramente desarrollada y aplicada clinicamente por COONS
y cols. (1942), a partir de entonces, ha sido muy utilizada
con muchos tipos de virus animales, tanto RNA como DNA. Hace
pocos afios BOYD y SOMMERVILLE (1974) la aplicd como técnica
indirecta en el ensayo de sistemas cé&lula-virus muy diversos.
Basicamente esta técnica consiste en visualizar a través de
un microscopio con lampara de mercurio la reaccibén antigeno-
-anticuerpo, marcando este (ltimo con una substaﬁcia fluores-
cente que no interfiera con la reaccibén especifica antigeno-
—anticuerpo; existen varios marcadores fluorescentes siendo el

mas usado al isotiocianato de fluoresceina (FITC).

En la ejecucién de esta té&cnica tenemos que tener en.

cuenta los siguientes pasos:

i - Obtencibn y preparacién del antisuero especifico me-
diante inmunizacibén de un animal con el antigeno viral del cual
queremos obtener su anticuerpo especifico. Para la preparacidn
de antigenos debe tenerse en cuenta que el antigeno viral se
tiene que purificar bien para eliminar los componentes antigé-
nicos de las células huesped y del medio nutritivo en el caso
de cultivos celulares y que se debe tener la seguridad de que
el animal o células donadores del antisuero no sean portadoras
de virus latentes con el fin de evitar la introduccifn de anti-

genos virales indeseables.

ii - Fraccionamiento del suero, una vez obtenido,
para conseguir separar las 2{-giobulinas. El método m&s usado
es el del fraccionamiento con sulfato aménico a saturacién y
a media saturacibn, consiguiendosé al final un precipitado que

contiene las Y -globulinas. Este precipitado se dializa frente
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a PBS para eliminar el i6n amonio y la fraccién globulinica
conseguida es la que se conjuga con el FITC para.obtener el
anticuerpo fluorescente después de determinar exactamente la
cantidad de proteina que se tiene que conjugar, evitando asi

coloraciones inespecificas por exceso de colorante.

iii - Una vez conseguidas las a’-globulinas conjuga-
das, se pueden emplear para identificar su antigeno correspon-
diente. Para ello, éste debe estar localizado bajo una de las
formas siguientes: a) en cultivos celulares en monocapa, sobre
portaobjetos o en tubos Leighton con l&mina de vidrio incorpo-
rada; b) en frotis de tejidos infectados y c) en cortes de te-
jidos infectados.

iv. - El1 material infectado («&lulas, frotis o cortes)
se fija con acetona a -20° C (existen otros fijadores de uso
mas especifico tales como el benceno, cloroformo, eter, xilol,
etc) y se procede a lacdoracién con el conjugado fluorescente
que para reaccionar con el antigeno debe realizarse por contac-
to a 37° C y en atm6sfera hfimeda.

v - Una vez realizada la reaccibn antigeno-anticuerpo
fluorescente, se lava la preparacibn para eliminar el conjugado
(anticuerpo fluorescente) libre y se cubre con glicerol tampona
do a pH 7, éstando lista la preparacidn para observarse al mi-
croscopio de l&mpara de mercurio. Los complejos antigeno-conju-

gado se ven de un color amarilloverdoso brillante.

Esta técnica tiene .la ventaja de que se puede aplicar
a muchos sistemas cé&lulas-virus, siendo ademds muy rapida una v

obtenidos los anticuerpos fluorescentes. En el ensayo de compue



152,

tos antivirales, resulta algo complicada y es de dificil inter-
pretacibn para ensayos cuantitativos, sin embargo puede ser

dtil como r&pido procedimiento de seleccidén de moléculas muy
activas capaces de inhibir la replicacibén viral. Harémos men-
cibn de la posibilidad de utilizacibn técnica de los anticuer-
pos marcados con ferritina (ANDRES y cols, 1962, 1978; LEVINTHAL
y cols, 1967; MORGAN y cols, 1961; 1962; SINGER, 1959; SMITH y
cols, 1960; STICH y cols, 1967), pero haciendo las mismas con-
sideraciones que hicimos para las té&cnicas de inﬁunofluorescen—
cia, resultando afin mucho mas compleja y laboriosa que aquella.

2.1.8. Los métodos basados en medirn La Ancoiporacdbn
de £Los deddos nucleicos de precursores marcados radioactivamen-
te fueron desarrollados por MILLER y cols, (1970) como un pro-.
cedimiento mas fino para detectar y cuantificar la actividad
antiviral de una substancia. Esencialmente consiste en medir
directamente la cantidad de DNA o RNA viral sintetizado duran-
te un ciclo biolb6gico a partir de precursores (timidina o uri-
dina) tritiados y por tanto, una reduccibn en la sintesis de
&cido nucleico, nos indicard que la substancia ensayada tiene

efecto antiviral.

Este método, que adem&s de poder ser aplicado a cual-
quier sistema célula-virus, por no depender de propiedades es-
peciales del virus, posee también las ventajas de la rapidez,
facilidad de manejo y posibilidad de utilizaci6n en un sistema

automitico.

2.2. Ensayo de antivinales sobre huevos f6rtiles

Este tipo de ensayo emplea como sistema bioldgico

huevos fecundos de varios dias de edad. Los huevos fértiles
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constituyen un sistema bioldgico de primer orden ya que son
utilizados en la multiplicacibén de muchos grupos de virus,
entre ellos los orthomixovirus Y los paramixovirus, ademis
pueden ser fuente de fibroblastos, tan necesarios en cultivo

de monocapas.

La utilizaci6n de huevos fértiles, tanto en los pa-
ses y aislamiento de virus como en el ensayo "in ovo" de subs-
tancias antivirales, ha sido anterior a la utilizécién de los
cultivos de tejidos y aunque en algunas facetas ha pérdido
frecuencia de uso con respecto a estos iltimos, afin constituyen

un sistema imprescindible en las técnicas de Virologia.

Como sistema de ensayo en la bfisqueda de substancias
antivirales posee una serie de ventajas tales como : a) menor
complejidad que un animal de laboratorio, aunque sin embargo,
posean muchas de sus'caracteristicas y siendo por tanto un sis-
tema bioldgico mas préximo a la realidad que el sistema célu-
la-virus; y ¢) no tiene un sistema inmunitario desarrollado,

lo que facilita la interpretacibdn de los resultados.

Como principales desventajas se podrian citar: a)
constituyen un material menos uniforme que los cultivos celula-
res (aunque lo sea mas que los animales de laboratorio); b). se
les puede aplicar menos técnicas en el estudio y cuantificacién
de una posible sustancia antiviral; c) puede poseer virus la-
tentes o anticuerpos heredados de la gallina o ave de donde
proceden; y d) no se pueden observar efectos citop&ticos, aunque
si pueden estudiarse micro o macroreacciones en la membrana

corioalantoidea.
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En esencia, el ensayo, consiste en medir las posibles
diferencias que puedan existir entre dos grupos inoculados de
huevos fértiles, uno de ellos tratado con la molécula a estu-

diar y el otro sin ella, que actua como testigo.

Normalmente los huevos embrionados que se emplean
son de 9 a 11 @ias de edad, y esto es asf por dos razones
principales: a) esta edad no entra dentro de hinguno de los
dos picos m&ximos de mortalidad natural (entre el 3° y 4° dia
de edad, con una mortalidad del 3 al 4% de los embriones y
otro entre los dias 19 y 20, con porcentajes de mortalidad
igual o mayor al 15%) (BYERLY y cols, 1933; PAYNE, 1919); b)
se puede obtener suficiente cantidad de liquido alantoideo

de aspecto claro y afin con pocos uratos.

La inoculacibén de la substancia antiviral suele ha-
cerse en saco alantoideo y en el caso de que no sea soluble
se inyecta en el saco vitelino (BAUER, 1972), mientras gque la
inoculacibén del virus depende del tipo utilizado; en el caso
de orthomixovirus y paramixovirus la m&s utilizada es en la

cavidad alantoidea.

La actividad antiviral de una substancia se deter-
mina por alguno de los siguientes efectos: a) aumento del tiem-
po de supervivencia del embridn o disminucibn de la mortalidad
del grupo tratado con respecto al testigo, calculado por el
método ya citado de REED y MUENCH:y b) disminucibn del titulo

hemaglutinante (HA) del liquido alantoideo.

Previamente al ensayo antiviral, se realiza un ensayo
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de toxicidad, en el cual se miden las posibles diferencias en-
tre dos grupos de huevos embrionados; uno de ellos tratado con
la substancia antiviral? Normalmente los efectos medidos en

esta prueba son el aumento de mortalidad o disminucibn del
tiempo de supervivencia (usando el método de REED y MUENCH)

y el aspectd macroscdépico (hemorragias,.retraso en el creci-
miento u otras anomalias) en los individuos de los grupos trata-

dos, con respecto a los grupos testigos.

El ensayo de antivirales en huevos‘embrionados ha si-
do aplicado por varios autores, entre los que se encuentran
n HANRE y cols (1950) y KUCERA y cols (1965). Una variante la
constituye el uso de huevos desembrionados (BERNKOPF, 1949),
con virus que se multiplicaﬁ y producen lesiones en la membrana
corioalantoidea (influenza y poxvirus). Para ello se desem-
brionan huevos fertiles, generalmente del4-15 dias de edad.
Una vez efectuada esta operacibn, la membrana corioalantoidea es
infectada por el virus y después de un tiempo de incubacidn se
introduce en este sistema asi obtenido la substancia que se va
a ensayar en diluciones en PBS, Hank's o solucidn salina. De
este modo se puede observar la actividad de la droga a diferen-
tes concentraciones y tiempos por la reduccibén del titulo HA o
del tftulo infectivo presente en el tamp6n empleado como liqui-

do de relleno y vehiculante de la droga.

Como desventajas de este método podemos destacar la
dificultad de poder calibrar la toxicidad del compuesto anti-
viral y lo poco apropiado que resulta para substancias poco

solubles en estos diluyentes.
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2.3. Ensayo de compuestos antivirales sobre animales
de Laboratonio

Antes de la introduccibn en Virologia de las técnicas
" de cultivos celulares, este fue’ el tipo de ensayo mas usado.
Actualmente es un paso intermedio entre la deteccibn de la aé-
tividad antiviral en cultivos de tejidos y el ensayo previo a
la utilizacidn en seres humanos. Consiste en la inoculacién de
dos grupos de animales con ddsis conocidas de vifué, (la ruta
de inoculacibén depende del tipo de virus); uno de los grupos
se trata con la substancia antiviral &« ensayar y el otro queda
como testigo. El1 efecto antiviral se cuantifica por los resul-
tados obtenidos en mortalidad o por el aumento en la supervi-
vencia de los animales. L&gicamente y debido a la complejidad
de respuesta que puede dar un animal de laboratorio, los resul-

tados obtenidos serdn mis oscuros que en el caso de ensayo "in

ovo" o en monocapas, y se necesitard por tanto un tratamiento

estadistico m&s complicado que el de los otros resultados.

Al igual que en ensayos "in ovo", también es necesa-
rio realizar un control previo de toxicidad, que técnicamente

se realiza de la misma manera que el ensayo antiviral.

2.4. Ensayos para conocer ef modo de aceibn de una substan-
ceia antiviral. '

Ya hemos advertido en repetidas ocasiones que, un
paso previo a la realizacibn de cualquier tipo de ensayos de
la actividad antiviral, lo constituye el ensayo de t6xicidad
sobre cultivos celulares, sobre huevos embrionados o sobre ani-

males de laboratorio, el cual determira la concentracibn maxima
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de substancia antiviral que puede "ser administrada  al sistema
bioldgico elegido sin causarle una disminucién de vitalidad,
ya que una concentracién tbxica enmascararia los resultados
de la inhibicién viral especifica por hacer mas débil al sis-

tema bioldgico sobre el que se ha de actuar.

En lineas generales, se puede considerar que el en-
sayo de toxicidad debe efectuarse administrando la substancia
antiviral, siguiendo las mismas técnicas que se han de llevar
a cabo en el ensayo de actividad antiviral,comparando los efec-
tos observables entre un grupo de sistemas bioldgicos tratados
con la droga y otro grupo con las mismas caracteristicas pero
sin tratar. L6gicamente si la substancia es téxica habrd di-
ferencia de resultados entre el grupo tratado y grupo testigo. .
En los ensayos "in vivo" e "in ovo" el efecto t6xico se mide
normalmente por tiempos de supervivencia o aumentos de morta-
lidad asf como aparicibdn de lesiones. En los ensayos en mono-
capas por el aspecto observado al micvoscopio 6ptico, por cur-
vas de viabilidad de la poblaci6n celular o -bien por modifica-
ciones morfolbgicas o funcionales que puedan producirse en las

células.

En el estudio de la actividad antiviral de una subs-
tancia, se realizan una serie de determinaciones mas O menos
complejas encaminadas a concretar en que estadio del ciclo
multiplicativo del virus actua especificamente la substancia
antiviral. Uno de los ensayos previos en estas determinaciones
se lleva a cabo por contacto directo "in vitro", a diversas
temperaturas y tiempos de la droga sobre el virus. Con este fin

se hace actuar una determinada cantidad de la solucibn dd com-
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puesto antiviral sobre ddsis infectivas o letales, fijadas de
antemano e inoculando posteriormente esta mezcla a los sistemas
biolégicos de ensayo. Una reduccibén o inhibicién de los efec-
tos virales, caracterfisticos en cada caso y para los virus es-
tudiados, sobre el huesped nos indicar& la efectividad de la
substancia.»Un claro ejemplo de efecto éntiviral a este nivel
es el realizado con derivados de isoquinolinas sobre mixovirus
(BRAMMER y cols, 1968) y de.detergentesvde amonio cuaternario

sobre virus vacunal y encefaliticos equinos (RONDA, 1960).

Por otro lado, y a priori, una substancia antiviral
anadida a un sistema célula-~virus, puede actuar a tres niveles:
antes de la entrada del virus en la cé&lula, en el momento de la

unibn virus-célula o intracelularmente.

La comprobacién de la actividad antiviral en el pri-
mer nivelvse hace por medio de determinaciones en la infectivi-
dad de tomas realizadaé durante cortos periodos, inmediatamente
después de la inoculacidén del virus, y por tanto, teoricamente,
antes de dque el virus se fije a la célula. Si existe una re-
duccidn en el virus, comparado con el poder infectivo de este
mismo virus incubado en un sistema biol6gico sin la droga, ten-
dremos la indicaci6n de que la substancia ha actuado antes de

que el virus se fije en la célula.

La segundavposibilidad de actuacibn de la substancia
se comprueba determinando la proporcién de virus unido al sis-
tema biolbgico, para ello se titulan muestras del sobrenadante
en diferentes intervalos de tiempos. Esta posibilidad se reali-
za en el caso de que la primera sea negativa y el compuesto

antiviral se administre antes que el virus.
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En el caso de que el compuesto antiviral tenga poca
o ninguna efectividad en los dos niveles anteriores, se reali-
Za un ensayo para . comprebar la tercera posibilidad. Para ello
se anade medio con una concentracién suficiente de substancia
antiviral en tiempos distintos pre y postinfeccibén viral, de-
terminédndose después el efecto sobre la produccibn de virus.
Si el compuesto es activo cuando se anade antes,0 en periodos
tempranos de la.infeccién, indicard que la actividad se ejerce
en la sintesis del RNA 6 DNA viral o en la sintesis de las en-
zimas polimerasas del RNA 6 DNA. Por ¢l contrario, si el com-
puesto es activo cuando se anade en eltapas tardfas de la in-
feccibn, indicarid que el efecto es sobre la sintesis de pro-
teinas especificas del virus, el ensanblado o maduracién viral.
La determinacidén exacta del modo de accibn a este nivel requiere
experimentos complejos y sofisticados de biologia molecular.'
Asi por ejemplo, la formaci6én del RNA 6 DNA viral se puede
seguir anadiendo uridina o timidina marcada, seglin el caso, y
determinando la radioactividad asociaca al RNA &6 DNA extraido
en diferentes tiempos,0 bloqueando la sintesis del RNA & DNA
celular por medio de actinomicina D & DNA nucleasa que sblo
afecta a los DNA celulares (MILLER y cols, 1970),0 por ambos
métodos.

Con propbsitos de investigacién de mecanismos bio-
quimicos de accibn con los compuestos antivifales,se acude,,
ademds de a 'las distintas técnicas anies mencionadas, a otras
con base inmunoldgica o mediante el empleo de isbtopos radiac-
tivos. Asi tenemos los métodos de inmunodifusidn y neutraliza-
cién para estudios de interacciones huesped-pardsito y las
técnicas de marcado de virus con radioisotopos para mejor in-

vestigar en la Biologia Molecular de las particulas virales.
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i - La técnica de inmunodifusién, fu€ introducida

por Varios investigadores en diferentes laboratorios(ELEK, 1948;
OUDIN, 1949; OUCHTERLONY, 1949) y su aplicacibdn en el estudio
de los virus animales fu€ inmediata. Se fundamenta en la visua-
lizacibn de la reaccidn de precipitacibébn antigeno-anticuerpo en
un medio semis6lido. En el lugar de contacto del antigeno con
su correspondiente anticuerpo habr4 precipitaci6én en linea rec-
ta o en curva (seglin el dispositivo empleado)vque serd mas o
menos visible dependiendo de la cantidad de los componentes

enfrentados.

Existen diferentes tipos de inmunodifusibn (CROWLE,
1961), siendo los mas utilizados los de doble difusibn radial
y bidimensional sobre placa. Una de las ventajas que ofrece
esta técnica es la de poder combinarse con otras aumentando
de esta manera su poder resolutivo. Asi, combinado con la elec-
troforesis,dd lugar a la inmunoelectroforesis y con radiois&-

topos la radioinmunoelectroforesis.

Las variantes de doble difusibén se ha utilizado con

representantes de todos los grupos de virus animales, sobre
todo en el estudio de su variacibén antigénica utilizando el
agar como medio semisb6lido y normalmente se realiza en ensayos
cualitativos (CLARKE, 1964).

En el caso de acudir a inmunoelectroforesis, se

hace primero un fraccionamiento electroforético de uno de los
componentes de la inmunodifusién (antigeno o anticuerpo) po-
niendole, acto seguido, en contacto con el segundo componente
(anticuerpo o antigeno). Su uso también se limita a ensayos
cualitativos. | ’ |
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- Tanto en las té&cnicas de doble difusifn como en las-
de inmunoelectroforesis, la reaccibén de precipitacibn, se vi-
sualiza con algfin colorante de proteinas, generalmente negro-

-amido o azul.

La autoradiografia, es una variante perfeccionada de

la inmunodifusién e inmuno electroforesis. Se combina el anti-
geno a una substancia radioactiva y se fracciona el antisuero
electroforéticamente, las fracciones resultantes'se hacen reaz-
“cionar con el antigeno marcado y el precipitado asi obtenido,
se detecta fdcilmente mediante el marcado radioactivo especi-
fico (AIBENDER y cols, 1965; MILLER y OWEN, 1960).

Estas técnicas, en general, tienen como ventaja la
sencillez, rapidez y generalidad de aplicacibn, pero son in-

directas y poco exactas cuantitativamente.

ii - La técnica de neutralizacién, fu€ desarrollada
por ANDREWS y ELFORD (1933) y mejorada por DULBECCO y cols.

(1965). Teoricamente se basa en una reaccibén antigeno-anti-

cuerpo de forma que el antigeno neutralizado "in vitro" sea
incapaz de producir enfermedad o lesibén en el huesped. Enton-
ces, el modus operqndi"consistira en poner en contacto, en con-
diciones especificas, al virus con su anticuerpo correspondien-
te para después inocularlo al huesped. Si no existe anticuerpo
o si éste esté en menor cantidad que el antigeno, se observa-
rédn lesiones, enfermedad o muerte del huesped. Por el contrario,
si existe exceso de anticuerpo para neutralizar el antigeno, no

se producirén los efectos anteriores.

DULBECCO y cols, en este trabajo y estudiando la ci-

nética de reacciones de este tipo, demostraron la utilidad de
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esta técnica en la cuantificaciénuy observaron: a) gque la pro-
porc;én de virus inactivado es directamente proporcional-a la
concentracién de anticuerpo existente en ese suero; y b) que
el logaritmo del porcentaje de virus que permanece activo es
inversamente proporcional al tiempo de incubacifn, siempre que

exista anticuerpo libre.

La técnica consta de tres elementos bien determina-
dos, como sonfel virus, el anticuerpo y el sistema huesped.
El virus se prepara y aisla con métodos bien establecidos. Con
respecto al anticuerpo pueden ocurrir tres casos: a) el suero
o reactivo inmune es desconocido (diagnosis de enfermedades) ;
b) el suero o reactivo inmune es conocido y contiene anticuer-
pos determinados con lo cual se pueden identificar los antige-
nos; y c) se conocen el suero y el virus, entonces se pueden
establecer determinaciones cuantitativas en las que se pueden

estudiar interacciones huesped-parasito-farmaco.

El sistema huesped empleado depende del tipo de vi-
rus, pudiendo ser: a) animales adecuados por su sensibilidad
al virus en estudio y en los que habrd de tenerse en cuenta
la ruta de inoculacibn para cuantificar los resultados por
las lesiones, sintomas o muertes producidas; b) huevos embrio-
nados, en los que también hay que tener en cuenta la ruta de
inoculacién, edad del embribn, etc, cuantificando los resulta-
dos por medio de las hemaglutihinas presentes en el ligquido
alantoideo, lesiones en MCA 6 muertes; c) cultivos de tejidQs,
como sistema mas simple, seguro y econdmico. Dentro de este
sistema existen dos variantes, segn que se trate de cultivos

en medio ligquido o sobre medios s6lidos.



163.

En el primer caso los virus infectantes crecen inmer-
sos en un medio liquido, y cuando los virus se liberan de las
células se difunden libremente, cuantificando por efecto ci-
topdtico (C.P.E), por hemadsorcibén, o por hemaglufinacién, etc;
mientras que la segundabvariante estd basada en la técnica de
Dulbecco y en este caso las células y los virus infectantes
estln inmersos en un medio s6lido,lo que evita la difusién
libre del virus,produciendose unas lesiones muy localizadas
(placas o marcas infectivas). Cada marca infectiva tiene su

origen en la multiplicacién de una particula viral o u.f.p.

Como la formacién de marcas infectivas por virus
puede ser inhibida por la neutralizacibén, este es el método
mas sensible y usado en la cuantificacibn de la técnica de
neutralizacibén. Asimismo es uno de los métodos mas utilizados
para la titulacibén de virus capaces de producir estas placas
o marcas infectivas y, consecuentemente,se puede aplicar a la

valoracién de acciones terapeuticas antivirales.

iii - Por Gltimo, el marcado de virus con is&topos
lo utiliz6 en primer lugar COHEN (1948); de esta manera se pudo
empezar a estudiar la composicibén, lugar de sintesis, replica-

cibén, recombinacién y ensamblado.

. Basicamente, estas técnicas radiactivas, consiste en
detectar cuantitativamente o segquir la pista a isétopoé que son
introducidos en precursores necesarios para la multiplicacibn
viral. Los isdtopos elegidos deben cumplir una serie de requi-
sitos tales como, una fd4cil incorporacibén a la molécula precur-
sora, una.actividad especifica fdcilmente medible y una energia
de radiacidén que no dafie a las estructuras celulares. Los is6-

topos radiactivos mas usados son los emisores P tales como: 3H,
14 32 35
C, Py S.
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.La deteccibn de isb6topos radioactivos se puede rea- .
lizar por medio de espectr5metros especiales mediante los cua-
les se cuantifica la incorporacién del precursor marcado dentro
de una molécula y de esta manera se sabe la proporcidn de sin-
tesis de ella. Los mas usados en la actualidad son los contado-
res de centelleo liquido, necesarios para contar las emisiones
P de baja energiay tienen la ventaja de permitir el uso simul-

taneo de dos is6topos en la misma muestra.

Otros métodos recurren a la autorradiografia, té&cnica
introducida por VAN TUBERGEN (1964) y que permite la visualiza-
cibn directa de la radiacidn emitida por el precursor marcado
radioactivamente. Tebricamente se basa en produéir imagenes por
las radiaciones f sobre emulsiones de sales de plata, similares
a las emulsiones fotograficas, haciendo que esta se reduzca a
plata metdlica y de esta manera se producen zonas oscuras fa-
cilmente observables por el microscopio electrénico e incluso

en el microscopio normal.

La autorradiografia puede ser aplicada en la locali-
zacidn de los procesos sintéticos durante la multiplicacibn
viral en células infectadas, comparando de paso, la diferencia
metab&lica entre las cé&lulas infectadas y no infectadas. Otra
ventaja de esta técnica es que combina datos estructurales y

funcionales.

. Todas las técnicas radioactivas, en general, son muy
itiles ya que permiten un estudio directo del ciclo de la sin-
tesis viral; sin embargo son lentas y complicadas, en especial
si se intenta aplicar en estudio de substancias supuestamente

viricidas.



V. ESTADO ACTUAL DEL TEMA

Pese a la opinibén de algunos cientificos de la impo-
sibilidad de encontrar quimioterépicos antivirales id6neos que
no afecten al huesped, considefamos que en el estado actual
de los conocimientos sobre Biologia Molecular de Virus debe
profundizarse en estas invéstigaciones en la seguridad de que
se encontrarédn inhibidores especificos de la replicacién viral.
Al revisar los antecedentes bibliograficos claramente se apre-
cia la dificultad que entrafia conseguir progresos en la Quimio-
terapica Antiviral por tratarse de un parasitismo intracelular
con dificil accesibilidad para el férmaco y por la peculiar
estructura del virus poco vulnerable desde el exterior sin
alterar el propio mecanismo de pervivencia de la célula huesped.
Por él momento, se aprecian con maYor frecuencia las dos vias
de aproximacidn al problema que parecen las mds efectivas: a
través de la sintesis de proteinas y la de &cidos nucleicos.

En cualquier caso empiezan a aparecer datos que nos llevan a
pensar en la posibilidad de interferir la infeccién viral en
los estadios temprénos, a nivel de fijacién de la cé&lula y so-
bre todo consideramos de gran interés poder potenciar los efec-
tos de quimioterdpicos con écciones inmunobiol8gicas mds espe-

cificas.
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Al revisar la bibliografia que precede se puede
interpretar a los virus como formas abortivas de células
degeneradas que perdieron sus facultades metabblicas y que
estln sujetas a evolucibn y variabilidad por alteraciones
_ genéticas mutacionales o por recombinacifn aparte de otras

modificaciones condicionadas por las defensas del huesped.

Se han estudiado las caracteristicas fisicas, com-
posicién quimica y las relaciones estructura-funcién que
siempre parecen encaminadas a asegurar la automultiplicacibn.
Los diversos estadios del ciclo vital (adsorcibn, penetracibn,
desvestimiento o decapsulacidn, biosintesis de los componentes
virales, ensamblado y liberacibn) parecen estar suficientemen-
te conocidos, aungque existe la duda de si el nucleoide lleva
la informacibén del emsamblado de las distintas piezas del vi-
rus, en un orden prefijado para condicionar la aparicidn de
factores morfogenéticos que requlan este ensamblado correcta-
mente o se sintetizan proteinas especificas cuya particular
estructura pudiera modular especificamente este ensamblado;

o bien tienen lugar los dos acontecimientos biolbgicos.

De lo hasta aqui recogido parece claro que los Mixo-
virus son un excelente modelo biolbgico para estudiar relacio-
nes huesped-parésito en RNA-virus y con aplicacidén a virus
tumorales y lentogénicos, y, en especial, para investigar
sobre el comportamiento de la membrana durante el proceso
infectivo y en su reaccidn frente al quimioter&pico. Asfi el
estudio bibliogr&fico lo hemos centrado particularmente en
ei virus influenza -Orthomixovirus de gran significacién pa—
tégena y posibilidades de mutagénesis- y en el NDV -Paramixo-

virus con amplio espectro de virulencia y citopatologia-; ambos



167.

virus tienen ademis peculiaridades de comportamiento seroldgico
que pueden entrafar dificultades en su control inmunolbégico por
su variabilidad. Por otra parte hemos analizado las diferencias
de inactivacidén que presentan ambos grupos de virus y la diver-
sificacién de las funciones biolégicas desempenadas por los

distintos componentes virales.

En el ciclo biolbgico, la fase de "eclipse" subsi-
guiente a la penetracidén a través de la membrana permanece
obscura como sucede en otros fendmenos de genética molecular
(en transformacibén bacteriana, por ejemplo) durante el enfren-
tamiento del &cido nucleico exdgeno y el genoma receptor del

huesped.

Con el fin de tener datos que pudieran servirnos para
interpretar posibles diferencias de comportamiento entre 1los
distintos‘virus a estudiar en este trabajo, hemos recopilado
bastantes datos en cuanto a caracteristicas anfdlogas y diferen-
ciales de comportamiento entre Orthomixovirus y Paramixovirus.
Los datos recogidos son de consideracidén dificil por tenerse
que valorar a través de alteraciones biosintéticas, formacibn
de virus defectivos y variabilidad de efectos citopéaticos y

respuesta a lectinas vegetales.

Ténto los Orthomixovirus como los Paramixovirus pro-
ducen una paralizacidn gradual, en mayor o menor grado, de la
biosintesis de DNA, RNA y proteinas celulares; la rapidez en
dicha inhibicifn depende del virus y de la cé&lula huesped em-
pleada. En ambos grupos se proddcen, a altas multiplicidades,
viriones defectivos. El1 efecto "Von Magnus" e infeccibén aborti-

va de Orthomixovirus son casos concretos de la produccidn de
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vi}us defectivos. El1 fenbdmeno de citopatocidad se observa en
los diferentes individuos de estos dos grupos, pero esta ci-
topatocidad abarca un gran espectro de gradacibn desde el
clidsico redondeamiento, muerte y lisis de las células (caso
de FPV, influenza, NDV y Sendai) hasta un inapreciable cambio'
morfoldgico en la cé&lula huesped, tal es el caso de cé&lulas
MK infectadas con SV5 que produce gran cantidad de virus
infeccioso. Ambos grupos.producen cambios en las membranas
celulares de las células huesped de tal manera que estas son
aglutinadas por lectinas vegetales, tales como Concanavalina
A y aglutinina de semilla de trigo. La diferencia estriba en
que las células infectadas por Orthomixovirus se aglutinan en
grandes flb6culos casi inmediatamente después de afiadir las lec-
tinas, mientras que con NDV (Paramixovirus), la aglutinacidn

es menos répida y su forma es de apariencia mas granular.

Como diferencias mas importantes entre ambos grupos
se pueden enumerar los fenbmenos de interferencia. Hasta ahora,
s6lo se ha descrito en Paramixovirus, se distinguen varios ti-
pos de interferencia en los cuales no interviene el interferoén.
También pueden destacarse los fenbmenos de infeccibn persistente
que sblo se presenta en Paramixovirus. En cultivos celulares se
distinguen dos tipos de infecciones persistentes: a) "cultivo
transportados", en el cual sb6lo se infectan unas pocas células,
que producen virus y b) "estado estacionario", en el que todas
las cé&lulas del cultivo celular se infectan pero superviven;
en este tipo la mayoria de los virus producidos son defectivos.
También se han encontrado infecciones persistentes en sistemas
"in vivo", las posibilidades de ‘recombinacibn, una de las ca-
racteristicas que mas distingue el grupo de Orthomixovirus,
es su alta recombinacidn; caracteristica que demuestra la natu-

raleza segmentada del genoma.
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'E1 fendmeno de vafiacién'antigénica sb6lo se ha demos-
trado, de manera clara en Orthomixovirus, y se distinguen dos
tipos de variaciones: desviacidén antigénica y deriva antigénica.
La fusidn celular solamente aparece en células infectadas con
Paramixovirus; la fusibdn que es un resultado de la infeccién,
requiere sintesis de proteinas virales y aparentemente se debe
a la incorporacién de proteinas especificas en las membranas

celulares.

En relacibén con el IF podemos resumir su mecanismo
diciendo que aparece como consecuencia de la derrepresidn de
un gen o genes en la célula invadida por un virus con produc-
cibén de esta glicoproteina que atravesando la membrana celular
por el torrente sanguineo para fijarse en receptores de otras
células produciendo un estado de resistencia a la infeccibn
viral por la aparicién de una proteina (TIP) que impide la

traduccibén del mRNA viral.

En éuanto a la aplicacibén de la quimioterapia en
infecciones por virus hemos recogido gran nlimero de datos y
de su consulta destaca la gran variedad de origénes de los
antivirales ensayados (natural, semisintétido y sintético)
su diversa complejidad estructural y la multiplicidad de
efectos que es posible conseguir. De los cientos de productos
con actividad "in vitro" pocos son los que se pueden aplicar
a la terapia o profilaxis humana ya que estos quimioterépicos
han de cumplir ciertas posibilidades de atoxicidad, solubili-
dad, adecuada administracién, inglterabilidad frente a enzimas
del organismo, accesibilidad al foco viral‘y no crear mutantes

resistentes.
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En cuanto a la respuesta del huesped frente a la
infeccibn, parece mejor estudiado el fenbmeno de aparicidn
del interferén que la propia respuesta inmunitaria, quizd
ello sea debido a dificultades de valorar exactamente la
cinética de neutralizacidn biolbgica del virus en relacibn
con la cinética de aparicibén de las distintas inmunoglobulinas.
Asf se conocen perfectamente los mecanismos moleculares de
produccién de interferones, aunque faltan datos para conocer
exactamente su regulacibn y mucho m&s afin para desenmascarar
el Iintimo mecanismo de regulacibn e interrelacién entre el
interferén y la respuesta inmunitaria en una misma infeccién
viral. El tema es por dem&s apasionante y a su mejor conoci-

miento se dedican algunos esfuerzos en nuestro laboratorio.

De los quimioterdpicos por los que mds nos sentimos
interesados, como son algunas molé&culas antitumorales, anti-
viricos y hexosaminas tenemos algunos antecedentes que serén
comentados junto con nuestros resultados en el capitulo de
DISCUSION; de momento tan sb6lo mencionaremos que la glucosa-
mina entra en la composicidn glucidica del virus influenza e
interviene en moléculas glicoproteicas de alta significacién
en las interacciones huesped-parésito. Este aminoazucar -del
que no hemos encontrado un estudio detallado de su posible
accidn tbxica sobre la cé&lula huesped- parece manifestar uni-
camente su efecto inhibidor sobre virus provistos de envoltura.
Su mecanismo de accibn se basa, segln los datos consultédos,
en interferencia a nivel de sintesis de glicoproteinas a través
de desequilibrios en el metabolismo del uridin-trifosfato (UTP).
Esta inhibicién de glicosilacién de las glicoproteinas, en algu-
nos experimentos, parece evitar el proceso de evaginacibn o

exocitosis, aunque los datos no nos parecen totalmente claros
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y de hecho, también aparecen datos de otroé autores, para los
que el efecto inhibidor de la glucosamina afecta a los poli-
péptidos PE; y PE, precursores de las formas glicosiladas Ej

Yy E7 que se relaciona con la formacibén de espiculas en la en-
voltura viral. Son bastantes los investigadores que se han ocu-
pado del efecto inhibidor de la glucosamina pero ningunc a uti-
lizado sistemas "in ovo" y muy pocos hacen experiencias "in vivo'
en general consideramos que el efecto del aminoazucar es varia-
ble, dependiendo de las células huesped, tipo de virus y cir-
cunstancias experimentales por lo que deben aportarse nuevos
datos en los que se controlen exactamente los distintos paréme-

tros biol6gicos a considerar.

Precisando algo més en cuanto a los filtimos resulta-
dos con empleo de D-glucosamina en experiencias "in vitro"
sobre diversos sistemas virus-células hemos podido comprobar
que la inhibicién segn los diversos autores, es de grado
variable y depende de la dosis, de la fuente de carbono en
el medio (seglin sea fructosa o glucosa), del sistema bioldgico

empleado y del momento de la aplicacidn.

Se discute sobre si se producen reducciones en la
sintesis del RNA, si se trata de una inhibicibén de determina-
das glicoproteinas o de si aparece una nueva molécula de este
tipo (proteiha HAg de 64.000 d) y de si el efectc se produce
o nd a nivel post-trasduccional del precursor de una de las
dos principales glicoproteinas del viridén maduro; también pa-
rece estar en litigio si este efecto "in vitro" alcanza al
complejo ("pool") funcional de uridin~trifosfatos (UTP), siendo
dicho efecto mas patente en las células mas viejas y pudiendo

ser contrarrestado por la presencia de uridina. Por supuesto
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estos resultados vienen avalados por datos mas O menos contra-
dictorios segdn el sistema biolégico empleado de disminucién

en el grado de infectividad del virus o en su poder hemagluti-
nante. Ello hace que con esta Memoria se pretenda sacar conclu-
siones definitivas sobre la real activi@ad antivirica del ami-

noazucar D-glucosamina.

Los estudios con derivados del adamantano presentan
la dificultad de su total insolubilidad en agua y disolventes
polares por lo que al considerar la efectividad de los resul-
tados habréd de tenerse muy en cuenta el sistema biolégico y
el "modus operandi". En resumen podemos decir que, segfin los
datos bonsultados, estas moléculas son escasamente t6xicas y
que concentraciones de 1004g/ml tan s6lo producen un retraso
en el.crecimiento celular. Se sabe que la amantadina produce
un efecto inhibidor sobre distintos virus cuando se afiade al
sistema una hora antes o en el momento de la infeccibén, mientras
que no se observa efecto algunos cuando el quimioterdpico se

administra una hora o m&s después de la inoculacidén viral.

En cuanto a estudios "in vitro" sobre cultivos celula-
res con adamantano y clorhidrato de amantadina podemos resumir
que no existen antecedentes relativos al adamantano mientras
que con la amantadina se ha encontrado recientemente que cuando
esta molécula estd presente en el momento de la infeccibn viral
no llega a producirse expresién del genoma viral inhibibiendose
a nivel de la traﬁscripcién; Seglin parece, el efecto antiviral
se produce en los estadios muy tempranos de la infeccidn celular
haciendo un bloqueo sobre una fase, alin no precisada, de la re-

plicacidén viral.
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De todas formas, creemos necesario hacer un estudio
mas sistematico de la influencia del parémetro tiempo en rela-
cibén con la dosis del quimioterdpico y sistema biol8gico de en-
sayo. En cuanto al mecanismo de accibén de la amantadina, se sabe
que afecta a alguna etapa del proceso de desvestimiento o denu-
dacién pero todavia no estd bien conocido; por microscopia
electrdnica, se observa en células tratqdas con el quimio-
terépico e infectadas por virus cbmo se forman pequenos
aclimulos de productos intermedios del desvestimiento viral.
Este efecto puede ser reversible segfin las circunstancias

experimentales.

Del resto de los guimioterfpicos que utilizaremos
en el presente trabajo estd perfectamente conocido su meca-
nismo a nivel molecular por tratarse de antibidéticos que ac-
tuan a nivel de sintesis de &cidos nuclieicos, pero de todos
los aqui empleados no existen datos en cuanto a su papel en
la produccién de interferbn; de aqui nuestro interés por rea-

lizar el siguiente protoolo experimental.

Finalmente, para completar este estudio bibliogré&-
fico sefialaremos que hemos realizado una revisibdn de las
distintas técnicas empleadas en la invastigacién de nuevos
quimioterdpicos antivirales y que en tondas ellas es preciso
estudiar previamente el sistema biolbgico para utilizar el hues-
ped adecuado‘(animales, huevos embrionzdos o cultivo de tejidos)
controlando convenientemente los distintos pardmetros experi-
mentales; sobre todo dbsis y tiempo de infeccibén en relacidn
con el momento de aplicacidén del quiminterapico. Este hecho
nos ha obligado a cuestionar la posible comparacién de distin-

tos resultados maxime si existe una clira respuesta inmunitaria,
y nos llevard a emplear en este trabajo distintos sistemas "in
vivo" e "in vitro" segfin nuestros propfisitos experimentales.
Esto presentard ademés la ventaja de contribuir mejor a nuestra

formacién cientifica en esta especialidad.



PARTE EXPERIMENTAL




. 4 I. PROTOCOLO

A la vista de lo senalado en la actualizacibn del
tema y de acuerdo con nuestros propositos de aportar datos
al conocimiento de las interacciones virus-quimioterapico—
-~huesped, hemos establecido el protocolo experimental cuyo
esquema se indica a continuacifbn, atendiendo a diferentes
puntos de vista, como son: a) elegir virus de gran significa-
cibén biolégica por su gran variabilidad y queidieran lugar a
cuadros latentes; b) poder establecer comparacibén entre dos
grupos tan relacionados como los orthomixovirus y paramixovi=-
rus; c) estudiar acciones antivirales del quimioterapico y del
huesped a distintos niveles como son la sintesis de &cidos nu-
cleicos, la fase de decapsulacibén o de desrevistimiento y en '
el momento de recubrimiento con la cubierta proteica, dada la
estructura molecular de los virus que se estudiah, de compro-
bar la influencia de esta accibn antiviral tanto en la patogé-
nesis del virus como en la respuesta del huesped; y c) aportar
experiencias que pudieran normalizar el "modus operandi" en eé—

te tipo de estudios.

En cuanto a los estudios de produccién de interferdn
a nivel de sintesis de &cidos nucleicos, ensayamos antibiéticos

tales como las rifamicinas -capaces de inhibir la RNA polime-
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" rasa~ <y también la bleomicina y cromomicina -inhibidores de -
la fase de replicacién del material genético- por interactuar
frente a la molécula de DNA mediante rotura de una de sus ca-

denas o por unién no covalente ‘a la cadena moldeadora de DNA.

Para investigar sobre los efectos de los quimiotera-
picos a nivel de la decapsulacién y capsulacién del virus, asi
como la influencia que pueden ejercer estos quimioterapicos
sobre la respuesta inmunitaria e interferente del huesped acu-

dimos al empleo de amantadina, adamantano.y D-glucosamina.

" Asi, de acuerdo con estos propdsitos experimentales
resumimos de un modo esquemdtico a continuacién los distintos
apartados en los que se agruparan los resultados de forma que
pueda considerarse relacionados entre si tanto las interacciones
del quimioterapico con el virus como la respuesta del huesped
en presencia del quimioterapico, esperando completar asi datos-
que puedan ser {itiles a la hora de valorar la quimioterapia

antiviral.
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II. MATERIAL Y MEDIOS
1. Virus

En el presente trabajo se han utilizado los siguien-

tres virus:

a) Virus de la peste aviar clésica, Fowl plague virus
(FPV), cepa Rostock, obtenido por pase en liquido alantoideo
de huevos infectados;

'b) Virus de la peste aviar atipica o de la enferme-
dad de Newcastle (NDV), cepa Italia y obtenido por pase en 1li-
quido alantoideo de huevos infectados;

c) Sendai, obtenido por pase en liquido alantoideo
de huevos infectados; ’

d) Virus influenza, cepa FM/1, también obtenido por
pase en liquido alantoideo de huevos infectados y

e) Virus de la estomatitis vesicular (VSV), cepa -
Indiana C, 6btenido'por pase sobre fibroblastos y que se empleo
unicamente para las pruebas de titulacibdn de interfer6n como

virus interferido.

Los virus FP, ND vy Sehdai proceden del "Max Planck

Institut fur Virusforschung" de Tubinga.
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El virus influenza procede de la Coleccibn del
"Instituto "Jaime Ferr&n" de Microbiologia“ del C.S.I.C.
y el VSV procede de "The Animal Virus Research Institute"

de Pirbright. Woking. Surrey. Gran Bretana.

2. Células huesped

Se utilizaron cultivos celulares de fibroblastos
de pollo obtenidos, en primocultivo, en nuestro laboratorio

por tripsinizacién de embriones de 10 dias.

3. Animales de experimentacibn

Empleamos pollos machos, raza Leghorn, nacidos y
criados en nuestro laboratorio para tener seguridad de que
no estaban vacunados y evitar asi interacciones serolfgicas
indeseables; asi como para obviar una posible alimentacién

con antibibticos que pudieran falsear nuestros resultados.
4. Sueros

A lo largo del presente trabajo hemos obtenido en
nuestro laboratorio distintos lotes de sueros antivirus y asi
hemos utilizado en esta ocasién sueros anti-NDV, anti-FPV, -
anti—influeﬁza y anti-Sendai, después de la inmunizacién segfin
metodos que resenamos en el apartado 14 de técnicas. Nuestro

método ha sido e;-siguientef

Se hace sangria total por puncibén intracardiaca y la
sangre recogida en tubos de vidrio de 100 ml de capacidad se
lleva a estufa a 37° C durante una hora; pasado este tiempo se

separa el coagulo de las paredes del tubo por medio de una pipeta
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fina; se llevan los tubos a nevera- (4° c) -durante 24-horas.
El suero se extrae por succibn con pipeta esteril y se cen-
(*)

trifuga durante 10 minutos a 1000 rpm recogiendo el sobre-

nadante que se mantiene en pequenos vol{imenes a -20°C.
Es imprescindible efectuar el control de esterilidad
bacteriana del suero, pero no obstante siempre hemos anadido

mertiolato com¢ conservador a una dilucidén final 1/100.000.

5. Medios nutritivos para cultivos celulares

Para las cé&lulas de embribn de pollo se ha utilizado

el medio de crecimiento (MFC) constituido por los siguientes

compuestos:
Solucidn Hank's . : ‘ 94,7%
Hidrolizado de lactoalbimina (Difco) 0,2%

Extracto de levadura (Yeastolate Difco) 0,1%.

Suero fetal de ternera (Flow) u%

Rojo fenol (0,2%) 1%

Penicilina 100 U.I/ml concen. final
Estreptomicina 160,u,gr/ml concen. final
Nistatina (Squibb) 20 U.I./ concen. final

Bicarbonato sddico 8,8% hasta ajustar el pH a 7,2

También se ha utilizado para las células de embrién
de pollo medio de mantenimiento (MFM) constituido por los

siguientes compuestos:

(*) International portable refrigerate centrifuge; Model PR-2

International Equipment Company
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Solucidn Hank's 96,7% -

Hidrolizado de lactoalbdmina 0,2%

Extracto de levadura 0,1%

Suero fetal de ternera 2%

Rojo fenol (0,2%) 1%

Penicilina : 100 U.I/ml. concentracidén final
Estreptomicina 100 4{gr/ml concentracién final
Nistatina o 20 U.I./ml concentracidén final

Bicarbonato sddico 8,8% hasta ajustar el pH a 7,2

El medio de crecimiento es utilizado desde el momento
de la obtencién de las células hasta que estas se disponen en
monocapa; a partir de este estado, apto para la infecci6n viral,
se utiliza el medio de mantenimiento con el fin de evitar la
degeneracibn celular y consiguiente desprendimiento de los epi-

telios.

6. Quimioter&picos antivirales

En primer lugar se utiliz6 chromomicina Aq (TAKEDA
Chemical Industries, Japon) y también bleomicina (Lab. Almirall,
S.A.), rifamicina SV y rifampicina (Lab. Lepetit), substancias
todas ellas de reconocida accibén antibidética, inmunosupresora y

algunas con efecto antitumoral.

Ademss de estos se utilizaron los quimioter&picos: ,
adamantano (trigiélodecano), clorhidrato de amantadina (clorhi-
drato de 1—adaméntanamina); ambos en estado anhidro procedentes
de Sigma Chemical Company, St. Louis USA y por Gltimo se ha uti-
lizado clorhidrato de D-glucosamina de los Laboratorios Jorba,
Madrid.



FORMULAS DE LOS QUIMIOTERAPICOS UTILIZADOS

Apamantano (Tricicte (3.3,13¢7) pecano)

AMANTADINA (1-AMINO ADAMANTANO)

CH, 01

H OH
k:g” y D-GLucosAaMINA (2-AMINO-2-DESOXIGLUCOSA)
HO ) H

H NH,

181.
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Para la preparacién de las soluciones de trabajo
con estos quimidterépiéos se tuvo en cuenta que dos de ellos
utilizados, clorhidrato he amantadina y clorhidrato de D-glu-
cdsamina se presentan originalmente en forma cristalina anhi-
dra y son solubles en agua b.d. El1 pH del agua b.d. (5,5 - 6)
no sufre apenas alteracidn con eltiorhidrato de amantadina,
mientras que con el clorhidrato de D-glucosamina disminuye

ligeramente (5 - 5,5).

Las soluciones a la concentracibén deseada se ajustan
a un pH entre 7 - 7,2 y se esteriliza mediante filtros Millipo-
re de 0,22’4{. Realizada esta operaciln se hace un control de
esterilidad bacteriana en agar y caldo comln repartiendo el
filtrado en volGmenes de 1 ml que se conserva a -20° C hasta

posterior utilizacidn.

El tercero, adamantano, también en forma cristalina
anhidra, es insoluble en agua b.d. y en todos los disolventes
polares, por lo cual fue necesario buscar un disolvente que,
en pequefia cantidad, no fuera téxico y pudiera disolver el
adamantano en un volumen de agua b.d. necesario para obtener
las concentraciones deseadas del quimicter&@pico. Para tal fin

se realizaron los siguientes intentos:

a) Antes de hacer la dilucidn con agua b.d. se anadib
al .adamantano una.o dos gotas de dimetil sulféxido por ml, de
disolucién (aproximadamente 0,10 ml de dimetil sulfoxido/ml de

disolucidn). Este proceder no dib resultado.
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b) A una cantidad determinada de adamantano (100 mgr)
se le anadié 1 ml de dimetil sulfé6xido, = 0,30 ml de etanol
Y 24 ml de agua b.d. con lo cual se obtuvo una solucidn final
con una concentracibén de adamantano de 4.000 Y /ml u 800 y /0,2
ml. Después de colocar la mezcla a temperatura ambiente durante
24 horas, y 48 horas a 4° C, resultaba muy poco homogenea siendo

el adamantano poco soluble en agua b.d.

c) Otro intento consisti6 en anadir a la mezcla ante-
rior un volumen proporcional y no tb6xico de acetona consiguien-

dose mayor solubilidad de quimioterdpico pero no absoluta.

d) Finalmente, el adamantano se disolvi6 en benceno,
dimetil sulféxido y agua b.d. en una proporcién de 10%, 5% y
85% respectivamente, ajust&ndose el pH a 7 - 7,2. Con este pro-
ceder el adamantano resulta soluble, pero la solucibén ha de
prepararse extemporaneamente dado que pasadas 48 horas se pro-
duce precipitacibén. Esta dilucibn asi conseguida no ha sido
filtrada por Millipore por contener disolventes org&nicos que
podrian alterar los filtros, pero las pruebas de esterilidad

bacteriana han resultado siempre negativas.

Elresto de los quimioterdpicos no presenta proble-
matica alguna y se disolvieron a las concentraciones indicadas
a partir de las formas terapeuticas inyectables proporcionadas
por los laboratorios preparadores manejandose siempre en con-

diciones de esterilidad



7. Tampones y soluciones varias

Tampén fosfato salino (PBS).- Constituido por:

Cloruro sddico . . « « « & & & « & 8 gr
Cloruro potésiéo e e e s s e e s« 0,2 gpr
Fosfato disddico . . . . . . . . . 1,15 gr
Fosfato potdsico . . . . . . . . . 0,2 gpr
Agua desionizada . . . . .-. . < . 1,000 ml

pH 7,3 final

Solucidén de tripsina al 1/250 DIFCO

Tripsina + « ¢« o+ + ¢« s o o o« + « « 2,5 gr

Solucidén salina Hanks's . . . . . 1 ml

Penicilina . . . « « ¢« ¢« « &« « « . 10.000 U.I. en 1 ml
Estreptomicina . . . . . +. « . . . 1 mgreniml

Utilizada en solucidn . . . . . . 0,25%

Solucibn Alsever, constituida por:

GlucoSa « v ¢« + o e e 4 o4 e . . . 20,5 gr
Citrato sbddico . . . + + « « & & 8,0 gr
Acido cItrico +« + « ¢ o 4 eme o . 0,55 gr
Cloruro sédico. e e e e e e e 4,2 gr

Agua desionizada . o+ ¢ ¢ « « .« 1,000 ml

Solucibébn veronal

Cloruro s8diCO « v « « ¢ « o« « o 85 gr
Acido 5,5 dietil barbitGrico . . . 5,75 gr
5,5 dietil barbiturato sédico . . 3,75 gr
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Cloruro cdleico « o v v v v v o o & O,éévgr
Cloruro magnésico 6 Hy0 . . . . .1,68 gr

Agua desionizada . . . . . . . . . 1000 ml

Para todo el trabajo se ha utilizado un agua desio-
nizada y bidestilada obtenida en un sistema diseflado en el

laboratorio



III. TECNICAS

1. Preparacibén de fibroblastos

Se han utilizado fibroblastous de embrién de pollo,
obtenidos a partir de huevos embrionados de 10 dias, proce-
dentes de gallinas de raza Leghorn. Pazra su preparacibn se
desinfecta con iodo el area de la céscara del huevo que corres-
ponde a la c&mara del aire y se abre por esta zona para extraer

el embrién.

Una vez extraidos todos los embriones, se eliminan
las cabezas, visceras y extremidades 3 los restos embrionarios
se lavan con PBS frio y se trocean (siempre en condiciones es-
tériles) hasta conseguir una masa homcgenea de tejido muscular
qgue se recoge con pipeta despuntada y se lleva a un matraz es-
téril con salientes en la base para romper la corriente'de agi-
tacidn. Posteriormente se anade al matraz una cantidad de trip-
sina, (Difco 1/250) al 0,25% en solucidbn Hank's, suficiente
para cubrir la masa muscular y se intioduce, finalmente una
pieza magnética  estéril revestida de teflén. Se coloca el ma-
traz sobre un agitador magnético (IKA - COMBIMAG - RCO de Janke
y Kunkel K.G) durante 20 minutos a 37° C, obteniéndose al final

de este periodo un sobrenadante con cZlulas en suspensién y un



— 187.

. sedimento -formado por trozos de embridén aGn no digeridos por
la tripsina. El1 sobrenadante se pasa a otro matr@z y se ahade,
en condiciones estériles, una cantidad abundante de PBS frio
para evitar que la tripsina continue actuando y se lleva a

nevera a 4° C.

Por otra parte, al matraz de reaccibn, que afin con-
tiene el sedimento formado por fragmentos de embribén, se le
anade tripsina en un volumen andlogo al que se sacd y se vuelve
a colocar sobre el agitador magnético durante 15 minutos a 37°
C. A continuacibn se hace una nueva toma deAsobrenadante carga-
do de células y se pasa al matraz que tenemos a 4° C el cual
lleva cé&lulas en suspensién. Este procaso se repite mientras
se vea la posibilidad de obtener cé&lulas disgregadas a partir
de los fragmentos de embrién gque quedan en los sucesivos sedi-

mentos.

La suspensibn celular recogida a lo largo de la di-
gestibn se centrifuga a 1.000 rpm (800 g) durante 10 minutos*
Al término de este periodo de tiempo s2 elimina el sobrenadante
(PBS mas tripsina) y se afnade una pequciia cantidad de PBS frio,
que previo vigoroso pipeteo, resuspende al sedimento formado
por el paquete de células. Se anade mas PBS hasta alcanzar un
volumen aproximadamente igual al eliminado y se centrifuga a
1.000 rpm (800 g) durante 10 minutos, volviéndose a repetir el
pfoceso anterior pero intercalando un doble filtrado a través
de gasa esteril para eliminar los fragmentos gruesos. E1 filtra-

do se reparte en tubos y se centrifuga de 1000 a 1200 rpm (800

* International Portable Refrigerated Cecntrifuge, Model PR-2;
International Equipment Company.
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900 g) durante 10 minutos.

Se hace un recuento de la suspensibn para poder de-
terminar su concentracidn en células, y de esta manera, hacien-
do diluciones en medio de crecimiento (MFC), conseguir una con-
> 61 x 10°

za en cémara Thomas y para ello se suspende 0,1 ml del sedimen-

centracién final de 1 x 10 ml. El recuento se reali-
to, obtenido en la fltima centrifugacibn, en 10 ml de MFC y se
observa en tincidn vital con azul tripan por exclusién o con

rojo neutro por coloracibn.

Una vez obtenida la concentracidn celular deseada, se
reparte la suspensibtn a razbén de 1 ml por cada tubo de cultivo
o de 10 ml por cada frasco hexagonal. Tanto los tubos como los
frascos deben ser de vidrio neutro para obviar las desviaciones
del pH 7,2 con el consiguiente perjuicio para las células, en

su momento mas sensible.

Los tubos y frascos hexagonales se cierran hermética-
mente con tapones de goma para evitar cambios en el pH del medio
y se colocan en estufa a 37° C durante el tiempo necesario para
que las células se adhieran a la pared y formen asi un epitelio
en forma de monocapa continua, que sucle estar eﬂ condiciones

apropiadas para infectar pasadas 18 a 24 horas.

Para la obtencibén de monocapas estables y con un ni-
mero Sptimo de pélulas, se efectud un estudio de la influencia
que ejerce la éoncentracién, expresada en porcentaje del volu-
men total, de suero fetal de ternera, necesario para el creci-
miento y mantenimiento de las células. presente en los medios

de crecimiento (MFC) y mantenimiento {(MFM).
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En el estudio del efecto de la concentracibn del
suero sobre le crecimiento celular, se depositaron en tubos
Pyrex 106 células/ml de -“MFC con concentraciones variables
(2, 4, 10 y 15%) de suero fetal. Después de 12, 24, 36 y 48
horas de incubacibén a 37° C, se realizaron tomas por tripsini-
zacibn de los cultivos celulares, haciéndose el recuento ce-

lular por tincidn por exclusidn vital con azul tripano.

En el mismo estudio llevado a cabo sobre el manteni-
miento celular, se partieron de monocapas va formadas con 106
células/ml. Se elimind el MFC con la concentracién 6ptima de
suero fetal y se anadi6, a los distintos grupos, 1 ml de MFM
con concentraciones variables de suero fetal (1, 2, 5 y 10%).
Las tomas de células y recuentos se llevaron a cabo del mismo

modo que se hizo con MFC.

‘Los resultados se expresaron en sistemas de coordena-
das, donde se representan el nGmero de cé&lulas vivas/ml de me-
dio en ordenadas y el tiempo de incubacién de los medios (MFC
y MFM) con-distintas concentraciones de suero en abscisas. El
mismo estudio se ha llevado a cabo con hidrolizado de lactoal-
bimina, en concentraciones finales en MFC y MFM de 0,4; 1; 2;
3y 5,qg/ml, y con extracto de levadura para concentraciones
finales de 0,1 ; 0,5; 1; 2 y 5 g/ml. Las curvas de viabilidad
fueron halladas siguiehdo la misma pauta que como se hizo con

el suero fetal de ternera.

Los cultivos de fibroblastos fueron preparados y man-
tenidos con MFC y MFM respectivamente (ver f&rmulas pag. 417 -180)
con arreglo a las especificaciones obtenidas en estos ensayos
preliminares de los cuales se da cuenta en el capftulo de Resul-

tados.
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2. Obtencifn de hematies

Para las pruebas de hemaglutinacién (HA) y de inhibi-
cibén de la hemaglutinacibén (IHA) se hace necesario preparar
suspensiones de eritrocitos, para ello se extrae sangre de po;
1los j6venes, por puncibén intracardiaca, y se mezcla en un tubo
de centrifuga con otro volumen igual de solucién citratada de
Alsever. Se agita la mezcla, a la que se afiade un pequeno volu-
men de solucibn salina (3 6 4 ml) y después de una centrifuga-
cién a 1000 rpm (800 xg) durante 10 minutos, se elimina el so-
brenadante. El1 sedimento, formado por células sanguineas, se
resuspende en solucifn salina y se vuelve a centrifugér a 1000
rpm durante otros 10 minutos eliminando de nuevo el sobrenadan-
te. Esta operacién se repite hasta que se observa un sobrena-
dante limpio de plasma sanguineo; en nuestra préctica nunca

hemos necesitado mas de dos lavados.

El sedimento final puede mantenerse en nevera a 4° C
hasta el momento de su utilizacién en las pruebas ya menciona-
das, pero en un plazo no mayor de 3-4 dias; pasado este tiempo

empieza a producirse hemolisis esponténea.

3. Prueba de la hemaglutinacién (HA)

Se utiliza el método de SALK (1944) mejorado por
HIERHOLZER y SUGGS (1969), aunque aplicando la variante del
micrométodo (TAKATSY, 1955; SEVER, 19(2) con algunas varia--

ciones en el "modus operandi".
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"En primer lugar se prepara una solucién veronal 1/5
en agua destilada, y en caso necesario, se ajusta a pH de 7,2 .
con bicarbonato s6dico. A continuacibén y a partir de un lote
de hematies conseguido de la forma ya descrita, se hace una |
‘'solucibn 0,5%*?n la solucién veronal obtenida. Por medio de

micropipétas se anaden 0,05 ml de solucibén veronal 1/5 a todos

y cada uno de los pocillos de la placa o placas de HA que se
(**) ’

van a emplear

El primer pocillo de cada fila recibe 0,05 ml del
virus a titular, procedente de medios de cultivo o de liquidos

(***)

alantoideos infectado . Asi en una sola operacibn pueden
titularse 7 muestras de virus quedando la 82 fila para el con-
trol_de hematies. Con un conjunto de microdiluidores, con tan-
tos diluidores como muestras de virus se quieran titular, se
mézcla, agitando, el virus y el veronal del primer pocillo de
cada fila, y con los mismos microdiluidores, se pasa 0,05 ml de
la suspensibn viral anterior al 2° pocillo de cada fila que con-
tiene a su vez 0,05 ml de veronal 1/5. Esta operacibn se repite
hasta llegar al 12° pocillo de cada fila. De esta manera y pues-
to que mezclamos igual volumen de la suspensibn viral y de la
solucibn veronal, se obtiene una serie creciente de diluciones
al duplo a lo largo de cada fila. Se anhaden a todos y a cada

uno de los pocillos 0,05 ml de la solucibn de hematies preparada

(*) pPipette droppers 0,05 ml de Kooke Laboratory Products,
Dynatech Divisidn, Alexandria, Virginia, EE.UU.

(**) Placas microtiter de estireno con 8 filas de 12 pocillos
en forma de U; Cooke Engineering Co, Alexandria, Virginia
EE.UU. ,

(***) micropipette 0,05 ml, de punta desechable; Socrex, Suiza.
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. anteriormente, Paralelamente se hace un control de hematies
afiadiendo la misma cantidad de estos a cada pocillo de la 82
fila que contiene solamente veronal. Después de 1 hora a tem-
peratura ambiente y en c&mara hGmeda, se leen los resultados
considerando como resultados positivos, y por lo tanto que
existe hemaglutinacidn, aquellos pocillos donde se observa

un velo continuo color rosa salmbn; por el contrario se con-
sideran negativos los pocillos en donde se forma un botdn rojo
en el fondo. Los cbntroles de hematies presentan el botbn ca-

racteristico que nos indica la validez de la reaccibn.

El resultado de céda fila se expresa en su tfitulo
hemaglutinante, que es el nfimero inverso de la mayor dilucibn

de virus que d& una hemaglutinacibén completa.

4, Pruebas de inhibicién de la hemaglutinacién (IHA)

Estas pruebas se pueden hacer por dos métodos: en
una de.ellas -métodoasg - las diluciones del virus aumentan
al dﬁplo mientras que el suero sigue una dilucibn constante
(normalmente al 1/5); en el -método B-P se mantiene constante
la dilucidn de virus y lo que varia es la dilucibn del suero

inhibidor. En nuestro caso hemos utilizado siempre el método

04 .

La prueba de IHA, en cuanto a material y mecénica, se
realiza de la misma manera due las pruebas de HA, pudiendose
esquematizar de la siguiente manera: una vez que se han aﬁadido
0,05 ml de solucién veronal al 1/5 a todos los pocillos de la
placa o placas de HA a utilizar, se asignan 2 filas de pocillos
para cada muestra de virus a titular; la 12 fila corresponde

al control de titulo hemaglutinante del virus y serviré como
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. -medida comparativa de la inhibicidn producida por el virus en -
presencia del suero especifico (IHA) que se realiza en 2@
fila. Al primer pocillo de ambas filas se le anade 0,05 ml del
virus en estudio y con los microdiluidores se hace una mezcla
homogenea, pasando alicuotas de 0,05 ml desde aqui al 2° poci—
llo de ambas filas, y asi sucesivamente hasta llegar al 12°
pocillo. Una vez realizadas las diluciones crecientes al duplo
en las filas que corresponden a la HA se ahaden 0,05 ml de ve-
ronal al 1/5 por cada pocillo, mientras que en las filas que
corresponden a la IHA, se anade 0,05 ml de suero inhibidor

por pocillo; de esta manera, el virus en ambas filas queda a
la misma dilucidn. Después de 30 minutos a temperatufa ambiente,
tiempo necesario para la formacién del complejo antigeno-anti-
cuerpo, se anade a todos y a cada uno de los pocillos de ambas
filas 0,05 ml de hematies al 0,8% en veronal 1/5. Se colocan
en climara hlmeda y a temperatura ambiente durante 2 horas; al
término de este periodo, se hace la lectura de la titulacibn
comparando el titulo hemaglutinante obtenido en la fila sin
suero con el - fitulo hemaglutinante de la fila donde se aha-

did el suero.

Cuando el suero se corresponde con el antigeno viral
" se produce una reduccibén del titulo hemaglutinante y esto se
hace patente por el diferente titulo hemaglutinante que se
obtiene en ambas filas. Con el fin de conseguir resultados re-
piesentativos y comparativos, del titulo inhibidor de la hema-

glutinacién de cdda suero problema, se usa la férmula:

-

Titulo inhibidor - Titulo HA en el control del virus
de la hemaglutinacién Titulo HA en la fila con suero

X dilucidn del suero
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5. Observacidn vy recuento de las cé&lulas huesped

Para realizar el recuento de cé&lulas en un grupo
determinado de cultivos en monocapas celulares, realizamos
el siguiente protocolo:Una vez lavado cada tubo de cultivo
con PBS, se anhaden 0,2 ml de tripsina al 0,25% por tubo y
se deja actuar durante un periodo comprendido entre 20 y 30
segqundos. Sin eliminar la tripsina se afiaden 0,3 ml de PBS
por tubo con el fin de detener la accidn enzimética. Desde
el primer tubo del grupo considerado y previo desprendimien-=
to total de las células, se pipetea esta suspensibn al 2°
tubo de cultivo que también es pipeteado vigorosamente con
el mismo fin; asi sucesivamente se va repitiendo la operacibn
en todos los tubos hasta desprender las células de todas las
monocapas de los cultivos considerados. La suspensidn total
se recoge en un tubo de centrifuga y se afaden 2 ml de PBS
frio. Se centrifuga a 800 rpm (700 xg) durante 5 minutos y
tras eliminar el sobrenadante (constituido por PBS y tripsina)
se anhade al sedimento 1 ml de PBS frio. Se pipetea con pipeta
Pasteur hasta conseguir una resuspensifn completa e inmediata-
mente después se anaden una o dos gotas de azul de tripan. De
esta suspensibn asi tefiida se recoge una gota que se deposita
por capilaridad en una c&mara de Thomas, contandose al micros-
copio 6ptico el nfimero de células que aparecen transparentes,

'ya que las tenidas con azul tripano estdn muertas.

El nfmero total de células contadas x 104 representan
las células/ml. Con el fin de conocer el nfimero de células por
tﬁbo, se divide el resultado calculando segfn la fb6rmula por
el nGmero de tubos empleados en el recuento; de esta manera se

obtiene el nlimero de células por monocapa y por ml.
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Esta misma técnica se ha utilizado en la determinacién
de la toxicidad de las drogas antivirales sobre los fibroblastos.

-

6. Deterﬁinaciones de toxicidad y curvas de viabilidad celular

Para conocer la toxicidad de las distintas substan-
cias sobre los fibroblastos, una vez conseguidos los cultivos
en monocapa continua en tubos, se elimina el MFC vy se lavan
estos cultivos celulares con PBS a 20-25° C. Inmediatamente
después, se hacen dos series de cultivos; una de ellas, que
serd tratada con la molécula a estudiar y otra que sirve de

testigo.

Los cultivos de la serie tratada se dividen en tantos
grupos como concentraciones de la substancia (disuelta en MFM)
se quieran ensayar debiendo estar constituidos los grupos por
un nfimero suficiente de unidades para permitir varias tomas; en
nuestro caso hemos efectuado 3 tomas a distintos tiempos. La

misma operacién se realiza con la serie sin tratar.

En condiciones esteriles, a cada unidad por grupo,
se le anade 1 ml de MFM que contiene la substancia.A las uni-
dades del grupo testigo se les anade 1 ml de MFM sin droga.
Se llevan todos los cultivos a estufa a 37° C y a las 18, 24
y 48 horas se observan al microscopio 6ptico invertido, hacien-
dose tomas de la tercera parte de cada grupo, tratado y sin tra-

.

tar.
Normalmente cuando la concentracién de la substancia
es claramente tdxica para la célula, se observan diferencias

morfolégicas con respecto a la serie testigo, consistiendo estas
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"‘diferencias en un redondeamiento de la célula (que pierde su’

aspecto acicular caracteristico) y en un desprendimiento con-

tinuo de la monocapa.

Con cada toma de muestra se realiza un recuento ce-
lular con azul tripano y una vez hechos todos los recuentos,
se representan graficamente los resultados, que nos darén las

curvas de viabilidad de los grupos tratados y testigo.

En las grdficas se representan las tomas de muestra
en abcisas y, en ordenadas, el nGmero de células viables con-
tadas. Cuando una gr&fica representante de un grupo tratado
es superponible con la gr&fica del grupo testigo se considera

que la molécula no es tb6xica para dicha concentracidn.

7. Obtencibén de FPV, NDV, Sendai, e influenza en liquido alan-

toideo y de VSV en fibroblastos

Para la obtencidn de cantidad suficiente de FPV,

NDV y virus Sendai e influénza, hemos utilizado huevos embrio-

nados de pollo de 10 dfas de incubacién. En condiciones esté-
riles se hacen suspensiones, en solucibn salina, del liquido
alantoideo i?ffctado con el virus original, hasta obtener 1000
DLE50/0,2 ml. Para evitar la inactivacidn térmica de los virus,
se colocan los tubos con las suspensiones virales en bano de
2 a 4° C mientras dura la experiencia. Para la inoculacién del

virus hemos seguido la siguiente técnica:

Se practica un orificio mediante un trépano en una
zona de la céscara, previamente desinfectada, que corresponde

a la cémara del aire y a través de este, se inoculan en el saco

(*) Calculado seglin el método de Reed y Muench
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" ‘alantoideo 0,2 ml de la suspensibn viral. Se cubre el orificio

con parafina fundida y se llevan todos los huevos inoculados

a estufa a 37° C. A partir de las 24 horas y hasta las 72 ho-
ras, se hace observacidén de los huevos infectados cada 12 horas,
llevindose los embriones muertos a nevera a 4° C para clarifi-
car el liquido alantoideo. Hemos desechado los embriones que
mueren : después de las 72 horas por no
ser representativos. Este se extrae esterilmente y de cada

huevo por sepafado, van haciendose dos pruebas paralelas; una

de HA que nos indicaré si el embridn ha muerto por la infeccibn
viral o por traumatismo operatorio y otra, que es una prueba de
esterilidad bacteriana en caldo com@in y agar com@n, y observando
estos cultivos durante 5 dias como minimo. Durante estas prue-
bas los liquidos alantoideos extraidos se mantiene a -20° C.
Despdés de desechar los liquidos alantoideos que no presentan

o tienen bajo poder hemaglutinante y los que pudieran presen-
tar contaminacidn bacteriana,se reunen todas las muestras Yy

el volumen total se centrifuga a 1.000 a 1.200 rpm (800-900 xg)
durante 10 minutos para sedimentar los restos de células y teji-
dos. El1 sobrenadante resultante se recoge y tras otra prueba

de esterilidad bacteriana, se reparten en viales en cantidades

de 1 ml que se conservan a -60° C hasta posterior utilizacidn.

Para la obtencidn de suficiente material infectivo
de VSV se realizd la inyeccibn de cultivos de fibroblastos con

altas diluciones (10—6

a 107%) del virus original, se tom6
esta precaucibn porque en bajas diluciones las particulas defec-
tivas muy abundantes en este virus producen efectos auto inter-

ferentes lo que da lugar a titulos bajos de infectividad.
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.Los cultivos infectados fueron recogidos 24 horas
después de la inyeccibn, centrifugados y el sobrenadante fue
conservado como queda explicado mas arriba. Nos interesa
recordar aqui el hecho de que el VSV ha sido solamente utili=- .
zado como virus interferido en las pruebas de titulacibn de
interferbén y no ha sido nunca objeto de tratamiento por 1los

quimioterdpicos ensayados.

8. Titulacidén de virus por su efecto citopdtico sobre fibro-

blastos.

Se hace una observacidn de los cultivos celulares
mediante microscopio de 6ptica invertida (Wild-Heerbrugg, Suiza)
y cuando las monocapas de fibroblastos, adheridas al vidrio
del tubo de cultivo o frasco hexagonal, son continuas, se eli-
mina el MFC para después (en condiciones estériles también)
lavar estas monocapas con PBS templado. Después de eliminar
el PBS, los tubos o frascos se inoculan respectivamente con
0,1 ml.a 0,3 ml de la suspensidn de virus que se quiere titu-
lar.'Paralelamente, en los epitelios destinados a ser testigos,
el volumen del inéculo es sustituido por un volumen igual de
PBS. Durante la préctica de la inoculacidn la suspensidn en PBS
del virus se mantiene en bano a 2-4° C. Tras un periodo de con-
tacto a 37° C entre células y virus, periodo de adsorcidn, que.
varia entre 1 y -3 horas segln el tipo de virus, se anade 1 ml
610 ml1 de MFM a tubos o frascos hexagonales respectivamente y.
se llevan a estufa a 37° C.

Cada 12 horas se observan las mondcapas al microsco-
pio y se miden, por comparacidn entre las inoculadas y testigos,
los efectos citopiticos causados por el virus hasta la total

destruccidn de la monocapa celular. Para que la prueba sea Véa-
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--1lida, es necesario que los cultivos testigos no presenten
ningfin efecto citop&tico inespecifico (por toxicidad del
medio, por deficiente preparacién del cultivo O por enveje-
cimiento de las cé&lulas). La titulacibn se expresa en TCIDSO‘

calculadas por el método de Reed y Muench.
En el ambito de este trabajo, esta técnica se ha
usado sobre todo en el estudio de la reduccidn del titulo

infectivo causado por una substancia antiviral.

9. Determinaciones de toxicidad en embriones de pollo

Para estas determinaciones se utilizan huevos embrio-
nados de 10 dias, que se dividen en varios grupos; cada uno de
ellos, excepto el grupo testigo, seri tratado con una concentra-
c1d6n distinta de la substancia a ensayar.Es importante que cada
grupo esté bonstituido por el mayor nlmero posible de individuos,
ya que en este caso la representatividad de los resultados re-

sulta ser mayor.

El protocolo de esta técnica es similar al de obten-
cibn de pases de virus y se puede resumir asi: A cada huevo
embrionado, en condiciones estériles, se le inyecta en saco
alantoideo 0,2 ml de la correspondiente concentracién de la
substancia en solucibén salina & PBS; al mismo tiempo, se le
iﬂyecta al grupo control 0,2 ml de diluyente empleado. Se lle— 
van a estufa a 37° C y cada 12 horas, a partir de las 24 horas,
se observan los embriones, contabilizéndose las muertes y los
tiempos en que ellas ocurren. Al término del periodo de obser-
vacién, los resultados se expresan en graficas de superviven-
cia o mortalidad. Es necesario extraer, en condiciones estéri-

les, el liquido alantoideo de los huevos embrionados muertos,
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para realizar un control de estertlidad bacteriana’ y asi poder

comprobar que los embriones no han muerto por contaminacidn

con microorganismos del inoculo o en el curso de la opéracién.
' Si al comparaf las gré&ficas, una por una, de los

grupos tratados con el grupo testigo, se encuentra reduccibn

de supervivencia o aumento de mortalidad, se considera que

la substancia es téxica a esa concentracién considerada. Por

otra parte, es interesante extraer los embriones tratados,

que han muerto, y compararlos con los embriones no tratados,

para poder deducir, si es posible, de qué manera actua la

molécula problema cuando alcanza concentraciones tbxicas.

10. Control del efecto "in vitro" de los diferentes quimiote-

répicos sobre los virus.

Para comprobar el posible efecto, por contacto, de
las diferentes substancias sobre los virus en estudio, se
emplean huevos embrionados de 10 dias o monocapas continuas
de fibroblastos. Después de haber realizado la prueba de toxi-
cidad de las substancias disueltas en solucibén salina o PBS, y
tras haber suspendido también el virus en los diluyentes ante-
riores, se realiza en un tubo de ensavo un contacto directo de
las substancias(a las miximas concentraciones no tbxicas) con
los virus a distintas diluciones; esto se realiza durante dis-
tintos tiempos y temperaturas (4° C, temperatura ambiente Yy
37° C). Pasado el tiempo de contacto deseado, las mezclas "in
vitro" asf como los virus en las mismas condiciones pero sin

tratar con las substancias, se dializan frente a PBS en cémara

-4° C (con el fin de no introducir droga en el sistema biolbégico)

y se inoculan en idénticas circunstancias al grupo testigo.
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La mecdnica de inoculacibn, tanto en huevos embriona-
dos como en monocapas de fibroblastos,es la misma que la emplea-
da en la obtencibn de pases de virus y titulacidn por efectos
citopdticos respectivamente: Asi, en condiciones estériles, se
inoculan en el saco alantoideo de cada embribén (o en tubo de
cultivo o frasco hexagonal) 0,2 (0,1 y 0,3 ml respectivamente)
de los virus tratados con la droga; se establece un grupo de
embriones, de tubos o frascos hexagonales, por cada dilucidn
distinta de virus y de substancia en estudio. Paralelamente,

a los grupos testigo de virus, se les administra el mismo vo-
lumen de inbculo de virus pero sin tratar con substancia. To-
dos estos lotes de ensayo se llevan a estufa a 37° C y se
observan a partir de las 24 horas, los huevos embrionados en

el ovoscopio y las monocapas en microscopio de 6ptica inverti-
da (cada 24 horas en el primer caso y a las 18, 24 6 48 horas
en el segundo). Se llevan a 4?C los embriones muertoso a -20°

C cada toma de los cultivos consistentes en la tercera parte

de cada grupo (tratados y control).

Después de 18 horas en nevera a 4° C, para conseguir
la desaparicidn de la hemorragia en el liquido alantoideo se
abre esterilmente el huevo y se exfrae, individualmente de
cada huevo, el liquido alantoideo. Se centrifuga de 1.000 a
1.200 rpm durante 10 minutos, y con el sobrenadante se hacen
dos pruebas paralelas: una de hemaglutinacidén y la otra de
control de esterilidad bacteriaﬁa, para asegurarnos que ios
embriones no han-muerto por contaminacibén. Mientras duran las
pruebas anteriores, los liquidos alantoideos infecfados se
mantienen a -20° C, y después de desechar los que pudieran
estar contaminados, se descongela a temperatura ambiente y se

hace una titulacibn, sobre embriones de pollo de 10 dias, de
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-cada liquido alantoideo, expresando los resultados en DLESO.
Por otra parte, los resultados obtenidos en la prueba de he-
maglutinacibn se procesan estadisticamente con el fin de con-
seguir un resultado nico y representativo de cada grupo. Si
existe una reduccidbn de la DLE( 6 del titulo HA, frente al .
grupo control, se considera que la substancia es efectiva, a

dicha concentracidn, como agente antiviral.

Las monocapas de fibroblastos, que se mantienen a
-20° C, se descongelan a 37° C y se someten a tratamiento de
‘ congelacibén y descongelacidén dos veces mas con el fin de rom-
per las células y liberar el virus que podria quedar‘en el
citoplasma; después se mezclan por pipeteo vigoroso los tubos
de cultivo o frascos hexagonales de cada grupo de todas las
tomas. Se reunen en tubos de centrifuga los distintos medios
de cada grupo, y se centrifugan a 1.000 y 1.200 rpm durante
10 minutos; Con el sobrenadante se hacen 2 pruebas: una de
HA y otra de control de esterilidad bacteriana y -después
de desechar los medios infectados que pudieran estar conta-
minados- se procede a hacer una titulacidén infectiva, midien-
do los efectos citop&ticos causados por el virus sobre monoca-
pas de fibroblastos de cada grupo tratado y testigo para ex-
presar los resultados en TCIDSO. Los resultados de HA también
‘'se procesan estadisticamente como en el caso de los huevos
e@brionados. Si existe reduccidn en TCIDgy 6 en el titulo he-
maglutinante de los grupos tratados con substancias frente a
los testigos, se’considera Que la molécula es efectiva como

agente antivirdl a esa concentracibn considerada.



203.

- 11. Titulacidn de virusApor medida de la letalidad sobre

huevos embrionados.

Se parte de un nfimero determinado de huevos embrio-
nados de 10 dias, que se reparten en tantos grupos como dilu-
ciones de virus se vayan a emplear en la titulacibn mds un

grupo testigo que no ser& inoculado con virus.

El protocolo de esta técnica apenas difiere del de
la obtencidn del virus por pases en liquido alantoideo, pudien-
dose resumir de la siguiente manera: Se hacen diluciones deci-
males (en solucibn salina o PBS) de la suspensién del virus
que se quiere titular y que puede proceder de liquidos alantoi-
deos o de medios de cultivo infectados y tratados o no con
drogas antivirales. Las diluciones de virus se mantienen en
bano frfo de 2 a 4° C, inoculandose 0,2 ml de las muestras
en el saco ‘alantoideo de cada huevo embrionado. Al mismo tiempo
al grupo testigo se le inocula 0,2 ml de solucidn salina o PBS'
por la misma ruta. Se llevan todos los huevos embrionados a
estufa a 37° C. A partir de las 24 horas y hasta las 72 horas,
(las muertes ocurridas fuera de este periodo no son representa-
tivas), se observan cada 24 horas. Los que presentan muerte
del embrién se llevan a nevera a 4° C durante 6 a 18 horas, Yy
al término de este tiempo, se abren los huevos extrayendose
esterilmente los liquidos alantoideos. Se centrifuga, por se-
parado, de 1.000 a 1.200 rpm durante 10 minutos, para eliminar
restos de tejidos. De cada sobrenadante obtenido se hacen las

pruebas paralelas de HA y de control de esterilidad.

Las muertes de los embriones se contabilizan a partir
de estos datos por el método de Reed y Muench y se calcula la
DLEg,+, que nos dard el titulo infectivo del virus considerado

sobre embriones de pollo.
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'12. Efecto protector de los quimioterapicos en huevos embrio-

nados.

En este caso se trata de estudiar, en un sistema de
ensayo "in ovo", los posibles efectos de las substahcias en
las’etapas tempranas de la multiplicacibén viral. El método se-
guido en este estudio, consta de tres partes: establecimiento
de las distintas concentraciones de trabajo para cada substan-
cia,preparaciéh de las distintas diluciones de los virus en

estudio e inoculacién del f&rmaco y el virus.

Las substancias se disuelven en agua destilada este-
ril a las concentraciones previamente determinadas, se pasan
a través de filtros Millipore de 0,224 y se controla a conti-
nuacibén la esterilidad bacteriana, sembrando en caldo y agar
comn todos los filtrados. Estas soluciones estériles se repar-
ten en pequefios volumenes y se guardan a -20° C hasta su utili-

zacibn.

Inmediatamente antes de la inoculacidn y en condi-
ciones estériles, se preparan distintas diluciones de virus en
solucibn salina a pH 7; esto se hace a partir de liquido alan-
toideo, obtenido por pase sobre embriones de pollo, e infectado
con el virus que se quiere estudiar. Mientras dura la inocula-
cibn, estas diluciones de virus se mantienen en bano frio de 2
a 4° C.

La tercera parte, que corresponde a la experiencia
en si, se puede resumir ccmo sigue: con los huevos embrionados
de 10 dias, se establecen dos series de grupos de igual magni-

tud; una de ellas, previamente a la inoculacidn con virus, va
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. a ser tratada con la substancia en estudio a concentraciones-
miximas no téxicas y a distintos tiempos; a la otra serie, que
va a actuar como testigo, se le administra la misma cantidad

y a los mismo tiempos del diluyente s6lo. En nuestras experien-
cias hemos seguido el siguiente protocolo: en condiciones esté-
riles, se inyecta en saco alantoideo 0,2 ml del quimioter&pico
a distintas concentraciones previamente determinadas y después
de un periodo de 1, 2, 3 6 4 horas de incubacibén a 37° C, estos
huevos embrionadoé asi tratados, se inoculan en saco alantoideo'
con 0,2 ml de virus. Paralelamente, en otra serie testigo se
hace la misma operacibn pero sustituyendo el farmaco por el di-
luyente s6lo. Se llevan todos los embriones inoculados a estufa
a 37° C, y cada 24 horas, a partir de la inoculacidn, se obser-
van; los embriones muertos, se guardan en nevera a 4° C durante
la noche para clarificar el liquido alantoideo. Al término de '
este tiempo, se extrae esterilmente el liquido alantoideo de

cada huevo seglin técnica ya descrita.

El»iiquido alantoideo resultante de cada grupo, se
tituia en embriones de pollo de 10 dias y los resultados obte-
nidos se expresan en DLESO‘ Por otra parte los resultados obte-
nidos en la prueba de HA se tabulan de una manera similar a
como lo hicimos en el estudio del efecto "in vitro" de la droga

-sobre los virus.

Si existe una reduccibén del titulo infectivo o hema-
glutinante, o de. ambos a la vez, en un determinado grupo de los
tratados frente a su correspondiente lote testigo, se considera
que el quimioterdpico es efectivo a esa concentracién como agen-

te antiviral.
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. También resulta interesante, puesto que hemos .anotado
los tiempos en que ocurren las muertes de los embriones, compa-
rar las gr&ficas de supervivencia o mortalidad de los grupos
tratados frente a sus respectivos grupos testigos; asi cabe
considerar a la molécula como quimioter&pico antiviral cuando
exista un claro aumento de supervivencia o una disminucidn de

la mortalidad.

13. Control del efecto antiviral sobre fibroblastos

El método de estudio aqui aplicado, es similar al
descrito anteriormente "in ovo". Las substancias a utilizar,
ya filtradas a través de Millipore de 0,224, y mantenidas a
-20° C, se llevan a lasconcentraciones deseadas para el ensa-
yo; el mismo dia de la experiencia, se hacen diluciones deci-
males (en PSB) de liquido alantoideo infectado por el virus a
ensayar y para no alterar la proporcién de composicién del me-
dio que bana las cé&lulas en el momento de inocular el virus,
se hace la filtima dilucibn decimal en MFM; con &sta se inocu-
larén los tubos de cultivo o frascos hexagonales. Mientras
dura la inoculacidbn, las diluciones virales se mantienen en
bano frio de 2 a 4° C.

La experiencia responde al protocolo siguiente: Una
vez formadas las monocapas continuas de fibroblastos de embrién
de pollo, sobre las paredes de tubos de cultivo o frascos hexa-
gonales, se elimina el MFC en condiciones estériles, y se lavan
las monocapas eon PBS templado que se elimina. Con estos culti-
vos se hacen dos grandes series (A y B) mds un grupo (2) que
actuard como testigo de las monocapas de fibroblastos. Una de

las series (A), se dividir§ en tantos lotes como concentraciones
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‘de la substancia a estudiar queramos ensayar. Dentro de cada

lote se haran tantos subgrupos como tiempos de incubacibn de
las monocapas con la droga se quieran considerar (previos a la
infeccibn con virus). A su vez, estos subgrupos deben tener un
nGmero suficiente de cultivos como para permitir tres tomasvéu—
cesivas. En todos los casos, a las monocapas libres de MFC y
lavadas con PBS, se anade MFM, con la concentracidén deseada
del firmaco, a razbn de 0,9 ml 6 9 ml por tubo o frasco respec-
tivamente. Otro tanto se hard con la serie testigo (B) que no

ser8 tratada con el f&rmaco.

Paralelamente, a la serie testigo (B), se le anade
0,9 6 9 ml de MFM sin quimioteripico. Al otro grupo testigo
de células (Z), se le afiade 1 ml 6 10 ml de MFM por tubo o

frasco, respectivamente, sin la substancia; este grupo testi-

~go tampoco recibe virus y sirve para conocer la multiplicidad

celular normal.

Todos estos cultivos se llevan a estufa a 37° Cy 1,
2, 3, 6 4 horas después (en A) seglin el subgrupo, se inoculan
con 0,1 6 0,9 ml de virus suspendido en MFM a las concentra-
ciones determinadas, por tubo o frasco hexagonal respectiva-
mente. Al mismo tiempo, y en las mismas condiciones, se inocu-
lan los cultivos de la serie testigo con el mismo volumen de
virus y a la misma dilucibén. Se vuelven a llevar a estufa a
37° C, y a las 18, 24 y 48 horas se observan los efectos cito-
péticos causados’ por el virus. También se examinan las monoca-
pas correspondientes al grupo testigo de células (Z) para com-
probar que estas se mantienen en estado normal. Inmediatamente
después de realizada la observacidn microscopica, se realiza la

correspondiente toma de cada subgrupo, tanto de tratados como



. no tratados, y que. corresponde a una tercera parte de todos
los individuos de este subgrupo; estos cultivos se llevan a
-20° C y tras un doble proceso de descongelacibén répida a

37° C y congelacibn a -20° C de cada monocapa -para proceder
a la rotura de las células- se pipetea fuertemente para con-
seguir un maximo de virus en el MFM que las bana. Se reunen
los MFM infectados de cada toma, y se centrifugan a 1.000 a
1.200 rpm durante 10 minutos. Los sobrenadantes se recogen
estérilmente y en ﬁna pequena muestra de cada uno de ellos

se realizan dos pruebas paralelas: una de HA y la otra de
control de esterilidad bacteriana, manteniendo mientras tanto
los sobrenadantes a -20° C. Una vez comprobada la esterilidad
de cada toma, se descongelan a 37° C y se realiza individual-
mente una titulacidén a través de los efectos citopé&ticos pro-

ducidos en los fibroblastos.

Las DICTg, de cada toma, se comparan entre si y con
los testigos y los resultados de la prueba HA se tabulan como

siempre.

Una reduccién del titulo de infectividad o del tfitulo
HA de cualquier toma tratada con el quimioterdpico, en relacibn
" con su correspondiente toma testigo, nos indica que la substan-

cia es efectiva a una concentracidn y tiempo determinados.

14. Determinacidn de la tolerancia crénica de los pollos para .

los quimiotex§picos.

Para determinar la tolerancia crénica en pollos para
el adamantano, amantadina y D-glucosamina, se administraron

estas substancias por via endovenosa (250 mg/Kg) durante 10 dias.
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sucesivos; a un lote de 10 animales. En este tiempo - se llevd
un control riguroso sobre el comportamiento de estos animales
asi como de su peso,vcomparandolo con animales no tratados.
Se determind asimismo, la tolerancia cronica en una pauta que
difiere'ligeramente con'la anterior; se administraron a 10
pollos también por via endovenosa y en la misma dosis estas
substancias durante 5 dias seguidos dando un reposo de 3 dias
y se repite este proceder dos veces mas. Todo ello hace un
total de 15 inoculaciones durante 24 dias. La observacibn de
los animales tratados fue la misma que la llevada a cabo en
la primera parte. Se realiz6 la autopsia de los 10 animales
tratados 15 dias después de la filtima inoculacién con el qui-
mioter&pico correspondiente no encontrandose signo alguno de
alteracién o degeneracidn en bazo, higado, rifones, corazbn,

pulmones e intestino.

15. Control de la inmuno-respuesta humoral anti-virus (NDV,

FPV, influenza y Sendai).

Para la obtencidn de sueros hiperinmunes de pollo
frente a los virus ND, FP, influenza y Sendai hemos seguido

el protocolo siguiente.

a) Preparacibén de antigeno. Se hace una suspensibn
de liquido alantoideo que contiene el virus correspondiente
en solucidén salina hasta alcanzar una actividad infectiva

4 DICT. El virus es inactivado con B-propio-

equivalente a 10
lactona (B-hidroxi-propionona BPL; FLUKA. A.G. Suiza) afhadi-
da a la suspensidn de virus hasta alcanzar una dilucidén final
de 1/3.000. La suspensidn se mantiene ¢n agitacién lenta du-
rante 2 horas a 37° C. Se comprueba la inactivacidén por inocu-

lacidn de esta suspensidn asi tratada, en pollos de 20 dias
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de edad, a dosis de 0,5 ml por. via intramuscular y én huevos
embrionados de 10 dias, a dosis de 0,2 ml en cémara alantoi-
dea; la ausencia de muerte en animales y embriones indican

la inactivacion total del virus.

El‘antigeno asf preparado es mezclado v/v con coad-
yuvante oleoso (1 parte deArlace;+ 9 partes de Bayol, pro-
cedentes ambos de Atlas Chemical Industries, Wilmington EE.UU).

Esta mezcla se homogeniza esterilmente en homogeni-
zador M.S.E. refrigerado hasta conseguir una emulsion estable

de aspecto lechoso.

b) Pauta de inmunizacibn. Esta suspensibén es inocu-
lada en dosis de 1 ml por via intramuscular a pollos de 1 Kg
de peso. Esta inoculacibn se repite 2 veces mas con intervalos
de 8 dias.

c) Obtencidén de suero hiperinmunes. Ocho dias después
de la iltima inoculacidn se hace sangria a muerte por puncibn
intracardiaca recogiendose esterilmente los sueros seg{in hemos

resenado anteriormente.

d) Control de anticuerpos. Siete dias después de cada
iﬁoculacién de la suspensibn viral se hicieron sangrias de
prueba para efectuar el control de actividad del suero'por
medio de las téchicas de IHA.

e) Obtencibn de sueros hiperinmunes en animales
tratados con gquimioterapicos. Se ha seguido la misma pauta

de inmunizacidn inoculando 250 mg de la droga/kg por via
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- -endovenosa diariamente durante 5 dias en el periodo de los 8
dias comprendidos entre cada inyeccidn de antfgeno mas los 5
dias previos a la primera inyeccidén. Para mas detalles puede
consultarse el trabajo de RONDA y cols, (1966) de donde hemos

tomado esta técnica.’

16. Induccidn y titulacibn de interferdn sobre cultivos celu-

lares tratados con los quimioterépicos y antibibticos.

Para la induccién de interferdén sobre fibroblastos
de pollo, hemos seguido la técnica descrita por RONDA y ALON-

SO (1974) gue a grandes rasgos es como sigue:

Determinacidén de la toxicidad de los quimioteré&picos
para las células. Previamente fue fijada la toxicidad en las
pruebas previas de actividad de los quimioterépicos frente a
los virus habiendo determinado las curvas de viabilidad celular
en tratamiento con amantadina, adamantano y D-glucosamina. En
Resultados encontraremos que para amantadina y adamantano dosis
de 100 y son absolutamente'atéxiqas, siendo de 800 y para la

D-glucosamina.

En nuestros experimentos en induccidn de IF, hemos
utilizado dosis para la amantadina y adamantano de 100, 50 y
25'Y'/ml de medio y para D-glucosamina, 800, 400 y 200 ¥ /ml de
medio. o :

Inactivacién de los virus a 37° C. Para obtener mas
altos titulos de IF y para obviar el répido efecto citopédtico de

los virus empleados, se llevd a cabo inactivacidn manteniendolos
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en estufa a 37° C. Con este fin se hicieron suspensiones de
los virus ND, Ff, influenza y Sendai en PBS hasta lograr un
titulo de 10°
ciente para tener el material bioldgico necesario, fueron

DICT/ml; estas suspensiones, en cantidad sufi-

mantenidas a la temperatura de 37° C. Cada 12 horas fueron
efectuadas tomas de muestra que inoculadas en cultivos celu-
lares, sirvieron para fijar el momento en el cual se preseﬁta
la inactivacién total del virus. En esta situacidén la inocula-
cibén del material infectivo no da lugar a efectos citop&ticos

en los cultivos ni a muerte en huevos embrionados.

En cada toma de muestras se ha determinado, ademés

del poder infectivo, el titulo hemaglutinante.

Induccibn del interferb6n en presencia de quimiote-
répicos. Los virus termoinactivados fueron inoculados sobre
fibroblastos en frascos de cultivo pyrex hexagonales; después
de un periodo de adsorcibn de 2 horas, se anadi6 MFM. Se reco-
gieron muestras del medio 24 y 48 horas después de la inocula-
cidén del Virus y fue determinado el titulo de interferén de
estas muestras. Se siguibé el mismo método de induccibén de IF
en presencia de los quimioterdpicos, afadidos al medio 36, 24

y 12 horas antes o.2 horas después de la inoculacién del virus.

Los quimioterapicos se afiadieron en dosis unica en cada uno de

los tiempos indicados.

Induccidn de IF en presencia de antibidticos. Se ha
seguido una técnica idéntica a la llevada a cabo con los qui-
mioterdpicos, pero en tratamientos de los cultivos celulares

con antibibdticos en tiempos de 4 y 2 horas antes de la infec-
cién, simultaneamente con el virus y 4 y 2 horas posteriormente.
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La toxicidad de rifampicina y rifamicina para los
fibroblastos ha éido determinada por RONDA y ALONSO (1974) y
en nuestros ensayos se han utilizado concentraciones de 100,
50, 10 y 5 /ml de medio para la rifampicina y de 10 y 5
péra la rifamicina; para la bleomicina se han utilizado con-
centraciones de 50, 10 y 5 ng dosis atégicas fijadas por
RONDA y ALONSO (1975), y para la cromomicina dosis de 1 y 0,5
ng fijadas igualmente por RONDA y cols (1967). Hemos utilizado,
igualmente, el VSV para la titulacidén del IF.

Titulacién del interferdn. Todos los interferones
inducidos en estas cé&lulas, tanto tratadas como no tratadas
con los quimioterépicos fueron titulados por método de DULBECCO
(ver pég. 142). Para esta préctica se hicieron diluciones de |
los medios nutritivos que caatendrén el interferdn liberado de
las células, tanto tratados como no tratados con los quimio-
terdpicos. Estas dlluc1ones de pretendido IF, efectuadas sobre
medio de mantenimiento son afiadidas a cultivos de fibroblastos
en placas de Petri y mantenidas en estufa de CO2 al 5%, des-
pués de 18-24 horas de incubacién a 37° C, el interferdn fue
eliminado y los epitelios lavados dos veces con PBS. Las célu-
las fueron infectadas con VSV diluido hasta contener 100 uni-
dades formadoras de placas infectivas, este virus es conside-
rado como virus de ataque, y por tanto interferido. El recipro-
co de la dilucidn a la cual el nfimero de placas o marcas 1nfec—
tivas es reducido en un 50% comparado con las que aparecen ‘en
controles no tratados con interfer6én se consideran como unida-

des interfer& (UI).
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17. Induccidn y titulacibn de interferén en pollos-tfatados

con quimioterépicos y antibidticos.

Para la induccién de IF se han utilizado los cuatro |
virus estudiados pero sin efectuar la termoinactivacibn, habien-
do segqguido la pauta y protocolo de RONDA y ALONSO (1976)

Induccibn de interferdn.- En grupos de 5 pollos

- Leghorn de 1 mes de edad con peso de 120 a 170 gr se hicieron
inoculaciones por via endovenosa de liquido alantoideo de hue-
vos infectados con NDV, FPV, influenza o Sendai. La dosis ino-
culada fue de 0,3 ml de una suspensibén de liquido alantoideo

correspondiente a 105 DICT. Se hizo mezcla de los sueros y se

- determind el titulo de interferdn.

Induccibn de interferdn en presencia de quimioter&pi-
cos.- Se siguib el mismo proceder pero administrando las drogas
en inoculacibén endovenosa finica de 250 mg/Kg 6 100 mg/Kg, 36,
24 y 12 horas antes 6 2 horas después de la infeccidn con el
virus. Igualmente se llevd a cabo la mezcla de los sueros obte-

nidos dentro de cada grupo determinando el titulo IF.

_ Induccibn de interferdn en presencia de antibiéticos.-
La pauta difiere de la anterior en que se administran los anti-
bibéticos en dosis finicas de 250 6 100 mg/Kg por via intravenosa

para la rifampicina y rifamicina y de 6 y 3 mg/Kg para la bleo-

micina y cromomicina, igualmente por via intravenosa. La adminis-
tracibén se llevd a cabo 4 y 2 horas previamente a la inyeccidn
con el virus, simultaneamente con el virus, y 4 & 2 horas poste-
riormente. Se hicieron mezclas de los sueros de cada grupo y se

determind el poder interferodn.
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Cada determinacibn en horas y cantidades de drogas
se ha llevado a cabo sobre grupos de 5 a 7 pollos de los ca-

racteristicos expuestos anteriormente.

Recogida de los sueros e inactivacibén de los mismos.-
Teniendo en cuenta que el midximo titulo.de IF en suero se obtie-
ne entre 4 y 6 horas después de la induccibén con el virus se
hicieron esterilmente sangrias a muerte por puncidén intracardia-
ca. Los sueros fueron recogidos también esterilmente y mezclados.
En estas determinaciones "in vivo" fue imprescindible hacer 1la
inactivacidén de los virus presentes en el suero, dado que su
presencia dar&i lugar a la destruccibén de tejidos en las prue-
bas de titulacién que impediria las lecturas de resultados. La
inactivacibén se llevd a cabo‘por medio de didlisis de los sue-~-
ros a pH 2,2 durante 24 horas a 4° C y posterior neutralizacibn
por 2 didlisis a pH 10 a 4° C (24 horas). En caso de no haber
obtenido un pH 7 - 7,2 se alcaliniz® con bicarbonato al 8%. El
interferdn presente en los sueros, resiste pH extremos entre 2
y 12; efectuadas pruebas de inactivacién del virus y esterili-

dad bacteriana, pasamos a la titulacién de interferdn.

Titulacién de interferén.- Los sueros fueron titula-
dos sobre fibroblastos siguiendo la misma técnica que se detalld

‘en el capitulo anterior utilizando el VSV.como virus interférido.



Iv. RESULTADOS

Parece 16gico senalar al comienzo de este capitulo
de Resultados la dificultad que supone resumir tanto cuanto
sea posible el gran nfimero de datos obtenidos en esta parte
experimental teniendo en cuenta gue hemos trabajado con cuatro .
virus distintos ensaydndolos sobre cultivos celulares y también
sobre huevos embrionados, todo ello frente a cuatro substancias
distintas en cuanto a sus efectos antivirales y otros tres ade-

més para conocer su influencia sobre la induccidn de interferén.

De aqui que consideremos oportuno ir agrupando los
diferentes resultados en los mismos apartados que se senalan en
el protocoloexperimental para después considerarlos en capitulos

por - separado.

1.~ Estudios previos acerca de los sistemas biolbgicos

Antes de nada nos vimos precisados a controlar lo
mas exactamente posible las condiciones de crecimiento de los
fibroblastos de pollo que ibamos a utilizar en sus dos tipos
de medio (crecimiento y mantenimiento) modificando aquellos
nutrientes que seglin experiencias previas podrian afectar a la

viabilidad celular, tales como suero fetal de ternera, hidroli-
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zado de lactoalbfmina y extracto-de levadﬁré.

Seguidamente sobre los sustratos de mantenimiento
cuyas proporciones de nutrientes resultaron las idéneas para
nuestros propSsitos experimentales, determinamos las corres-
pondientes curvas de toxicidad para las distintas substancias,
fijamos el grado de infectividad requerido y finalmente reali-
zamos una experiencia control del sistema biolfgico para una

interaccién virus-quimioterépico.

1.1. Cunrvas de viabilidad celulan

De acuerdo con lo senalado en el capitulo de Técnicas,
sobre el medio b&sico de Hank's estudiamos la influencia de dis-
tintas proporciones de suero fetal de ternera (Fig. 11), hidro-
lizado de lactoalbfmina (Fig. 12) y extracto de levaduras (Fig.
13). De las distintas concentraciones de nutrientes empleados
asf como de las variaciones en el crecimiento celular durante
las primeras 48 horas dan idea las figuras anteriormente cita-

das.

Como puede verse en la Fig. 11, la concentracidn de
2% en el medio de crecimiento y del 1% en el medio de manteni-
miento producen ﬁna alteracién en el normal crecimiento que
conduce a una disminucién en el n@mero de células. Asimismo
las concentraciones de 10 y 15% (crecimiento) y de 5 y 10%
(mantenimiento)'dan lugar a desprendimiento de la monocapa

por exceso de acfimulos celulares.

"Aplicando los mismos criterios de observacibn, en la
Fig. 12 se comprueba que concentraciones de hidrolizado de lac-
toalbimina de 0,5 y 1 Mg/ml en ambos medios, dan lugar a una
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reduccién en el nfimero de células vivas, mientras que concen-
traciones de 3/%9 y mas altas producen el mismo fenbmeno de

desprendimiento de los cultivos en monocapa.

Finalmente la Fig. 13 nos senala que concentraciones
de 0,1 y O,S‘Mg de extracto de levadura/ml no son suficientes
para una normal viabilidad celular en ambos medios, en tanto
que concentraciones de 2 Mg/ml y mayores dan lugar a desprendi-

mientos variables de la monocapa.

Asi vistos los datos, el medio mas adecuado para
nuestros prop6sitos experimentales habria de ser el de Hanks's
con una concentraci6én de 4% de suero fetal bovino ( 6 2% para
mantenimiento) mas 2,&9 de hidrolizado de lactoalbfimina/ml y
1/ug de extracto de levaduras/ml.

En efecto, sobre este medio se han efectuado todas
las experiencias llevadas a cabo con cultivos de fibroblastos

de pollo.

1.2. Determinaciones de toxdLeddad

Subsiguiente a la determinacibén de la idoneidad de
los medios de crecimiento y mantenimiento pasamos a estudiar
las concentraciones de quimioterépico que era posible utilizar
para cada substancia sin que se produjeran alteraciones en las

. .

células.

Esto se realiz6 segfin se indica en el apartado de
Técnicas, determinando las curvas de viabilidad celular para

contactos de 48 horas de duracibn, que es el tiempo de trata-



222,

miento que se ha juzgado como oportuno en nuestro protocolo
experimental. Las determinaciones se han efectuado en presen-
cia de adamantano (Fig. 14), amantadina (Fig. 15)y D-glucosa-
mina (Fig. 16) a las concentraciones qué se indican en los

gr&ficos.

En cuanto a las otras substancias utilizadas tales
como cromomicina, bleomicina, rifampicina y rifamicina exis-
tianen nuestro laboratorio datos previos sobre sus efectos
t6xicos para fibroblastos y por tanto no tuvimos necesidad

de realizar este tipo de experiencias.

En los resultados que siguen se puede ver que las
moléculas de adamantano y amantadina en cuanto a su efecto
t6xico son coincidentes ya que concentraciones superiores
a las 100 'y /ml empiezan a disminuir la viabilidad celular

y el efecto es proporcional a la concentracibn.

Para la D-glucosamina concentraciones de 800 X /ml
enpiezan a producir ligeras alteraciones en la viabilidad ce-
lulér a partir de las 36 horas en tanto que para concentra-
ciones superiores la supervivencia celular empieza a ser afec-
tada antes de las 12 horas y su efecto es claramente propor-

cional a la concentracibn.

En cuanto al efecto téxico de estos quimioter&picos
sobre huevos embrionados de 10 dias se estudiaron las curvas
de supervivencia en funcibén del tiempo y para unas concentra-

ciones comprendidas entre 0 y 3000Y /0,2 ml (Fig. 17).
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"Como puede verse una vez mas las moléculas de ada-
mantano y amantadina exhiben una mayor toxicidad no debiendo
emplearse para este tipo de ensayos a concentraciones superio-
res a 400y /0,2 ml para la amantadina y 600 X’/O,Z ml para
el adamantano, mientras que la D-glucosamina puede éer utili;

zada en concentraciones casi 5 veces mas elevadas.

A la vista de estos resultados y con los antecedentes -
que teniamos correspondientes a las otras substancias a ensayar
se han utilizado en este Memoria las concentraciones gque a con-

tinuacibn se indican.

Substancias Dosis y sistema biolb6gico empleado

Cromomicina 1-0,5 ng/ml fibroblastos y 6-3 mg/Kg para pollos
Adamantano 100 y 50!’/m1 para fibroblastos; 600 y 400 §y /huevo

embrionado; 250 y 100 mg/Kg pollo

Amantadina 100 y 50 ¥/ml para fibroblastos; 400 y 200 Y /huevo
embrionado; 250 y 100 mg/Kg pollo

D-glucosamina 800 y 400 ¥ /ml para fibroblastos; 2000 y 1000 §” /huevo
embrionado; 250 y 100 A mg/Kg pollo

Rifampicina 100, 50 y 10 €/ml para fibroblastos; 250 y 100 mg/Kg

pollo
Rifamicina 10 y 5 ¥ /ml para fibroblastos; 250 y 100 mg/Kg pollo
Bleomicina 50, 10 y 5 ng/ml para fibroblastos; 6 y 3 mg/Kg pollo

1.3, Ensayos de inkectididad vinal

Dado que los virus utilizados en este trabajo son
habitualmente empleados en nuestro laboratorio, tenemos un

perfecto conocimiento de los datos de infectividad, titulacidn
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y preparacibn de las dosis infectivas paré éultivds‘éelulares
y letales para huevos embrionados o pollos. Asi, en cada caso,
al exponer los resultados iremos indicando las dosis infecti-

vas o letales utilizadas.

1.4. Contrnol del sistema para una interaccidn virus-qui-

miotendpico.

Antes de iniciar el estudio del efecto antiviral de
los distintos quimioteré&picos hemos querido ensayar para dos
virus representantes de cada clase de mixovirus, FPV como
"ortho" y NDV como "para", frente a una de las substancias
(cromomicina) y empleando los dos sistemas biol6gicos que

habriamos de ensayar.

El hecho de que tuvieramos ciertos antecedentes
sobre la accibén de la cromomicina, segfin se cita en la biblio-
graffa, nos habria de permitir un mejor control de los distintos

pardmetros experimentales en los sistemas de ensayo.

En primer lugar estudiamos las variaciones de titulo
hemaglutinante y capacidad infectiva de estos virus cuando se
mantienen en contacto previo con la substancia antes de'produ-
cir la infeccibn en el cultivo de fibroblastos. En resumen, el
sistema de ensayo consisti6 en establecer diluciones volumen a
volumen de la cromomicina en liquido alantoideo virus-infectado,
cuyos tfitulos hemaglutinante e infectivo han sido previamente
determinados, y después de los contactos variables a 37° C que

se indican en los resultados de las figuras 18 y 19 se inocula
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‘g los cultivos de fibroblastos para determinar al cabo de 24

y 48 horas las variaciones en el poder infectivo. En series
aparte se determinan las posibles modificaciones que se hayan
podido producir en el titulo hemaglutinante del virus contenido
en el liquido alantoideo durante estos contactos previos con .
cromomicina. Dichos resultados no aparecen reflejados en las
figuras puesto que no obtuvimos apenas variacifén en el nivel

de titulos hemaglutinantes.

Como puede verse en las figuras anteriores aparece
una cierta actividad antiviral frente a ambos virus ND (Fig.
18) y FP (Fig. 19) que es mas patente al cabo de 24 horas y
para contactos de 90 y 120 minutos, observdndose asimismo
- discretas diferencias proporcionales a la dosis de antibibtico

utilizado.

Cabria pensar, dado los resultados obtenidos para
los titulos hemaglutinantes =-para los que no se aprecid va-
riacibn- que esta actividad estd condicionada a una accibn
"in vivo" por minimas concéntraciones de substancia asociada
al virus y que son inoculados junto con €l a los fibroblastos

en la segunda fase del ensayo.

Cuando este tipo de experiencias se realiza sobre
series de huevos embrionados se obtuvieron los resultados que
se indican en el cuadro IX. Las condiciones experimentales son -
idénticas a las senaladas para fibroblastos aunque utilizando
tan sdlo una dosis de cromomicina para la fase de contacto pre-
vio en liquido alantoideo (1 ng) y la infeccibén se realizb con
0,2 ml del material infectante asi tratado; las inoculaciones

fueron efectuadas en saco alantoideo y los resultados se anota-
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ron a las 24 y 48 horas pero los datos del cuadro estdn refe-

ridos a totales acumulativos de las 48 horas.

Segfin estos resultados la accién, una vez mas parece
producirse "in vivo" puesto que apenas hay variaciones signifi-
cativas en el titulo hemaglutinante y la disminucibn de infec-
tividad tampoco guarda.una estrecha relacibén con el tiempo de
contacto sobre todo para ‘el NDV. De este modo‘pusimos a punto
ambos tipos de ensaybs biol6gicos sobre cultivos celulares y
huevos embrionados, al mismo tiempo que comprobamos la accibén

de un antibi6tico inhibidor de la sintesis de &cidos nucleicos.

2. Estudios sobre actividad antiviral

A la vista de los resultados obtenidos en las pruebas
que preceden hemos considerado oportuno ensayar los quimioteré&-
picos adamantano, amantadina y D-glucosamina en sistemas de
huevos embrionados, puesto que la lectura de resultados parecia
mas demostrativa y una vez encontradas condiciones mas facil-
mente determinables de actividad biolbgica antiviral acudiamos

al ensayo sobre cultivos celulares.

2.1, Ensayo de quimioternfipicos actuando en estados temphra-

nos de La infeccibn virnal.

Para este propbsito acudimos al ensayo de moléculas
del tipo adamantano y amantadina. En los histogramas represen-
tados en la Fig. 20 se recogen todos los datos del efecto de
tratamiento ., sobre FPV, con adamantano durante 1 hora (&), 2
horas (B).y 4 horas (C) a distintas temperaturas de contacto
"in vitro" para las cuatro concentraciones del quimioter&pico

que se indican en la figura.
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De la ﬁisma manera se realizaron experiencias sobre
NDV (Fig. 21), Sendai kFig. 22) e influenza (Fig. 23) con vis-
tas a determinar si apafecian variaciones de comportamiento
que estuvieran condicionadas por diferencias en la naturaleza

del virus.

Pese al gran nmero de ensayos efectuados y al extre-
moso cuidado mantenido en la determinacién de los datos, los
resultados obtenidos carecen de significacibn y no fueron en
absoluto alentadores. Como puede verse, las escasas diferencias
de aumento de tiempo en supervivencia que aparecen en algunas
experiencias (sobre todo en la dosis de 1000 ¥ /0,2 ml) no re-
sultan confirmadas por el resto en que, en ocasiones, no exis-
ten diferencias y otras veces es ligeramente mayor la supervi-

vencia en embriones no tratados que en los tratados.

En cualquier caso si nos parece observar que los in-
crementos en el tiempo de 2 a 4 horas carece de significacidn
y que los virus FP y ND (Figs. 20 y 21 respectivamente son algo
mas resistentes a la acci6n del adamantano -sobre todo el FPV-

que los Sendai e influenza (Figs. 22 y 23 respectivamente).

En cuanto a la influencia de la temperatura mantenida
durante el contacto virus~-quimioterépico parece observarse’
-como tendencia- que la de 37° C es la que resulta algo mas

efectiva.

Por filtimo, en relacidn con las dosis de quimiote-
répico empleado, la mayor frecuencia de resultados indicativcs
de una ligera actividad aparecib siempre para la concentracidn

de 1000 X’ /0,2 ml para los cuatro virus ensayados.
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Procedimiento similar a; estudié fue el-qﬁé segui-
mos con amantadina en experiencias de contacto con FPV (Figq.
24), NDV (Fig. 25), Sendai (Fig. 26)e influenza (Fig. 27) y
consideraciones anfdlogas las que se obtuvieron comparadas con.
el adamantano. Nos parece observar una cierta tendencia hacia
la amantadin-sensibilidad en los virus influenza y Sendai sobre
todo en los tratamientos correspondientes a 4 horas y a 37° c
de temperatura.

A la vista de los resultados para experiencias de
contacto directo "in vitro" entre virus y quimioterdpico ini-
ciamos otro tipo de pruebas en las que se ensayaron estas mis-
mas substancias (adamantano y amantadina) sobre FPV y NDV como

representantes de ortho y paramixovirus respectivamente.

El tipo de ensayo que consideramos id6neo para poder
dilucidar de una manera definitiva si existe actividad de es-
tas substancias frente a los virus indicados consistif en una
modalidad de pruebas "in vivo" sobre huevos embrionados de 10
dias.

Estos embriones fueron sometidos a un tratamiento pre-

ventivo con adamantano (600 § /0,2 ml) y amantadina (400 ¥y /0,2
ml) a 37° C y tiempos variables (1, 2, 3 y 4 horas respectiva-
mente) . En estas condiciones los huevos embrionados se incuba-
ron con las dos dosis infectivas que se senalan en los resul-
tados y se volvieron a incubar a 37° C controlando los resulta-
dos cada 12 horas en funcién de la mortalidad de los embriones
anotidndolos como indices acumulativos seglin se indica en las
figuras 28 y 29 que corresponden a ademantano y amantadina

respectivamente. -
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Tiempo medio de supervivencia de embriones

Tiempo medio de supervivencic de embriones

- Embriones inoculadas con 100 DLExp/0,2m1 Embriones inoculodos con 1000 DLEx5/0,2 mil
Embriones tratados con 600 §/0,2ml . Embriones tratados-con 600 370,2mi
{0 Embriones sin tratar ) O Embriones sin trotar
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Tiempo en horas de la administracion del quimioterapico previo a la infeccion por virus

Fig. 28.- Efectos de distintos tratamientos previos con adamantano
(600 Y /0,2 ml) sobre 102 y 103 DLE., de FPV (A) y NDV
(B) contenidos en 0,2 ml e inoculadds en huevos embrio-
nados de 10 dias.
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y NDV (B) contenidos en 0,2 ml e inoculados en huevos
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Al considerar los resultados comparativamente entre
ambas substancias y vifus parece claro que la amantadina es
mas activa que el adamantano sobre todo en FPV; mé&xime teniendo
en cuenta que de esta Gltima se utilizaron concentraciones mas

.

altas.

Asimismo se aprecia diferencias de actividad en fun-
cibn de la dosis infectiva utilizada ya que los resultados de
proteccidén antiviral son mucho m4s patentes cuando se utilizan
100 DLE.

Para las experiencias de amantadina y FPV parece ob-
servarse una ligera ventaja en las protecciones previas de dos

horas de intervalo.

2.2 Ensayo de quimioftendpicos que actuan a nivel de

nevestimiento del vinidn

Para este propfsito realizamos experimentos con ami-
noazfcares tales como la D-glucosamina y la D-galactosamina,
pero di&ndose la circunstancia de que esta fltima presentaba
una acusada toxicidad, los ensayos definitivos fueron realiza-

dos tan sb6lo con D-glucosamina.

En primer lugar se realizaron experimentos de contac-
to "in vitro", segfin es habitual en nuestro laboratorio, de
acuerdo con un protocolo experimental andlogo al realizado con

adamantano y amantadina.



247 .

Los datos obtenidos quedan representados para los
distintos virus utilizados en la Fig. 30 (FPV), Fig. 31 (NDV),
Fig. 32 (Sendai) y Fig. 33 (influenza).

Al considerar los datos obtenidos vemos que también
a este nivel de accibn antiviral los experimentos "in vitro"
son poco demostrativos ya que aunque se aprecian algunas ten-
dencias de proteccidn en ciertos lotes de los ensayados estos
resultados son de una posifividad escasa y se producen aleato-
riamente con independencia de la temperatura de contacto y la
dosis. Ello hizo gque acudieramos a otros tipo de experimentos
en los que el tratamiento con D-glucosamina se hacia "in vivo"
por inoculacidén previa de la substancia en huevos embrionados
a intervalos diferentes de 1, 2, 3 y 4 horas antes de 1la infec-

cibén con el virus correspondiente.

En serie de experimentos de proteccibn "in vivo" se
introdujo como otro paré@metro variable la potencia infectante
del virus modificando su dosificacidn expresada en DLESO; asi
se utilizaron seglin se puede ver en los resultados 107 y 103
DLE50 de virus FP y ND como representantes de ortho y parami-

xovirus.

En la figura 34 se pueden observar los primeros re-
sultados de estos experimentos de proteccibén "in vivo" sobre

huevos embrionados.

De los datos obtenidos que anteceden se puede obser-
var una cierta capacidad protectora antiviral de la D-glucosa-
mina. Esta accibn es algo mas patente para el FPV 'y desde luego

con ambos virus se aprecia claramente la influencia de la dosis
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infectante ya que en las series inoculadas con 103 DLE50, la
proteccibn era practicamente nula. De aqui que en las experien-
cias sucesivas utilicemos siempre la dosis infectiva de 102

DLE50 en el caso del empleo de huevos embrionados.

2.3. Ensayos comparativos de accldn quimfoterndpica anti-
virnal a distinto nivel biogquimico. ‘

Una vez conocidos los datos que preceden se ha pre-
tendido hacer estudios simultaneos en los tres quimioterdpicos
para poder establecer un examen comparativo entre los dos meca-
nismos de accibn antiviral, a nivel de los estados tempranos
de infeccibn y la fase de recubrimiento viral. Estos ensayos
se realizaron mediante diferentes pruebhas de proteccidn sobre
fibroblastos y sobre embriones valorando los resultados en fun-
cibn de variaciones en el titulo hemaglutinante, disminucibn
del poder infectivo para fibroblastos o letal para embriones

y en funcidén del tiempo de supervivencia de estos filtimos.

Previo a todos estos estudios tuvimos que realizar
unas experiencias para la determinacién del poder citop&tico
de los distintos virus con vistas a su titulacibn. Estas expe-
riencias que se llevaron a cabo de acuverdo con lo indicado
en Material y Mé&todos dieron resultados de los que pueden‘éer-
vir de ejemplo la Fig. 35 en cuyas fotografias se pueden ver
las variaciones que se producen en la apariencia normal de
fibroblastos hasta llegar a una imagen citolitica al cabo de
las 48 horas. Dichas im&genes corresponden a una infeccién
por FPV, pero son semejantes a los que obtuvimos con cualguiera

de los otros tres virus.
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Fig. 35.- Variaciones en el aspecto normal (A) de fibroblastos
de pollo. Infectados con FPV (103 DICT) al cabo de 24,
36 y 48 horas después de la infeccién (B, C y D respec-
tivamente) (150 x) ver p&gina siguiente.
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Como puede verse a las 24 horas de la infeccién
empiezan a apreéiarse microzonas de lisis con alteraciones
en la morfologia celular; estas zonas de lisis van conflu-
yendo hasta producir islotes de cé&lulas cada vez mas degene-
radas hasta quedar reducidas a istmos celulares de aspecto

caracteristico y precursores de la completa lisis celular.

En cuanto a las pruebas de proteccibén sobre fibro-
blastos se utiliz6 un protocolo experimental consistente en
establecer series de contactos de cada quimioter&pico durante
tiempos variables de 1 a 4 horas con el fin de conseguir que
el quimioterfpico llegara a la intimidad de las estructuras
celulares antes de que estas hubieran de soportar la infeccibn

viral.

Los cuadros X, XI, XII y XIII recogen los resultados
sobre variaciones en el titulo hemaglutinante de cultivos de
fibroblastos infectados con FPV, influenza, NDV y Sendai res-
pectivamente en presencia de distintas dosis de adamantano,

amantadina‘y D-glucosamina.

Como puede verse, en términos generales resultaron
mas sensibles los orthomixovirus que los paramixovirus y la
accibn sobre la capacidad hemaglutinante es mas intensa en el
orden de D-glucosamina, amantadina y adamantano, asimismo se
observa que contactos de 4 horas son los mas efectivos y tam-
bien se aprecia en casi todos los casos un efecto proporcional

a la concentraci6én del quimioter&pico.



OjuaTWIUIIURW P OTPAW SP Tw/ R ue uejussaidol s SISOP seT ()

se1oy ua OpPIPOW (f£)

ugTorUTWIS3Sp Iod SOqN3 ¢ Op B{OzZAW BT 9P SIURUTINTHRWSY OTNITI T2 PIUSsaIdal S2I0TeA SOT (Z)
0S151a 20T ©PETROOUT BATIOSFUT STSOQ (T)

8 Y 8 p 008
95¢ ‘4 8y
< Vo 821 79 9 ooy
=
=) v v v v 008
“ v3 ‘4 vz
2 8 v 8 v 00y
8
A z z z z 008
F 8 ‘y 8T
e 14 z 4 z 00¥%
, ze 43 43 v9 00T
952 ‘4 gy
< 8z1 821 v9 821 0s
4
B 8 4 8 8 00T
< v9 ‘4 ye
g 9T 91 91 97 0s
s
= z z z z 00T
9T ‘U 8T
Z 4 4 4 0S
952 952 952 8z1 00T
. 952 ‘4 gy
. 952 962 9s¢ 95T 0S
m - .
= 81 82T v9 43 00T
> 821 ‘4 pz
: g 821 821 8T ¥9 0s
<
e 91 9T 91 8 00T
9T "y 81
91 91 9T 8 0s
T ¢ ¢ v (v) sTSOP
SBUTI3ISTIP © 001deaoy
ojuaTweilealy TeITA UOTIDO2JUT B 9D S83uUe SO -oTwInb 78 sew opej3oay
opeatduws urs sobriysely -se1qoaqry so] uod (g) oordeasjorwrnb Tsp 03oB3UOD -UT SNITA PWB]ISTS Tap
ooardexajorwrnd ua S3IOoTeA op sodwaTl SO3UIISTP ® (Z) So3jueurinibewsy sornzTl ugroeqnout op sodwsr]

f

*soTejusWIIadXS SOUOTOTP
-UOD Se3UTISTP uUa orrod Bp SO3SBIQOIGTI 9P SOATATNO ue opedTTdI3InW () Add 9P
s3jueurinibeuwsy xopod 19 81qOos EuTwesoon(b-g & eurpejuewe ‘ourjuewWepe T3P S03IDBIA -'X QUAVND




258,

*OZUDIW JUDIURBW SP OTpaw 3P [w/_g Ud URIUISII

dex. 9s syIsop seT (y)

SEIOY ud OpTrpPoW (¢)

u@ToruTWIA}Lep I0d SOQny G @p BIDZOW BT ©p dIURUIINTSRWSY OTN3ITI T2 uUrR3UIS31ddi S2I0TRA SOT (7)

0S1o1a ,0T x T epermoOuUT eATISEIUT STSOQ (T)
. 8zT 4 8 14 008
8zT ‘U 8¢
8zt ¥9 9T 8 00%
nn.
= 9T 4 14 v 008
z z€ U ye
8 43 9T 8 14 00%
8
3 14 v 0 0 008
i 8 ‘8T
e v v 4 Z 00¥
9T 8 8 ¥ 00T
. 962 ‘Y gy
b9 9T 8 8 0s
¥
= 97 8 z 4 00T
< YA ‘U p2
3 ze 9T p v . 0s
P 4 4 0 0 00T
. 97 "y 8T
4 4 0 - 0 0%
8zT 8¢T 14) [43 00T
82T Yoy
YA 8Z1 v9 vo 0¢
o
Z 43 143 9T 97 00T
B 43 , ‘4ope
m 43 z€ : 9T 9T 0Ss
g 9T 9T 8 y 00T
< 91 "4 81
97 9T . 9T 8 0s
. T r4 s 3 v (y) stsop
- SPIUT]STIP ® 0014ei0)
a ojusTuRleI] TeITA UQTOO3JUT BT 9P S93UR SO3 -0OTWIND TO sew opPrjlda]
opeatdus urs soby3ysol ~-SeTqoIqI3 SOT uod (g) odordexsjoTwinb Tsp ojoezuod ~UT STITA BUWI3STS [OP
ooydepaajoTwWIND U9 saI0IeA ap sodwaT} SO3UT}STIP B (Z) Sd3jueurznibewsy sornity UQIOBqnOuT 9P SOdWaTL

*S3Te3USWTISAXS SIUOTIIPUOD

SB3UT3ISIP Ud OTTod 9P SO3SeTOIqIJ 9P SOATITNO ud OpedTTdI3Tnw (T) BIUSNTIUT TSP
sajueur3anrbewsy xapod ‘T8 2IqOs evurwesoonTb-g & euTpejuvRWR ‘oOuePjuBWEpR TSP SO03DSIT -°IX 0UAYAD




259,

uQIoeuTWwIdla8p

cajusTWudjuew 8p ofpaw op tuw/ R us tejussoxdox os €TIS0P BT (V)

SPIOY UD OPIPOW (€)

10od soqny g 8p eIOozawW ®] Sp SjUBUTINTDEWSY OTNITI TH uLIudsdxdar s$3I0TeA SOT (Z)
0S1o1Ia Q0T ©peTNOOUT BAT3IDSIUT STsod (3)

43 Z¢€ 9T 9T 008
z¢€ ‘Y gy
P v9 4% 9T 43 (114}
) 4 i 8 - 8 008
= 91 4 bz
g 9T 9T v 97 00¥
o)
3 4 4 z z 008
mu ¥ ‘Y 81
z 4 4 z 00¥
' ¥9 43 9T 9T 00T
Z€ ‘Y gp
s (43 43 4% 43 0sS
z
.2 91 9T 8 8 00T
g 9T : ‘Y yz
< ST 9T 9T 97 0S
<
8 12 4 4 . 00T
8 ‘4 81
8 8 v 8 0s
v9 v9 9T 8 00T
¥9 "y 3¥
b9 %9 97 9T 0%
fo]
Z 43 9T 8 ¥ 00T
& 43 U pe
m 43 43 8 9T 0S
w 8 8 8 b 00T
) "4 81
8 9T 8 8 0S
LT r4 £ v (v} siscop
Se3uILSTIP e oordyasy
ojusatwelexl TeITA uQTIODdIUT BT 3P Sazue s03 -otwtnb T8 seu ope3033
opeaTdws uTs sobI13sol -SPTQOIGIF SOT ucd (g) 0ordpIdjzoTwinb [sp O30®B3UO0D -UT SNITA BWB3STIS Top
oordeaajzorwingd ua S3I0TeA op scdwsTy SO3UTI3SIP ® va.mmuamcﬁusﬁmmﬁwm S0T03IL ugroeqnour 9p sodwary

“saTezuswTIadxa
SOUOTOTIPUOD SBIUTISTP Ud oTiod 9P 5035eTqOIqIi 9P SOATISIND ud OopedITdI3TnW (I) AAN
19p @3jueurinyibewsy xspod 13 9agos eujwesoonTb-g £ eulpejIURWE ‘OuRjuURWERPE AP £03093F - IIX CHAYND




260,

O3USTWIUDIURW ISP OTPAW 2P Tu/ £ us uejussazder os stsop seq (%)

seIoy U OPIPAM (g)

uprTorUTWISISP Jod SOQN3 § Sp eldZAW BT sp @3jurur3inibewsy oin3yy T° cmu:mmmumou saxoteA soT ()

0S151a ;0T BPRINDOOUT BATIOBIUT STSOQ (T)
8z1 ¥9 [43 91 008
< 8ZT : ‘g gy
m 871 821 9 (42 110} 4
m z€ 91 8 8 ooe
S (4% ‘Y pe
w [43 (42 91 9T 00t
o
m 4 |4 4 Z ooR
8 ‘Y 81
8 8 |4 14 00¥
¥9 (43 . [4% 9T 00T
v9 e "y gy
g ¥9 ¥ 4% 4% i ~. 08
-
- 9 43 43 8 8 00T
[ 4% ‘U ve
w : 43 43 4 9T 0s
< 9T 8 1 v ) 001
91 e 4y 81
91 9T . 9T 8 " 0S
¢ 8CT 82T [4% [4 00T
82ZT ‘Y 8y
8¢l 8CT 14°) : b9 0s
o
M . [4% 91 ST 91 00T
I [43 ‘q vz
m (43 43 T 9T , 91 0S
a 91 91 Co8 g8’ 00T
= 91 ‘U 8T
91 9T 8 8. 0%
1 z € v . (y) sisop
SPJIUIISTIP © 001dpas)y
ojuaTwelexy i TeITA UQIDOSJIUT BT ®p S93UE SO3 -oTWIND 19 sew oper3daz
opesatdud uts sobrjsel -SseTqoIqIy SO uod (g) oordeasjzorwrndb [e8p 03oE3UO0D ~UI SNITA RW33ISTS Tap
oordgaajoTwInd us SsaioTeA ap sodwsTl SO3UTISIP B (Z) So3jueulznibewsy soIniyl ugToeqnoutr 8p sodudTl

*saTejusuTIadXS S9UOTDTPUOD
SB3lUI3ISTP U3 OTT0d 3p SO3SEBIQOIQTJ 9P SOATIITND Ud OPEOITAIITNW () IPPUSS SNITA Tap
23yruI3lniberwsy xopod 19 93qos eUTWEsOON[H-g X eUpejuRwE ‘OouPjuBWEpR T2P S03093F -°IIIX OUWAVAD




I : 261.

En una segunda fase, paralelamente establecida con
la anterior, se determinaban las variaciones del poder infec-
tivo de los cuatro virus sobre las distintas series de fibro-

blastos en presencia de adamantano, amantadina y D-glucosamina.

En los cuadros XIV, XV, XVI y XVII se recogen todos
los datos obtenidos en estos experimentos, en los que como
puede verse siguen siendo los orthomixovirus mas sensibles
aungque en este tipo de ensayos aparece la amantadina como el

quimioteré&pico mas efectivo.

Por otra parte y utilizando el mismo proceso mental
pero sobre embriones, se estudif la accidén de los tres quimio-
terdpicos a distintas dosis y tiempos de contacto frente a
los cuatro virus que aqui se estudian. Los cuadrosXVIII al
XXTI ambos inclusive indican los resultados obtenidos en cuanto
a variaciones en el poder hemaglutinante. Puede verse que la
amantadina es el quimioterfpico mas activo y precisamente sobre
las infecciones embrionarias producidas por orthomixovirus con-
sideridndolo en funcién de las variaciones obtenidas en este
tipo de determinacibén del comportamiento biolbgico del virus;
pudiendo destacar que el aporte del quimioterépico resulta mas
efectivo en tratamientos de 1 y 2 horas antes que la infeccibn

viral.

Seguidamente en los cuadrosXXII al XXv, ambos inclu;
sive se estudia la accibén de adamantano, amantadina y D-gluco-
samina sobre embriones infectados por virus, midiendo este
efecto a través de las variaciones originadas en el poder infec-

tivo del virus medido en DICT por su actividad posterior residua
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en cultivos de fibroblastos. Lés resultados en este caso no
fueron tan demostrativos como en la experiencia anterior medi-
da en funcibn del titulo hemaglutinante; quizd ello sea debido
a que la actividad residual, por pequeia que esta sea pueda dar
origen a progenies virales activas en cuanto a su poder infec-
tivo pero defectivos en cuando se refiere al poder hemagluti-

nante.

Finalmente en este estudio comparativo de los tres
quimioterdpicos y a la vista del diferente comportamiento se-
gn que se trate de valorar el efecto antiviral a través de
la medida del titulo hemaglutinante o del poder infectivo para
ambos tipos de virus (orthb y paramixovirus) se acudid a de
terminar la accibén del adamantano, amantadina y D-glucosamina
en funcibn de la supervivencia de embriones infectados con FPV

y NDV representantes de ortho y paramixovirus respectivamente.
En las figuras que siguen se recogen los efectos com-
parativos de los 3 quimioterdpicos sobre huevos embrionados in-

fectados por distintas dosis de FPV (Fig. 36)y NDV (Fig. 37).

Una vez mas se muestran como mas sensibles a la accibn

de estos quimioterdpicos el orthomixovirus frente a amantadina

3.- Estudios relativos a la respuesta del huesped

Hasta aqui hemos realizado experimentos que nos dan
idea de la interaccién virus-quimioter&pico, pero teniendo en

cuenta que estas substancias han de actuar "in vivo" sobre un
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sistema con capacidad de respuesta biolbgica y que esta reé-
puesta puede potenciar el efecto del qguimioter&pico o, por

el contrario, puede condicionar la implantacién de un estado
variable de depresidn inmunitaria, por ello parece 1l6gico es-.
tudiar las variaciones que se pueden producir en la interaccibn
virus-huesped en presencia de distintos quimioterdpicos y anti-

bidticos capaces de actuar a distintos niveles bioquimicos.

El estudio, en este caso, se ha realizado teniendo
en cuenta las dos vertientes de respuesta mas significativas
ante una infeccidn viral: la produccién de interferén y la
aparicién de anticuerpos circulantes, segfin se indica en los

apartados que siguen.

3.1, Accdbn de Los quimiotendplcos antivirales sobre La

nespuesta Lnmune, -

Para este estudio se procedid a valorar los niveles
de anticuerpos circulantes en pollos valoraﬁdoios en funcidn
del poder inhibidor de la hemaglutinacibn, préctica muy fre-
cueﬁte en nuestro laboratorio y que a su relativa facilidad
une una mayor precisibn y rapidez de resultados que cuando

se utilizan las pruebas de fijacién de complemento.

El protocolo experimental consisti6 en la inmuniza-
cién de pollos jbvenes con tres dosis sucesivas del antigeno
viral correspondiente y dejando 8 dias de intervalo entre cada

dosis antigénica

‘Previamente a cada inmunizacifén se administré durante

5 dias seguidos el quimioterdpico a ensayar sobre su efecto en
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-el sistemé inmune; Experimeﬁtos pfevios con determinaciénes
durante los dias en qué no se administraba la substancia anti-
viral demostraron no tener significacibn en cuanto a los resul-
tados que se obtienen si las determinaciones de anticuerpos se
efectuan los dias 0, 8, 16 y 24 segfin se indica en los resul-

tados correspondientes.

Como regla general hemos utilizado los sueros después
de efectuar la inactivacibén del complemento a 56° C durante
30 minutos y en dilucién 1/5 en tamp6n veronal. Como antfigenos
se usaron los virus influenza, FP, ND y Sendai inactivados y
con coadyuvante segfin se indicd en el apartado de Técnicas y
una idea de cbmo se ha efectuado la interpretacidén de resulta-
dos se puede ver en la Fig. 38 en la que se presentan dos ejem-
plos de evaluacibn del titulo expresado en unidades inhibidoras

de la hemaglutinacibn.

En cuanto al protocolo experimental sequido las Figs.
‘39 y 40 son claramente demostrativas al indicar en la parte A
los valores obtenidos en los controles frente a los virus in-
fluenza y FP (Fig. 39) sin tratr con los quimioter&picos, mien-
tras que en la parte B se senalan mediante barras horizontales
(TQ) los intervalos cubiertos por el tratamiento quimioteré&pico
antes de cada inmunizacidén (a;, ap, az). De la misma manera la
Fig. 40 respresenta los resultados obtenidos frente a los virus
ND y Sendai. '

También el el Cuadro XXVI se resumen para mayor cla-
ridad y de una forma comparativa los resultados finales que se
obtienen al cabo de los 24 dias que dura cada experimento con

Yy sin quimioteré&pico.



Fig. 38.-

G

T P T .
= 279.

¢ ¥ v

4 Ee

A O C €% T

Lo a0t o o e o b o v G
00 0 o e g

" ‘
QOO0

QLN NI.

IS0 0009

QOCH%%%@
4+ ¢

vo

O NI

DOC)-
O0-

¢
X

.,a*o 0%
"

"
<4

<>
(J

$/

*.

4’
4’

®
®
'e
®

*
J

(J
$/

‘y
‘;

x

l .
1

Influenza.- T{tulo HA = 64; Titulo IHA = 160

Aspectos de los resultados obtenidos sobre microplacas

en pruebas de IHA en las que se puede distinguir en la
fila A, el titulo hemaglutinante; en la fila C, el efecto
inhibidor del suero inmune representado por la disminucidn
del titulo hemaglutinante y en la fila E aparecen los con-
troles de hematies. Para la interpretacién de resultados
consultese el texto. "
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Como se puede ver en la cinética de la respuesta
inmuno-humoral Y mas claramente en los datos finales corres-
pondientes a 24 dias los virus FP e influenza, el primero ha
pfesentado titulos mas altos inhibitorios, lo que se puede
comprender por tratarse de un virus aviar y lo mismo podemos

decir con respecto al NDV comparidndolo con el virus Sendai.

En cuanto al comportamiento de los quimioterépicos
parece claro que el adamantano no ejerce ninguna accibén sobre
la inmunizacibén con orthomixovirus y un efecto ligeramente
inmunodepresor aparece en las series con paramixovirus. Sin
embargo, la amantadina en todos los casos manifest6 este efec-
to inmunodepresor que también fue mas patente en los paramixo-

virus.

En relacidn con los tratamientos a base de D-glucosa-
mina se observd un curioso fenbémeno de inmunoestimulacidn que

se hace patente en la misma proporcibén con los cuatro virus.

No se han ensayado, antibibticos por tener suficiente
evidencia, en nuestro Instituto, de la accibn inhibidora de es-

tas substancias sobre el sistema inmune (BARASOAIN, 1976).

3.2, Accdbn de Ros quimiotendpicos sobre La pnoduccién'
de intenfendn.

Por Gltimo en esta exposicidén de resultados nos ocupa-
remos de una respuesta del huesped que es totalmente especifica

frente a los virus, esto es la aparicién de interferodn.

Los estudios se efectuaron "in vitro" sobre cultivos
celulares e "in vivo" sobre pollos de las caracteristicas ante-

riormente indicadas.
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El protocolo experimenfél, en esencia, consistié en
establecer unos tratamientos previos del huesped con el guimio-
terdpico o el antibibtico seguidos de una inoculacibn del virus
para finalmente determinar los niveles de interferdn producido.
Existen algunas diferencias de matiz en el protocolo experimen-

tal que se explicaran al interpretar los resultados.

Previo a este estudio de produccién.de interferdén se
hizo necesario conocer la termoresistencia de los virus infec-
tantes o la influencia de este tratamiento térmico sobre el
poder citopdtico y el hemaglutinante de estos agentes. Asi en
la Fig. 41 se pueden ver las variaciones producidas sobre el
poder citop&tico y hemaglutinante durante 72 horas de tratamien-
to a 37° C.

Como puede verse en las primeras 12 horas, los cua-
tro virus presentan un descenso en su poder infectivo y hema-
glutinante. Doce horas mas tarde el titulo hemaglutinante per-
manece inalterado como sucede a lo largo de todo el experimento
mientras que el poder infectivo ha disminuido en valor equiva-
lente, al menos, en 3 unidades logaritmicas. A las 36 horas
el virus Sendai no produce efectos citopdticos al ser inocula-
dos en cultivos celulares ni muerte en huevos embrionados. La
misma observacibén se puede hacer para los virus influenza, FP

y ND después de 48 horas de tratamiento térmico.

Consecuentemente utilizamos una termoinactivacidn-
(37° C) de 36 h para el virus Sendai y de 48 horas para los
tres restantes antes de emplear estos virus como inductores

de interferén en los ensayos "in vitro" que siguieron.
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Fig. 41.- Influencia de la inactivacidn térmica a 37° C sobre
el poder citopdtico y hemaglutinante del liquido
alantoideo infectado con 10°

estudiados.
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Antes de entrar en la presentacidn de los resultados
de la actividad'de los guimioterépicos y antibibticos sobre la
induccién de interferdn consideramos necesario presentar unas
fotografias demostrativas de la actividad del interferdén medido
por el método de Dulbecco en fibroblastos tratados con diferen-
tes dosis de dicha proteina y enfrentados con VSV como virus de

ataque (Fig. 41 bis).

En cuanto al experimento "in vitro" sobre cultivos
de fibroblastos, se pueden ver en las figuras que siguen las
variaciones en la produccibén de interferdén en presencia de
adamantano frente a FPV e influenza (Fig. 42) y NDV y Sendai
(Fig. 43). |

Igualmente se recogen los resultados de los trata-
mientos con amantadina frente a los orthomixovirus (Fig. 44)
y paramixovirus (Fig. 45 y lo mismo con D-glucosamina en las
Figs. 46 y 47, correspondientes respectivamente a FPV e influen-

za por una parte (Fig. 46) y NDV-Sendai (Fig. 47) por otra.

Como puede verse en los tratamientos hay que distin-
guir entre una variante de contactos previos de 12 a 36 horas
en los que se eliminaba el quimioterdpico, mediante lavado,
antes de inocular el virus sobre las células y una experieﬁcia
en la que coexisten el virus y el quimioterdpico que se admi-

nistran 2 horas después que el virus.

En cuanto al adamantano y amantadina las dosis de
25 Y /ml no produjeron ningfin efecto sobre los titulos de in-
terferén en comparacibn con cultivos celulares que han recibi-
do el virus pero no el tratamiento quimioterdpico. Sin embargo
con las dosis de 50 y 100 X’se observaron acciones depresivas
en los niveles de produccibn de interferbdn que eran proporcio-

nales a la concentracidén del quimioter&pico utilizado, esta de-
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Fig. 41 bis.- Aspectos de marcas infectivas en c8psulas de Petri
utilizadas en la técnica de DULBECCO para la titula-
cibn de interferd6n inducido, en este caso, por NDV; |
se utilizb6 el VS como virus interferido. La fotografia
A representa testigo de fibroblastos infectados con
VSV pero sin tratar con interferdén, las fotografias B y
C representan la reduccidn en el nlmero de placas o mar-
cas infectivas por la accidn de diferentes diluciones
de interferdén y la D muestra el testigo de cé&lulas no
infectadas (ver p&gina siguiente)



288,

e r—



229,

TOMAS DT MEDIO 24 HORAS DESPUES DE LA INOCUL Al TOMAS DE MEDIO 48 HORAS DESPUES DE LA 1NOCU-
CICN CON VIRUS ] LACION CON VIRUS :
VIRUS ’ VIRUS
1000} 1 _ : A
€ soof
=
o]
Z
(o]
& 600}
[T
o
Wl
}.
Z ’ .
o 400 E [ ) & 1 T - r—y = : ’
:—3! = B 7 I 'f = %
= B = -] Z i l| E 7z
F 5 g . 1= N
zworlll | i I Hl
- i3 B v HiN ne 2
g 1= A Hlb
- = < = l R S %
= = ] 41 ’ u i - Z
= == E | = ZBHs | B /
-36 -24 -12 0 +2 -36 (o] 2
TOMAS DE MEDIO 24 HCRAS DESPUES DE LA INOCULA| TOMAS DE MEDIO 48 HORAS DESPUES DE LA INOCU-
CION CON VIRUS LACION CON VIRUS
VIRUS VIRUS
1coo}- l ' B
E 800
~
5 ‘
= ] B 31 ]
o = B B % |E
@ 600 7 e
L e Z =
z = =
40011 I - f il
g = n 2 I
oo - 7 E
= = g IE
[ g = | E ;
2001l — . ’ = ’
I= I
Bl 1] [k Bl |-
mi= = b 1 L =
‘ -26 -24 NP) o 2 236 -24 12 o .2
PROTOCOLO CEL TRATAMIENTO DE LAS CELULAS POR ADAMANTANO A DIFERENTES CONCEMNTRA-
CIONES EN DOSIS UNICA 100¥ /mt O} €3 Testigos de interferon
ADAMANTANO: 50% /m1 B Sin QuMIoteramecn

25%/m O . {celulas no tratades)

Fig. 42.- Vgriaciones en los titulos del interferédn producido
"in vitro" sobre fibroblastos inoculados con FPV (A)

e influenza (B) en presencia de distintas dosis de
adamantano
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in vitro" sobre fibroblastos inoculados con NDV (&)

y virus Sendai (B)
de amantadina.
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46.- variaciones en los titulos del interferdn producido

"in vitro"
e influenza (B)
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sobre fibroblastos inoculados con FPV (A)
en presencia de distintas dosis de
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presién es completa cuando se utiliza el adamantano a dosis
de 100 y en la induccidn de interferdén por los virus FP y

Sendai.

Pocas diferencias se pueden apreciar entre las deter-
minaciones efectuadas a las 24 y 48 horas del tratamiento in-
ductor excepto en los casos de los virus FP y Sendai que en la
determinacién de 24 horas con 100 X de adamantano presentaba
una depresidn absoluta y a las 48 horas presenta niveles de-
tectables de interferén. Sin embargo, donde si se aprecia
una influencia clara de la inhibicibén del interfer6n por el
quimioterépico es dependiendo del intervalo previo a la induc-
cibdn; asi cuando el quimioterdpico se administra 36 horas an-
tes né se observa ningfin efecto, mientras que en tratamientos
quimioterépiéos precediendo 24 horas a la induccibn ya se apre-
cian algunos efectos interferén-depresores que se hacen mucho |
mas patentes cuando el quimioterfpico se administra 12 horas
antes que el virus inductor que se hace mucho mas patente en

el caso de FPV y Sendai como antes resenamos.

Cuando el quimioterépico se administra 2 horas des-
pués que el virus tan s6lo se observa alguna ligera accibn de-
presora del interferén en las concentraciones mas elevadas;
todo ello pese a que el quimioterdpico, en este caso concreto,
est8 presente en el medio nutritivo de las células. Cabe
suponer, seglin sehalaremos en las consideraciones de resulta-
dos, que estas diferencias estén condicionadas por la f4rmaco-

-cinética de las substancias.

Cuando se consideran los resultados correspondientes
a la D-glucosamina (Figs. 46 y 47) se puede ver un comporta-

miento similar al presentado por la amantadina. También en
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estos casos los mayores efectos ééAobservén en las-détermina—
ciones al cabo de 24 horas y para los tratamientos previos de
12 horas. En los tratamientos correspondientes a 2 horas des-
pués de la induccién viral no se apreciaron diferencias con
relacién al control, excepto en el caso del virus influenza

y para la dosis de BOOX/ /ml.

Cuando estos eXperimentos "in vitro" se realizaron
en presencia de rifampicina, rifamicina, bleomicina y cromo-
micina, se obtuvieron los resultados que se indican en los
cuadros XXVII y XXVIII correspondientes a los ortho y parami-
xXovirus respectivamente. Como en los casos anteriores en los
tratamientos previos de 2 y 4 horas se eliminaba 1la substancia
previo lavado de las células, mientras que en los tratamientos’
simultaneo y posterior de 2 y 4 horas el antibi6tico coexiste

con el inductor.

Tal como se indica en los cuadros mediantes zonas
recuadradas para una mejor interpretacién, se obtienen resul-
tados en los que no se aprecia ninglin efecto (zonas destacadas)
y otras en las que hay una variable depresién que es dependien-
te de la naturaleza del antibibtico, de la dosis y de los inter-
valos del tratamiento, siendo sin embargo independiente de la

naturaleza del virus inductor.

En general, podemos decir que las moléculas ansamici-
nicas son las mas efectivas seguidas de la bleomicina; que los
tratamientos previos resultaron los mas eficaces en la mayoria
de los casos; siempre se observd una proporcionalidad condi-
cionada por la dosis; y finalmente, esta accién depresora fue

mas patente en las determinaciones efectuadas a las 24 horas.



- CUADRO XXVII

VARIACIONES EN LA PRODUCCION CC iNTERFERTN EN FIBROBLASTOS CE POLLO
(UI/ml) INFECTADCS CONFPV E INFLLENZA()) TERMOINACTIVADOS,EN PRESENCIA
DE DISTINTOS ANTIBIOTICOS .
TITULACION | TRATANIE ,_kaTIB,KOTI:C?,YAD,OS!S ) UT]UZAO‘}S_ — TEST.I.COS
05 |REFAMAICINA | REINNCHA [BLECYICHNA ]::cscnubﬁJ.Aﬁ S
2 3 10 50 100|255 10| 5 10 50laas 05 i1 fn) ooNie0
-4 120 0 '0].80 60 0256 50 10{250100 O
-2 170 80 0]110 70 0200 50 ©}450[200 ©
24 n, ) 300 250 120150 110 60300 90 0}450!330 190 450
+2 450[300 260|250 '{70 80350 200 100 (450 450|270
+4  |450450[300| 300 200 100|450 450 450|450 450|350
-4 120 0 0| 90 60 0]350200 40{200 190 ©
-2 240 90 0|120 80 ©0|280 140 0lasolea0 O
4a8h 0  [400350 160|160 130 80|260 100 0[450[350 200| 450
+2  |450450/280]300 200 100|350 280 120450 450|300
+4 450450 {400( 300 230 110|450 450/350 {450 450{400
-4 200 0 0| 20 O 0|300180 £0{300200 O
.2 |200100 0|00 40 o0|260100 o0leoofero o
24h. 0 |600{200 90{200 90 40|260 80 0[600[380 160 600
" +2  |600600]250]400 220 80[600]z00 00|600[450 200
+4 600 600450500 330 10C {650 60C;306| 600|500 350
-4 200 0 of 30 0 0350 180 100|350 280 ©
-2 -|350 150 ©0[100 60 0230100 0[400300 O©
4gh, 0 |650[260 120} 200 100 60[290 120 0| 500280 2030| 650
+2 650650[280] 450 250 120 esolwo 20¢] 650550 350
+4 650 650/500 500 350 150| 650 6501400 650?56]450

(1) El cuadro superior corresponde a experiencias con FPV (1OSDICT)
y el cuadro inferior a las del virus influenza (102 DICT).

(2) Las determinaciones de interferdn se efectuaron a las 24 y 48
. h. después de la infeccidn viral

(3) Los tratamientos antibidticcs se instauraron en una s6la dosis

4 y 2 h. antes, simultaneamente y 2 y 4 h. después de la infec-
cidén viral.

(4) Las dosisde rifampicina y rifamicina representan ;/ml mientras
que para bleomicina y cromomicina se usaron ng/ml

(5) Células infectadas con virus, el t${tulo en U.I/ml es comin para
toda la. serie.



(1)

(2)

(3)

(4)

(5)

CUADRO XXVIII

VARIACIONES EN LA PROCUCCION DE BITERFEROM EN FIRROBLASTOS DE POLLO
(UI/ml) INFECTACCS CON MDDV Y SENDA! (1) TERMOINACTIVADOS, EN PRESENCIA DE
TDISTINTOS ANTIEIOTICOS R
TITULAGON TRATALZEN ,,AN,TIG{?TIC?S YCOSISM) UT'L‘}EADA'?’S‘ TESTIGOS
TOs | RIFAMEICINA | FFARICHIA [BLECMICINA  {SROMONMICINA »":'Txas:'éJnco
(2) 3) 10 501c0| 2'5 5 10| 5 10 solres os 1 [
-4 120 0 0f.65 50 oiqgjlzao 90{300(120 ©
-2 180 60 0| 90 50 0[250120 0][300{220 ©
24h o} 300[{270 100|180 120 50|250 80 0]300300{180] 300
+2 300 300{240] 260 160 70250 120 80 | 300 300|260
“+4 300 200{240| 260 170 80| 300 300 300 | 300 300|240
-4 150 0 ©Of 90 60 0]300300{100|300{180 O
-2 200 80 0|120 70 0|260 140 0]300{220 40
48h 0 300300 120|200 150 50|250 100 o0|3003200l200| 300
+2 300300(2€0| 260 180 70]|300[i140 100|300 300|260
+4 300 300{280| 280 180 80| 300 300 200|200 300 300
-4 140 0 o] 85 70 0]400[300 120|320 140 ©
-2 210 80 0] 120 30 0|280 140 0]400240 ©
24h. o 400400(120{ 210 130 50{300 80 0[400{300 120 400
‘ +2  |400400{270| 300 180 80[400{120 90}400{280 200
+4 400 400 400|320 20 100{ 400 400{300 | 400 400{300
-4 170 0 0| 200100 0f50G{260 160}360180 ©
-2 " |240160 o0]250 110 ©0|320160 © o
48h. 0 500500':30 260 140 70]400 100 20| 500400 140 500
+2 500500 500| 450 190 100| 500180 140|500[450 250
4 500 500 500‘50To[250 130] 500 500 500 | 500 500{450] -

El cuadro superior corresponde a experiencias con NDV (105 DICT)

Y el cuadro inferior a las del virus Sendai

Las determinaciones de interferdn se efectuaron a las 24 y 48 h.

después de la infeccidn viral.

Los tratamientos antibidticos se instauraron en una sola dosis 4
Y 2 h antes, simultaneamente y 2 y 4 h después de la infeccidn

viral.

La dosis se rifampicina y rifamicina representan {/ml mientras que

para bleomicina y cromomicina se usaron ng/ml.

Células infectadas con virus. El tftulo en U.I./ml es comdn para

toda la serie.

’)08
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Como dijimos anteriormente, los experimentos "in vivo"
se efectuaron sobre pollos y la induccidn se llevd a cabo con
los virus sin inactivar puesto que las determinaciones de in-

terferé6n en suero se habian de efectuar a las 6 horas.

En los cuadros XXIX y XXX se recogen los resultados
obtenidos en presencia de adamantano, amantadina y D-glucosa-

mina para los ortho y paramixovirus respectivamente.

Como puede verse no hay apenas diferencias, tal como
sucede en las pruebas in vitro, condicionadas por la naturale-
za del virus, pero si por las dosis y el tipo de molécula em-
pleada en el tratamiento. En este caso la D-gluccsamina resul-
t6 la menos efectiva por tratarse de dosis que posiblemente

fueran rapidamente metabolizadas.

En cuanto al adamantano y amantadina, result6 mas
activo el primero de ellos y proporcionalmente a la dosis

utilizada.

En las pruebas sobre variaciones en la induccibén de
interferdn en presencia de los distintos antibibfticos se obtu-
vieron los resultados que se indican en los cuadro X¥XI (rifam-
picina), XXXII (rifamicina), XXXIII (bleomicina) y XXXIV (cfo-

momicina) .

Al interpretar los resultados nos encontramos con
que resultan mas activas la bleomicina y la cromomicina, que
lJa actividad es proporcional a la dosis empleada y que el

efecto inhibidor se manifiesta sobre todo para tratamientos



CUADRO XXIX

300.

VARIACIONES EN LOS NIVELES DE INTERFERON EN SUERO (UI/ml) DE PO~

LLOS A LAS 6 HORAS DE INFECCION CON FPV E INFLUENZA (1) ,EN PRESEN-
CIA DE DISTINTOS QUIMIOTERAPICOS

rATA- |_QUIMIOTERAPICOS Y DOSIS UTILIZADAS (ma/Kg de peso) [sugro o

MIENTOS | ADAMANTANO AMANTADINA | D-GLUCOSANMINA |ANMALES
(2) 100 250 | 100 250 | 100 p50 [P TRAAR
-36h | 800 800 | 800 800 | 800 800 800

-24h | 800 200 | 800 600 | 800 800 800
-12h | 300 oo | 700 500 | 800 800 800

+2h | 800 800 | 800 800 | 800 800 800

-36h | 900 800 | 1100 1100 {1100 11oo| 1100

-24h. | 600 4001100 800 | 1100 11oo| 1100

s12h | 100 150 | 600 300 (1100 oo | 1100

+2h |1100 11oo | 1100 11001100 1100 | 1100

(1) EL CUADRO SUPERIOR CORRESPONDE A EXPERIENCIAS CON FPV (10° DICT) MIENTRAS QUE EL

INFERIOR ES CON VIRUS INFLUENZA (I0° DICT)

(2) LOS TRATAMIENTOS QUIMIOTERAPICOS SE INSTAURARON EN UNA SOLA DOSIS A LAS 36,24y 12 heras

ANTES Y 2h DESPUES DE LA INFECCION VIRAL



CUADRO XXX

301.

VARIACIONES EN LOS NIVELES DE INTERFERON EN SUERO (UI/ml) OE PO—.
LLOS A LAS & HORAS DE INFECCION CON NDV. Y SENDA (1), EN PRESEN-—
CIA DE DISTINTOS QUIMIOTERAPICOS

QUIMIOTERAPICOS Y DOSIS UTILIZADAS (mq/Kg de peso)

TRATA- _ SUERO DE|.
MIENTOS | ADAMANTANO AMANTADINA D-GLUCOSAMINA |ANIMALES
SIN TRATAR
(2) 100 250 | 100 250 | 100 250
-36h |1200 1200 | 1200 1200 [ 1200 1200 [ 1200
-24h | 1200 300 | 1200 900 | 1200 1200 | 1200
-1zh. | 400 100 [ 1200 700 | 1200 1200 | 1200
+2h 1200 1200 | 1200 1200 [ 1200 1200 | 1200
-36h | 800 500 | 1000 1000 | 1000 1000 | 1000
-24h. | 700 300 | 1000 800 [ 1000 1000 | 1000
-12h | 250 100 | 1000 400 | 1000 1000 | 1000
+2h 1000 1000 | 1000 [ [ 1000 | 1000

1000

1000

(1) EL CUADRO SUPEROR COR’?ESPONDE A EXPERIENCIAS CON NDV (10° DICT) MIENTRAS QUE EL
INFERIOR ES CON VIRUS SENDAI (10°DICT)

(2) LOS TRATAMIENTOS QUIMIOTERAPICOS SE INSTAURARON EN UNA SOLA DOSIS A LAS 36,24 y |2 horas

ANTES Y 2h.DESPUES DE LA INFECCION VIRAL
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previos a la inducci6n ya que para tratamientos sucesivos de
2 y 4 horas después de la induccibn se obtienen los mismos
titulos que sin antibiético, en cuanto a diferencias en fun-
cibén de la naturaleza del virus parece ser el FPV el que re-
sulta>ligeramente mas sensible.

En los tratamientos con ansamicinas es mas activo,
en la depresibén del interferén, la rifamicina; pero también
aqui se observa un mayor efecto cuando se instauran trata-
mientos previos, aunque con estas moléculas a diferencia con
lo que sucedia con los otros antibibticos se aprecian depre-
siones variables para los tratamientos simultaneos e incluso
posteriores; con la rifamicina, que se mostrd el mé&s activo
de los dos, se observan depresiones incluso del 60% cuando

se administra el antibibtico 4 horas después del inductor.



V. CONSIDERACIONES SOBRE

LOS RESULTADOS

Al considerar los resultados obtenidos, una vez mas
se aprécia el problema que entrana conseguir avances en la
Quimioterdpia antiviral obviando los incovenientes de alterar
el mefabolismo de la célula huespéd o las dificultades de acce-
sibilidad del guimioterdpico a la estructura molecular del vi-
rus. De aqui que se hayan utilizado, tan s6lo, algunas substan-
cias con posibilidad de aplicacibn a viriasis humanas y anima-
les aunque variando determinados parémetros de dosis, via y mo-
do de administracibn para conocer -ademés de la capacidad bio-
16gica- 1la capacidad condicionante de los trastamientos varia-
bles y si existe posibilidad de reversidn en funcibén del modo

de aplicacién del quimioterépico.

El hecho de que no hayamos encontrado ningfin estﬁdio
éiStemético comparativo entre el efecto de varias substancias
de distinta naturaleza y mecanismo de accibén y teniendo en
cuenta, adem&s, la respuesta del huesped, nos obliga a comentar
y evaluar los resultados desde distintos puntos de vista, tanto
en cuanto a la naturaleza del virus como a la significacidn de

la estructura molecular y nivel de accibén del quimioteré&pico
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empleado; por otra parte, también consideraremos los datos
obtenidos como una resultante del complejo fenfmeno de in-
teracciébn virus-quimioterdpico-huesped y de la significacién
que el método experimental puede tener en dichos resultados.
Es por esto por lo que la gran cantidad de datos obtenidos
ser&n considerados: a) en relacibén con el método de estudio;
b) en cuanto a la naturaleza del virus empleado; c) seglin la
estructura molecular y nivel de accifén del quimioterdpico; d)
en funcién de la variabilidad de distintos pardmetros condi-
cionados por el tratamiento; y c¢) como una resultante de la
respuesta global del huesped.

1.- Criterios en la seleccién de métodos para evaluacidn

de quimioterdpicos antivirales.

Como en otros campos de la Microbiologia, hemos uti-
lizado pruebas "in vitro" e "in vivo". Las pruebas "in vitro"
han sido de dos tipos: (a) el contactc directo, que mide el
grado inmediato de inactivacidén y (b) los experimentos sobre
cultivos celulares en los cuales pudimos medir los efectos an-
tivirales que pueden estar relacionados con la adsorcibdn, pene-
tracidn desvestimiento, biosintesis, emsamblado y salida del

virion de la célula huesped.

Las pruebas "in vivo" utilizadas, se pueden considerar
también de dos tipos: (a) los que miden respuestas condicionadas
directamente por alglin sistema del organismo huesped o bien,

(b) las que determinan la supervivencia del huesped como cri-

terio de eficacia.

Tenemos que reconocer que a lo largo de la redaccibn

de esta Memoria nos hemos visto muchas veces en la duda de si
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podriamos cafalogar el cultivo celular como método "in vitro",
como su propia etimologia indica o bien considerarlo como "in
vivo" puesto que se estd actuando sobre células vivas; por todo
ello hemos procurado en la descripcibn de experimentos dejar
bien claro a que tipo de pruebas "in vitro" nos estdbamos refi-

riendo.

En cuanto se refiere a las pruebas "in vivo" hemos
optado por diversas razones por la técnica de inoculacibén sobre
embriones o "in ovo", variantes suficientemente orientadora
por actuar sobre un sustrato con un mecanismo metabdlico sufi-
cientemente desarrollado, por ser suscecptible de infeccién por
cualquiera de los cuatro virus ensayados y porque en el se pue-
de estudiar perfectamente la supervivencia como un criterio de -

actividad antiviral del compuesto en estudio.

A efectos de cuantificacién del poder viricida se
cansiderapor la mayoria de los autores que una diferencia de
2 logaritmos decimales en los valores DICT obtenidos en células
tratadas con cualquier droga comparada con los DICT obtenidos
en células testigo indica actividad; igual significado tiene
la diferencia entre 2-3 logaritmos en base 2 para las précticas

de hemaglutinacién.

En nuestro caso el método de contacto directo "in vitr
ha mostrado su eficacia para cromomicina mientras que este mé-
todo ha dado resultados menos satisfactorios para amantadina,

adamantano y D-glucosamina.

‘'En las técnicas sobre fibroblastos se pueden estudiar
periodos de contacto previo mas prolongados que en las técnicas
"in ovo" quiz& ello sea debido a problemas farmacocinéticos an-
te la complejidad del segundc sistema o a una capacidad detoxi-

ficante del organismo gue no puede aparecer en las células.
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Una veﬁtaja a tener en cuenta en estos estudios es
la menor cantidad de substancia requerida para ensayar sobre
cultivos celulares frente a la necesaria en embriones aunque
la respuesta embrionaria se aproxima mas a la propia experi-

mentacibén clinica.

No se puede juzgar la aplicabilidad de una substan=-
cia antiviral sin conocer la interaccidn con la respuesta del
huesped; esto lleva a la necesidad de utilizar té&cnicas que
valoren 1a produccién de interferdn y la respuesta inmunitaria.
De estas técnicas hemos de sehalar que la que proporciona valo-
res mas reales del fendmeno es la titulacibn sérica de los ni-

veles de interferdn.

En- cuanto a la respuesta inmunitaria consideramos due
los titulos de anticuerpos humorales son los que pueden definir
mejor si aparece un fenfmeno de inmunosupresidn condicionado
por la aplicacibén del quimioter&pico y la presencia de anticuer-
pos circulantes que son los encargados de la neutralizacién
biolbdgica del virus y que en definitiva ir&n a potenciar el

efecto del quimioter&pico antiviral.

2.- variabilidad de efectos del quimioterfpico en funcibn de

los caracteres bioquimico-estructurales del virus.

Ya en las consideraciones previas para la actualiza-
cibn del tema sefalamos las ventajas de elegir los Mixovirus
como modelo bioldgico para estudiar relaciones virus-quimiote-
rédpico-huesped: a) por estar dotados de una membrana cuya sin-
tesis puede proporcionarnos una sensibilidad diferencid distin-

ta a la de otros virus desnudos; b) su naturaleza de RNA-virus
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con posibilidad de desarrollar cuadros lentogénicos, sindromes
carcinoides y un amplio espectro de virulencia y citopaticidad;
c) versatilidad céndicionada por su capacidad mutagénica y 4d)
dificultades de control inmunolbgico con diferencias tan acusa-
das como entre la méxima proteccidn obtenida en peste aviar
atipica con virus de cepas mutadas o atenuadas y la minima con-
ferida por la vacunacidén antigripal por los frecuentes cambios
en la composicibén antigénica del virus influenza. Esto unido a
dque se compafan datos entre orthomixovirus (influenza y FPV) y
paramixovirus (NDV y Sendai) que son agentes taxonfmicamente re-
lacionados nos permite comprobar efectns diferenciales de los
quimioterépicos en funcibn de la naturaleza del virus. Efectiva?=
mente, pese a que ambos son de morfoloyila esférica sin embargo
presehtdn diferencias de tamano y en cuanto a las espiculas,

en los orthomixovirus, son de dos tipos, unos con actividad he-
maglutinante y otros con accibn neuraminid&sica, mientras que

en los paramixovirus ambas actividades coexisten en una misma
formacidén espicular. En cuanto a la se¢nsibilidad de estos virus,
las diferencias morfoldgicas pueden condicionar las variaciones
de sensibilidad observadas frente a lcs distintos quimioterépi-
cos tanto "in vitro" como "in vivo". Asi, en términos generales
Yy se observa que los orthomixovirus son mas sensibles que los
paramixovirus no apreciandose diferencias entre los componentes
de cada grupo. Estas diferencias de scusibilidad pueden ser apre-
ciadas tanto si se mide en funcibén de su actividad hemaglutinan-

te como en su poder citopitico.

Resulta curioso senalar que cuando se comparan los
efectos en funcidn de las actividades hemaglutinante y citopé-
tica aparece una mayor diferencia en la sensibilidad de ambas
actividades en "ortho" que cuando se estudiaron los paramixo-
virus; ello puede ser debido a que los virus FP e influenza

tienen independientes las espiculas hcuaglutinantes cuya fun-
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cibn puede quedar totalmente afectada.

Otra posible diferencia a senalar es que en presen-
cia de cromomicina pese a ser algo mas sensible el FPV medido
por la disminucién en su poder infectivo, se aprecia una lige-
ra capacidad de reVersién de este efecto viral a las 48 horas,

fenbmeno que no se aprecia en el caso de NDV..

3.- El1 efecto antiviral en funcibn de la naturaleza del quimio-

terdpico y su nivel de accibn bioquimica.

En nuestro caso cabe distinguir entre aguellas subs-
tancias que han sido utilizadas preferentemente como quimiote-
rapicos antivirales, tales como cromomicina, adamantano, aman-
tadina y D-glucosamina y aquellas otras que hemos ensayado pa-
ra conocer su posible intervencién en la respuesta del huesped
frente a una infeccién viral tratada por quimioterépicos de
distintos mecanismo de accién bioquimica. Entre estos existen
ademds de los anteriormente citados, antibiéticos tales como
bleomicina, rifampicina y rifamicina; de ellos nos ocuparemos

en él apartado referente a respuesta del huesped.

En cuanto a la accibn antiviral propiamente dicha
nos hemos ocupado de las posibilidades de inhibir la replica-
cibén viral a nivel de la penetracibén del agente infeccioso
alterando la fase de desvestimiento del virién (amantadina y
adamantano), mediante inhibiciones en la sintesis de &cidos
nucleicos (cromomicina) y por alteraciones en la formacibn de

membranas virales en las células infectadas (D-glucosamina).



En cuanto al efecto antiviral de estas substancias,
utilizadas a dosis no tboxicas para el huesped, tanto si se
trata de fibroblastos como si es de embriones de pollo, es
variable y depende de varias circunstancias relacionadas con

la concentracién, modalidad del tratamiento y método de ensayb.

Asi la cromomicina, en efecto no alcanza a producir
variaciones en los tiftulos hemaglutinantes, mientras que si
se aprecia una cierta actividad antiviral "in vitro" frente a
NDV y FPV para contactos de 90 y 120 minutos antre el antibib-
tico y el virus, ensayando la. actividad residual tanto en fi-
broblastos como sobre huevos embrionados; esta accibén, mas que
por los tratamientos de contacto previo "in vitro", parece pro-
ducirse "in vivo" durante la incubaciién de los fibroblastos o

embriones con los virus cromomicin-treétados.

El adamantano y amantadina presentan ligeros efectos
antivirales por tratamientos de contacto "in vitro" a distin-
tas temperaturas y tiempos (hasta 4 horas). Sin embargo cuando
establecimos una modalidad experimental semejante, en pruebas
de proteccién "in vivo" sobre huevos embrionados de diez dias,
obtuvimos resultados mucho mas claros y definitivos. En estas
condiciones parece claro que,,a unida¢ de dosis, la amantadina
es mas activa que el adamantano y que esta proteccidn "in vivo"
se hace mas patente cuando la dosis infectiva viral es de 100

DLEg, Y Para un tratamiento previo de 1-2 horas de intervalo.

También con la D-glucosamini, el efecto antiviral
resulta poco patente "in vitro" mient:ras que =-como en los
casos anteriores- mediante experiencias de proteccidn "in ovo"
se comprueba una ligera accibén protectora frente a todos los

virus ensayados.
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" Con el fin de establecer un examen comparativb del
efecto de las tres substancias se establecieron experimentos
de proteccibn, en series paralelas, sobre fibroblastos someti-
dos a contactos previos de 1 a 4 horas con el quimioterépico
para asegurarnos de que este quedaba perfectamente incorporado
a las células en cultivo. En todos los casos aparece claramen-
te que los orthomixovirus son mas sensibles que los paramixo-
virus; que los contactos mas efectivos son los de 4 horas y el
efecto es proporcional a la dosis. En estos ensayos se aprecia
una clara depresibén del titulo hemaglutinante del FPV en pre-

sencia de D-glucosamina.

Al intentar hacer algunas consideraciones sobre el
nivel de accibén de estos efectos es oportuno establecer un
esquema de la replicacibn viral (Fig. 48) sobre el que se in-
dican los distintos niveles de accibdn para mejor interpretar
las diferencias de comportamiento entre las distintas substan-

cias utilizadas.

_ Como puede verse, en la replicacibn viral se pueden
distinguir tres fases de distinta localizacibn segfin se trate
de la membrana, del citoplasma o con participacién del nucleo.
Por los resultados obtenidos, cabe interpretar que la amanta-
dina sea mas efectiva cuando se interpone poco antes a la in-
feccidbn viral por actuar en el ciclo multiplicativo antes de
la transcripcibn primaria. Haciendo un ré&pido recorrido sobre’
las distintas hip6tesis que hasta la fecha han sido emitidas
sobre la posible accién inhibitoria de la amantadina nos encon-
tramos con hip6tesis poco claras e incluso contradictorias
aunque todas ellas est&n de acuerdo en que se inhibe una etapa
temprana de la multiplicacién viral siendo mucho mas sensible

los virus pertenecientes al grupo orthomixovirus. Asi HOFFMANN
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y cols. (1965) piensan que la amantadina inhibe la penetracidn
viral, KATO y EGGERS (1969) el desvestimiento del virus; KALNI-
NYA e INDULEN (1976) la transcripcién primaria, SKEHEL y cols.
(1977) obtienen resultados que no est&n de acuerdo con la mayo-
rfa de los investigadores citados y confirman que se encuentran
en presencid de un mecanismo afin no suficientemente aclarado

que actua a nivel de desvestimiento.Por filtimo, recientemente,
LUBECK y cols. (1978) han encontrado, trabajando con mutantes de
virus influenza A, que existe relacién entre el efecto inhibito-
rio de la amantadina y la expresidn d«l gen que codifica la
proteina M, ya que la sintesis de ests proteina es inversamente

proporcional al efecto inhibitorio de la amantadina.

De acuerdo con los resultados obtenidos en esta Memo-
ria y teniendo en cuenta las hipbtesic anteriormente citadas
asi como la segqguridad de la imprescinciible presencia en el ciclo
multiplicativo de orthomixovirus de un factor nuclear sensible
a la actinomicina D y resistente a la cicloheximida (factor
que implica una actividad RNA polimeracsa dependiente de DNA)
para iniciar la multiplicacidn viral, nos hace pensar que la
actividad antiviral de este quimioterépico pueda estar rela-
cionada con la inhibicibn o depresidn de ese "factor iniciador";
lo que significarfa que el quimioter&pico amantadina interferi-
ria de alguna manera a nivel de la trenscripcién celular, bien
formando eniaces de hidr6geno con el DNNA celular de tal manera
gue evitaria la actividad normal de la RNA polimerasa dependien-
te del DNA o bien afectando directamente a esta filtima. De to-
das formas el mecanismo de inhibicibn de la multiplicacidn vi-
ral por la amantadina no debe ser tan sencillo ya que ni todos
los orthomixovirus son igualmente sensibles, ni todos los para-

mixovirus son igualmente insensibles.



El adamantano, fue incluido por -nosotros en el grupo
de quimioterdpicos antivirales en los cuales ibamos a desarro-
llar el trabajo objeto de la presente Memoria precisamente por
mostrar, en pruebas llevadas a cabo en nuestro Laboratorio, un
apreciable efecto depresor de interferén, posee una estructura
semejante a lé amantadina, de la cual s6lo se diferencia por
carecer del grupo NH, en posicibén 1, no presenta actividad an-
tiviral significativa posiblemente por tener una fdrmaco-ciné-
tica mas lenta, lo cual implicaria la necesidad de tratamientos
previos mas largos que los usados en nuestro protocolo experi-
mental para producir un efecto cuqntitativamente semejante al

producido por la amantadina.

Los resultados obtenidos por nosotros en los estudios
de la influencia de estos quimioterépicos sobre la produccidn
de interferbtn, tanto "in vitro" como "in vivo", parecen soste-
ner la idea de que estas substancias deprimen la transcripcidn
celular ya que tanto el adamantano como la amantadina son de-
presores de la produccién del interfe:xdn, lo gue implicaria
" una menor biosintesis de mRNA de interfer6n. Asf mismo la ma-
yor .efectividad de adamantano en la depresibn de los niveles
de interferén en amplios intervalos de tratamientos previos
a la induccién de interferdn confirmaria nuestra hipbtesis de

qgue el adamantano presenta una f&rmaco-cinética mas lenta.

Los efectos de la D—glucosamina se aprecian mas en
funcidn del poder hemaglutinante del virus que en el infectivo
y ello es debido a que inhibe la glicosilacidén de ciertas pro-
teinas constitutivas de las espiculas portadcras de la capacidad
hemaglutinante. A la vista de los resultados obtenidos por NAKA-
MURA y COMPANS (1978) la presencia de D-glucosamina hace que se
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produzcan polipéptidos de las hemaglutininas que se pueden
considerar aberrantes, del tipo HA' que incorporan deficien-
temente la fucosa y que son diferentes a la molécula precurso-
ra HA, y de la hemaglutinina normal HA, asi como otros produc-
tos intermedios HALy ¥ HA02 en log que si puéden haber incor-
poracidn de fucosa pero que son heterogeneos en cuanto al grado
de glicosilacidén. La capacidad hemaglutinante de estas parti-
culas virales con espiculas aberrantes es sighificativamente
mas baja que la de los virus normales no sometidos a tratamien-
to glucosaminico. También segfin SCHNITZER y cols. (1975), la
accidn de 1la D-glucosamina, afectando las fases finales del
ciclo de multiplicacibn viral altera funciones atribuidas a
glicoproteinas virales que se relacionan con la hemadsorcién
hemaglutinacién y fusidn celular mientras que no afecta a los

antigenos que intervienen en la fijacibn de complemento.

Debe tenerse en cuenta, ademés, que siendo la neura-
minidasa una glicoproteina quedaria también afectada por este
inhibidor de la glicosilacifén y aunque en proporcibn, al menos
en ofthomixovirus, es mucho menos que la hemaglutinina, podria
trambié&n interferir, en menor grado, en la liberacidn del viridn
- que la neuraminidasa desempeﬁa'un papel en la salida del viribn

a través de la membrana celular.

- La diferencia del comportamiento inhibitorio de la
D-glucosamina frente a ortho y paramixovirus puede deberse tam-
bién a diferencias en la composicién y ordenamiento de los azl-
cares en la fraccidn glucidica de ambas glicoproteinas por 1lo
. cual podria explicarse también el diverso grado de glicosila-

cién final y por tanto su funcionalidad.
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“En cuanto a su poder depresor de la produccibn de
interferdn "in vitro" podria ser debido a la reduccibn del
"pool UTP" (KLENK y cols. 1972) con lo que se verfa afectada
la produccién de mRNA de interferén y a la sintesis de glico-
proteinas de interferén parcialmente glicosiladas o aberrantes

con lo que la funcién interferén se verfa disminuida.

4.- Actividad antiviral en funcibén de distintos paré@metros

biolégicos;

Independientemente de las caractéristicas del virus
y de la naturaleza del quimioterfpico, que junto con las téc-
nicas de ensayo configuran el modelo biol6gico de estudio exis-
te una serie de circunstancias a tener en cuenta en los resulta-
dos yique pueden inducir a errores interpretativos al llegar
el momento de evaluar como positiva o negativa la aplicacién de

un determinado quimiotergpico.

En primer lugar habré&n de considerarse las dosis a
~utilizar, estas estardn a su vez condicionadas por la solubili-
dad y toxicidad del producto y sus posibilidades de neutraliza-

cidn o eliminacidbn 'por el huesped.

En nuestro caso, en los ensayos sobre fibroblastos
el adamantano y amantadina han sido suficientemente efectivos
a dosis de 50 y 100 X’/ml de“medio de mantenimiento, mientras
que la D-glucosamina en los mismos ensayos ha presentado su
actividad a dosis de 400 y 800 ‘(/ml. Para pruebas sobre huevos
embrionados se ha efectuado el aporte del quimioterépico siem-
pre en volGmenes de 0,2 ml por embrién y a este volumen referi-

mos la dosis empleada que fueron de 400-600 E’para adamantano,
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de 200-400 ¥ para amantadina y de 1000—20003* para D-glucosamina

. En ambos casos de pruebas de dosificacién del quimio-
‘terdpico ha Qenido condicionada por su toxicidad y como regla
general hemos empleado la m&xima dosis atdxica, que no coincide
para los tres quimioter&picos utilizados y aunque este proceder
entrana diferencias cuantitativas en las dosis inoculadas hemos
considerado preferible utilizar la substancia en la mas alta
dosificacibn posible. Como era l6gico esperar los efectos fue-
ron proporcionales a las dosis utilizadas para cada una de las
substancias, excepto en las pruebas de contacto directo de
quimioterépico y virus "in vitro" en que la mayoria de los re-

sultados fueron negativos.

Otro parédmetro a considerar es el momento de aplica-
cién de los quimioterdpicos que en nuestros experimentos de pro-
teccién antiviral han sido introdudicos en ambos sistemas (cul-
tivos de fibroblastos y embriones) en periodos de 4, 3,2 y 1 h
. en dosis Gnica previa a la infeccidn viral. Los resultados obte-
nidos por nosotros indican que son necesarios contactos de 3 a
4 horas del gquimioterdpico sobre las c&lulas en cultivo, mien-
tras que para el embridn la m&xima actividad se obtiene cuando
la substancia es inoculada 1 hora , o como mucho, 2 horas pre-
viamente al virus, ello puede estar condicionado por el mecanis-
mo metab&lico mas perfeccionado del embrién como dejamos indica-

do anteriormente.

En cuanto al modo de adminictracién del quimioter&pico
varia seglin los propbsitos de cada caco. Asi para los cultivos
celulares han sido preparadas soluciones de las distintas subs-

tancias en medios de mantenimiento celular hasta alcanzar la di-
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lucién final prefijada por ml de medio que ha de ser anadido
al cultivo celular a los tiempos deseados mientras que en las
pruebas de ensayo ‘sobre "huevos embrionados, el quimioterdpico
es inoculado en el huevo embrionado a las dosis requeridas,
siempre, en volﬁménes de 0,2 ml y en saco alantoideo.

Al considerar estos resultados queremos resaltar la
necesidad de que se precisen exactamente las condiciones ex-
perimentales en el momento de evaluar la actividad de un qui-

mioterdpico, médxime cuando se hace con propbSsitos comparativos.

5.- Respuesta del huesped en presencia de algunos antibiéticos

y quimioterfpicos antivirales.

Segin es sabido la defensa del organismo frente a
una agresidén de origen virico, se caracteriza por una inmuno-
respuesta‘especifica que sigue a la aparicibén de un interferén
activo y que entre la sintesis de anticuerpos y la de interfe-
rén existen diferencias biol6gicas en el momento de la apari-
cibn, en su espectro de actividad, en el modo y sitio de accibn
y también en la resistencia a variaciones de pH (RONDA y ALONSO,
1977) .

En cuanto al comportamiento de los antibibticos y' qui-
mioterépicoé aqui utilizados, habrémos de considerar =-en rela-
cién con los primeros- que dan origen a una inmunosupresién
va demostrada recientemente en nuestro Departamento (BARASOAIN,
'1976) y por tanto no juzgamos necesario repetir este tipo de
experimentos y en cuanto a los quimioter&picos que puede pro-
ducirse un efecto variable. Asi hemos visto que el adamantano

no producfia ningln efecto en las series experimentales en que



utilizabamos orthomixovirus como agente antigénico mientras
que aparecian efectos ligeramente inmunodepresores en los
casos en que ensayamos ¢on paramixovirus. Cabe pensar que

ante un efecto tan debil como el presentado por esta substan-
cia en el desarrollo de la respuesta inmune, han de ser con-
dicionantes diferenciales en los resultados el distinto carac-
ter inmunogénico que pueda existir entre ortho y paramixovirus;
ya que seglin hemos apuntado en otras ocasiones los paramixovi-
rus presentan algunas peculiaridades de comportamiento serol6-
gicoléue pueden conllevar dificultades de control inmunol6gico
y ello quiz& sea debido posiblemente a una deficiente capaci-

dad antigénica en nuestras condicioneg experimentales.

Sin embargo en el caso de la amantadina, siempre apa-
rece definido un patente efecto inmunodepresor con todos los
virus utilizados; para esta substancia, de accibn depresora
mas potente sobre el sistema inmunitario, las diferencias inmu-
nogénicas entre ambos grupos de virus se manifiestan en funcibn
del grado de inmunosupresién y que también resulta ser mayor con
los paramixovirus.

Cuando este mismo planteamiento experimental se lleva
a cabo en presencia de glucosamina observamos dque, por_el con=
trario, se produce un curioso fenfmeno de discreta inmunoesti-
mulacién de la respuesta humoral del huesped frente al estimulo
antigénico viral; este efecto potenciador de anticuerpos, detec-
tados como unidades inhibidoras de heraglutinacibn, es de la
misma intensidad en las cuatro series virales ensayadas no exis-
tiendco diferencias condicionadas por la naturaleza del viribn.
Examinando la cinética de esta estimulacibn vemos que se eﬁpieza

a detectar desde el octavo dfa. A la hora de interpretar este
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‘fenbmeno de inmunoestimulacibén por el aminoazucar vemos que es
semejante a lo observado por JORBA (1977) en estudios de inter-
acciones f4rmaco-huesped en los que la glucosamina era capaz de
aumentar la supervivencia de ratones, en un grado variable, de-
pendiendo de la especie bacteriana y también -en otro tipo de
ensayos- aumentaba la reactividad inmunolbégica de los macré6fa-
gos. En nuestro caso cabe pensar que algfin componente de membra-
na en el virus puede resultar estimulado en su inmunogenicidad
por parentesco estructural con la hexosamina o bien que las cé-
lulas inmunocompetentes alcancen una mayor reactividad en las

fases tempranas de la inmunorespuesta.

En cuanto a la otra forma de reaccibn especifica del
organismo huesped frente al virus =-la induccibén de interferén-
hemos comprobado que puede no tener influencia o producirse una
ihhibicién‘de variable intensidad dependiendo de la substancia,
tipo de ensayo y otras circunstancias experimentales. En general
hemos podido ver que los cuatro antibiéticos inhiben la produc-
cién de interferbn (especialmente la rifamicina) tanto "in vitro'
como "in vivo" y que este éfecto‘se produce sobre todo cuando
la substancia se administra previamente a la induccién aungque
con antibioticos de alto poder inhibidor o por aumento de la
dosis pueden observarse tambié&n algunas disminuciones relativas
en el nivel sérico del interferdn. Cabe pensar que estas inter-
acciones se producen por inhibicién de RNA—polimerasas DNA-de-
pendientes (rifamicinas) , roturas en las cadenas del DNA (bleQ-
micina) e interacciones no éovalentes con la molécula de DNA
(cromomicina), durante la respuesta de las células huesped fren-

te al inductor viral. Para algunos autores (GADALETA y co0ls.1970)
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las moléculas ansamicinicas podrian actuar a nivel de las mi-
tocondrias.
En cuanto a los tres quimioterdpicos antivirales es

preciso hacer una clara distincién segilin que los ensayos se rea-

licen sobre cultivos celulares "in vitro" o en pollos. En el
primer caso aparece una clara accién inhibidora de distinta- i
magnitud que es mas intensa con el adamantano y mas suave con

la glucosamina. Esta accibn.se produce especificamente en los
tratamientos previos a las 12 horas. Parece légico suponer que
esta inhibicibn se produzca a distinto nivel molecular, que
vendr& condicionada por interferencias con la glicosilaci6én (en
presencia del aminoazucar) e impidiendo la transcripcién celular,
mediante alteracién directa o indirecta de la actividad normal

de la RNA polimerasa DNA dependiente (con el adamantano y aman-
tadina); la mayor actividad del primer de estos dos, pese a ser
menos potente como antiviral, puede scr debida a diferencias en
la farmacocinética de ambas substanci#s que resulta ventajosa en
el modelo experimental disefiado para valorar el interferdn. En

el caso de la inhibicibn por glucosamina pensamos que al inhibir-
se la glicosilacidén, podrian originarse moléculas de interfersdn

mas pequenas (oligbmeros) que tendré&n menor actividad biolbgica.

Los efectos "in vivo" son menos intensos con amahta-
dina y glucoéamina, siendo siempre mas activo como inhibidor
el primero de ellos y la glucosamina resulta totalmente inac-

tiva. Ello puede ser debido a diferencias en la farmacocinética

de las moléculas y sobre todo en el caso del aminoazucar, porgue

éste es rapidamente metabolizado a nivcl hepético.



VI. RESUMEN Y CONCLUSIONES

En_la presente Memoria, en primer lugar, se hace
uan revisién de distintos antecedentes bibliogrdficos que
nos permiten formarnos una idea clara de las relaciones es-
tructura-funcibn en los virus abarcando distintos aspectos
que se refieren a la morfologia, taxonomia y significacién
biolégica de los virus en general para después, estudiar de
un modo mas particular aquellos datos que se refieren a los
Orthomixovirus y Paramixovirus en cuanto a su morfologia y
estructura, composicibn quimica y ciclo replicativo, asi co-
mo un detallado examen de las analogias y diferencias que es
posible encontrar entre estos dos grupos de virus entre los
que destacamos el viridén influenza y el NDV como mas represen-

tativos.

También, por otra parte, se revisan aquellos conoci-
mientos de la bibliografia que pueden tener interés para inter-
\pretar nuestros datos relativos a la respuesta del huesped fren-
te a una infeccidn viral (interferé6n y produccibn de anticuerpos
humorales), asi como algunos aspectos de la quimioterapia anti
viral entre los que se mencionan las distintas posibilidades de
interferir la multiplicacién viral y se valora de un modo cri-
tico la varia metodologia que se aplica en la investigacién'de

este tipo de quimioterépicos.
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Asi, actualizando el .tema, se ha comprobado que aun-
que se tiene un conocimiento exacto de las reacciocnes bioqui-
micas que aseguran la automultiplicacidén viral todavia existen
algunas incognitas en cuanto a ciertos detalles de regulacidn
en la morfogénesis del virién y que los Mixovirus =-por sus ca-
racteristicas bioquimico-estructurales y significacién patogé-
nica- constituyen un excelente modelo biocl6gico para estudios
de interaccibn virus-quimioterdpico-huesped. Como diferencias
mas importantes entre los Ortho y Paramixovirus cabe senalar
las derivadas de su distinta aglutinabilidad en presencia de
lectinas, su comportamiento en los fendmenos de interferencia
e infecciones persistentes y su variacifén antigénica, asf como
también por ciertas diferencias bioquiiiicas (sintesis de cier-
tas pfoteinas inducidas en la célula huesped) y estructurales
(variaciones en las espiculas) que nos han permitido interpre-
tar algunas variaciones de sensibilidad frente a los distintos

quimioterépicos usados.

Pese a la extensa bibliografia consultada, en cuanto
a aplicaciébn de la quimioterapia, nos ha parecido encontrar
pocos datos comparativos sobre la influencia de distintos paré-
metros biol6gicos que intervienen en una interaccifbn virus-qui-
mioterdpico y una manifiesta ausencia de datos relativos al
.efecto de estos antivirales en la respuesta del huesped frente
a una infeccibn viriasica. Por todo ello y para un mejqr cono-
cimiento de las relaciones virus—quimioterfpico-huesped hemos

intentado aportar algunos datos mediante:

a) Obtencién de fibroblastos de rollo y estudio de sus

condiciones de crecimiento en distintos medios experimentales.

b) Estudio de un medio idbénes para el mejor manteni-
miento de fibroblastos en los sistemas biolbgicos de ensayo con-

trolando la influencia de. suero de ternera, hidrolizado de lac-
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toalbGmina y extracto de levadural’

c) Determinacidén de las curvas de viabilidad celular
para contactos de 48 horas en presencia de distintas concentra-
ciones de adamantano, amantadina y D-glucosamina y confirmacién
de nuestros datos previos correspondientes a la viabilidad en

presencia de cromomicina, bleomicina, rifampicina y rifamicina.

d) Determinacién de curvas de supervivencia de huevos
embrionados de 10 dias en presencia de distintas concentraciones

(0 a 3.000 Y /0,2 ml) de adamantano, amantadina y D-glucosamina.

e) Ensayos de infectividad viral con las cepas de
FPV, influenza, NDV y Sendai para controlar las dosis infecti--
vas o letales a utilizar segfin el propbsito experimental en

cada caso.

f) Control de un sistema , sobre fibroblastos de pollo,
para estudiar interacciones FPV-cromomicina'y NDV-cromomicina
valorando las variaciones de titulo hemaglutinante y de la capa-
cidad infectiva después de contactos variables a 37° C frente

al antibibtico

g) Ensayo de interacciones virus-cromomicina sobre

huevos embrionados previos contactos variables "in vit;o"'
, .

h) Estudio de la accibn de adamantano y amantadina
sobre FPV, .influenza, NDV y Sendai para ensayar la inhibicibn
de la replicacién viral en estadios tempranos de la infeccidn
de fibroblastos de pollo. En estos casos se ensayaron distintas

modalidades experimentales de tratamiento "in vitro" e "in vivo"
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i) Estudios de quimioterapia antiviral a nivel de re-
vestimiento del viribn por el empleo de glucosamina frente a
infecciones con F?V, influenza, NDV y Sendai. Ensayos previos
con galactosamina demostraron la no aplicabilidad de este ami-

noazucar por. su accidn tbxica. -

j) Estudios del poder citopdtico de los distintos
mixovirus como un criterio de titulacib6n en funcién de su

patogénesis.

k) Mediante pruebas de proteccibn en fibroblastos y
embriones de pollo y para diversas modalidades de contacto se
comparan las acciones quimioter&picas antivirales a nivel de
estados tempranos de infeccibn y del recubrimiento del viridn.
Los resultados se valoraron a través del titulo hemaglutinante

y de su capacidad infectiva.

1) se ha planeado una serie de experiencias "in vivo"
(sobre pollos Leghorn) encaminadas a controlar la respuesta del
huesped cuando -infectado por mixovirus- se hacen intervenir
en la interaccibn virus-f4rmaco-huesped distintos antibidticos
(cromomicina, bleomicina, rifamicina y rifampicina) y quimiote=-
répicos (adamantano, amantadina y D-glucosamina en distintag
situaciones de tratamiento experimental (previo, simultaneo o

post-infeccibn viral).

m) Se han realizado gran nGmero de determinaciones
de inhibicibn de la hemaglutinacibén para detectar la formacién
de anticuefpos antivirales en suero de pollos tratados y no

tratados con los tres quimioterépicos.
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-n) Se ha efectuado una serie de experimentos previoé
para conocer la termoresistencia de los 4 mixovirus que habria-
mos de utilizar como inductores de interfer6n. El1 grado de ter-
moinactivacibn se coptrolé mediante titulacién del poder cito-

pdtico y hemaglutinante.

0) Ante la falta de datos en relacibén con la produc-
cidn de interferbn en presencia de las substancias anterior-
mente citadas se planearon una serie de experiencias "in vitro"
sobre cultivos celulares e "in vivo" sobre pollos para conocer
el efecto de distintos tratamientos con antibibdticos y quimio-
terdpicos en la produccién de interferb6n con los distintos mi-
xovirus termoinactivados en el caso de determinaciones sobre
cultivos celulares y activos cuardo los experimentos se llevaron

a.cabo sobre pollos.

' A partir de los resultados obtenidos en toda esta

- serie de experimentos asi planteados cabe sacar las conclu-
siones que siguen en relacién con la accibn antiviral de dis-
tintos quimioteré&picos sobre cuatro mixovirus y de su influen-
cia y la de algunos antibibticos que actuan a nivel de sintesis

de &cidos nucleicos sobre la respuesta del huesped:

1. E1l medio mas adecuado para nuestros propbsitos experimentales
es el de Hank's con una concentracibén de 4% de suero fetal
bovino (o del 2% para medios de mantenimiento) adicionado
de 2 mg de hidrolizado de lactoalbiimina y 1 mg de extracto
de levadura por litro de medio.
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En cuaﬁto a eféétds téxiébs paré fibroblastos de pollb, se

ha comprobado que concentraciones de adamantano y amantadina

superiores a 100 y /ml empiezan a disminuir la viabilidad

celular, mientras que en preéencia de glucosamina no se em?

piezan a producir ligeras alteraciones hasta alcanzar las 800
y/ml y al cabo de 36 h. de contacto.

Datos sobre la toxocidad para huevos embrionados de 10 dias
revelan que dosis de 400 ¥ /0,2 ml de amantadina y de 600¥ /
0,2 ml de adamantano son perjudiciales para la supervivencia
del embridén mientras que la glucosamina no presenta acciones.
toxicas hasta casi alcanzar concentraciones cinco veces més

elevadas.

Las dosis infectivas idoneas para nuestros propositos experi-
mentales fueron de 102 DICT para determinaciones sobre fibro-
blastos;de 102 DLE cuando se utilizan huevos embrionados; de
104_DICT inactivados con.P -propiolactona en las pruebas de
respuesta inmunitaria y de 105 DICT para la induccidén de in-
terferdn.

Sometiendo NDV y FPV a la accién de cromomicina "in vitro"
(dosis de 10° DICT) durante 90 a 120 minutos e inoculando

después cultivos de fibroblastos se observa una discreta ac-

» tividad antiviral que se supone condicionada a un efecto

"in vivo" que se manifiesta en la segunda fase de ensayo.

Cuando este tipo de ensayos "in vitro" se valora sobre se-

. . . - . 5
ries de huevos embrionados en dosis de 107 DLE, se comprueba
que no hay variaciones significativas en el titulo hemaglu-

tinante pero se observa una pérdida superior a un logaritmo
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decimai en sus Qalores DLE.

Pese a los ligeros aumentos de supervivencia observados en
algunos lotes de fibroblastos infectados con FPV, influenza,
NDV y Sendai cuando se sometian a tratamientos previos con
adamantano, esta substancia no presenta actividad antiviral

por contacto directo "in vitro".

Pruebas semejantes efectuadas con amantadina sobre embriones
infectados con los mixovirus, fueron algo mas alentadoras

observandose una mayor tendencia hacia la efectividad (amanta
din-sensibilidad) cuando se ensayaba a 37° C, aunque de to-

das formas los resultados no fueron muy demostrativos.

Por los resultados obtenidos "in vivo" sobre embriones de
10 dias ‘infectados con NDV y FPV y tratados con distintas
dosis de adamantano y amantadina se comprueba que esta fil-
tima tiene_efectos mas potentes sobre todo frente a FPV y

para contactos previos de proteccién de 2 horas.

Asimismo se comprueba que un tipo de ensayo idbneo para de-
terminar el efecto antiviral de estos quimioter&picos es
realizar pruebas de proteccién "in vivo" con diferentes

intervalos de tratamiento previo e incubando a 37° C.

Pruebas de contacto "in vitro" con D-glucosamina, frente a
embriones infectados con los cuatro mixovirus, revelaron que
tampoco se detecta la accibn antiviral a nivel de revesti-

miento del viridén mediante este tipo de tratamiento.



12.

13.

14.

15.

332,

Cuando se aplicaron estudios de proteccibn "in vivo" de
embriones, mediante el empleo de glucosamina, se comprob6
un efecto antiviral -frente a los mixovirus- que era
proporcional a la. concentracién del aminoazucar detectan--
dose con mas facilidad en funcién de la dosis infectiva y

resultando ser mas sensible el FPV.

En estudios comparativos sobre fibroblastos utilizando dis-
tinvas dosis de los tres quimioterépicos (adamantano, aman-
tadina y D-glucosamina) se observd que la accién antiviral
mas efectiva se lograba con amantadina y precisamente inhi- .
biendo la actividad citopética;‘sin embargo, en presencia
de D-glucosamina el efecto antiviral se detectaba mas acu-
sadamente en funcibén de la depresibn del titulo hemagluti-

nante.

Cuando estos estudios se realizaron sobre embriones se obtu-
vieron resultados anélogos a los anteriores pero haciendose
ain mas patente la mayor amantadin-sensibilidad de los mixo-
virus (sobre todo los Ortho) en funcibn del grado de super-

vivencia después del tratamiento.

Al estudiar en las aves no tratadas, por usarse como control
la cinética de inmuno-respuestas humorales y los titulos sé-
ricos IHA alcanzados a los 24 dias frente a los cuatro mixo-
virus se encontraron respuestas de mas alto nivel en las ‘
series de pollos inoculados con FPV y NDV. En todos los ca-
sos los anticuerpos circulantes se determinaron mediante in-

hibicién de 1a hemaglutinacidn.
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Cuando estas inmunorespuests se estudiaron en presencia de
los quimioter&picos nos encontramos que : a) el adamantano
no tenia ninguna accibn sobre la inmunizacibén con orthomi-
xovirus, aunque si producia un ligero efecto inmunodepresor
con los paramixovirus ensayados; b) en presencia de la aman-
tadina se observd en todos los casos un claro efecto inmuno-
depresor que era mas intenso también para los paramixovirus;
y ¢) los tratamientos con glucosamina, por el contrario,
dieron lugar a un curioso fenbémeno de inmunoestimulacibn de

magnitud andloga en los cuatro virus ensayados.

En los estudios de termoinactivacidén a 37° C durante 72 h.
se comprobd que los cﬁatro mixovirus pierden poder infectivo
y hemaglutinante. El1 infectivu es mas sensible y continua
descendiendo hasta desaparecer a las 36 h. (Sendai) 6 48 h.
influenza, NDV y FPV) mientras que el titulo hemaglutinante
permanece invariable después de las 12 h de tratamiento. |
En relacién con la produccién de interferb6n "in vitro", en
presencia de adamantano o amantadina se observaron acciones
depresivas de variable intensidad dependiendo de la concen-
tracidén del quimioter&pico y del intervalo de tratamiento
previo a la induccibn; los efectos mas intensos se alcanza—'
ron con d6sis superiores a las 50 ¥ /ml administradas 12 h
antes que el virus inductor; también con la glucosamina se

comprobd un fenbmeno semejante aunque a dosis mayores.

En otras experiencias andlogas sobre la produccibén de inter-
feré6n "in vitro", pero en presencia de los 4 antibibticos

/
citados, también se observaron varios efectos desde inhibi-

ciones de variable intensidad a ninguna intervencién depen-
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diendo.del tipo-de molécﬁla, de-laé dosié e intervalds de

tratamiento. Fueron mas activas las moléculas ansamicinicas.

En las experiencias de induccibn de interferén "in vivo",.
determinadas a las 6 horas, tambi&n se observaron inhibi-
ciones de variable intensidad dependiendo del quimioter&pi-
co y la dosis; asi, en este caso el adamantano resultd ser

el depresor mas activo y la glucosamina el mas debil.

Cuando se utilizaron los 4 antibibticos antes citados, que
interfieren con la sintesis de acidos nucleicos, nos encon-
tramos que en la produccibn de interferé6n "in vivo" la bleo-
micina, seguido de cromomicina fueron las moléculas mas ac-
tivas en los tratamientos previos a la induccidén viral sin
observarse accifn alguna para los tratamientos simultaneos
o subsiguientes a la induccibn. Sin embargo con las rifami-
cinas, que fueron menos activas en los tratamientos previos
tampién produjeron algunas inhibiciones con los tratamientos
simultaneos o posteriores; con rifamicina SV se llega a de-
presiones del 60% con dosis de 10Y administradas 4 h después

de la induccibn.
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